Biotechnologické vlastnosti kvasiniek izolovanych
pre potreby sekundarnej fermentacie vina 663.252.1

Doc. Ing. FEDOR MALIK, CSc., RNDr. VALTER VOLLEK, Doc. Ing. JAN HRONCEK, CSc., Ing. ERIKA MORVAYOVA,
Chemickotechnologickd fakulta SVST, 812 37 Bratislava

1. Cast: Autoselekény efekt, izoldcia a identifikdcia vinnych kvasiniek

Kld¢ové slova: autoselekény efekt, vinne kvasinky, izoldcia kvasiniek, vlastnosti kvasiniek

K izoldcii vinnych kvasiniek z primarnych i sekun- nych prejavov populdcii kvasiniek. Naplfiaja tak nielen
darnych stanovidt pristupuji vinarski mikrobiolégovia zamery ekologického v§skumu, ale poskytovanim vyso-
diferenccvane. Na zéklade poznania Zivota mikroorga- kovykonnych jedincov slaZzia i aplikovanému vy¢skumu
nizmov, vyuZivajic dostupné i menej dostupné pracovné a vyrobnej praxi.
metodiky, odhalujd nové principy a zé&konitosti Zivot- Uceleny obraz o ekol6gii vinnych kvasiniek u nés
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podal Mindrik [1]. Tri desatroCia 3tudoval zastipenie
a frekvenciu jednotlivych druhov kvasiniek, izolujac
pritom desiatky priemyselne vyznamnych kmeiiov vin-
nych kvasiniek [2]. Stddiu mikrofiéry hrozna, mustu a
vina sa venovali i dal8i na$i autori [3, 4, 5].

Ekologické $tadie kvasiniek sa neustdle rozsirujaq,
doplhaji a skvalithuji. Tieto vyskumy sa vedd v pre-
sved€eni, Ze len dokonalé poznanie rodového a druho-
vého zastdpenia kvasiniek a ich fyziologickych vlast-
nosti umoZiiuje aplikdciu déinnejsich spdsobov vyroby a
biologickej stabilizdcie hroznovych vin.

Izolaéné postupy v poslednych rokoch vyuZivaja prin-
cipy prirodzenej selekcie mikroorganizmov. Originalny
princip riadenej autoselekcie kvasiniek popisal v roku
1967 Hronéek [6]. Doslednd exploatdcia principu auto-
selekéného efektu, ktor§ vyuZiva vertikalnu ,pracovnd”
dréahu kvasiniek, je moZna v navrhovanom dvojélennom
zariadeni (selektor] na kontinudlne rozmnoZovanie &is-
tych kultdr vinnych kvasiniek [7, 8]. V selektore, ako
v kaZdom biologickom systéme sa uplatiiuje zdkon si-
faZivosti podla Volterra: z dvoch kvasiniek, ktoré ,si-
faZia“ v tom istom priestore o ten isty zdroj Zivin sa
presadi td, ktorej 3pecifickd rastovd rychlost je vy3sia.
PretoZe $pecificka rastova rychlost kvasiniek je niZsia
neZ 3pecifickd rastova rychlost kontaminantov, moZno
rvzmnoZovanie tychto potlaéit len vy3Sou zriedovacou
rychlostou. Tento efekt sa uplatiiuje v kontinudlne pra-
cujicom selektore, v ktorom sa vhodnou zriedovacou
rychlostou vyplavuje nevhodna kvasinka, € kontami-
nant a zabezpeduje sa rozmnoZovanie Ziadanej kultdiry
kvasiniek.

Efekt autoselekcie moZno s uréitfymi obmedzeniami
zabezpedit i v podmienkach ,batch“ fermentdcie hroz-
nového mu3tu. Vhodnou volbou podmienok moZno vy-
selektovat v priebehu kvasného procesu i dokvé3ania
také populdcie kvasiniek, ktoré sa mdZu v dalsich, €i
opakovanych féazach technologického procesu vyuZit.
Tak moZno napriklad zv§Senou koncentrdciou oxidu si-
riditého, cukru, alkoholu v kvasiacom médiu, ¢i kvase-
nim pri nizkej teplote ziskat sulfitové, osmotolerantné,
alkoholrezistentné, ¢i chladnomilné kmene vinnych kva-
siniek.

Vo svojej praci sme sa zamerali na izolaciu a charak-
terizdciu kvasiniek, pouZiteInych v procese sekundar-
nej fermentacie vina. VychAdzali sme z konkrétnych
poZiadaviek praxe,s ciefom pouZit ziskané kmene v tech-
nolégii vyroby Sumivych vin, €¢i aplikovat ich v pripade
nedokvaseného vina. Zakladnou poZadovanou charakte-
ristikou tychto kvasiniek mala byt preto ich alkoholre-
zistentnost.

1.1 METODICKA CAST

1.1.1 PouZité média

V priebehu préce, zameranej na identifikdciu izolo-
vanych vinnych kvasiniek sme pouZivali nasledovné kul-
tivacné pody: Sabouraudov agar (izolacia, rast a cha-
rakteristika makrokol6nif, tvorba biomasy), Fowellov
roztok (sporulaénd pdda), cibulov§ agar (rast pseudo-
mycélia), kvapalné sladinové médium (charakterizdcia
rastu) a sladinovy agar (dschova izoldtov) [9].

Pre potreby izolacie vinnych kvasiniek sme mali k dis-
pozicii dvandst dokvasajacich vin z juhomoravskej vi-
nohradnickej oblasti. Prevadzkareni MVZ s.p. v Mikulove
poskytla 6 dokvéa$ajicich hroznovych vin odrdd: Neu-
burgské (vz.1), Miiller Thurgau (vz.2), Veltlinske ze-
lené (vz.3, 4), Rulandské biele (vz.5) a Rizling vlassky
[vz.6). Z oblasti Pavlova to boli tri hroznové vina: Ru-
landské biele (vz.7), Rulandské sivé (vz.8) a Rizling
rynsky (vz.9). Z prevaddzkarne MVZ s.p. Dolni Dunajo-
vice pochAdzali vina Silvadnske zelené (vz.10), Neuburg-
ské (vz.11) a Rizling vla3sky (vz. 12).

1.1.2 Metddy izol4cie, identifikdcie a klasifikdcie kva-
siniek

Na izoldciu kvasiniek sme pouZili Kochovu zriedova-
ciu metédu. Individudlne vyrastené kolénie kvasiniek
sa preotkovali na 3ikmy sladinovy agar. Po 72 h kulti-

vacii pri teplote 28—30°C sa kultary uskladnili v chla-
diacom boxe.

Identifikdcia kvasiniek prebiehala na zaklade urcenia
morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlast-
nosti izolatov. Podla morfologickych vlastnosti sa urcil
rod kvasiniek. Spoznanie fyziologickych a biochemic-
kych vlastnosti kvasiniek umoznilo rozliSit jednotlivé
druhy kvasiniek. Pre ucely identifikacie sme pouZili
sezné pracovné metédy [10, 11].

Tvar buniek kvasiniek sa sledoval mikroskopicky, ich
rozmery sa merali okuldrovym mikrometrom. Tvorba
spor sa pozorovala u izolovanych jedincov po 7—14
diiovej ku'tivacii vo Fowellovom roztoku. Tvorbu pseu-
domycélia sme sledovali pri kultivacii na ckliCkach s ci-
bulovym agarom. Sklitka sa inkubovali 7 dni pri 28°C
7 Petriho miskdch. Druhovia diagnostiku stanovenych ro-
lov sme urobili podla Kockovej-Kratochvilovej [11].

1.2 EXPERIMENTALNA CAST

Vzorky dokvéajicich hroznovych vin sa odoberali
z vrchnej &asti velkoobjemovych stojatych ocelovych
nadr?i. Takyto pracovny postup zabezpe€il na zaklade
efektu autoselekcie odber populécii kvasiniek co Zela-
telnymi vlastnostami. Ciefom prace bolo izolovat také
kmene kvasiniek, ktoré si odo!né vO&i vysokym kon-
centrdciam alkoholu.

Izolované kvasinky z jednotlivfch vin sme octkovali
na Sabouraudov agar s postupne sa zvySujicim obsahom
etanolu — 12, 15 a 20 % obj. Tymto po€inom sa spris-
flovali podmienky pre selekciu alkoho'rezistentnych
kmeifiov kvasiniek. Po dvoidiiovej kultivacii rastla na
pdde s 12 % obj. etanolu viZiina izolovanych jedincov.
Na pdde, ktord obsahovala 15 9% obj. etanolu vyrastlo
u¥ podstatne menej kolénii kvasiniek. Naijintenzivnej-
gie rastice koldénie sme napokon preofkovali na pevni
Sabouraudovu pddu s 20 % obj. etanolu. AZ potom na
zéklade vizudlneho posiddenia intenzity rastu sme vy-
brali 10 kmeiiov kvasiniek, ktoré sa stali predmetom
dalgieho experimentdlneho zdujmu. Boli to kmene s pra-
covnym oznatenim 1B. 2A. 2C, 3A, 3B. 6A, 6C. 11A, 11B,
11C (vid d&islovanie vzoriek vin). T¢chto 10 kmeifiov
kvasiniek sme podrobili v dalSom identifikdcii a n4véz-
nému testovaniu ich technologick¢ch, biochemickych a
genetickych vlastnosti.

U&elova charakterizdcia 10 izoldtov si viima tieto za-
k'adné charakteristiky kvasiniek: morfolériu buniek a
kolénii, tvorbu pseudomycélia a tvorbu spér. Na pozo-
rovanie morfoldgie buniek sme pouZili 48 h ku'tdru.
ziskand Kultivadciou v kvapalnei Sabouraudovei pdde s ob-
sahom redukuidcich cukrov 100 g.1-1. Izolované kme-
ne kvaciniek mali gulaté bunky. ktorych rozmer sa po-
hyboval v rozp#dti 5.8—125 um. Morfol6gia kolénii sa
vvhodnncovala po vyrasteni na Sabouraudovom agare.
ori makroskopickom vzhlade kolénii sa pozorovali malé
ydli¥nosti. Kmene 2A a 2C mali hladky povrch, ostatné
tmene sa vvznafovali jemne granulovanym povrchom
kolénii. Vsetky kolénie izoldtov kvasiniek boli biele,
lesklé a konvexné.

Po vyhodnoteni mikroskopického pozorovania vyraste-
nych kvasiniek na cibulovom agare kon3tatuieme ab-
senciu tvorby pseudomycélia u vSetkfch izolovanych
kmenov kvasiniek. Mikroskopické vyhodnotenie fyziolo-
gického stavu kvasiniek vo Fowellovom roztoku potvr-
di'o sporuldciu v3etkvch izolovanych kmefiov. priCom
tvori'i dvojspérové a Xtvorspérové asky (obr. 1).

Charakterizdcia a diagnostické znaky izolovanych
kmetiov kvasiniek, ktoré sme ziskali pri vyhodnoteni
morfolégie buniek a kolénii, tvorby pseudomycélia, spo-
sobu pu&ania a tvorby spér, utilizdcie dusi€nanov a ras-
tu buniek v kvapalnom médiu, ndm dovoluie zaradit
izolované kvasinky do rodu Saccharomyces. Na zéklade
ziskanych diagnostickych znakov sme vietky izolované
kmene kvasiniek ur&ili ako druh S. cerevisiae.

1.3 ZAVER

VyuZitim principu autoselek&ného efektu. uplatnené-
ho vo vyrobe a ndvézne i v laboratériu, bolo z dokva-
Zanych hroznovych vin juhomoravskei vinohradnickej
oblasti izolovanych 10 kmefiov vinnych kvasiniek Sac-
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Obr. 1. Mikroskopicky obraz izolovanej kultiry Saccha-
romyces cerevisiae 6C rasticej v sporulaénom
Fowellovom médiu (zvdé3enie 3125X )
foto: Dr. V. Vollek

charomyces cerevisiae. RéZia podmienok selekcie zabez-
petila alkoholrezistentné vlastnosti izolatov, Kktorych
pouzitie je nasmerované do oblasti sekundarnej fermen-
tacie vina.

Komplexna charakterizaciu izolovanych kmefiov Kva-
siniek doplnia ndvédzné Casti tohto prispevku, ktoré po-
jednaji o technologickych, biochemickych a genetickyci
vlastnostiach izolovanych kmefiov vinnych kvasiniek.
Posledna ¢ast prispevku bude informovat o aplikacii
izolovanych kvasiniek v prevadzke.
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technologické vlastnosti kvasiniek izolovanych pre po-
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¢ny efekt, izolac'a a identifikdcia vinnych kvasiniek.
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Z dokvasajiucich vin juhomoravskej vinohradnickej
oblasti bolo na principe autoselek&ného efektu izolova-
nych niekolko vyznamnych kmenov vinnych kvasiniek
Podmienky navidznej laboratérnej selekcie zabezpe€ili
zickanie 10 kmefiov kvasinick, ktoré sa vyznacCovali vy-
raznymi a koholrezistentnymi vlastnostami. Izolované
kmene, charakterizované ako druh Saccharomyces cere-
pisiae, si urcené pre potreby sekundarnej fermentacie
vina.

Maauk, ® - Boaxek, B. - Tponuek, SI. - Mopsaiiosa, E.:
BHOTexHOJMOrHUECKHe CBOWCTBA [APOXIKeH, H30JHPOBAHHBIX
115 noTpeGHOCTe! BTOPHYHOI depMeHTaUMK BHHA. 1. 4acTb.
ABTOceJeKTHBHbIH 3()(dexT, H30JAUHA W HAeHTHhHKaUHA
BHHHBIX ApoxaKeH, Kpac. npym., 35, 1989, Ne 5, ctp. 141—
—147.

M3 no6paxupalollyx BHH BHHOTPajaHOil 06JacTn I0XKHOM
Mopasuu Ha NpHHLHIE aBTOCeJeKTHBHOro sddekra ObLIO
H30JHPOBAHO HECKOJbKO 3HAYHTEJIbHBIX WITAMMOB BHHHBIX
JIpOXKKeH. YCe/0BHsA Nocaeayolilei 1a6opaToOpHOH CeseKLHH
obecneunsin noayuede 10 1mTaMMOB JpOMKKeH, KOTOpble
OTJIMYAJHCh BHIPA3HTEIbHBIMH CIIHPTOCTORKHMH CBOMCTBaMH.
H3oanposaHHble IITaMMbl, XapaKTepH30BaHHbIE KaK BHI
Saccharomyces cerevisiae, Ha3Ha4yeHbl 15 noTtpeGHoOcTEl
BTOPHYHON (hepMEHTAUNH BHHA.

Malik, F. - Vollek, V. - Hrontek, ]J. - Morvayova, E.:
Biotechnological Properties of Yeasts Isolated for Se-
condary Fermentation of Wine. Part I. Autoselective
Effect, Isolation and Identification of Yeasts for Wine-
Making. Kvas. prim, 35 1989, No.5, pp 141—147.

Using the autoselective effect some significant yeast
strains for wine-making has been isolated from a se-
condary fermentation of wines from South Moravia vi-
ticultural region. Ten yeast strains were obtained from
the following laboratory selection. The strains had a
high resistance to alcohol and they were suitable for
the application in a secondary fermentation of wine.
All the strains belong to Saccharomyces cerevisiae.

Malik, F. - Vollek, V. - Hroniek, ]. - Morvayova, E.
Biotechnologische Eigenschaften der Hefe, isolierten
fiir den Bedarf der sekundiren Weingdrung. Teil I
Autoselektionseffekt, Isolation, Identifizierung der Wein-
hefe. Kvas. prim., 33, 1989, ¢.5, s. 141—147.

Aus den nachgidrenden Weinen des siidmdhrischen
Weingebietes wurden auf dem Prinzip des Autoselek-
tionseffcktes einige bedeutsame Stémme der Weinhefe
icoliert. Die Bedingungen der ankniipfenden Laborse-
lektion haben die Erzielung von 10 Hefestimme, die
sich mit markanten alkoholresistenten Eigenschaften
auczeichneten, versichert. Die isolierten Stdmme, die
als Sorte Saccharomyces cerevisiae charakterisiert wur-
den, sind fiir den Bedarf der sekundédren Weingdrung
bestimmt.



