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1. OVOD

Cisté kulttiry selektovanych vinnych kvasiniek
majua doleZitd dlohu v procese biologickej regulé-
cie a riadenia fermentacie hroznového mustu [1, 2].
Pri spontdnnej fermentacii muStu sa rozmnoZuja
prakticky vSetky mikroorganizmy, ktoré sa doi
z hrozna dostavaju. Pri tom sa moéZe stat, Ze neZia-
dice kvasinky sposobia neZelany priebeh fermen-
tacie. Spontanne kvasenie moZno nahradit kontro-
lovanym, a to pouZzitim Cistej kultiry vinnych kva-
siniek, ktora bola selektovana alebo pripravend
pre urcité podmienky a potreby praxe.

Cielom naSej prdce bolo technikou ftzie proto-
plastov pripravit také priemyselné kmene vinnych
kvasiniek, ktoré by boli odolnejSie voli vzniku
kontaminacie a zaroveil by nestratili pévodné tech-
nologické vlastnosti. Prdca nadvdzuje na zname
poznatky prezentované i v predchadzajicich Cis-
lach tohto ¢asopisu [3—10],

2. MATERIALY A METODY

Pre prdcu sme pouZili 5 priemyselnych kmemov
vinnych kvasiniek (Saccharomyces oviformis Mys-
lenice 1, Bratislava 1, 74/F, 76/D, Saccharomyces
cerevisiae Hlinik 1; tabulka 1) a 2 Standardné kme-
ne — smrtiaci Saccharomyces cerevisiae T3DCII
MAT g, ade— ura— leu—, Ki*Ri*, zo zbierky UFHZ
SAV z Ivanky pri Dunaji) a citlivy kmeii Saccharo-
myces cerevisiae S6/1 (MATg, K-R~, poskytnuty
dr. Vondrejsom PF UK Praha). Priemyselné kmene
pochédzali zo zbierky Komplexného vyskumného
dstavu vinohradnickeho a vinarskeho v Bratislave.

Smrtiace vlastnosti kvasiniek sme testovali na
kompletnej pevnej pdode obsahujicej citrat-fosfato-
vy tlmivy roztok pH = 4,5 a metylénovii modra
(0,01 %) s naterom citlivého, resp. smrtiaceho kme-
fia (10° buniek na Petriho misku). Testované kme-
ne boli nandsané vo forme okrahlej koldnie steril-
nym 3paradlom a smrtiace vlastnosti sme urcili na
zdklade tvorby zony potlaceného rastu.

Respiratne deficitné mutanty sme pripravili kul-
tivdciou s etidiumbromidom (25 .umol.dm”] [31.
Protoplasty kvasiniek boli ziskané pomocou zmesi
lytickych enzymov z hepatopankreasu slimdka za-
hradného [11] s pouZitim 0,6 mol.dm~—* KCIl ako
osmotického stabilizdtora. Fizia protoplastov bola

indukovana polyetylénglykolom (Mh = 4000). Fe-

notyp cybridov bol urfeny na syntetickych pédach
obsahujacich 500 ‘umol.dm*3 CuS0O: (CupR®), 1,5

ug .ml~! cykloheximidu (Cyh®), resp. na komplet-

nych pédach (1% kvasniény autolyzat, 1% pepton)
s 3% glycerolom obsahujacich erytromycin (E;
4 mg . ml~') alebo chloramfenikol (C; 4 mg.ml~!).

Ploidia kvasiniek bola urCend nepriamo na za-
klade obsahu DNA v bunke po extrakcii a stanove-
ni DNA difenylaminovym ¢inidlom metédou podla
Burtona [12].

Fermenta¢né testy sme realizovali v 250 ml hroz-
nového priZiveného mustu (obsah redukujucich sa-
charidov 198 g.dm~3) po inokulédcii 5 obj. %
(10°—~10" buniek v 1 ml) v bankach s kvasnym uza-
verom. Po zaliati zdtok parafinom a naplneni kvas-
nych uzaverov glycerinom bol zaznamendvany v 1
aZ 2diiovych intervaloch tbytok hmotnosti (uvol-
neny CO:). Po 25 diloch bola urobend analyza pre-
kvasenych mustov v Komplexnom vyskumnom tsta-
ve vinchradnickom a vindrskom v Bratislave me-
todami beZne pouZivanymi vo vinarskych laborato-
ridch [13]. Zvy3kové redukujice sacharidy boli
stanovené titracne podla Schoorla, obsah etanolu
po oddestilovani oxidometricky. Organické a prcha-
vé kyseliny boli urcené titracne, celkovy extrakt
po oddestilovani alkoholu nepriamo podla CSN
56 0216.

3. VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabulka 1 sumarne uvadza charakteristiky vy-

Tabulka 1. Charakteristické vlastnosti pévodnich kme-
fov vinnych kvasiniek :

- Fenotyp
Kmei Ploidia | __ 2k Lo W
jadrovy eytoplazmaticky
S.0. Bratislava 1 2n | CnpRCth rho * CSES K—R—
S.0. 76/D 2n CupBCyhS rho+ CSE3 K—R—
S.0. T4/F 2n CupRCyh rho + CSE3 K—R—
S.0. Myslenice 1 3n CupRynd rho + CSES K—R—
S.c. Hiinik 1 | 2n |+ CupRCybS rhot CSES K—R+

. chodzich priemyselnych kmeiiov vinnych kvasiniek

[4]. VSetky kmene s v§nimkou S. oviformis Hli-
nik 1, ktory je neutrdlny (K-R*) patria k citlivym
kmefiom (K-R-}. Neodliduji sa ani v rezistencii
k medi a antibiotikam.

Na pripravu priemyselnych smrtiacich kmeifiov
bola pouZitda technika fazie protoplastov (obr. 1),
pri¢om selekciu cybridov (hybrid s jadrom jedného
z rodicovskych kmeiiov a cytoplazmou oboch ro-
ditov) umoziiovala respiratnd deficiencia pouZi-
tych priemyselnych kmelov Kvasiniek. Respiraéne
deficitné mutanty (rho—) boli pripravené kultiva-
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Obr. 1. Schéma pripravy smrtiacich

ciou vychodzich kmenov v kompletnej pode s eti-
diumbromidom, pri¢om frekvencia vzniku rho~ mu-
tacie (tj. podiel nedychajicich z pévodne pouzitych
kolonii) sa pohybovala v rozmedzi 95 aZ 99 %. Do-
norom smrtiaceho charakteru bol kmeii S. cerevi-
siae T3DCII produkujici toxin K1 typu a vyznacu-
juci sa viacerymi mutdciami (auxotrofia na adenin,
leucin, uracil). To znemoZiiuje jeho rast na synte-
tickej p6de s akymkolvek zdrojom uhlika bez pri-
davku tychto latok. Fdziou protoplastov ziskané
cybridy sme selektovali na minimdlnom médiu
s 3% glycerolom a 0,1% glukdzou stabilizo-
vanom s KCl (0,6 mol.dm~3). Respiratne de-
ficitné technologické kmene tvorili na tejto
pode mikroskopické kolonie, kym cybridy vin-
nych kvasiniek so smrtiacim charakterom a mito-
chondriami z respirujiceho kmefia T3DCII ziskali
schopnost rast na glycerole a po 7 aZ 10 diioch
vytvorili vyrazné kolénie. Vysledky su zhrnuté v ta-
bulke 2.

s

Tabulka 2. Frekvencia fiazie protoplastov technologic-
kych kmeriov a Standardného smrtiaceho kmeria

Fazované kmene i Frekvencia fuzie

A B
S. o. Bratislava 1 rhe — x S. e. T3DCII | 9.10—¢ 23.10¢
S. 0. 76/D rho — x S. ¢. T3DCH i 6.10—7 4,6.10
S. 0. 74/F rho — xS.e. T3DCII | 8.10—¢ 11.10—*
S. 0. Myslenice 1 rho — x S. e. T3DCIT | 1.10—5 22.103
S. ¢. Hlinik 1 rho — x S. ¢. T3DCI 1.10—¢ 25.10

A — vzhladom na celkovy poéet protoplastov recipienta
B — vzhladom na poéet regenerovanych protoplastov

V dalSich experimentoch sme sa zamerali na
charakterizdciu zdkladnych genetickych i techno-
logickych vlastnosti ziskanych kmeiiov (tabulka 3).
Produkty fizie aZ na S. cerevisiae Hlinik K1 mali
rovnakid ploidiu a jadrovy fenotyp ako povodné
vinne kvasinky a ziskali cytoplazmaticky fenotyp
donorového kmeifla. To znamend, Ze boli prototrof-
né, dychajice, vykazovali aktivitu vod&i citlivému
kmefiu i vo€i smrtiacemu kmefu typu K2, pri¢om

Primarny produkt

; Smrtiaca vinp
tazie P C innG

kvasinka

vinnych kvasiniek faziou protoplastov.

boli rezistentné voci smrtiacemu toxinu typu KI1.
VSetlcy pripravené kmene si udrZiavali smrtiaci
charakter i po viacndsobnom preockovani a ucho-
vavani pocas jedného roka.

Tabulka 3. Charakteristické vlastnosti rodifovskych
kmernov a produktov fazie
Donor: |
S.c.T3DCH n CupReyhS | Ade Ura—Leu— |rho + CRER Kk} R}
Recipient:
S. o. Bratislava 1 rho — 2n CupRCth the— K—R—
S. 0. 76/D rho — 2n CupBCyhd rho— K—R—
S. 6. 74/F rho — 2n Cnp“Cyhs |the ™ K—R—
S.o. Myslenice Ltho — 30 | CapRCyhS rho— K—R—
S. e. Hiinik 1 rho 2n | CupBeyn® [ rho— K—R+
Produkty fhzie: t I
Bratislava 1 K1 2n | CupBeyh® k rho + CRER K} R}
76/D K1 2n CupReyh® | cho * CRgR K} rY
74/F K1 2n | CupBeyhS rtho + CRERK ! R}
Myslenice 1 K1 3n | CupBeynS [ rho + CRERK} R}
Hlinik 1 K1 3 | CupBeyhS ﬁ rho + CRERK{ RY
‘

Pouzité skratky:

n — haploid, 2n — diploid, 3n — triploid, CupR — ras-
tie na pddach s obsahom 500 gmol.dm-3 CuSQ4; CyhS
— citlivy na pritomnost cykloheximidu v pdde, CS —

citlivy na chloramfenikol, ES — citlivf na erytromycin,
K+R+ — smrtiaci kmefi, K-R+ — neutrdlny kme,
K-R~- — citlivy kmef, rho- — respiraéne deficitny
kmen

Ade—Ura—-Leu~ — vyZadujici pritomnost adeninu, ura-

cilu, leucinu v pdde

KedZe cielom prdce bolo pripravit genetickymi
metodami priemyselné smrtiace kmene tak, aby si
zachovali povodné, aplikacne doleZité vlastnosti
ako sa hibka prekvasenia, produkcia etanolu,
tvorba organickych kyselin a podobne, v dal3ej
Casti prdce sme sa zamerali na ich otestovanie.
Laboratorne skusSky ukazali, Ze prenesenim cyto-
plazmy donorového kmeiia do vinnych kvasiniek
nedoslo k vyraznej zmene technologickych vlast-
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Tabulka 4. Analgza hroznového mustu po 25-diiovej fer-
mentdeii pévodnymi a smrtiacimi kmeiimi testovangch
vinnych kvasiniek

. | ZvySkové | Titrova-
Poutity ,? bt‘l: ! Cel.ko‘vy reduk. telné | Prchavé
kmeii e haridy | kyseliny | kyseliny pH
(obj. %) (8- dm ) (g, dm ) | (g. dm —2)| (& dm )|

Hlinik 1 1229 | 274 11,8 38 0,61 3,05
Hlinik 1 |
K1 10,83 155 30,8 405 | 025 2,74
Myslenice1| 12,20 27,6 10,6 4,2 0,43 2,81
Mysle-
mice | K1 12,46 248 6.6 4,05 0,52 2,93
Bratislaval| 11,42 45,2 26,0 3,9 0,64 3,02
Bratis-
laval K1 12,20 26,3 9.8 3,45 0,52 2,99
76/D 11,85 34,4 16,2 42 0,41 2.5
76/D K1 12,20 31.8 144 3,75 0,55 3,02
T4/F 9,74 198 232, 38 0,54 2,99
74/FK1 12,11 31,5 12,2 38 0,46 297

nosti ani rychlosti fermentacie (fabulka 4, obr. 2).
Ziskané kmene by teda mohli nédjst uplatnenie pri
Stidiu fermentdcii pomocou c¢istych kultir. Vhod-
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Qbr, 2, Priebeh kvasenia hroznového mustu kmernmi

Saccharomyces oviformis Myslenice 1 (Q) a
Myslenice 1 K1 (@) za anaerébnych podmienok
pri 25 °C.

nost ich pouZitia vo véd¢Som meritku by bolo vsak
potrebné overit v redlnej praxi.

Medzi vinnymi kvasinkami izolovanymi z hroz-
na, mudtu ¢ mladych vin patriacich do rodu
Saccharomyces neboli zatial u nds popisané izola-
ty produkujice smrtiaci toxin typu K1. Vyskytuja
sa medzi nimi len kmene typu K2, resp. K3, ktoré
st uginné na typ K1 a naopak [4].

Uvedené technologické kmene tvoriace K1 toxin
by sa tieZ mohli uplatnit pri mikrobiologickom 3ti-
diu fermentacii pomocou ¢istych kultar, najmé pri
rieSeni problémov tykajucich sa konkurencie kul-
tirnych kvasiniek a prirodzenych kontaminantov
vina. Kvasinky ¢istej kultidry sa daja jednoducho
odlisit od divych po zriedeni a vyseve vhodného
mnoZstva buniek na tuhé pédy. Kultirne kvasinky
po preneseni na testovacie pody s vrstvou citlivé-

ho kmerfia vytvoria zony potlateného rastu, napro-
ti tomu na pddach s vrstvou kmeiia K1 typu zony
nevytvoria. Kontaminujiace kvasinky vytvoria zony
bud na oboch néateroch (kvasinky S. cerevisiae
produkujice K2 a K3 toxin, resp. iné kvasinky so
smrtiacou aktivitou) alebo z6ny na oboch nateroch
nevytvoria (kvasinky nevykazuji smrtiacu aktivi-
tu).
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V préci bola vyuZitda technika fidzie protcplastov na
pripravu piatich priemyselnych kmenov vinnych kvasi-
niek rodu Saccharomyces so smrtiacim charakterom K1
typu. Ziskané kmene si stabilne udrziavali smrtiaci cha-
rakter. Laborat6rne sku3ky potvrdili, Ze nestratili ani
aplikadne vyznamné technologické vlastnosti. Po tspes-
nych poloprevadzkovych testoch by mohli rozsirit spek-
trum ¢&istych kultdir pre pouZitie vo vinarskej praxi.

Muxanuakosa, C. - Cyxno, M. - Wrypauk, E. - Burek, JI.
- HprouboBa, JI.: CeleKuHs BHHHBIX ApoxKKed. V. Ilpu-
FOTOBJIeHHe MPOMbBIIIJIEHHBIX WITAMMOB C CMEPTALUHMH CBO#-
creamMH. Kpac. npym. 37, 1991, Ne 2 crp. 44—47.

B pafote 6blla mpHmeHeHa MeToAHMKa (y3HH mpoTomiac-
TOB JJsi TPHTOTOBJIEHHS NATH TNPOMBIJIEHHEIX IITAMMOB
BHHHBIX JIPOKZKeil cemelicTBa Saccharomyces ¢ cMepTSLIHM
xapaktepom Kl tuna. IlonyueHHsle UITaMMBI CTaGHJIbHO
BBIIEPKHBANH CMEPTALLIMH XapakTep. JlaGopaTOpHEIe HCIbI-
TaHHs MOATBEPAM/IH, YTO OHH He MOTePSVIH HH NPHKJAITHO
3HauHTeJbHble TeXHOJOTHYecKHe cpoiicTa. [Tocnme ycnemHsix
NOJIyTPOH3BOACTBEHHLIX 3KCMNEPHMEHTOB OHH MOTYT pacliH-
PHTb CHEKTD YHCTBIX KYJbTYP C I€JbI0 MPHMEHEHHA B Tpak-
THKE BHHOJIE/Hs.

Micha'¢dkova, S. - Sulo, P. - Sturdik, E. - Vitek, L. -
- Drgonova, D: Tmorgvement of Wine-Making Yeasts, V.
Preparation of Industrial Strains with Killing Proper-
ties. Kvas. prim., 37, 1991, No. 2, pp 44—47.

The protoplast fusion for a preparation of five indu-
strial strains of wine-making yeasts from the genus
Saccharomyces with the Kkilling effect K1 type was
used. The strains obtained had stable killing characte-
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ristics together with their original technological pro-
perties. After successful pilot-plant tests the new
strains could be incorporated among other pure cultu-
res applied in wine-making.

Michal&dkova, S. - Sulo, P. - Sturdik, E. - Vitek, L. -
- Drgoiiovd, D.: Ziichtung von Weinhefen. V. Zuberei-
tung industrieller Stimme mit Killer-Eigenschaften.
Kvas. prim., 37, 1991, Nr. 2, S. 44—47.

In der Arbeit wurde die Technik der Protoplaste-Fu-
sion zur Zubereitung von 5 industriellen Stimmen der
Weinhefen Generis Saccharomyces mit Killer-Charakter
Typ K1 angewandt. Die gewonnenen Stdmme behielten
den Killer-Charakter als stabile Eigenschaft. Durch La-
borversuche wurde bestédtigt, da® sie auch die applika-
tionswichtige technologische Eigenschaften nicht verlo-
ren haben. Nach positiven Halbbetriebstesten k&nnten
die beschriebenen Stdmme das Spektrum der Reinkul-
turen fiir die Praxis der Weinindustrie ausweiten.
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