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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byl vybér vhodnych autochtonnich kvasinek pro vyrobu vina.
Testované kvasinky byly izolovany z hrozni, které poskytlo vinaistvi Manak Zadovice. Dale
byly testovany kvasinky, izolované v ramci diplomovych praci zlet 2009 — 2012, a pro
srovnani jedna komer¢ni kvasinka.

V teoretické Casti je kladen diiraz na technologii vyroby vina, zejména na kvaseni. Dale je
prace zaméfena na kvasinky, jejich metabolismus a taxonomii. Byl popsén princip metody
PCR-RFLP, a princip metod vyuzitych pro charakterizaci vlastnosti kvasinek.

V ramci experimentalni ¢asti byla provedena izolace kvasinek, jejich identifikace pomoci
RFLP-PCR a byly provedeny fyziologické testy pro vybér nejvhodnéjsi kvasinky do procesu
vyroby vina.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was the selection of appropriate indigenous yeasts for wine
production. Tested yeasts were isolated from the grapes from the winery Manak Zadovice.
The yeasts isolated within theses in 2009 — 2012 have been also tested, and commercial wine
yeast have been tested for comparison.

In the theoretical part the focus is on the technology of wine, in particular fermentation.
The work is also focused on yeasts metabolism and taxonomy. There was described the
principle of PCR-RFLP, and methods used to characterize the properties of isolated yeasts.

In the experimental part was made isolation of yeasts, theirs identification using PCR-
RFLP and to select the most suitable yeast in wine making proces were performed
physiological tests.
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1 UVOD

Jiz nasi predkové, ktefi se zabyvali vyrobou vina, si uvédomovali, Ze urcité tzemi se
vyznaCuje vyjimecnymi podminkami, které se otisknou do charakteru vysledného vina.
Oznadovali pak sva vina nizvem piislu§ného arealu nebo vinaiské obce. V CR maji dnes tato
vina oznaceni VOC — vina originalni certifikace. VOC se dnes snazi na tuto tradici navazat
a vyzdvihnout tak charakter a optimalni kvalitu vin pochézejicich
z urcitych vinatskych poloh.

Pojem terroir predstavuje souhru mnoha faktort, jako je slozeni ptidy, druh odriidy, lokalni
klima a v neposledni fad¢ lidsky faktor. Vina vyrobena v ovéfenych oblastech terroir si
zachovavaji svoji jedinecnost.

Jednim z nejdtlezitéjSich faktori, které pisobi na vznikajici vino, jsou kvasinky. Na roli
kvasinek pii fermentaci poukazal uz pred 125 lety Louis Pasteur. Volba zptlisobu fermentace a
vybér vhodného kmene kvasinek, je zadsadnim krokem pii vyrobé kvalitniho produktu. V
soucasné dob¢ je mozné vyuzit spontanni kvaseni, fizené kvaseni pouzitim aktivnich suchych
vinnych kvasinek nebo fizené kvaSeni pouzitim kvasinky vyskytujici se ve vinici —
autochtonni kvasinky. Kazdy ze zplsobti méa své klady a zapory, nicméné tfeti moznost —
pouziti autochtonni kvasinky zdlraziiuje pivod, terroir vina. Aplikace kvasinky se
specifickym charakterem metabolismu hraje dulezitou roli v rozvoji aromatického profilu
vina a mize ovlivnit kvalitu vina.

Mezi kvasinkami vyskytujicimi se v prostfedi vinice je mozné najit kmeny s riznymi
technologickymi vlastnostmi. Tyto kvasinky je nejprve nutné vyizolovat a pomoci vhodné
metody identifikovat a taxonomicky zafradit. Za ucelem identifikace mtize byt pouzita napft.
metoda RFLP-PCR. Po identifikaci se testuji technologické vlastnosti kvasinky, jako je
tolerance k ethanolu, osmotolerance, killerova aktivita atd. Nasleduje testovani v podminkéach
fermentace a senzoricka analyza. [1,2,3]
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Réva vinna

Réva vinna, Vitis vinifera je vytrvala, dfevita rostlina, ma dvé zékladni Casti — nadzemni
a podzemni. Na casti nadzemni rozeznavame riizné staré dievité partiec a zelené letorosty.
Drevité ¢asti starsi dvou let jsou tmavé barvy a odlupuji se z nich povrchové ¢asti borky. Tyto
¢asti se nazyvaji stafina. Zelené letorosty vyrustaji z ¢asti jednoletého dieva, které se nazyva
révi. Casti révi ponechané na ketich maji riiznou délku, oznacovanou podle po&tu pupent,
kterym se tika ocka. Na letorostech se vyvijeji listy a uponky. Ve spodni poloviné letorostii
byvaji slozena kvétenstvi, kterd prechdzeji v trapinu, na jejichz ¢astech sedi jednotlivé kvéty.
Réva vinna je samosprasna rostlina. [4]

Podzemni ¢ast révy vinné je tvofena kofenovym kmenem, na kterém jsou patrny kotfeny
sttedové a patni. Ve spodni ¢asti kmene mohou vyristat kofeny rosné, které byvaji
odstraniovany. Hloubka rtistu kotfent mtze dosahovat az nékolik metri v zavislosti na ptidnich
podminkach. Kofenovy systém zabezpecuje upevnéni kefe v plidé, ukladani zasobnich latek,
piijem vody a Zivin z plidy a tvorbu rostlinnych hormond. [4]

2.1.1 Morfologie hroznu

Tvar hroznu a hustota uspotfadani bobuli urcuje tvar a charakter tfapiny. Rozmér hroznu
zavisi predevsim na odrud¢ révy vinné a ekologickych podminkach. Hrozen si zachovava
zakladni morfologické znaky kvétenstvi a sklada se ze stopky, bobule a tfapiny. [5]

2.1.1.1 Trapina

Ttapina vznikd zménou osy kvétenstvi, pifi niz se zvétSuji mechanickd a vodiva pletiva
a pfedstavuje asi 3 — 7 % z celkové hmotnosti hroznu. Chemické sloZeni tfapiny je podobné
listim. Trapina obsahuje malo cukrd, primérné mnozstvi kyselin predev§im ve formé soli
a vysoky podil fenolickych latek. Pii nakvaseni se z nich velmi snadno vyluhuji chutové
nepiijemné latky, proto se pied lisovanim hroznt odstraiuji. [5, 6]

2.1.1.2 Bobule

Bobule (viz obrazek 1) se sklada z pletiv zvanych perikarp, ktera obklopuji semena.
Perikarp se rozdéluje na exokarp (slupka), endokarp (pletivo ohranicujici semeno) a mezokarp
(duznina). [5]

Slupku bobule tvoti kutikula, epidermis a hypodermis. Na povrchu kutikuly se muize
vyskytovat voskovity povlak, ktery snizuje intenzitu odpafovani vody, chrani bobule pred
ucinky destové vody, postiikovych latek, hmyzu a mikroorganismu. Slupka obsahuje cukry,
fenolické latky, mineralni latky, pektiny, proteiny a enzymy. Bilé odridy maji slupku barvy
zelené, Zlutozelené a jantarové. Cervené odriidy maji slupku ervené az Eervenofialové barvy
a modré odridy maji slupku tmavocervené, modré az tmavomodré barvy. Tloustka slupky
zavisi na typu odrudy a jeji hmotnost tvoii 8 — 20 % hmotnosti bobule. [5, 6]

DuzZnina tvoti 75 — 85 % z celkové hmotnosti bobule. U vétSiny odrid je bezbarva, nékdy
je nacervenald nebo cCervend. Duzina obsahuje nejvétsi podil $tavy, jeji stav ma vliv
na zpasob lisovani a vylisnost mostu. Hlavnimi slozkami duziny jsou glukéza, fruktdza,
kyselina vinna a kyselina jable¢na. [4, 6]
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Semeno tvofi 0 — 6 % z celkové hmotnosti bobule. Semena jednotlivych odrid se lisi
barvou, tvarem a velikosti. Semena jsou vyznamnym zdrojem fenolickych latek, které tvoii
20 — 50 %, diky tomu maji vyznam pro kvalitu ¢ervenych vin. [5]

Obrazek 1: Prirez bobuli hroznu (A — nezrala bobule, B — zrala bobule; 1 — dren, 2 —
semena, 3 — blizna, 4 — slupka, 5 — cévni svazek, 6 — stétinka, 7 — stopka, 8 — obal, 9 — duzina,
10 — obvodové cévni svazky) [7]

2.1.2 Chemické sloZeni hroznu

Organické a anorganické slouceniny v hroznech 1ze rozdé€lit na primarni (cukry, organické
kyseliny, aminokyseliny) a sekundarni metabolity (aromatické a fenolické latky). Ob¢ tyto
skupiny latek se vyznamné podileji na urceni kvality hroznt. [8]

2.1.2.1 Voda

Voda je obsahov€ nejvyznamnéjSi soucast boule révy vinné. Témér 90 % celkového
obsahu vody v mostu pfijima réva kofenovym systémem z piidy. V disledku hromadéni vody
v bobulich se zvétSuje objem plodu. Pii prezravani hroznli dochazi ke ztratdam vody, vlivem
odparovani nebo napadeni hroznti hnilobou. [5]

2.1.2.2 Cukry

Bobule révy vinné obsahuji zejména glukézu a fruktézu (obrazek 2). Ve velmi malém
mnozstvi pak obsahuji rafindézu, maltézu, galaktézu, arabindézu a xylézu. Jejich obsah neni
vyznamny, protoZe nejsou metabolizovany kvasinkami a neovliviiuji senzorické vlastnosti
vina. Cukry se nachazeji hlavné ve vakuolach bun¢k duziny a malé mnozstvi se vyskytuje
kyselinami nebo enzymaticky invertdzou S$tépi na glukézu a fruktézu, jejichz pomér je
v obdobi sklizné ptiblizné 1 : 1. Obsah cukrii je dilezity pro stanoveni potencidlniho obsahu
alkoholu ve viné. Vzajemny vztah alkoholu a zbytkového cukru je charakteristicky pro urcity
typ vina. Zdravé bobule mohou dosdhnout obsahu cukri 200 — 250 g/l, coz odpovida
hodnotam 19,9 — 25,0 °NM. Tyto obsahy cukrti odpovidaji osmotickému tlaku 2,2 — 2,3 MPa,
pokud by byly hodnoty ptekroceny, bobule by zacala praskat. ZvySovani cukernatosti je
mozné snizenim obsahu vody v hroznu nebo napadenim hrozni uslechtilou formou Sedé
hniloby Botrytis cinerea. [5, 8]
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Obrazek 2: Glukoza a fruktoza

2.1.2.3 Organické kyseliny

70 — 90 % ze vsech organickych kyselin, které se nachazeji v bobulich révy vinné, tvofi
kyselina vinna a kyselina jable¢na (obrazek 3). V malém mnozstvi se v hroznech vyskytuje
také kyselina citronovd. Pii hodnoceni kyselin v mostu se uvadi celkova kyselost
a titrovatelnd kyselost. Titrovatelné kyseliny v mostu zahrnuji organické i1 anorganické
kyseliny (napf. kyselinu fosforecnou) a stanovuji se neutralizaci roztokem hydroxidu o znamé
normalité. Koncentrace a slozeni kyselin v bobulich je zavisla na odriidé, vini¢ni trati,
vyzralosti hroznli a pocasi v konkrétnim ro¢niku. V pribéhu dozravani bobuli dochazi
k oxidaci kyseliny jablecné. Kyselina vinnd je stabilngjsi, jeji obsah v bobulich se méni
minimalné a souvisi s mnozstvim drasliku v pidé. Kyseliny maji vliv zejména na senzoricky
projev vyrobeného vina a také slouzi jako konzervacni c¢inidlo. Vys$§i koncentrace
titrovatelnych kyselin je spojeny s uvoliiovanim kvétinového aroma a dalSich aromatickych
prekurzorii ze slupky bobuli v priibéhu mleti nebo drceni hroznl. Uvolnéni kyselin vinné
a jable¢né z bobule zodpovidéa za hydrolyzu nékterych aromatickych latek bobule. Tyto latky
maji vliv na rozvoj zdravého komplexniho aromatického profilu béhem vinifikace a zrani
vina. [3, 8]

pOOH
H—OH

(H—OH  HOOC—LH—CHy—COOH
COOH CH

Obrazek 3: Kyselina vinnd, kyselina jablecna

2.1.2.4 Dusikaté latky

Dusik se v bobulich vyskytuje v anorganické a organické formé. Celkovy podil dusiku
v mostu se pohybuje vrozmezi 100 — 1200 mg/l. Hlavnimi dusikatymi slouceninami jsou
aminokyseliny, bilkoviny a amonné slouc¢eniny.

Aminokyseliny jsou prekurzory aromatickych latek, jejich profil podmiiiuje vini vina.
Kromé dusiku jsou také zdrojem siry. Asimilovatelné volné aminokyseliny tvoii 51 — 92 %
z celkového asimilovatelného dusiku v bobulich v okamziku sklizné. K nejvice zastoupenym
aminokyselindam patfi arginin a prolin. V zavislosti na vyzivé vinice se hlavni
aminokyselinou, kterou mohou kvasinky vyuzivat, mize stat i glutamin.
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Mnozstvi mineralniho dusiku, zastoupeného predevS§im amonnymi slou¢eninami, se zranim
hroznid postupné snizuje a v okamziku sklizné ¢ini 5 — 10 %. Amonné ionty jsou jako zdroj
dusiku kvasinkami uptfednostiiovany.

Bilkoviny vznikaji v bobulich ve vétSim mnoZstvi za teplého a suchého pocasi. Vyssi
obsah bilkovin mize zptisobovat problémy s kvaSenim mostl a ve viné pak miize zpisobovat
bilkovinné zékaly. [5]

2.1.2.5 Mineradalni ldatky

Réva vinna piijimd mineralni latky z pidy pfedevsim kofenovym systémem a castecné
listovou plochou. Zastoupeni mineralnich latek v bobulich ovliviiuje kvalitu mosti a vin.
Béhem vyvoje se postupné v bobulich hromadi K, P, S, Mg, B, Fe a Cu. V duznin¢ a slupce
bobuli se nachazi hlavné K, B, Fe, Cu, v semenech se vyskytuje Ca, P, Mg, S, Mn a Zn. [5]

2.1.2.6 Aromatické ldatky

Aromaticky profil hroznli a vina vznikd vziajemnou kombinaci mnoha rGznych
aromatickych latek. Bobule mohou obsahovat dva typy aromatickych sloucenin — volné
aromatické latky a prekurzory aromatickych latek. Volné aromatické latky se v hroznech
nachazeji 1 v t€kavé formé. Pti zpracovani hroznu se rychle uvoliiuji a z kvasiciho mostu
unikaji spole¢né s oxidem uhli¢itym. VétSi mnozstvi aromatickych latek se v bobulich
vyskytuje jakozto vazané aromatické latky, nejcastéji ve formé glykosidii. Aromatické latky
se uvolnuji po odstépeni cukru, k cemuz dochazi pti hydrolyze v kyselém prosttedi nebo
enzymatickou hydrolyzou.

V hroznech se vyskytuji aromatické latky, které plsobi na kvalitu vina pozitivné
inegativné. Mezi nejvyznamnéjs$i skupiny aromatickych latek patfi monoterpeny,
karotenoidy, C;3-norisoprenoidy, methoxypyraziny a vonné thioly. [5]

2.1.2.7 Fenolické ldtky

Fenolické latky odpovidaji za barvu, hotkou chut’ a antioxida¢ni vlastnosti. Mezi odridami
urc¢enymi pro vyrobu bilych a cervenych vin je, co do obsahu a slozeni fenolickych latek,
znany rozdil. Fenolické latky se rozd€luji na flavonoidy a neflavonoidy. Mezi neflavonoidy
patii kyseliny hydroxybenzoové, kyseliny hydroxyskoficové a stilbeny. Mezi flavonoidy
nachazejici se v hroznech a viné patii antokyany, flavonoly a flavanoly. V bobulich
se vyskytuji ve formé glukosidl, galaktosidi a glukuronoidl. Antokyanova barviva, ktera
se nachazeji zejména u modrych odrid, a to ve slupce a v duznin¢ se vytvateji v priibéhu
zrani hrozni a jejich slozeni se u jednotlivych odrtd lisi.

Pro chutové vlastnosti a strukturu vina maji vyznam flavan-3-oly a jejich polymery zvané
taniny ¢i tfisloviny. Semeno a slupka obsahuji jednoduché flavan-3-oly  katechin
a epikatechin. Taniny mohou byt hotké nebo tfislovité chuti. Hotké tony zptsobuji slouceniny
semen, tiislovité slouceniny slupky. [5, 8]

2.1.3 Odridy révy vinné

Neustalym procesem Slechténi, klonovani a kiizeni vznikaji nové odridy révy vinné.
Kazda odrtida plodi hrozny, které se navzajem lisi barvou, velikosti, slozenim a chuti. Odridy
révy vinné péstované na uzemi Ceské republiky musi byt evidovany ve Statni odriidové knize
(tabulka viz ptiloha 1). V knize jsou abecedné sefazeny odridy mosStové, pro vyrobu
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cerven¢ho a bilého jakostniho vina, dale odrlidy stolni, které se péstuji za tcelem piimé
konzumace, a podnoZe, na které se v Ceské Republice smi §tépovat. [4]

2.2 Kbvalita vina a vinarska legislativa

V soucasném systému hodnoceni kvality vin jsou vina rozdélena podle minimdlni
cukernatosti hroznl do jakostnich tiid (viz tabulka 1). Tento systém se nazyvd germansky
systém pohledu na kvalitu vina, jehoz zdkladem je stanoveni cukernatost mostu, vylisovaného
ze sklizenych hroznli, naméienou ve stupnich normalizovaného mostoméru (°NM), tedy
obsah cukru v kilogramech na 100 litri mostu. [4]

Tabulka 1: Jakostni tiidy vina [4]

Kategorie vin Minimalni ] Piirozeny obsah
cukernatost hroznu alkoholu
Stolni vino 11 °NM 6,5 % obj.
Zemské vino 14 °NM 8,3 % obj.
Jakostni vino
odridové 15 °NM 8,9 % obj.
znamkové 15 °NM 8,9 % obj.
Jakostni vino
s piivlastkem
kabinetni vino 19 °NM 11,3 % ob;.
pozdni sbér 21 °NM 12,5 % obj.
vybér z hroznli 24 °NM 14,3 % obj.
vybér z bobuli 27 °NM 16,1 % obj.
vybér z cibéb 32 °NM 19,0 % obj.
ledové vino 27 °NM 16,1 % obj.
sldmové vino 27 °NM 16,1 % obj.

Germansky systém pohledu na kvalitu vina neuvazuje pivod hroznd, ktery déva vinu
nezameénitelny charakter. Soucasné s germdnskym systémem se pouziva tzv. romansky
(apelacni) systém, ktery je zaméfen zejména na ptivod hroznl. Ve Francii je tento systém
oznadovan AOC, v Italii DOC, v Rakousku DAC a v Ceské Republice VOC. [4]

Oznaceni vino origindlni certifikace (V. O. C. nebo VOC) mé za ukol vyzdvihnout
charakter a optimalni kvalitu vina. Tato vina jsou specificka tim, ze hrozny, ze kterych jsou
vyrobena, pochdzeji pouze zvinic leZicich ve schvalenych polohach daného regionu.
Francouzsti vinafi oznacuji tyto lokality terminem ,.terroir, ktery se proto pouziva po celém
svét&. Vinafi sami vybiraji traté, které jsou pro vyrobu VOC nejvhodnégjsi. Tento piisny vybér
poloh s originalnim ptidnim sloZzenim dava vintim jedine¢né vlastnosti. Do systému VOC jsou
vina hodnoti, ovéfuji ptivod hrozni a charakter vyrabénych vin. Na Gizemi CR jsou v soudasné
dob¢ sdruzeni VOC Znojmo, VOC Palava, VOC Mikulov, VOC Blatnice a VOC Modré
Hory. [2, 8]
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Vino origindlni certifikace mohou produkovat ¢lenové sdruzeni vinaii, jehoz fungovani je
povoleno Ministerstvem zemé&délstvi CR. Cleny tohoto sdruzeni mohou byt péstitelé, kteii
maji vinice v dané lokalit¢ a jsou zaroven vyrobci nebo vyrobci, ktefi nakupuji hrozny
z mistnich poloh. Obecné zasady pro vina VOC definuje zékon ¢. 321/2004 Sb.,
O vinohradnictvi a vinafstvi, a to v ustanoveni §23. [2, 8]

Kromé pozadavki na kvalitu musi vino, jakozto alkoholicky népoj, jeho vyroba a samotné
suroviny spliovat fadu legislativnich pozadavkii.

V soucasné dobé plati zakon ¢. 321/2004 Sb. O vinohradnictvi a vinafstvi, ktery zahrnuje
mnozstvi odkazi na Nafizeni Rady a Komise Evropského spolecenstvi a podrobné upravuje
problémy, které se tykaji Ceské republiky. [4]

Evropské predpisy
e Nafizeni Rady (ES) ¢. 1234/2007 (zakladni natfizeni pro celé zemédélstvi, tj. 1 pro
vinarstvi)

e Nafizeni Komise (ES) ¢. 606/2009 o enologickych postupech

e Nafizeni Komise (ES) ¢. 607/2009 o oznacovani vina

e Naftizeni Komise (ES) ¢. 436/2009 o registru vinic, hlaSenich, privodnich dokladech
pii pieprave vina a eviden¢nich knihach

e Naftizeni Komise (EU) ¢. 203/2012 o biovinu

Zakon €. 321/2004 Sb. v aktualnim znéni se nevztahuje na vinné hrozny urcené k ptimé
lidské spotiebé, hroznovou S§tavu, zahusténou hroznovou S$tévu, vinny ocet a nedotyka
se ustanoveni zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabdkovych vyrobcich.

Mimo odkazli na evropské normy je zakon doplnén vyhlaskami, které podrobné&ji upravuji
nékterd ustanoveni a obsahuji desitky formulari. Je to vyhlaska provadéjici zakon ¢. 323/2004
Sb. v aktualnim znéni, coz je zékladni provadéci predpis k vinarskému zdkonu a déle je to
vyhlaska stanovujici podoblasti obce a traté ¢. 254/2010 Sb. v aktudlnim znéni.

Podrobnéji jsou upraveny naptiklad vyrobni postupy a osetfovani vina a zpisob vedeni
evidence, seznam vinaiskych podoblasti, obci, vini¢nich trati a seznam odrid révy vinné
v jednotlivych vinafskych oblastech, zjejichz hroznd lze vyrdbét vino s pfivlastkem.
Vyhléaska stanovuje podrobnosti pii uvadéni udaji na obalu vina nebo vyrobki z hrozni révy
vinné. [4, 9]

Vsichni, kdo vlastni vinice o rozloze 1000 m* a vice nebo jejich produkce presahuje
10 hektolitrii, dale obchodnici a zprostiedkovatelé, kteii uvadi své produkty do ob&hu, musi
podavat piislusnd hlaSeni a vést sklepni evidenci. Kazdy vinohradnik a vinaf musi pii
registraci a poté kazdy rok zakoupit tzv. sklepni knihu, kterd obsahuje potfebné informace
a formulare. [4]

2.3 Technologie vyroby bilého vina

2.3.1 Sklizen hroznu
Termin sklizn€¢ zévisi na vyzralosti hroznd, jejich zdravotnim stavu a na typu

ey e

pripada na konec zafi a podle pocasi se miize prodlouzit az na pocatek listopadu. Proces zrani
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se da zjistit na zdklad¢ obsahu kyselin, ktery se snizuje, a obsahu cukru, ktery se zvysuje.
Urceni doby sklizné mé zasadni vyznam pro kvalitu a mnoZstvi ziskaného vina. Sklizen je
vhodné provadét pfi suchém pocasi, aby nedoslo k fedéni mostu vodou. Sklizeti muze byt
provedena ru¢né nebo mechanicky pomoci sklizect. [10, 11]

2.3.2 Prijem a zpracovani hroznu

Pfi pifjmu je dilezitd opatrnost k hroznim z hlediska mechanického poskozeni.
Za optimalni se povazuje doprava vyuzivajici gravitacni spad, kdy jsou hrozny dopravovany
pouze vlastni hmotnosti. Pfijimaji se bud’ celé hrozny v bednach a kontejnerech nebo
rozdrcené hrozny a rmut nebo most, ziskany pomoci polniho lisu. Pfi zpracovani hroznu je
nutné¢ dbat na odd€élovani nahnilych, nedozralych, plesnivych a jinak poskozenych hroznd.
Musi byt zajisténa inaktivace oxidacnich enzymu. [12]

2.3.3 Priprava rmutu

Pred samotnym lisovanim, je tfeba hrozny rozemlit, aby se pii lisovani lépe uvolioval
most. Pfi mleti nesmi byt poruSena semena a rozmackany tiapiny, aby do rmutu nepiesly
nezadouci chlorofyly a tfisloviny. Pro pfipravu rmutu se pouZzivaji mlynky, odzriiovace
a mlynkoodzriiovace . Rmut uréeny pro vyrobu bilého vina se lisuje bud’ hned, nebo se necha
3 — 6 hodin macerovat z divodu lepsi extrakce aromatickych latek pfitomnych ve slupce
bobuli. [13]

2.3.4 Priprava mostu

Most vzniké lisovanim rmutu, jehoz schéma je na obrazku 4. PouZivaji se hydraulické,
Sroubové a pneumatické lisy. Vylisnost je ovliviiovana odridou hroznti, stupném zralosti
hroznd, typem pouzitého lisu a zpiisobem zpracovani. Se stoupajici vylisnosti klesa kvalita
vina. Rychlost lisovani zavisi na vlhkosti a konzistenci lisovaného materialu, zptsobu
rozdrceni a typu lisovaciho zafizeni. Aby se urychlilo lisovani rmutu, odcezuje se most, ktery
samovoln¢ vytéka z bobuli rozdrcenych hroznli. Odcezeny most se nazyva samotok a musi se
scelit s moStem ziskanym lisovanim. Na zacatku lisovani se pouziva nizky tlak, aby mohla
kapalna faze co nejlépe odtéct. Poté se tlak pomalu zvySuje az k ptipustné hranici. Pod timto
tlakem se lis nechd, dokud nepfestane most odtékat. Poté se odstrani matolinovy kolac,
matoliny se rozdrti a znovu plni do lisu. Lisovani se opakuje dvakrat, n¢kdy tiikrat. 50 %
z celkového mnozstvi mostu tvoti samotok, obsahuje nejvice cukru a buketnich latek. 27 %
mostu vznikd pii prvnim lisovani, pochazi z duziny a slupek a obsahuje hodné cukru, méné
ttislovin a kyselin. 10 % mosStu pochdzi z druhého lisovadni, obsahuje malo cukru, hodné
ttislovin, dusikatych latek a barviva. Posledni 3 % mostu ze tfetiho lisovani obsahuji velmi
malé mnozstvi cukru, hodn¢ tfislovin a barviva. Matoliny se mohou po ukonceni lisovani
pouzit ke krmeni hospodatskych zvitat nebo do kompostii. [12,13]
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PInéni, Lisovani, Vyprazdnovani
samovoliny odtok mostu membrana je pod tlakem

Obrdazek 4: Schéma lisovani [14]

2.3.5 Upravy mostu

Uprava mostu znamend odstranéni nebo ¢asteéné zlepSeni jeho pfirozenych nedostatkd.
Nedostatkem se nazyvéa zhorSeni kvality mostu zptisobené bud’ absenci nebo piebytkem
nékterého z komponentii mostu nebo vina. [12]

2.3.5.1 Odkalovani mosti

Odkalenim se odstraiiuji mechanické necistoty a zbytky chemickych piipravka,
pouzivanych pii ochran¢ révy vinné proti chorobam a Skiidcim. Tyto necistoty mohou
negativné ovlivnit kvaSeni a kvalitu vina, a proto musi byt odstranény jesté pred kvasenim.
Mosty z nahnilych hroznti musi byt odkaleny vzdy, a to co nejrychleji. Odkalovani by nemélo
byt ptehnané, mosty pak velmi $patné prokvasi, i kdyz jsou zakvaseny Cistymi kvasni¢nymi
kulturami. Odkalovani mostu je mozné provést bud’ fyzikalné-chemickym zdsahem pomoci
oxidu sifi¢itého, ochlazovanim, =zahfivanim nebo mechanickym zplisobem pomoci
odstredivky nebo filtrt. [15, 12]

2.3.5.2 Uprava cukernatosti

V nepftiznivych letech hrozny nékterych odrid nedosdhnou technologické zralosti a mosty
pak maji nizsi cukernatost. Dobra kvalita mostu a budouciho vina se posuzuje hlavné podle
vzajemného poméru obsahu cukru a kyselin. Cukernatost se zvySuje ptidavkem rafinovaného
fepného cukru nebo zahusténého mostu. Cukr se rozpusti ve dvou az trojnasobném objemu
mostu, po rozpusténi se pieCerpa do kvasnych nddob a promicha se s celym objemem.
Zahusténé mosty se vyrabéji z révovych mostl ve vakuovych odparkach pii teploté 35 °C
a obsahuji 50 — 60 % cukru. K méfeni cukernatosti se v Ceské republice a na Slovensku
pouziva normalizovany mostomér, ktery udavad mnozstvi cukru ve 100 1 mostu pii teploté
15 °C (°NM). Zvyseni obsahu cukru v mostu o 1 °NM se dosdhne ptidanim, 1,053 kg cukru
na 100 1 mostu. Z hodnoty cukernatosti 1ze vypocitat, kolik teoreticky bude mit vino alkoholu
(viz tabulka ptiloha 2). [8, 12,15]

V nasich vinatskych podminkach se upravuje cukernatost bilych mosti na 21 °NM. Vinafi
se musi fidit Zakonem ¢. 321/2004 Sb. v aktualnim znéni, §13, Pfirozeny obsah alkoholu.
Postup pfi zvySovani a limity alkoholu u stolnich, zemskych a jakostnich vin uvadi Statni
zemédelska a potravinaiska inspekce (viz tabulka ptiloha 3). [16]
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2.3.5.3 Uprava kyselosti mostii

Mosty z nedozralych hroznli mivaji vysoky obsah kyselin a vina z nich jsou casto kysela.
V mostu se v nejvetsi koncentraci vyskytuje kyselina vinné a kyselina jablecna. Béhem ristu
a zrani hroznil se obé kyseliny ¢aste¢né odbouravaji. Ne vzdy reakce probihaji dostatecné
intenzivné a ¢ast kyselin je nutné odstranit. Obsah kyselin se snizuje sraZzenim kyseliny vinné
uhli¢itanem vépenatym a biologickym odbourdnim kyseliny jablecné.

K odstranéni 100 g kyseliny vinné je tieba 67 g uhli¢itanu vapenatého, reakci vznikd vinan
vapenaty. Kyselina jable¢na se uhli¢itanem vépenatym nesrdzi, tvoii ve viné rozpustny
jable¢nan vapenaty, ktery doddva mostu i vinu nezaddouci pachut. Mosty se proto odkyselu;ji
tak, aby v 1 1 zastal alesponi 1 g kyseliny vinné, kterd zamezi ovlivnéni chuté jableCnanem
vapenatym. Kyselost mostu Ize snizit také scelenim s méné kyselym mostem stejné odridy,
promichédnim mostu s kvasnicemi ptipadné delSim lezenim vina na kvasnicich.

Pokud mosty obsahuji malo kyselin, hrozi nebezpeci, Ze vino bude fadni, neharmonické
a bude mit sklon k rychlému starnuti. Tyto mosty je mozné okyselit pfidanim kyseliny vinné
v maximalnim mnozstvi 2 g/l mostu. Nejcastéji se malo kyselé mosty sceluji s kyselymi
mosty tak, aby vysledné mnozstvi kyseliny vinné bylo 7 — 9 g/l mostu. [7]

2.3.5.4 Siieni mostu

K sifeni mostii se pouziva oxid sificity, ktery soucasné ptisobi jako reduk¢ni a antiseptické
¢inidlo a je U€inny proti enzymovym oxidacim. Oxid sifi¢ity vaze kyslik a zabraniuje tim
okysli¢eni ostatnich slozek. Antisepticky ucinek je siln€jsi vici bakteriim a divokym
kvasinkdm nez vuc¢i uslechtilym kvasinkdm. K zabranéni rozvoje bakterii, plisni
a apikulatnich kvasinek staci davka 50 — 150 mg /1, uSlechtilé kvasinky jsou inhibovany
davkou 200 — 600 mg/l SO,. Oxid sifi¢ity se vaze na barevné a aromatické latky, tim
zabrafiuje jejich ztratam. Piisobi pfiznivé na tvorbu buketu i chutovych latek budouciho vina
a ovliviiuje jeho jakost i stabilitu. [7]

Mosty se sifi spalovanim sirnych knotd v nadobéach, do nichz jsou plnény. Déle se sifi
pouzitim disifi¢itanu draselného, ktery reaguje s kyselinou vinnou za vzniku vinanu
draselného a oxidu sific¢itého. Oxid sifiCity je mozné aplikovat jako plynny z bombicek
s presnym davkovacem.

Zdravé mosty se sifi ddvkou 5 — 10 g/hl. Mosty z poskozenych, nahnilych nebo namrzlych
hroznt se siti davkami 15 — 20 g/hl mostu. [12]

2.3.5.5 Provzdusriovdani mostu

Mosty se obohacuji vzdusnym kyslikem, coz podporuje mnozeni kvasinek a sedimentaci
bilkovinnych latek, pektinli a tfislovin. Provzdusiiovat se mohou jen mosty ze zdravych
hrozntli, protoZze mosty z nahnilych hroznd snadno podléhaji oxidacnim enzymim. Dale by
mohlo dojit k rozvoji aerobnich mikrobt, které vyvolavaji octové kvaseni a neenzymové
oxidac¢ni procesy.

Obvykle se mosty provzdusiiyji ptivodem vzduchu kompresorem do cisteren a tankl nebo
tak, ze most tece z lisu do kade, ze které se ¢erpa do kvasnych nadob. [15]
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2.3.6 Alkoholové kvaSeni
Alkoholové kvaseni je anaerobni pfeména cukri, zejména glukézy a fruktézy na ethanol

a oxid uhli¢ity podle rovnice:

Ce¢H 1206 2 2C,HsOH + 2 COs.

Podle rovnice by teoreticky mélo ze 100 g glukozy vzniknout 51,11¢g ethanolu a 48,89 g

oxidu uhli¢itého. Ve skutecnosti vznikne pouze 47 — 48 g ethanolu. Alkoholové kvaSeni je

komplexni proces, zahrnujici fadu biochemickych, chemickych a fyzikdlné-chemickych
premén, které vedou k fad¢ vedlejsich produkti. Spektrum vedlejsich produkti je zavislé na

slozeni mosStu a na vlastnostech kvasinek, které se ucastni kvaSeni. Tyto produkty ovliviiuji

aromaticky profil vina a jsou to napf. vys$si alkoholy, estery, glycerol, kyselina mlécna,
kyselina octova, 2,3-butandiol, atd.. [6, 17]

22

Ethanol ma ve vin¢ konzervacni ucinek, chrani vino pfed negativnim plsobenim
mikroorganismii. Mnozstvi vzniklého ethanolu zavisi na vyzralosti hroznli a pohybuje
se kolem 12 — 13 % ob;.

Oxid uhlic¢ity je nedychatelny plyn, bez barvy a zépachu. Uvoliiuje se béhem kvaSeni
v mnozstvi asi 46,6 g na 100 g cukru, coz odpovida objemu 25,3 litru a dale vznika pii
jable¢no-mlécné fermentaci. Ve viné zistava rozpuSténé pouze malé mnozstvi CO,.
Pokud dosahne koncentrace rozpusténého CO, 15 g/l, dochazi k zastaveni kvaseni.
Glycerol ma sladkou chut, vinu dodava plnost a jemnost, a v nejvétSim mnozstvi
vznikd na zacatku kvaSeni. Obvykle se koncentrace glycerolu ve viné pohybuje
vrozmezi 4 — 9 g/l. Vys§i obsah glycerolu poskytuji vyzralej$i hrozny nebo hrozny
napadené uslechtilou plisni.

Acetoin, 2,3-butandiol, diacetyl vznikaji pii kvaseni v nizké koncentraci a ddvaji vinu
ofiskové aroma. Pasobenim bakterii mlééného kvaseni dochazi zvySeni jejich téchto
sloucenin a ke vzniku maslového aroma vina.

Acetaldehyd pii kvaseni vznika v nizké koncentraci. Mtize vzniknout chemickou nebo
biologickou oxidaci ethanolu. Nizké koncentrace acetaldehydu dévaji vinu ovocné
aroma, vysoké koncentrace zpusobuji Stiplavy zdpach vina. Primérnad koncentrace
acetaldehydu je 30 mg/I u bilého vina a 80 mg/1 u ¢erveného vina

Kyselina octova ve vysSich koncentracich zpiisobuje octové aroma a nepiijemnou
prichut’ vina. Behem fermentace plisobenim Saccharomyces cerevisiae obycejné vznika
0,1 — 0,3 g/l kyseliny octové. Vyssi koncentrace muze byt zplisobena rozvojem
octovych bakterii a bakterii mlééného kvaseni.

Vys$i alkoholy jsou sekundarni metabolity kvasinek. V zédvislosti na koncentraci
mohou mit pozitivni nebo negativni vliv na chut’ a vini vina. Koncentrace vyssich
alkohold, nizs§i nez 300 mg/l, pfispiva k ovocnému aroma a komplexnosti vina. Vyssi
koncentrace zhorSuji kvalitu vina.

Estery jsou zastoupeny ve dvou skupinach, a to acetaty vysSich alkohold a estery
vys§ich mastnych kyselin a ethanolu. Acetaty vysSich alkoholli jsou nositelé napf.
bandnového aroma (isoamylacetit) nebo aroma rize (fenyletanolacetat). Estery
mastnych kyselin a ethanolu jsou pfi¢inou ovocnych aromat. [17,18]



Most z hroznli révy vinné obsahuje glukézu a fruktézu, nejcastéji v poméru 1 : 1. Vinné
kvasinky tyto cukry velmi dobfe zpracovavaji. V prubéhu kvaseni rychleji vyuzivaji glukozu,
pomaleji fruktozu, kterd se Castéji ve viné€ vyskytuje jako zbytkovy cukr.

Pro zahajeni kvaSeni je trfeba asi 10 miliond bunék /ml. Lisy a zafizeni jsou
nejdilezitéjSimi zdroji infekce, kde se az stondsobné zvySuje piirozeny pocet bunék v mostu.
Pocet kvasinek kolisa v zavislosti na pocasi, odridé, chemické ochrané na vinici a zptisobu
zpracovani hroznti.

Kvaseni mlze probihat spontanné prostfednictvim kvasinek pfirozené¢ se vyskytujicich
na bobulich, v mostech a ve sklepech, nebo Fizené, zaoCkovanim mostu ¢istymi kulturami
kvasinek. Tteti cestou je spojeni vyhod spontanniho kvaseni a pouziti Cisté kultury kvasinek,
kvaseni pomoci autochtonnich kvasinek. [6, 8, 19]

2.3.6.1 Spontdnni kvaSeni

Spontanni kvaseni patfi mezi tradi¢ni technologie vyroby vina a je charakteristické
pritomnosti fady rtznych rodt a druhti kvasinek, které pochazeji piimo z hrozni nebo
z prostiedi vinafstvi. Spontanni fermentace probiha samovoln¢, kromé sifeni se neprovadi
74dné zasahy.

V pocatecni fazi kvaseni se uplatiiuji slabé kvasici apikulatni kvasinky, které v prvnich
dnech kvaseni tvoii az 99 % celkové populace kvasinek. Postupné se stavaji dominantni
uslechtilé vinné kvasinky druhu Sacharomyces cerevisiae, které snasi vyssi koncentrace
ethanolu v prostfedi. Koncentrace ethanolu je hlavni faktor omezujici rust apikuldtnich
kvasinek, pro které je limitni koncentrace 5 — 7 % ethanolu. V posledni fazi alkoholové
fermentace se populace Sachcaromyces cerevisiae zmenSuje, jakmile prestanou byt aktivni
1 odolng&j$i variety Sachcaromyces bayanus, dojde k zastaveni kvasného procesu. [21]

Vina vyrobena touto technologii vyzaduji del$i ¢as na vyrobu, pfiCemz se vytvaii
komplexni spektrum aromatickych latek. V tomto ptipadé se kvasinky v piitomnosti kysliku
namnozi na potiebny pocet bun¢k samy. Podle aktualnich podminek (SO,, teplota, vychozi
pocet kvasinek, rezidua pfipravki na ochranu rostlin) se miize prosadit rizny druh kvasinek.
Vzhledem k rozmanité mikroflofe je dilezita pritbézna kontrola aplikace SO,.

Technologie spontanniho kvasSeni je vhodnad pfedevS§im pro dokonale vyzralé, zdravé
hrozny. KvaSeni za¢ina 1épe ve vinném sklepé, kde jiz n¢jaky most kvasi a je zde tedy vyssi
vyskyt mikrofléry. Ve sklepé je tfeba udrzovat absolutni Cistotu a teplota v kvasné nadobé¢ by
neméla prekrocit 18 °C. [8]

Pro spontdnni kvaSeni je charakteristicky vyS$8i obsah glycerolu, vysSich alkohold,
tekavych kyselin, potfeba oxidu sifi¢itého a Casty zistatek zbytkového cukru z divodu
samovolného zastaveni kvaSeni. Aromaticky a chutovy vyvoj piipravenych vin je del$i nez
uvin zftizeného kvaSeni. Vina byvaji videdlnim stavu v obdobi bfezna az kvétna.
Aromaticky jsou velmi vyrazna a chut'ové plna, za coz jsou zodpovédné apikulatni kvasinky,
které mohou mit za urcitych podminek pozitivni vliv na vyvoj chuté a viing vina. [8]

2.3.6.2 KvaSeni pomoci Cistych kultur kvasinek

Cista kultura je populace, ktera vznikla pomnoZenim jedné kvasni¢né buiiky. Rada vinati
pouziva k zakvaseni vylisovanych mosta Cisté kultury Sachcaromyces cereviseae v suSené
form¢, zvané aktivni suché vinné kvasinky (ASVK). Pouziti ASVK muze zajistit
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bezproblémovy start alkoholové fermentace, jeji pribéh i zavér. Vysledkem je rychlejsi a
kompletni zkvaseni mostu. V primyslové vyrobé vina je spolehlivy a predvidatelny prubéh
fermentace nezbytny. PouZzivd se pro produkci suchych vin o urcité standardni kvalité,
s minimalni koncentraci vedlej$ich produktii anaerobni glykolyzy. [1, 21]

Zakvasovani mostu ¢istymi kvasinkovymi kulturami se pouziva, pokud by se spontannim
kvasenim neziskalo vino ani primérné jakosti. Piidavek kvasinek je vhodny pii pouziti
pasterizovaného moStu, mostu o vysoké cukernatosti nebo mosStu z nahnilych hroznd.
V mostech z nahnilych hroznli byvd nedostatek kulturnich kvasinek a mosty po odkaleni
kvasi slabé a pomalu. Aby tyto mosty dobte prokvasily, pfidavaji se Cisté kvasinkové kultury.
Kvasinkové kmeny rizné odolavaji chladu, vyssim koncentracim cukru, ethanolu a oxidu
sitfi¢itého. Toho se vyuziva pti vybéru vhodného kmene pro vyrobu vina. Napft. na dokvaseni
siln¢ zasifenych mosStl se pouzivaji sulfitové kvasinky, které jsou odolné vaci vyssi
koncentraci oxidu sifi¢itého a ethanolu. [8, 21]

Nabizené susené kvasinky je nutné pied pouzitim 10 — 15 minut revitalizovat ve vlazné
smesi mostu a vina. Poté se smés nalije do mostu, ktery ma prokvasit. Dilezité je vyvarovat
se tepelnému Soku. Pokud ma most vyrazné odliSnou teplotu, mél by se nejprve do smesi
s kvasinkami ptilévat most aZ do vyrovnani teplot a poté cely obsah vlit do mostu. [§]

Z hlediska zachovani autenticity vina je pouziti ASVK nevyhodné, protoze v CR neni
vyrobce ASVK, kvasinky pochazi z Francie, Némecka, Chile, Jihoafrické republiky a vina tak
dostavaji globalni uniformni charakter. [22]

Kromé jedné cisté kultury je mozné na zakvaSovani moStu pouzit smés Cistych kultur.
Kultivace a izolace kvasinek se provadi u kazdé kultury zvlast’, smisi se az pti zakvaSovani.
V chemickém slozeni vin zakvasenymi Cistymi kulturami nebo smési kultur kvasinek neni
rozdil. ZakvaSovani smési Cistych kultur se vSak vice pfiblizuje pfirozenym podminkam
kvaseni. 8, 21]

2.3.7 KvaSeni pomoci autochtonnich kvasinek

Nekteti vinafi pouzivaji jako startovaci kulturu kvasinky izolované z prostfedi vlastni
vinice. Dochdzi tak ke spojeni vyhod spontanniho kvaSeni a pouziti Cisté kultury kvasinek.
Autochtonni kvasinky Sachcaromyces cerevisiae jsou ptirozenou souc¢asti mikroflory vinice,
jsou geograficky jedinecné a natolik geneticky pestré, ze je mozné mezi nimi najit kmeny
s riznymi technologickymi vlastnostmi. Vznikaji bez cilené genetické manipulace, pouze
pusobenim selekénich tlakl prostiedi. 1zolace autochtonnich kment Saccharomyces cerevisie
se provadi ve vinici. Plati proto, ze by vinice neméla prijit do kontaktu s komeréni
kulturou. [1]

Ziskani vhodné Ccisté kultury, kterd mize byt aplikovana do praxe, obnasi izolaci
z ptirodniho materidlu, taxonomické zafazeni a zkoumdani pozitivnich a negativnich
technologickych vlivli. Pfed zavedenim izolované kvasinky do praxe se provadi laboratorni
testy fermentace, kdy se fermentuji malé objemy hroznového mostu, vina nebo upravené
fermentacni médium s pfesné¢ definovanych chemickym slozenim. Produkt se chemicky
a senzoricky analyzuje a posuzuje se vhodnost kmene pro vinatskou praxi. [1]

Pro vlastni zakvas je nutné posbirat mensi mnozstvi hroznl z vinice ptiblizné o tyden
diive. Pripraveny mos$t se musi odkalit pouze mirng, aby zlstala zachovana pfirozena

24



mikrofldra. Jakmile je v kvaSeni dominantni uslechtild kvasinka (3 — 4 % obj. alkoholu), ptida
se zbytek moStu. Aby byla iniciace fermentace rychla a predeslo se aktivité apikulatnich
kvasinek, ptidava se do mostu alespoil 1 % objemu zakvasu. [22,23]

Otazkami selekce vhodnych kmenu vinnych kvasinek na zéklad¢ jejich vlastnosti se
zabyval jiz na konci 19. stoleti Miiller-Thurgau. Mezi tyto vlastnosti patfi hlavné rychlost
kvaseni, dobra aktivita kvasinek béhem kvaseni, dobrda schopnost finalniho dokvaseni,
tolerance k alkoholu, dobra schopnost kvaSeni pii nizkych teplotach, tvorba dobrého
kvasného aroma, nizkd tvorba kyseliny octové a sirnych sloucenin. Dal§imi dilezitymi
vlastnostmi jsou tolerance k vysoké koncentraci cukru, rezistence a nizka produkce oxidu
sifi¢itého, rezistence ke killer toxinu a dobré enzymové vybaveni. [1, 24]

V Ceské republice vyrabi vina pomoci autochtonnich &istych kultur vinnych kvasinek napt.
Znovin Znojmo, a. s., Sonberk, a.s., Popice a dalsi mensi vinafstvi. [1]

2.3.7.1 Faktory ovliviiujici alkoholové kvaSeni

Alkoholové kvaSeni hroznového mostu ovliviiuje fada faktort, které je tfeba zohlednit:

Teplota

Optimalni teplota pro kvaseni a mnoZeni bunck je okolo 25 °C, vétsi odchylky od této
sttedni hodnoty brzdi metabolismus kvasinek. Aby nedochézelo ke stresu kvasinek rychlou
zménou teploty, méla by se teplota ménit maximalné€ o 4 °C za hodinu. Dulezitym faktorem
pro zvoleni vychozi teploty je objem nadoby. Cim je vétsi objem kvasné nadoby, tim
intenzivngji se most béhem kvaseni ohtiva a tim nizs§i mize byt zvolena pocatecni teplota.

Pti velmi vysokych teplotach kvaseni (35 — 37 °C) muze dojit k zastaveni kvaseni, které
byva oznacovano jako uvateni. S vyssi teplotou kvaseni se zvySuje pravdépodobnost, Ze most
bude prokvasen beze zbytku, zaroven vsSak dochéazi k vyS§im ztratam aromatickych latek
a alkoholu.

Pti teplotach 12 — 15 °C dochazi ke studené fermentaci, k niz je potieba pouzit specialni
kvasinky pro tento druh fermentace. Vyhodou tohoto typu fermentace je vyssi obsah
alkoholu, a aromatickych latek. Pfi nizkych teplotdch se nemohou rozmnoZzovat nezadouci
kvasinky a bakterie mlécného a octového kvasSeni. Kvaseni je vSak pomalejsi a je tedy tfeba
vyssich davek SO,. [6]

Obsah cukru v mostu

Mosty s nizkou cukernatosti kvasi bez problému, u vin s celkovym obsahem alkoholu pod
11 % obj. se problémy s kvasenim pfili§ nevyskytuji. ZvySeny obsah cukri na 250 — 300 g/l
zpusobuje pomalejsi kvaseni, koncentrace nad 700 g/l zcela brani mnozeni mikroorganismi
V disledku vysokého obsahu cukrli, dochazi ke zvySeni osmotického tlaku. Most pak
vyznamné odnimé kvasinkdm zbun€k vodu, a stim se sniZuje intenzita jejich mnoZeni.
V piipadé kvaseni mosti pro vina s ptivlastkem, musi byt kvasinky nejen schopny dobie
prokvaset most, ale musi byt i osmotolerantni. [4,6]

Obsah alkoholu

Obsah alkoholu, ktery vznika pfi kvaseni, omezuje ¢innost kvasinek v zdvislosti na teplot¢,
provzdu$néni mostu a vlastnostech pouzitého kmene kvasinek. Divoké kvasinky odumiraji pii
3 — 4 obj. % alkoholu a jejich ¢innost ptebiraji uslechtilé kvasinky druhu Saccharomyces
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cerevisiae, které snasi obsah alkoholu do 13 % obj. Pfi vy$§im obsahu alkoholu prokvaseji
mosty kvasinky druhu Saccharomyces bayanus, které se dokdzou rozmnozovat a kvasit pfi
15-16 % obj. Pti vysSich hodnotéch se jejich ¢innost zcela zastavi. [6, 8]

Piitomnost kysliku

Kyslik hraje nezastupitelnou roli pii mnozeni kvasinek a umoziuje jim piezit v siln¢
reduktivnim prostredi, které vytvareji svou Cinnosti. Za celou dobu kvaSeni je spotieba
kysliku 10 — 20 mg/l. Kyslik se davkuje v pocateéni fazi kvaSeni, kdy nehrozi nebezpeci
oxidace jednotlivych slozek vina. Casto opakované piidavky kysliku v pozd&jsim stadiu
kvaseni zptlisobuji ztratu svéziho aroma vysledného vina. Kyslik rovnéz ptispiva k lepsi
vyuzitelnosti asimilovatelného dusiku. [8]

Obsah asimilovatelného dusiku

Kvasinky potiebuji dusik ve form¢ amonné a také ve formé volnych a-aminokyselin.
Nedokazou asimilovat aminokyselinu prolin a bilkoviny. Nedostatek asimilovatelného dusiku
se miize projevit poruchami a zastavenim kvaseni. MoSty s obsahem amoniakalniho dusiku
mensim nez 50 mg/l se musi dusikem obohacovat. Obohacuje se ptidavkem siranu amonného
o koncentraci 10 — 20 g/hl. Dale lze pouzit pifipravky na bazi hydrogenfosfore¢nanu
diamonného nebo suSenych bunécnych stén kvasinek. [8]

Vitaminy

Vitaminy potfebné pro rozvoj kvasinek byvaji v mosStech zastoupeny v dostateCném
mnozstvi. Pouze mosty z ptezralych nebo hrozni napadenych plisni Sedou maji nedostatek
thiaminu. Thiamin se pfidava v mnozstvi 50 mg/hl. [8]

Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou vedlejsi produkty kvaseni. Pokud stoupne jejich obsah nad urcitou
hranici, zhorSuje se propustnost bunécné stény kvasinek pro cukry a alkohol. Pro zlepSeni
prubéhu kvaseni se piidavaji vycisténé bunécné stény odumielych kvasinek, na které se
mastné kyseliny poutaji, a kvasny proces pak probih4 bez omezeni. [§]

Tlak CO,
Se zvySujicim se tlakem CO; pfi kvaSeni v tlakovych nadobach se proces zpomaluje. Pii
tlaku 7 x 10° Pa se pak kvaSeni zastavi. [8]

2.3.8 Biologické odbouravani kyselin

Biologické odbouravani kyselin, nazyvané malolaktické kvaSeni neboli jable¢no-mlécné
kvaseni, probiha ve viné nejcastéji po skonceni kvasného procesu, ale mize probihat
i soucasn¢. Dochdzi ke snizeni obsahu kyseliny jablecné ve viné plsobenim mlécnych
bakterii. Kyselina jable¢nda je enzymaticky rozloZzena na méné vyraznou kyselinu mléénou a
oxid uhli¢ity. Tento proces je zddouci, protoze dochazi ke zmirnéni kyselosti vina a tim ke
zlepseni jeho kvality a ke zvySeni mikrobidlni stability vina. PtiliSnym odbourdnim kyselin
ztraci vino svézest. Obsah kyseliny jable¢né se doporucCuje snizovat spiSe scelenim s vinem,
které obsahuje kyseliny jable¢né mén¢.
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Pro rozvoj mléénych bakterii je dulezitd teplota 14 — 18 °C, nizky obsah volné i vazané
kyseliny sifi¢it¢é a dostatecné mnozstvi dusikatych latek. K fizenému biologickému
odbouravani kyselin se pouzivaji bakterie druhu Oenococcus oeni a druhy, které jsou odolné
vuci nizkému pH (<3,5) a vysoké koncentraci ethanolu (>10 obj. %) a SO, (50 mg/1).

Nekontrolované jable¢no-mlééné kvaSeni mize vést ke vzniku nezadoucich latek, které
negativné ovliviiyji kvalitu vina (kyselina octovd) nebo mohou byt nebezpecné pro lidské
zdravi (biogenni aminy). [5, 15, 17]

2.3.9 Skoleni vina
Skoleni vina se provadi pred plnénim do lahvi. Zahrnuje mnoho operaci, z nichZ
nejdilezitéjsi jsou Cifeni a filtrace. [12]

2.3.9.1 Cifenivina

Citeni vina se provadi z divodu urychleni sedimentace kalicich latek p¥idanim &ifidel.
Zékaly vina zpusobuji pevna kalici téliska a chemické reakce probihajici pfi zrani vina.
Koloidy maji bud’ zéporny, nebo kladny néboj. Do vina se pfida latka s opacnym nabojem,
to zplsobi vznik koloidnich shlukt, které s sebou pifi seddni ke dnu strhavaji necistoty
a mikroorganismy. Citidla s kladnym nabojem jsou Zelatina, vaje¢ny bilek, mléko a kasein.
Citidla se zapornym ndbojem jsou tanin, agar, bentonit, kyselina kiemicitd, kiemelina
a kaolin. Pro ¢ifeni bilych vin se pouziva hlavné kasein, mléko a bentonit. [8,15]

2.3.9.2 Filtrace vina

Cilem filtrace je odd¢leni pevnych c¢astic pfitomnych ve viné, aniz by doSlo k upravam
nebo zménam chemického slozeni a zméné aromatickych a chutovych vlastnosti vina. Kvalita
filtrace zavisi na druhu filtra¢niho materidlu a velikosti jeho pért. Podle velikosti kalovych
¢astic se rozliSuje hrubd a jemna filtrace. NejCastéji se pouzivaji kiemelinové filtry, dale
deskové filtry a membranové filtrace. Aby byla zajisténa uplna Cistota a mikrobidlni stabilita
hotového vina, je tieba filtraci n¢kolikrat opakovat. [8, 13]

2.3.10 Lahvovani vina

Nez je vino uvedeno do ob€hu, je povinnosti vyrobce umoznit Stitni zemédélské
a potravinarské inspekci odebrat vzorky k ohodnoceni a vydani povoleni o zatfidéni
vyrobené¢ho vina. Nasleduje stdeni vina do lahvi. Vino musi byt patficné vycetené
a stabilizované a celé lahvovani musi probéhnout za omezeného piistupu vzduchu. Vino by
pied lahvovanim mélo obsahovat piiblizné 30 mg/l volného SO; a asi 7 g veskerych kyselin.
Pokud je vino urceno k archivaci, je lepsi vyssi koncentrace kyselin. BéZné se vina skladuji 2
— 3 roky, poté vino a starne a postupné ztraci sviij odriidovy charakter.

Vino se plni do sklenénych lahvi o obsahu nejcastéji, 0,75 a 1 1, tmavozelené, hnéd¢ barvy,
nebo do bezbarvych lahvi. Konzumni vina je mozné plnit do obald Tetra Pak ¢i pet lahvi.
Malé objemy vin se plni hadickou, vétsi objemy se plni jehlovym, zvonkovym
arevolverovym stacecim zafizenim. Naplnéné lahve se zatkuji korkovymi nebo plastovymi
zatkami, konzumni vina se uzaviraji korunkami nebo plastovymi uzaveéry. [25]
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2.4 Kbvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni, heterotrofni mikroorganismy, patfici mezi houby (Fungi).
Pojmenovani kvasinky vzniklo od schopnosti zkvasovat monosacharidy a nékteré disacharidy
a trisacharidy na oxid uhlic¢ity a ethanol. [26]

2.4.1 Morfologie

Kvasinky jsou tvarové znacné rozmanité (viz obrazek 5). Tvar a velikost bunék do urcité
miry ovliviluje stafi bun€k a podminky kultivace. Pii kultivaci kvasinek za aerobnich
podminek jsou bunky kvasinek protahlejsi nez pti kultivaci za anaerobnich podminek. Tvar
bunky muze byt elipsoidni, ptipadné vejcity az kulovity, né€které bunky jsou citronovitého,
trojahelnikovitého nebo valcovitého tvaru. Velikost bunék se pohybuje vrozmezi 3 -
6 um. [26,27]

OOQOJﬂ/

Obrazek 5: Tvary bunék kvasinek [28]
a — kulaty;, b — ovalny, elipsoidni; ¢ — citronovity, d — ogivalni; e — lahvovity,
f—podlouhly,; g — vidknity

2.4.2 Cytologie

Jak mizeme vidét na obrazku 6, vegetativni kvasinkova burika se skladd z bunécné stény,
cytoplazmatické membrany, cytoplazmy, ktera obsahuje fadu membranovych struktur. Burika
obsahuje jadro, které je od cytoplazmy oddé€lené dvojitou jadernou membranou. Pohybové
organy biciky vegetativni buriky kvasinek nemaji. Nekteré rody kvasinek tvoii pohlavni
spory. [26]

Obrazek 6: Schéma prurezu burnikou kvasinky [26]
1 — bunécna stena, 2 — jizva zrodu, 3 — cytoplazmaticka membrana, 4 — jadro, 5 — jaderna
membrana, 6 — vakuola, 7 — endoplazmatické retikulum, 8§ — mitochondrie, 9 — glykogen,
10 — polymetafosfat, 11 — lipidy, 12 — Golgiho aparat
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2.4.2.1 Bunécnd sténa

Buné¢na sténa kvasinek ma silnou a pevnou strukturu. Dava buiice tvar a chrani ji pied
mechanickym poSkozenim a osmotickym Sokem. Bunécnd sténa obsahuje pory, kterymi
mohou prochéazet vSechny slouceniny mimo slouc¢eniny vysokomolekularni. Hlavni slozkou
bunécné stény jsou polysacharidy (glukany, mannany, glukosamin, chitin). Polysacharidy
maji strukturu vlaken, tvoii hustou, pevnou splet, kterd je vyplnéna bilkovinami. Sténa
obsahuje malé mnozstvi lipidd, fosfolipidl a fosfore¢nanti. Na povrchu stény jsou patrné jizvy
po puceni. Na jednom poélu kazdé buriky se nachazi jizva zrodu, ktera zistala v misté
ptivodniho spojeni buriky s matetskou bunikou. Nékteré druhy kvasinek maji kolem bunéck
polysacharidové obaly — pouzdra. [26]

2.4.2.2 Cytoplazmaticka membrdana

Cytoplazmaticka membrana kvasinek silnd 7,5 — 8 nm, sklada se z lipidl a proteinti a tvori
vychlipeniny vybihajici do cytoplazmy. Je volné propustnd pro malé molekuly bez naboje
a tvori osmotické rozhrani mezi burikou a vnéjSim prostiedim. Cytoplazmaticka membrana je
sidlem transportnich mechanizml, umoznujicich pfijem latek buinikou a transport latek
z buniky do prostiedi. [26]

2.4.2.3 Cytoplazma

Cytoplazma je prihlednd homogenni hmota, obsahujici fadu organel. Kromé strukturnich
utvarti se v cytoplazmé nachazi zrni¢ka volutinu a glykogenu, déale ribozomy, ribonukleové
kyseliny, enzymy, anorganické ionty, meziprodukty metabolismu atd. U nékterych roda
kvasinek se v cytoplazmé vyskytuje tuk. [26, 28]

Cytoplazma kvasinek obsahuje systém dvojitych membran zvané endoplazmatické
retikulum, na jehoz povrchu jsou ribozomy, kde dochazi k syntéze bilkovin. Endoplazmatické
retikulum obsahuje enzymy a rezervni latky.

V cytoplazmé jsou ptitomny mitochondrie, sidlo dychacich enzymi a systému oxidac¢ni
fosforylace. Mitochondrie jsou Siroké 0,3 — 1 pum, dlouhé az 3 pm a mohou byt kulovitého
valcovitého, vldknitého nebo lalo¢natého tvaru. Jsou slozeny z bilkovin, lipidi a fosfolipidi,
obsahuji RNA a DNA. Mitochondrie jsou obklopeny vné&jsi a vnitini membranou. Vnitini
membrana tvoii vchlipeniny dovnitt mitochondrie — kristy.

Vakuola je kulovity utvar obklopeny jednou membranou. Mladé nebo pucici bunky
obsahuji nékolik menSich vakuol, star§i buriky obsahuji jednu vakuolu, kterd mize vyplnit
témét cely prostor buriky. Vakuola obsahuje hydrolytické enzymy, polyfosfaty, draselné
ionty, aminokyseliny a puriny.

Cytoplazma dale obsahuje Golgiho aparat, jehoz funkci je transport prekurzori bunééné
stény z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu. Golgiho aparat ma tvar plochého
méchyiku nebo nékolika propojenych méchytkli ulozenych rovnobézné vedle sebe.

Bunika kvasinky obsahuje sit’ proteinovych vldken cytoskelet, kterd se vyskytuje jak
v cytoplazmé, tak 1 v jadre. Cytoskelet umoZznuje pohyb organel. [26]

2.4.2.4 Jddro
Jadro (viz obrazek 7) je Casto kulovitého tvaru o priméru 1,5um. Jadro kvasinek je
obaleno dvojitou porovitou membranou, kterda ho odd€luje od cytoplazmy. Tésné pod
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membranou je ulozené jadérko srpkovitého tvaru. Jadro obsahuje polové télisko vieténka, ze
kterého vychazeji vlakna mikrotubuly. Mikrotubuly a télisko plni dilezitou ulohu pii déleni
jédra béhem rozmnozovani. [15]

jaderna membrana

Por v membrané

ribozomy

Obrazek 7: Jadro eukaryotickeé burky [29]

Jadro je centralni organelou, ktera nese genetickou informaci nezbytnou pro déleni a zivot
buriky. Genetickd informace je zakddovéana sekvenci bazi molekul DNA, které tvofi urcity
pocet chromozomt charakteristicky pro kazdy druh. Chromozomy obsahuji chromatin, ktery
se sklad4 z histont.

U Saccharomyces cerevisiae bylo zjisténo 16 chromozom v haploidnim jadte. [26, 30]

2.4.3 Chemické sloZeni kvasinkové burky

Chemické slozeni kvasinkové buiiky je podobné slozeni rostlinné nebo zivocisné buriky.
70 — 90 % hmotnosti kvasinek tvofi voda. Obsah vody a ostatnich latek se 1i$i v zavislosti na
druhu a stafi, na podminkach ve kterych se kvasinky rozmnozovaly. Na zménu slozeni ma
vliv 1 zména nativniho stavu kvasinek fyzikalnim nebo chemickym zasahem. Piehled

vvvvvv

Tabulka 2: Prehled nejduleZitéjsich latek v kvasinkové bunce [28]
Nizkorrnolekulérni Vysoko’molekulérm’ Komplexy
latky latky
Puriny a pyrimidiny nukleové kyseliny nukleoproteiny
Aminokyseliny bilkoviny
Monosacharidy polysacharidy glykoproteiny
Lipidy a jejich slozky lipoproteiny
Vitaminy, steroly enzymy
Hormony
Voda

Jak je vidét v grafu 1 slozeni suSiny kvasinek, kvasinky obsahuji velké mnozstvi bilkovin.
Z tohoto diivodu jsou vyuzivany jako krmivo. Builky kvasinek obsahuji zejména
aminokyseliny arginin, alanin, asparagin, glutamin, leucin a lysin. Hlavnimi sacharidy
kvasinkovych bun€k jsou polysacharidy Skrob, glykogen, celuldza, dale glykogen, ktery
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slouzi jako rezervni latka. Lipidy jsou zastoupeny ve form¢ tukti, voski, fosfatidi, steroidii a
jejich stépnych produktli, zejména mastnymi kyselinami a glycerolem. Nejvice zastoupenymi
popelovinami jsou oxid fosfore¢ny a oxid draselny, které maji uplatnéni pii fermentacnich
pochodech. Kvasinkové buriky obsahuji fadu vitaminli, zejména komplex vitamini B a
provitamin D. [15, 31]

Bilkoviny

B Cukry
Glykogen

30.25% 52,41% m Celuldza
o ()

® Popeloviny

1,72%
Graf 1: SlozZeni susiny kvasinek [31]

2.4.4 Rozmnozovani kvasinek

RozmnoZovani kvasinek mulize probihat pohlavné nebo nepohlavné. Nepohlavng, neboli
vegetativné, se kvasinky rozmnozuji pu¢enim. U nékterych roda ¢i kment kvasinek se vytvari
pseudomycelium, u nékterych pravé mycelium. Tvorba pseudomycelia a pravého mycelia je
charakteristicka pro rody Endomycopsis a Sporobolomyces. Kvasinky rodu Saccharomyces,
se rozmnozuji délenim. Pfechodem mezi pufenim a délenim je puceni na Siroké zakladné,
které je typické pro kvasinky rodu Saccharomycodes. Pohlavné se kvasinky rozmnozuji
pomoci spor. Kvasinky tvoifi bud’ askospory a jsou fazeny mezi Ascomycotina nebo
bazidiospory a jsou fazeny mezi Basidiomycotina. [26, 32]

2.4.4.1 Nepohlavni rozmnoZovani

VeétSina rodil kvasinek se nepohlavné rozmnozuje pucenim, jehoz schéma je zobrazeno na
obrazku 8. Pfed vlastnim puc¢enim dochézi ke splynuti membran endoplazmatického retikula,
k jeho naslednému dé€leni a k opakovanému déleni vakuol (obr. 8 a). Dale dochazi k protazeni
mitochondrii.(obr. 8 b). Jakmile se za¢ne vytvafet pupen, zacnou do n¢j migrovat vakuoly
a mitochondrie (obr. 8 b). Zaroveil za¢ne mitotické d€leni jadra (obr. 8 c). Mitoza se sklada
z profaze, metafaze, anafaze a telofaze.

V profazi dochdzi ke zkradceni chromozom, rozpusténi jaderné blany a ke vzniku déliciho
vieténka. V metafazi se chromozomy svymi centromerami sefadi do centrdlni roviny buriky.
V anafadzi se v misté¢ centromery chromozomy podélné¢ rozd€li a chromatidy jsou vlivem
zkracovani tubulll déliciho vieténka ptitahovany k opacnym konctlim butiky. V posledni fazi —
telofazi zanikd délici vieténko, chromozomy se protahuji a vytvari se kolem nich jaderna
blana. Uprostied buiiky se vytvoii piepazka a vzniknou tak dvé jadra.
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Poté dochazi k migraci jadra a ostatnich slozek cytoplazmy smérem k pupenu (obr. 8 d).
Jakmile pifejdou do pupenu ostatni slozky cytoplazmy, kandlek mezi matetskou a dcefinou
burikou se uzavie cytoplazmatickou membranou a v pupenu dojde k syntéze a rozSifeni
endoplazmatického retikula. Déale se vytvofi bunéénd sténa mezi matefskou a dcefinou
buiikou, pupen zvétsi svoji velikost, drobné vakuoly se spoji v jednu vakuolu, puceni je
ukonceno a dojde k oddéleni dcefiné a matetské buiiky. [26,33]

Obrazek 8: Schéma puceni kvasinek [26]
1 —jaddro, 2 — mitochondrie, 3 — vakuola, 4 — endoplazmatické retikulum, 5 — polové télisko
vieténka, 6 — mikrotubuly, 7 — vieténko

Cely cyklus rozmnozovani trvd za optimalnich podminek asi 2 hodiny. Na obrazku 9 je
znazornén bunécny cyklus deéleni Saccharomyces cereviseae, ktery je mozné rozdélit do

4 period:
e Gl-faze — v haploidni burice je kazdy gen jenom jednou
e S-faze — faze syntézy chromozoméalni DNA a vytvafeni dvou chromatid

z chromozomu
e (G2-faze — replikace chromozomalni DNA je ukoncéena
e M-faze — mitdza

Cyklus bunééného déleni Saccharomyces cerevisiae je kontrolovan vice nez stovkou gent,
pficemz nckteré znich maji regulaéni funkci. Teplotné senzitivni mutanty téchto gent
umoznily studium kontroly cyklu bunééného dé€leni a jeho regulace. Geny jsou oznacovany
CDC (cell division cycle). [26]
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Obrazek 9: Schéma cyklu bunécného deéleni Saccharomyces cerevisiae [26]
S —syntéza DNA; M — mitoza; G1 — v burice je zakladni geneticky materidl, tj. 1 genom;
a — klidova burika; b — zdvojeni polarniho teliska; ¢ — syntéza DNA, vznik malého pupenu;
d — separace polarnich télisek a vznik vieténka, e, f— migrace jadra do pupenu a déleni
jadra; g — vznik dvou samostatnych jader, oddéleni bunék

2.4.4.2 Pohlavni rozmnoZovdani

Pokud se zmensi mnozstvi Zivin a vody, rozmnozuji se kvasinky pohlavné. Pohlavnim
rozmnozovanim vznikaji pohlavni spory. VétSina kvasinek tvoii askospory, coz jsou
endospory, které jsou umistény ve viecku neboli asku. Kvasinky, které tvoti askospory, jsou
fazeny mezi Ascomycotina. Nekteré rody kvasinek tvoii exospory, které jsou umisténé vné
sporotvornych bunék a jsou fazeny mezi Basidiomycotina. [26]

Béhem pohlavniho rozmnozovani dochazi ke konjugaci dvou haploidnich bunék a spajeni
jejich jader — karyogamie, za vzniku diploidniho jadra. Diploidni jadro se poté déli redukénim
délenim — meidzou. Redukénim délenim vznikaji 4 haploidni jadra, kterd a se bud déli
mitézou a pak vznikaji spory, nebo vznikaji spory rovnou. V Zivotnim cyklu kvasinek se
pravidelné stfida haploidni a diploidni faze bunék. [26]

Pokud dojde ke spajeni dvou pfiblizné stejnych buné€k, jednd se o izogamni spdjeni
(viz obrazek 10), které je typické pro kvasinky rodu Sachcaromyces. Dojde-li ke spajeni
rizné velkych bunék, nastdva heterogamni spajeni (obrazek 11). K heterogamnimu spajeni
dochézi u rodu Debaryomyces, kdy se spaji dcefind butika s matetskou. [26]
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Obrazek 10: Izogamni spajeni [26] Obrazek 11: Heterogamni spdjeni [26]
a — zmeéna tvaru bubék a — Debaryomyces, b — Nadsonia
b — vzniky zygoty 1 — askus, 2 — askospory
¢ — puceni zygoty 3 — tuk

2.4.5 Rustova kiivka kvasinek

Rychlost puceni se posuzuje podle mnozstvi bunck, nebo podle hmotnosti hmoty, ktera
vznikla z ptivodniho zao¢kovaného mnozZstvi v urcitém case a pii danych podminkéch. Jinou
moznosti je stanoveni mnozstvi napt. celkového dusiku, celkového fosforu a organického
fosforu. Pocet buné¢k se stanovuje v jednom ml kvasné tekutiny poc¢itanim bun¢k v Biirkerové
nebo Thomové pocitaci komiirce. Sestrojenim grafu zévislosti po¢tu bun¢k na case dostaneme
rustovou kfivku (viz obrazek 12), ktera se sklada ze 4 zakladnich fazi: [34]

e Lag faze
Délka lag faze neboli latentni faze je rGznd. Zavisi na mnoha faktorech, jako je mnozstvi
rustovych latek v prostiedi nebo mnozstvi a staii ockované kultury. Béhem lag faze se
kvasinky nerozmnozuji, ale adaptuji se na podminky prostiedi.

e Exponencialni faze
Béhem exponencialni faze dochazi k nejintenzivnéjSimu mnozeni kvasinek a tvorbé
ethanolu. Koncentrace bunék se zvysi na 10’-10% bungk/ ml. NejdaleZit&jsi roli hraje teplota,
koncentrace amoniaku, aminokyselin, cukra a ptitomnost kysliku. Faze trva 3 — 6 dni.

e Stacionarni faze
Stacionarni faze nastava po vycerpani zivin nebo pii nahromadéni metabolitli. Kvasinky se
prestanou mnozit. Béhem staciondrni faze je pocet bunck stabilni, nové vytvorené bunky
nahrazuji odumirajici buiiky. Faze trva 2 — 10 dni.

e Faze odumirani bunék

Koncentrace kvasinek postupné klesa z divodu vycerpani Zivin nebo nahromadéni
metabolitll, zejména ethanolu. [17]
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Obrdzek 12: Riistova kifivka [35]

2.4.6 Metabolismus kvasinek

Metabolismus je charakterizovan pfeménou latek, ktera se odehrava v buiikach kvasinek
a vlivem jejich ¢innosti 1 v prostedi, kde rostou a rozmnozuji se. Metabolismus mutze mit
anabolicky nebo katabolicky charakter. Pfi anabolismu dochazi k biosyntéze latek a spotiebé
energie, pii katabolismu dochazi k rozkladu latek a wuvolnéni energie. VétSina
mikroorganismll se vyznacuje vysokou plasticitou metabolismu tj. pfizptisobivosti vn&jSim
podminkam. Enzymové vybaveni buiiky je zavislé na sloZeni Zivného prostiedi. [26, 28]

Kvasinky jsou fakultativné anaerobni mikroorganismy, proto u nich paralelné¢ probihaji
kvasné procesy s dychacimi. U vinnych kvasinek pievlada kvasny proces nad dychacim. [34]

2.4.6.1 Ethanolové kvasSeni

Primyslové nejvyznamné€j$i metabolickou drahou kvasinek je ethanolové kvaseni.
Vychozim substratem pro ethanolové kvaSeni jsou sacharidy, které jsou glykolyzou neboli
Embden-Meyerhofovou metabolickou cestou pfeménény na pyruvat.

Glykolyza (viz obrazek 13) je =zakladnim anaerobnim katabolickym procesem
sacharolytickych mikroorganismu, zahrnuje 11 chemickych reakci, které vedou k odbourani
hexéz a uvolnéni energie ve formé ATP. Nejprve je hexdza transportovana do buiky
usnadnénou difuzi. V prvni fazi glykolyzy dochazi k fosforylaci glukézy a fruktozy skupinou
enzymu hexokindzy, za vzniku glukézy-6-fosfatu a fruktdzy-6-fosfatu. Touto reakci se
spotfebovava molekula ATP. Poté je glukdza-6-fosfat fosfoglu6zaizomerazou preménéna na
fruktézu-6-fosfat. V dalsi fazi je fruktéza-6-fosfat opét fosforylovana fosfofruktokindzou
a vznika fruktoza-1,6-difosfat a spotiebovava se jedna molekula ATP. Fruktoza-1,6-difosfat
je Stépena aldoldzou na dvé tridzy, dihydroxyacetonfosfat a glyceraldehyd-3-fosfat.
Dihydroxyacetonfosfat je v nadbytku a je fosfatizomerdzou preménén na glyceraldehyd-3-
fosfat, ktery je pozdéji stépen glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazou na 1,3-difosfoglycerat.
Zaroven dochazi k redukci NAD+ na NADH. Posledni faze glykolyzy zahrnuje pfeménu 1,3-
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difosfoglyceratu na 3-fosfoglycerat. Reakce je katalyzovana fosfoglyceratkindzou a dochézi
k uvolnéni energie, kterd je vyuzita na fosforylaci ADP na ATP. Vznika pyruvat, ktery je
kone¢nym produktem glykolyzy.

Z kazdé molekuly hexdzy vznikaji 2 molekuly pyruvéatu, 4 ATP a 1 NADH. 2 ATP jsou
spotfebovany na fosforylaci, Cisty energeticky zisk bunky je 2 ATP. Vznikly pyruvat mize
byt vyuzity v n¢kolika drahéach, kvasinky musi regenerovat NAD+ z NADH, coz muze byt
uskutecnéno fermentaci nebo respiraci.

Alkoholova fermentace probihd v cytoplazmé. Pii fermentaci dochdzi k pieméné pyruvatu
na ethanol a kregeneraci NAD+, spotiebovaného v glykolyze. Pyruvat je nejprve
pyruvatdekarboxylazou dekarboxylovan na acetaldehyd. V pribéhu dekarboxylace dochazi
k uvolnéni molekuly CO,. Poté je acetaldehyd redukovan ulinkem NADH
a alkoholdehydrogendzy na ethanol. Enzym pyruvatdekarboxylaza pottebuje ke své Cinnosti
kofaktor hot¢ik a thiamin, alkoholdehydrogenéza potiebuje jako kofaktor zinek.

Produkty alkoholové fermentace, ethanol a oxid uhlicity, jsou z bun€k transportovany
prostou diftuzi. [17,26]
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Obrazek 13: Schéma glykolyzy s naslednym ethanolovym kvasenim [26]
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2.4.6.2 Glycerolpyruvdtovd fermentace

Alternativni cestou k regeneraci NAD+ je glycerolpyruvatova fermentace, jejiz kone¢nym
produktem je glycerol.

Pokud probiha fermentace v pfitomnosti sifi¢itand, sifiCitany se vazi s acetaldehydem, coz
brani regeneraci NAD+ alkoholdehydrogendzou. Aby kvasinky kompenzovaly deficit NAD+,
musi oxidovat NADH produkei glycerolu.

Dihydroxyacetonfosfat je oxidovan na glycerol-3-fosfait enzymem glycerol-3-fosfat-
dehydrogendza, za soucasné oxidace molekuly NADH na NAD+. Glycerol-3-fosfat je pak
glycerol-3-fosfat-fosfatazou defosforylovan na glycerol. Reakci se spotfebovava 1 ATP [17].

Glycerolpyruvytova fermentace miize probihat 1 na zacatku kvasného procesu, kdy
kvasinky potrebuji k ristu velké mnoZzstvi substratu. Rozmnozovani bun¢k obnasi biosyntézu
lipidt, proteinti, nukleotidli atd., kterd vychazi z pyruvatu. Pokud je pyruvat vyuzivan
v anabolickém procesu, dochazi k regeneraci NAD+ glycerolpyruvatovou cestou. [17]

2.4.7 Taxonomie kvasinek

Mikroorganismy jsou podle urcitych znakl rozd€leny do raznych systémovych jednotek,
tzv. taxonu [32].

Kvasinky jsou zafazeny do téchto taxonti:

Super rengum (nadtise): Eukaryota

Rengum (¥iSe): Fungi

Divisio (oddéleni): Eumycota

Classe (tfida): Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes [32]

2.4.7.1 Trida Ascomycetes

Kvasinky pattici do tfidy Ascomycetes tvoti endospory a mycelia bez prepazek. Kvasinky
neprodukuji uredzu a zkvasuji sacharidy. Bunécna sténa je trojvrstva a sklada se zejména
z glukanu a mananu.

Taxonomické rozdéleni:

e Kvasinky dé¢lici se prihradkami a kvasinkovité organismy s pravym myceliem.
o Kvasinky s koherentnim myceliem (napi. rod Yarrowia)
o Kvasinky s jehlicovitymi sporami (napt. rod Ashbya)
o Kvasinkovité¢ mikroorganismy s dizartikulovanym myceliem (napi. rod
Schizosaccharomyces)
e Jednobunécné pucici kvasinky
o Apikulatni kvasinky celedé Sacharomycodaceae (napt. rod Kloeckera)
o Lipidotvorné kvasiny ¢eled¢ Lipomycetaceae (napt. rod Lipomyces)
o Kvasinky ¢eled¢ Sachcaromycetaceae
> Kozotvorné kvasinky (napft. rod Pichia)
> Jednobunécné, sedimentujici, zkvasujici kvasinky (rod Saccharomyces)
> Malé rody askogennich kvasinek (napt. rod Clavispora)
o Skupina anamorfnich forem askogennich kvasinek (napt. rod Candida) [32]
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2.4.7.2 Trida Basidiomycetes
Kvasinky ttidy Basidiomycetes vytvareji basidiospory (exospory), produkuji ureazu
a nezkvasuji sacharidy. Bunécna sténa je tvorena chitinem, mananem, xylézou a fukézou.
Taxonomické rozdéleni:
e Cervené kvasinkovité organismy (napf. rod Rhodotorula)

o  Krémové, pletové, svétlozluté druhy (napt. rod Cryptococcus)
o Cerné kvasinkovité organismy (napt. rod Aureobasidium)
e Kvasinky pucici ve sterigmach (napft. rod Sterigmatomyces)
e Snétovité organismy
e Slizovité basidiomycetové organismy (rod Apiotrichum)
e Slizovité kvasinkovité organismy rodu Candida [32]
Ttida Deuteromycetes je pomocnou tiidou, u které neni zndma tvorba pohlavnich spor. [32]

2.4.8 Rod Saccharomyces

rodu Saccharomyces se hojné vyuziva v kvasném primyslu. Historie taxonomie sahd az
do roku 1838, kdy némecky biolog Julius Meyen zavedl rod Saccharomyces, coz byla tehdy
jedna z prvnich objevenych kvasinek. Jak miizeme vidét na obrazku 14, taxonomie rodu
Saccharomyces zaznamenala v poslednich desetiletich mnohé zmény. [37, 38]

1952 1970 1984 1998
(Lodder |, Kreger- (Lodder A ed , 1570) [Kregervan R (Kurtzman C.P | Fell
van Fij MW 1852) MW ed., 1984) JW., eds , 1988)

r — S, pastorianus
S. pastorianus

£. bayanus
S. oviformis

S. bayanus

S. carlsbergensis

v VYV

5. logos S. uvarum |
S. uvarum L ——% S. bayanus
£. cerevisiae
S. cerevisiae var, S. cerevisiage S. cerevislae —¥ S, cerevisiae
ellipsoideus
S. willianus
S. chevalieri S. chevaiieri
S, italicus S. italicus
E. aceti
S. diastaticus
3. delbrueckii 8. delbrueckii
3. rosei 8. rosei Torulaspora I Torulaspora
5. vafer delbrueckii delbrueckii

Obrazek 14: Vyvoj taxonomie priimyslové vyznamnych kvasinek [39]

Se zavedenim molekularnich metod se zménila i klasifikaéni schémata. V souc¢asné dobé
jsou rozliSovany v ramci rodu Saccharomyces 2 druhové skupiny: [37]
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Komplex Saccharomyces sensu stricto

Komplex  zahrnuje  druhy  vyuZivané zejména v kvasnych  technologiich,
a to Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces pastorianus, dale
druhy Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces kudriavzevii, Saccharomyces mikatae
a Saccharomyces paradoxus.

Do druhu Saccharomyces bayanus se ftadi kmeny vinafskych kvasinek spolu
s kontaminanty hroznového mostu. Saccharomyces pastorianus jsou spodni pivovarské
kvasinky, Saccharomyces cerevisiae svrchni pivovarské kvasinky. Druh Saccharomyces
cerevisiae déale zahrnuje pekarské, lihovarské a vinafské kvasinky a kmeny vyuzivané pro
vyrobu saké. Druhy Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
paradoxus a Saccharomyces pastorianus lze od sebe navzdjem spolehlivé odlisit metodami
analyzy nukleovych kyselin. [37]

Komplex Saccharomyces sensu lato

Komplex Saccharomyces sensu lato zahrnuje druhy Saccharomyces dairensis,
Saccharomyces castelli, Saccharomyces exiguus, Saccharomyces servazzii a Saccharomyces
unisporus, které nemaji vyznam pro fermentacni technologie. [39, 40]

e Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae se uplatiuje jako pekaiskd, lihovarskd, spodni ¢i vrchni
pivovarska a vinaifskd kvasinka. Buiiky jsou ovalného, elipsovitého az protdhnutého tvaru
o rozmérech 3,5 — 7 x 4,5 — 11 um. Na sporulac¢nich pudach tvoii kulaté hladké spory, které
jsou v asku charakteristicky uspotadané do tvaru tetraedru. MiiZe tvofit stromeckovité vétvené
pseudomycélium. Asimiluje a zkvasuje glukdzu, galaktézu, sachardzu, maltézu a Céasteéné
rafinézu. Neasimiluje laktozu a dusi¢nan. Druh Saccharomyces cerevisiae je glukofilni druh
kvasinek a pro vyrobu vina je nepostradatelny. Je nejcastéjSi soucasti mikroflory kvasicich
mosti a mladych vin, je charakteristicky vysokou toleranci k ethanolu a osmotoleranci.
Vyuzivaji se jako ¢isté kultury vinnych kvasinek. [26,32]

e Saccharomyces bayanus

Kvasinky Saccharomyces bayanus byvaji spojovany se spontannim kvaSenim mostu.
Buriky jsou elipsoidniho, kulovitého a n¢kdy protédhlého tvaru, 7 — 8 um dlouhé. Vegetativni
buiiky se méni pfimo na asky. V asku diploidnich kment jsou 1 — 4 spory. Saccharomyces
bayanus zkvaSuje glukoézu a rafindzu, castecné galaktozu, maltdézu, sachardzu, trehaldézu
amelibiozu, je schopny fermentace 1 pii nizkych teplotach. Buiky jsou charakteristické
toleranci k vyssi koncentraci ethanolu, SO; a glukdzy.

Saccharomyces bayanus je velmi podobny Saccharomyces cerevisie a jejich rozliSeni
pouze na zakladé fyziologickych testi neni dostate¢né. Spolehlivé je mozné tyto druhy
rozlisit pouzitim metod molekularni biologie. 5, 32, 41]

2.4.9 Vinarské kvasinky
Soucasna taxonomie uvadi piiblizné 1000 druhii hub skupiny Zygomycetes, 55000druht
hub skupiny Askomycetes, Basidiomycetes a Deuteromycetes. Z toho je 600 druhti kvasinek,
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pficemz s technologii vyroby a oSetfovani vina jich souvisi pfiblizn¢ 20, napi. druhy
Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Metschnikowia,
Pichia, Rhodotorulam Schizocachcaromyces, Zygosacharomyces. [6,42]

Kvasinky, které se podileji na kvaseni mostu, vegetuji uz na povrchu bobuli dozravajicich
hroznd, ze kterych prechazeji ve formé spor do mosStu. Na jedné bobuli se nachdzi asi
8 milionti buné€k, na prasklé asi 40krat vice neZ na neposkozené. Dal§im zdrojem kvasinek je
puda, ze které se kvasinky dostavaji pomoci desté, kdy se kapky vody odrazeji od pudy
a dopravuji je na bobule. Vyvoj kvasinek podporuje kyselé¢ prostiedi a dostatek kysliku.
V podminkach, které ptrevladaji pii pfipravé vina, se kvasinky rozmnozuji pucenim. Tento
proces se muize opakovat asi 35krat. Po kazdém puceni na povrchu kvasinky zlstava jizva, na
fadu jizev, maji niz§i kvasny vykon. Cinnost kvasinek zeslabuje zvy3eni teploty pii kvaseni,
vysoky obsah cukru a alkoholu. Né&které kmeny kvasinek je mozné adaptovat na vyssi
odolnost k alkoholu a oxidu sifi¢itého. Ptikladem jsou sulfitové kvasinky, které se pouzivaji
k rozkvaSeni silné€ji zasifenych mosti. [6, 42]

Na zacatku kvasného procesu je v moStu pfitomno nékolik druhli kvasinek, jejichz
spektrum zavisi na faktorech, jako je odriida hroznii, faze zralosti pti sklizni, pouziti
piipravku proti plisnim, klimatické podminky, rozvoj hnilob atd. Kone¢né zastoupeni
kvasinek ovliviluje veSkery kontakt hrozni a mostu pii sklizni a transportu a zejména
technologické postupy ve vinafstvi.

Z vinice ptichazi 1 — 3 % pozadovanych kvasinek. Podle kvasného vykonu a vzhledu se
rozliSuji kvasinky apikulatni, usSlechtilé a kiisotvorné kvasinky. [6, 42]

2.4.9.1 Kiisotvorné kvasinky

Kiisotvorné kvasinky se mnozi zejména na hladiné vina s nizkym obsahem alkoholu
(11 % obj.). Schopnost povrchového ristu bunc¢k je spojena s pfiznivymi podminkami
aerobidzy. Jejich plsobenim dochézi k oxidaci ethanolu na acetaldehyd a vzniku Sedobilé
kozky plujici na hlading vina. Zaroven se vyviji ostry zapach a Skrabava chut’ vina. [6, 43]

Predstavitelem kiisotvornych kvasinek je napt. Pichia membranaefaciens. Bunky jsou
elipsoidniho tvaru, je pro né charakteristické multipoldrni puceni a tvoii stromeckovité
mycelium. Velikost bunék je 3 — 4,5 x 4,12 — 10 um. Tento druh zkvasuje glukozu, asimiluje
xylozu a organické kyseliny. P. membranaefaciens se vyskytuje v kysaném zeli, kvasenych
okurkéch a zplsobuje kiisovaténi vina.

Dalsimi zastupci jsou napi. Candida vini, Pichia fermentans a Hansenula
anomala. [32, 43]

2.4.9.2 Apikulatni kvasinky
Kvasinky se pfirozen¢ nachazeji v mostu a jsou oznacovany jako ,,divoké kvasinky*. Na
pocatku kvasného procesu maji 1000krat vyssi zastoupeni neZ Saccharomyces cerevisiae
a zahajuji kvaseni. NejvyznamnéjSimi zastupci jsou:
e Kloeckera apiculata (viz obr 15)
Pohlavnim stddiem Kloeckera apiculata je Hanseniaspora. Buiiky maji protdhly nebo
citronovy tvar, puci bipolarn€. Velikost bun€k je 1,5 — 4 x 3 — 10 um. Kloeckera apiculata
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muze tvofit pseudomycelium, primitivni nebo dobfe rozvinuté. ZkvaSovat dokaze pouze
glukozu [44].
o Metchnikowia pulcherrima (viz obr. 16)
Buriky kvasinek maji kulaté nebo elipsovité burniky o rozmérech 2 — 9 x 2 — 16 pm a ve
sladiné tvofi chlamydospory. Typickd je tvorba c¢ervenohnédého barviva pulcherimin.
Zkvasuje pouze glukdzu.

B A s
Obrazek 15: Kloeckera apikulata[44]  Obrdzek 16: Metchnikowia pulcherrima [44]

Dalsimi apikulatnimi druhy jsou Candida, Pichia, Issatchenkia a Kluyveromyces.

Divoké kvasinky maji Sirokou enzymatickou vybavu. Glukosiddzy, esterdzy, lipoxazy,
protedzy, pektindzy a glukanazy pisobi na slozky hroznu a mosStu a podileji se na
aromatickych vlastnostech vznikajictho vina. Kvasinky rychle spotfebovéavaji esencialni
dusikaté latky a ristové faktory v mostu a jako vedlejsi produkt produkuji glycerol a kyselinu
octovou. Vyznacuji se nizkou snaSenlivosti alkoholu. Od 3 — 4 % obj. alkoholu ¢innost
kvasinek ustavd. V tomto okamZiku se =zacCinaji podilet na kvaSeni hlavné druhy
Saccharomyces. [6, 21, 44]

2.4.9.3 Uslechtilé kvasinky

Uslechtilé vinné kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae (viz kapitola 2.4.8) jsou na
pocatku spontanniho kvasného procesu zastoupeny ve velmi malém mnozstvi. Stavaji se
dominantni se zvySujici se koncentraci alkoholu, kdy ustava ¢innost apikulatnich kvasinek.
Vytvati velké mnozstvi alkoholu a pozitivnich vedlej$ich produkta.

V soucasnosti se bézné pouzivaji Cisté kultury kvasinek a je kladen diiraz na rychlé
zakvaSeni, bezproblémoveé prokvaSeni, kvaSeni v Sirokém spektru teplot, nizkou pénivost,
dobrou vytéznost alkoholu, nulovou tvorbu oxidu sifi¢itého a latek ztézujici filtraci,
snasenlivost cukru a alkoholu, rychlou sedimentaci po prokvaseni, Setrnost k barveé cervenych
vin, zadné ovlivnéni odriidového charakteru a zplisobu vyzravani. [6]

2.5 Identifikace a charakterizace kvasinek

Kvasinky je moZno identifikovat podle jejich morfologickych fyziologickych
a biochemickych vlastnosti. Vys$si taxonomické skupiny jako jsou tiidy a celedi a rody je
mozné uréit podle morfologickych vlastnosti. Fyziologické a biochemické vlastnosti
umoziuji identifikovat druhy kvasinek a jejich varianty. Pfi identifikaci kvasinek se nejprve
pod mikroskopem pozoruje Cistd kultura. PopiSe se tvar, velikost, zplisob vegetativniho
rozmnozovani a schopnost tvofit spory a pseudomycelium. Ddle se pozoruje schopnost
kultury tvofit mazdru na tekutém prostiedi a schopnost zkvaSovat a asimilovat jednotlivé
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diagnostické cukry. Poté se zkoumd asimilace dusi¢nani, ethanolu, tukli a provadi se dalsi
testy, kterymi se kvasinky rozlisuji. [27, 45]
V této kapitole budou popsany zejména ty testy, které byly pouzity v praktické ¢asti préace.

2.5.1 Tolerance vici alkoholu

Ve vinafstvi je dllezité testovani UCinku ethanolu v prosttedi na pfitomny
mikroorganismus. Pro zjisténi tolerance kvasinek vici alkoholu se jako médium pouziva
sladina nebo sladinovy agar, do kterych se tésné ptred zaoCokovanim ptidava 1, 4, 8, 12, 16
a 18 % ethanolu. Nejcastéji kvasinky sndSeji koncentrace 4, 8 az 12 % ethanolu. Nékteré
kmeny snaseji az 18 % ethanolu napt. Sacharomyces oviformis. [46]

2.5.2 Osmotolerance

Kvasinky, které snaseji vyssi koncentrace sacharidii, se oznacuji jako osmotolerantni (resp.
osmofilni). Mezi osmofilni kvasinky patii napt. Sacharomyces rouxii, Saccharomyces bailii
var. bailii a Sacharomyces bailii var. osmophilus. Tolerance vi¢i vysokym koncentracim
sacharidii se posuzuje porovnanim ristu kvasinek v prostiedich a rizné koncentraci glukozy,
napt. 10 % a 50 %. [46]

2.5.3 Dikaz ureazy

Test na diikaz ureazy se pouziva na rozliSeni kvasinek tiid Ascomycetes a Basidiomycetes.
Uredza je intracelularni enzym basidiomycet a mnohych bakterii. Kvasinky, které tento
enzym produkuji, $tépi mocovinu za uvolnéni aminoskupiny, ktera je vyuzitelnd pro vystavbu
bilkovin. Reakce je detekovana zménou barvy indikatoru (fenolova Cerven). Pozitivni reakce
dava cervené zbarveni reakéni smési, které se objevi v disledku alkalické reakce zptisobené
uvoliovanim amoniaku. [46]

2.5.4 ZKkvaSovani sacharida

Klicovym k urceni jednotlivych druhii rodu Saccharomyces je zkvaSovani sacharidii. Podle
toho, které sacharidy zkvasuji, mizeme druhy rozd¢lit na 4 kvasné typy. Toto rozdéleni je
zjednodusené a umoznuje rozdélit rod na mensi celky, ve kterych se kultury 1isi podle
zpusobu kvaSeni dalSich cukri. Druh Saccharomyces cerevisiae zkvaSuje maltézu
1 sachardzu, jedna se teda o kvasny typ I1. [34]

Tabulka 3: Kvasné typy rodu Saccharomyces [46]
Typ I Typ 11 Typ 111 Typ IV
maltoza | sachardza | maltdza | sachardza | maltoza | sacharoza | maltoza | sachardza
+ - + + - + - -

KvaSeni sacharidu se fidi témito pravidly Kluyver-Stelling-Dekkerové:

e Pokud kmen nezkvasuje glukozu, nezkvasuje zadny jiny sacharid.

e Pokud kmen kvasi glukozu, zkvaSuje i manozu, fruktézu a mize zkvaSovat
1 oligosacharidy.

e Kmen, ktery zkvaSuje glukozu, nezkvasuje laktézu a obracen¢. [46]
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2.5.5 Dikaz killerové aktivity

Nékteré mutanty kvasinek jsou schopné usmrcovat citlivé kmeny stejného nebo ptibuzného
druhu jednoho rodu. Tyto kmeny uvoliuji toxin, kterym citlivé kmeny zabijeji. Buriky s touto
schopnosti produkuji dva druhy dvouvldknové RNA (dsRNA) s rliznou molekulovou
hmotnosti, které se oznacuji M a L. M-RNA se vyuziva jak na produkci toxinu, tak i na
obranu proti nému. L-RNA ma schopnost kédovat bilkovinu pouzdra, ve kterém se RNA
nachazi. Killerovou bilkovinu vaze bentonit nebo se srazi za pritomnosti taninu pii teploté
nad 32 °C. [46]

Smrtici kmeny se dokazuji na Zivné pidé YPED, kterd obsahuje 0,3 % kvasni¢ného
extraktu, 1 % g peptonu, 0,5 % glukdzy a 2 % agaru. Pida YPED o pH 4,5 a s pfidavkem
methylenové modii se plni do zkumavek a citlivé kmeny se do ni zamichaji v takovém
mnoZstvi, aby vysledna koncentrace byla 5.10° bun&k v 1 ml. Agar se suspenzi bungk se vléva
do Petriho misek a po ztuhnuti se na povrch oCkovaci klickou nanaseji smrtici kmeny.
Inkubace trva dva dny pfi teploté 22 °C. Okolo natéru smrticich kment se vytvoii jasnd zona
a mrtvé buiiky se zbarvi modre. [46]

2.5.6 Identifikace metodami molekularni biologie

Klasické identifikacni metody mohou mit v nékterych ptipadech nizkou citlivost nebo
mohou mit omezené moZznosti identifikovat Spatné kultivovatelné mikroorganismy.

Metody molekuldrni biologie jsou rychlé, kultivacné nezavislé a citlivé. Jsou zalozeny na
detekci specifického useku DNA nebo RNA mikroorganismu. [47]

2.5.6.1 PCR

Polymarazova fetézova rekace (Polymerase Chain Reaction, PCR) je enzymova metoda,
ktera slouzi k syntéze definovaného tiseku DNA in vitro.

DNA je nejprve denaturovana, aby doslo k odd€lené dvou fetézci. Nasledné jsou pridany
dva primery. Primery jsou komplementarni ke koncovym sekvencim fragmentu, ktery ma byt
amplifikovan. Pfi ochlazeni na vhodnou teplotu tyto primery nasednou na komplementarni
useky templatu. Primery musi navrzeny tak, aby hybridizovaly pfi stejné teploté jen
s komplementarni sekvenci v templatové DNA, a mély shodnout teplotu tani.

Poté je pfidana termostabilni polymeraza a smés deoxynukleotidi (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP). Nejcastéji se pouziva Taqg polymeraza (izolovana z termofilni bakterie Thermus
aquaticus), kterd odolava teplotdm, pti nichz DNA denaturuje, a kterd mé schopnost
syntetizovat useky az 10 kbp. Deoxynukleotidy slouzi jako zdkladni kameny pro syntézu
novych fetézcii DNA podle templatu.

Cyklus se sklada z 3 kroka (obr. 17):

e Denaturace dvouietézcovych molekul DNA (94°C, 10s — 1 min)
e Pfipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA (30 — 65 °C)
e Syntéza novych fetézcli DNA (65-75 °C, 20 s — 2min) [48, 49]
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Obrazek 17: Schématické znazornéni jednoho cyklu PCR [49]

Cely cyklus se n-krat opakuje. Z n cykli je nasyntetizovano 2" kopii DNA. Obycejné se
cyklus opakuje 30 — 35 krat a reakce trva asi 3 hodiny. [48,49]

Reakce probihd v termocycleru, kde se teplota automaticky méni v naprogramovanych
¢asovych intervalech. Produktem PCR je amplikon, jehoz velikost se stanovuje elektroforézou
v agardzovém nebo polyakrylamidovém gelu. [47, 48, 50]

2.5.6.2 PCR - RFLP

Stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmenti u produkti PCR je modifikace
standartni PCR, ktera se pouziva pro typizaci cilové sekvence urCitého genu, ktery obsahuje
sekvencni polymorfismus. Metoda umoziiuje rychle a spolehlivé charakterizovat jednotlivé
kvasinky a zaradit je tak do pfisluSnych druhti a kmenti. V roce 1998 byla tato metoda pouzita
k rychlé identifikaci vinnych kvasinek, pozd€ji byla metoda vyuzita mnoha autory
k identifikaci riiznych druht kvasinek, vyskytujicich se v napojich a potravinach. [48, 51]

Oblast mezi geny 18S rRNA a 28S rRNA mize byt amplifikovana pomoci specifickych
primert ITS1 a ITS4. Tato oblast obsahuje konzervativni oblast 5,8S rRNA a variabilni
oblast, ktera je vyuzitelnd pro kmenové a druhové rozliSeni. Ob¢ oblasti se nachazi na stejném
fragmentu. Po amplifikaci dostaneme amplifikovanou oblast 5,8S-ITS rDNA, kterd je
nasledné podrobena restrik¢ni analyze, kdy jsou amplifikované produkty Stépeny restrikénimi
endonukledzami a nasledné elektroforeticky detekovany.

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy bakteridlniho ptivodu, schopné §tépit dvouietézcové
molekuly DNA. Ke $tépeni dochdzi ve specifickém misté, které se nazyva restrikéni misto
a nachazi se v rozpoznadvacim misté nebo tésné¢ vedle néj (obr. 18). Produktem Stépeni jsou
useky DNA o definované délce — restrik¢ni fragmenty. [48, 49, 51]
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Obrazek 18: Priklad restrikcnich mist restrikcnich endonukledz: A) Haelll B) Mwol [52]

V soucasné dob¢ je charakterizovano né¢kolik typt restrikénich enzymt, znichz
z pocatecniho pismene rodového a prvnich dvou pismen druhového jména organismu,
zn¢hoz byly izolovany. Pokud kmen produkuje vice restrikénich endonukledz, odlisuji se
fimskymi ¢islicemi, napt. enzym Haemophilus aegypticus produkuje enzym Haelll. [48,49]

2.5.6.3 Gelova elektroforéza

K purifikaci, separaci a identifikaci fragmenti DNA ziskanych pomoci PCR se pouziva
gelova elektroforéza na agar6zovém ¢i polyakrylamidovém gelu. Volbou typu a koncentrace
gelu 1ze zajistit vhodné podminky pro dé€leni fragmenti v rliznych rozmezich molekulovych
hmotnosti. [50, 53]

Elektroforéza v agar6zovém gelu umoziiuje separaci DNA fragmenti o velikostech 100 bp
— 25 kb. Agardza je izolovand z moiskych fas rodu Gelidium a Gracilaria a jeji fetézce
obsahuji molekuly D-galaktézy a 3,6-anhydro-L-galaktézy. Béhem gelovaténi se polymery
agardzy nekovalentné poji a tvoii sit’ svazkii, kde velikost porti udava propustnost gelu pro
molekuly. Polyakrylamidové gely se pouzivaji pro separaci molekul o velikosti 10 — 1000 bp.
Podle polohy gelu vaparatufe se rozliSuje horizontdlni a vertikdlni gelova
elektroforéza. [48,54]

Vzorky jsou aplikovany do jamek v gelu a déleny pii vhodném napéti, po dobu nezbytnou
pro optimalni separaci. Fosfatové skupiny molekuly DNA jsou zaporné nabité, proto
v pritomnosti elektrického pole, dochazi k migraci smérem od katody (-) k anodé (+).
Fragmenty DNA jsou déleny v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti. Rychlost
pohybu molekuly v gelu — elektroforeticka pohyblivost, je nepiimo umérnd logaritmu jeji
velikosti. Urceni velikosti jednotlivych fragmentli se provadi srovnanim elektroforetickych
pohyblivosti s molekulami nebo fragmenty DNA o znamé velikosti tzv. hmotnostnimi
standardy. [48, 54]

Pro identifikaci polohy separovanych molekul je nutné molekuly obarvit vhodnym
barvivem. Nejcastéji se pouzivad interkalacni barvivo ethidium bromid. Ethidium bromid
s molekulou DNA tvoii komplex, ktery po osvétleni UV svétlem cervené fluoreskuje.
Molekuly DNA jsou na gelu viditelné jako prouzky, jejichZ intenzita je odpovida koncentraci
DNA. [48]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Suroviny

3.2

Bobule révy vinné, které v pribéhu zaii 2013 dodalo vinaistvi Maridk Zadovice.
Celkem bylo dodano 5 vzorkd, které se 1iSily odriidou a mistem sbéru.

Most z bobuli révy vinné odridy Ryzlink vlassky, ktery v pribé¢hu ledna 2014
dodalo vinafstvi Maniak. Zadovice

Most zbobuli révy vinné, ktery v prubéhu ledna 2014 dodala spolec¢nost
OenoGala s.r.0. Kobyli.

Oba mosty byly pasterizovany a dodany v litrovych lahvich.

Mikroorganismy

Kvasinka 1 — aktivni sucha vinna kvasinka, Zymaflore VL3, Laffort Francie,
izolovana v Bordeaux.

Kvasinka 2 — kvasinka byla v pfedchozich letech vyizolovana ze vzorkd hroznd,
které poskytla spolecnost OenoGala s.r.o. Kobyli. Vzorky pochazely z lokality
Hrabinky, Stfelnice a vinice byla bez predchozi chemické ochrany.

Kvasinka 3 — kvasinka byla v pfedchozich letech vyizolovdna z mostl, které
poskytlo vinafstvi Holanek Ivaii.

Kvasinka 4 — kvasinka byla vyizolovana ze vzorkd hroznti, které poskytlo vinafstvi
Maniak Zadovice v zati 2013. Vzorky pochazely z lokality Zadovice, posledni
postiik vinice byl proveden v ¢ervenci 2013.

Kvasinka 5 — kvasinka byla vyizolovdna ze vzorkd hroznt, které poskytlo vinafstvi
Maniak Zadovice v zati 2013. Vzorky pochazely z lokality Zadovice, posledni
postiik vinice byl proveden v srpnu 2013.

3.3 Chemikalie

N
(@)

10x Taq pufr pro PCR mix (Kapa Biosystems, USA)

Agar, kvasnicni extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)
Agardza pro elektroforézu DNA (Serva Biotech, Nemecko)

Délkovy standard 100 bp (Elizabeth Pharmacon s. r. o., CR)

Délkovy standard 20 bp (Takara Bio, Inc., Japonsko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)

dNTP mix (Kapa Biosystems, USA)

Ethanol bezvody pro UV spektrometrii (Mach chemikdlie s. r. o., CR)
Ethidium bromid (Serva Bitech, Némecko)

Galaktéza (Lachema, CR)

Glukéza (Lach-Ner s. r. 0., CR)

Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrét (Fluka, Spanélsko)
Hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, CR)

Hydroxid sodny (Lach-Ner s.r.o., CR)

Komer¢ni sada Ultra Cleantv Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon)
Kyselina etylendiamintetraoctové (Lachema, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner s.r.o., CR)

Kyselina sirova (Lach-Ner s.r.o., CR)



Kyselina trihydrogenborita (Serva Biotech, Nemecko)
Laktéza (Lachema, CR)

Maltéza (Lachema, CR)

Methylenova modi (Lach-Ner s.r.o., CR)
Molybdenan amonny (Lachema, CR)

NanaSeci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)
Octan sodny (Lachema, CR)

Parafinovy olej

Primery ITS1, ITS4 (Kapa Biosystems, USA)
Quant-iTtm ds DNA HS Assay Kit 0,2 — 100 ng
Restrikéni endonukleasy — Haelll, Hinfl, Hhal, Msel (BioLabs, TaKaRa)
Sacharéza (Lach-Ner s. r. 0., CR)

Siran amonny (Lachema, CR)

Siran hote¢naty heptahydrat (Lachema, CR)

Siran médnaty pentahydrat (Lachema, CR)

Siran sodny (Lach-Ner s.r.0., CR)

Sladina (pivovar Starobrno s.r.o., CR)

Sterilni a deionizovana voda

Streptomycin sulfat (Himedia, Indie)

Taq DNA polymeraza (Kapa Biosystems, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva Biotech, Némecko)
Uhligitan sodny (Lach-Ner s.r.o., CR)

Vinan sodno-draselny (Lach-Ner s.r.o., CR)
Kyselina propionova (Reachim, Rusko)

3.3.1 Ziviny pfidavané do mosti
Ziviny byly poskytnuty spolupracujicimi vinafi a byly piidavany do médii ve vybranych
testech.
o Actiferm (Martin Vialatte Enologie, Francie)
Slozeni: fosfore¢nan amonny, siran amonny, thiamin, inaktivované kvasinky, podpiirné
latky
o Preferm (Martin Vialatte Enologie, Francie)
Slozeni: Steroly, polynenasycené mastné kyseliny, vitaminy
e Thiazote (Laffort, Francie)
SloZeni: siran amonny, thiamin

3.4 Pristroje a pomiicky
e Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
e Bakteriologické klicky
e Binokularni mikroskop SM5 (MANEKO, CR)
e Bunicita vata
e Bunsentv kahan

e Biirkerova komiirka
e Centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Némecko)

e Denzitometr DEN 1B (BIOSAN, CR)
e Elektroforeticka vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.o., CR)

47



Exsikator

Laboratorni sklo

Laboratorni ttepacka (UNIMAX, Heidolph, Néemecko)
Lednice a mrazék k uchovani vzorkti DNA

Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., CR)

Mikropipety pipetdu (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)
Mikrovlnna trouba ETA 1195 (CR)

Mikrozkumavky Eppendorf

Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.o., CR)
NanoPhotometermm UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Néemecko)
e Parafilm (American Nacional Cantm, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Italie)

e Plastové Petriho misky

Predvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
Spektrofotometr UV/VIS, Helios (UNICAM, Angline)
Sterilni box pro mikrobiologickou praci

SusSarna (Binder, Néemecko)

Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA)
Termostat I[P 100-U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britdnie)
Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., CR)

Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.0., CR)

3.5 Priprava kultiva¢nich médii

3.5.1 Sladinovy agar

Do odmérného vélce o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny. Roztok byl zifedén
vodou na cukernatost 7 °CSN, uhligitanem sodnym bylo upraveno pH na 6,8. Roztok byl
pieveden do Erlenmayerovych ban¢k a byl pfidan agar. Smés byla promichana varem
a 20 minut sterilizovana. Bylo pfidano antibiotikum (80 mg/ml) a kyselina propionova
(0,25 ml/1). Kultivaéni médium bylo nalito do Petriho misek a jako Sikmé agary do zkumavek
a pouzito pro kultivaci a ichovu kvasinek.

3.5.2 Sladinové médium

Do odmérného vélce o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny. Roztok byl ziedén
vodou na cukernatost 7 °CSN, uhli¢itanem sodnym bylo upraveno pH na 6,8. Roztok byl
pieveden do Erlenmayerovych banék a 20 minut sterilizovan. Roztok byl pouzit pro testovani
tolerance kvasinek k ethanolu.

3.5.3 Glukézové médium 1
5 g glukozy a 0,5 g kvasniéného extraktu bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.
Vznikly roztok byl sterilizovéan a pouZit pro kultivaci kvasinek.

3.5.4 Glukézové médium 2

4 g glukozy, 0,7 kvasnicného extraktu, 0,5 g (NH4),SO4, 0,5 g KH,PO4 a 0,034 ¢
MgS0,4.7H,0 bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Roztok byl sterilizovan a pouzit
pro kultivaci kvasinek.
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3.6 Piiprava pracovnich roztoku

3.6.1 Priprava 10xTBE pufru

Pro ptipravu zasobniho roztoku TBE pufru byl nejprve pfipraven 0,5 M roztok EDTA.
K 9,36 g EDTA bylo pfidano 20 ml destilované vody. Koncentrovanym roztokem NaOH
bylo pH upraveno na hodnotu 8. Tato smés byla rozmichavdna na elektrické michacce do
uplného rozpusténi EDTA. Vznikly roztok byl pfeveden do odmérné bariky o objemu 50 ml
a byl doplnén po rysku destilovanou vodou. Z roztoku 0,5 M EDTA bylo odebrano 40 ml
analito to 1000 ml odmérné banky. K roztoku bylo ptidéno 108 g Tris a 55 g H3BOs. Vse
bylo rozpusténo a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

3.6.2 Priprava 1XTBE pufru

Z ptipraven¢ho zasobniho roztoku TBE pufru bylo do 1000 ml odmérné baiky odmeéieno
100 ml a doplnéno po rysku destilovanou vodou. 1XTBE pufr byl nasledné pouzity k ptiprave
geli a jako vodivostni pufr pro elektroforézu, do kterého byl pfidan ethidium bromid
v mnozstvi 100 ul na 1000 ml pufru.

3.6.3 Priprava EtBr
Roztok ethidium bromidu byl pfipraven rozpusténim 1 g EtBr v 1 ml destilované vody.
Roztok byl pouzity pro vizualizaci fragmentli DNA na gelu.

3.6.4 Priprava délkového standardu 20 bp

Délkovy standard 20 bp byl pfipraven smichanim 2,5 pl roztoku 20bp, 2,5 ul sterilni
destilované vody a 1 pl nanaseciho pufru. Délkovy standard byl aplikovan na gel v mnozstvi
6 pl.

3.6.5 Priprava PCR smési
PCR sm¢s se byla ptipravena z:
e sterilni voda — 127,2ul
e pufr—15pul
e dNTP mix —3 ul
e primer ITS1-0,6 ul
e primer ITS 4 - 0,6 pl
K celkovému mnozstvi 146,4 pl smési byly pfidany 3 pl DNA a 0,6 pl Tag polymerazy.
Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zpisobem, misto DNA byly do smési piidany
3 ul sterilni vody.

3.6.6 Piiprava 2% agarézového gelu

V Erlenmayerové bance byly smichany 3 g agardozy s 150 ml 1XTBE pufru. Smés byla
rozpusténa opakovanym zahiivanim v mikrovinné troub€. K rozpusténé smési bylo ptidano
15 pl EtBr a ptipraveny roztok byl nalit do elektroforetické vany.

3.6.7 Priprava 3 M octanového pufru
3 M roztok CH3COONa byl ptipraven rozpusténim 2,46 g CH3;COONa v destilované
vodé. Pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na hodnotu 5,5. Roztok byl kvantitativné
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preveden do 10 ml odmérné bariky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Piipraveny roztok
byl uchovan pfti 4 °C a pouzivan pro piecisténi PCR produkta.

3.6.8 Priprava 80% ethanolu
1,6 ml 96% ethanolu bylo smichano s 0,32 ml destilované vody. Roztok byl skladovan
v mikrozkumavce pfi -20 °C a byl pouZzivan k piecisténi PCR produktu.

3.6.9 Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo I

Ve 100 ml horké vody bylo rozpusténo 36 g bezvodého Na,SO,4. Déle bylo ptidéno 6 g
bezvodého Na,COs;, 4 g NaHCO3 a 3 g vinanu sodno-draselného. Po rozpusténi byl roztok
preveden do 200 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Roztok byl
pouzity pro stanoveni redukujicich sacharidi.

3.6.10 Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo 11

24 g bezvodého Na,SO4 bylo rozpusténo ve 100 ml horké vody. Byly pfidany 4 g
CuSO45H;0, vznikly roztok byl kvantitativné pieveden do 200 ml odmérné banky a doplnén
destilovanou vodou po rysku. Roztok byl pouzity pro stanoveni redukujicich sacharidi.

3.6.11 Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo I11

10 g molybdenanu amonného bylo rozpusténo ve 180 ml destilované vody. K roztoku bylo
ptidano 8 ml koncentrované H,SO,4. Dale byl ptipraven roztok ze 1,2 g Na,HAsO4. 7H,0
a 10 ml destilované vody. Oba roztoky byly pievedeny do 200 ml odmérné baiky a doplnény
destilovanou vodou po rysku. Vzniklé ¢inidlo bylo pted pouzitim 48 hodin uchovéavano.

3.7 Pracovni postupy

3.7.1 Zpracovani vzorki

Vzorky bobuli byly vlozeny do 200 ml sterilniho, sladinového kultivaéniho média a sm¢s
byla kultivovana 10 dni pii pokojové teploté. Poté bylo za sterilnich podminek 400 pl
suspenze napipetovano na Petriho misku se sladinovym agarem a rozetfeno hokejkou. Vzorky
byly kultivovany 3 — 5 dni pfi teploté 26 °C.

3.7.2 Izolace Cisté kultury kvasinek

K izolaci ¢isté kultury kvasinek ze smésné kultury byla provedena modifikovana Kochova
zied'ovaci metoda, kterd spociva v fedéni bunck ve sterilni vodé, s naslednym kiiZovym
roztérem.

Pomoci bakteriologické klicky byla odebrdna z Petriho misky dvé ocka kultury, kterd byla
dikladné rozsuspendovana v 10 ml sterilni vody. Z promichané suspenze bylo odebrano 50 pl
do zkumavky s 10 ml sterilni vody. Po dokonalém promichani byl odebran 1 ml suspenze,
ktery byl rozmichan v 9 ml sterilni vody. Po promichani bylo ze zkumavky odebrano 50 pl na
Petriho misku a byl proveden kiiZzovy roztér.

Tento postup byl proveden 5 — 6 krat, nez byla ziskana Cista kultura kvasinek. Ziskané
kultury byly kontrolovany mikroskopicky.

Cisté kultury byly preotkovany na Sikmy agar a zality parafinovym olejem a uchovany
v chladicim boxu pfi teploté 7 °C.
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3.7.3 Izolace DNA

Izolace kvasinkové DNA byla provedena pomoci komercniho setu UltraClean™ Microbial
DNA Isolation Kit.

Do rozbijeci zkumavky bylo napipetovano 300 pl rozbijeciho pufru, ve kterém byla
rozsuspendovana dvé ocka Cisté kvasinkové kultury. K této smési bylo ptidano 50 pl roztoku
MDI a vSe bylo jemné zvortexovano. Mikrozkumavky byly vloZzeny v horizontdlni poloze do
adaptéru vortexu a pii maximdalni rychlosti byly 10 minut vortexovany. Nésledné¢ byly
zkumavky centrifugovany 1 minutu pii 10000xg. Supernatant byl pienesen do Cisté
mikrozkumavky, a bylo pifidano 100 pl MD2. Po opétovné centrifugaci (1 minutu pfi
10000%g) byl supernatant pienesen do Cisté mikrozkumavky, a bylo pfidano 900 ul roztoku
MD3.Smés byla zvortexovana a 700 ul takto vzniklého roztoku bylo pieneseno na kolonku
a opét centrifugovano (1 minutu pti 10000xg). Prefiltrovany roztok byl odstranén, na tutéz
kolonku byl ptenesen zbytek ptedchoziho roztoku a kolonka s roztokem byla opét
centrifugovana (1 minutu pti 10000xg). Prefiltrovany roztok byl odstranén, do kolonky bylo
pridano 300 pl roztoku MD4 a centrifugovano 1 minutu pii 10000xg. Kolonka byla opatrné
pienesena do Cist¢ mikrozkumavky, do stfedu bilé membrany uvniti kolonky bylo
napipetovano 50 pl roztoku MDS5 a nasledné centrifugovano (1 minutu pii 10000xg). Kolonka
byla odstranéna a roztok DNA v mikrozkumavce byl pfipraven pro dalsi aplikace. Roztok byl
uchovan pii teploté -20 °C.

Pro zjiSténi Gcinnosti izolace byla pomoci spektrofotometru u ndhodné vybranych vzorka
zmétena koncentrace DNA.

3.74 PCR
K 146,4 ul PCR smési, jejiz piiprava je popsana v kapitole 3.6.5 byly ptidany 3 ul DNA
a 0,6 ul Tag polymerazy. Smés byla zvortexovana a vlozena do termocykléru, kde prob&hla
polymerazova feté¢zova reakce podle nastaveného programu, jehoz parametry jsou uvedeny
v tabulce 4.
Tabulka 4: Profil programu K1 pro PCR

Krok Teplota (°C) Cas (min)
Denaturace 94 4
Annealin A 1

25 cyklﬁg 48 0.5
72 1
Elongace 72 10

3.7.5 Elektroforeticka detekce PCR produkti

PCR produkty byly detekovany pomoci elektroforézy na 2% agadzovém gelu. Podle poctu
vzorkll elektroforéza probihala v malé, stfedni nebo velké vané. MnozZstvi gelu, hodnota
napéti a doba elektroforézy je uvedena v tabulce 5.
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Tabulka 5: Parametry elektroforézy

vana | objem gelu (ml) |napéti (V)| cas (hod)
mala 30 45 2-3
sttedni 40 55 2-3
velka 60 65 2-3

Ztuhly gel byl nejprve pielit roztokem pufru 1xTBE s ethidium bromidem, jehoz pfiprava
je popsana v kapitole 3.6.3. Pufr byl pouzit v takovém objemu, aby byly zality vSechny
komirky v gelu a jeho hladina dosahovala nékolik milimetrti nad povrch gelu. 5 pl vzorku
bylo nejprve smichano s 1 pl nanaSeciho pufru, 5 pl této smési bylo napipetovano do jamky
v gelu. Negativni kontrola byla pfipravena stejnym zplsobem a na gel bylo naneseno také
5 ul. Na okraje gelu byl nanesen délkovy standard o velikosti 100 bp v mnozstvi 3 pl. Teno
délkovy standard byl dodan jiz v ptipravené formé.

Fragmenty DNA s navazanym ethidium bromidem byly vizualizovany pomoci UV
transluminatoru a gel byl zdokumentovan pomoci programu Scion Image.

3.7.6 Precisténi PCR produkti

Nejprve bylo 20 pl amplifikované DNA smichéno s 2 pl octanového pufru. Tato smés
byla zvortexovdna a bylo pfidano 60 pl 96% ethanolu vychlazeného na teplotu — 20 °C.
Nasledovala centrifugace po dobu 30 minut pii 4 °C a 15 000 otackach. Supernatant byl
dekantovan a do mikrozkumavky bylo ptiddno 60 pl 80% ethanolu. Smés byla zvortexovana
centrifugovdna po dobu 30 minut pii 4 °C a 15 000 otackach. Supernatant byl dekantovan
a mikrozkumavky byly zbaveny zbytku ethanolu vysusenim v exsikatoru.

3.7.7 Restrikéni analyza

Do mikrozkumavky bylo k ptecisténé DNA napipetovano 13,4 pl sterilni vody, 1,5 ul pufru
a 0,1 ul enzymu. Vzorky byly vlozeny do termocykléru a inkubovany 16 hodin pfi teploté
37 °C a 20 minut pfi inaktivacni teploté enzymu. Seznam pouzitych enzymi a parametry
inkubace jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Pouzité restrikcni enzymy [55]

S . .| Teplota | Teplota
Oznaceni Rozpoznavaci | . . :
enzvmu Producent enzymu misto inkubace |inaktivace
Y O | (0
. . GG|CC
Haelll Haemophilus aegyptius CC1GG 37 80
; . GCG|C
Hhal Haemophilus haemolyticus C1GCG 37 80
. oo G|ATC
Hinfl Haemophilus influenza CTA1G 37 80
. . T|TAA
Msel E.coli + gen z Micrococcus sp. AATIT 37 65

3.7.8 Elektroforeticka detekce restrikénich fragmenti
Elektroforetickd detekce restrikcnich fragmenta prob¢hla stejnym zplisobem, jako detekce
PCR produkti popsana v kapitole 3.7.5.
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Misto negativni kontroly byla na gel nanesena pozitivni kontrola, kterou byl PCR produkt.
Kromé délkového standardu o velikosti 100 bp, byl pouzit i délkovy standard o velikosti
20 bp.

3.7.9 ZkvasSovani sacharidi

Zkumavky s Durhamovymi plynovkami (oto¢enymi dnem vzhlru) byly naplnény 10 ml
média, které obsahovalo 2 % testovaného sacharidu a 0,3 % kvasni¢ného extraktu.
Zkumavky byly plnény tak, aby v plynovkadch neziistala zaddna vzduchova bublina.
Po sterilizaci bylo médium zaockovano 0,5 ml suspenze dvoudenni kultury kvasinek
a inkubovano 2 dny pii teploté 26 °C.

Testovany byly tyto sacharidy: glukéza, galaktdza, maltdza, sachardza a laktdza.

3.7.10 Sledovani ristu kvasinek

10 ml sterilniho média v L zkumavce bylo zaockovano 0,5 ml suspenze dvoudenni kultury
kvasinek. Kultivace prob¢hla na tiepacce (obr. 18) pti 115 rpm a teploté 25 °C.

Ve stanovenych ¢asovych intervalech byla pomoci denzitometru (viz obr. 18) zmétena
opticka hustota a byl stanoven pocet zivych a mrtvych bunék.

Obrazek 18: Kultivace na trepacce a mereni optické hustoty pomoci denzitometru

Pocitani bunék

Pomoci Pasteurovy pipety bylo malé mnozstvi vzorku naneseno na Biirkerovu komurku,
bylo pfidano malé mnozstvi metylenové modii, komurka byla piikryta krycim sklickem a po
péti minutach byly pod mikroskopem spocitdiny mrtvé a zivé buiky. Bunky byly pocitany
posle schématu na obrazku 19.
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Obrazek 19: Schéma pocitani bunek v Biirkerove komiirce [56]

Pro poditani byla dodrzovana tato pravidla:

e Buiky, které se dotykaji nebo lezi na hrani¢nich ¢arach poli, se pocitaji, pokud se
jedna o horni nebo pravou stranu.

e Pucici burika se pocita jako jedna burika.

e Pokud nese neoddélené dcetind burika dal$i pupenec, pocitaji se jako dvé buriky [56]

3.7.11 Sledovani osmotolerance kvasinek

Pro stanoveni osmotolerance, tedy tolerance kvasinek vii¢i vy$§im koncentracim sacharida
byla pfipravena dvé média. Prvni médium bylo slozené z 0,4 % suSeného kvasni¢ného
extraktu, 10 % glukézy a 5 % NaCl, druhé médium bylo slozené z 0,4 % suSeného
kvasni¢ného extraktu a 50 % glukozy.

10 ml sterilniho média v L zkumavce bylo zaockovano 0,5 ml suspenze dvoudenni kultury
kvasinek a inkubovéano na tfepacce pii 115 rpm a teploté 25 °C. Ve stanovenych ¢asovych
intervalech byla denzitometrem méfena optickd hustota, jakozto parametr riistu bunék.

3.7.12 Sledovani tolerance kvasinek k alkoholu

Pro zjisténi tolerance kvasinek vici alkoholu bylo pouzito sladinové médium. K 10 ml
sterilntho média v L zkumavce bylo ptfidano 1, 4, 8, 12, 16 a 18 % ethanolu. Poté bylo
médium zaockovano 0,5 ml suspenze dvoudenni kultury kvasinek a inkubovano na tfepacce
pii 115 rpm a teploté 25 °C. Ve stanovenych Casovych byla denzitometrem méfena opticka
hustota, ktera je jednim z ukazatelti riistu bunék.

3.7.13 Sledovani priubéhu fermentace
200 ml sterilni média v Erlenmayerové baiice bylo zaockovano 0,5 ml suspenze dvoudenni
kultury kvasinky. Erlenmayerovy baiiky byly zvazeny a uchovavany pii teploté 18 °C.

3.7.13.1 Stanoveni mnoZstvi uvolnéného CO;

Ve stanovenych casovych intervalech byla sledovana zména hmotnosti, zptisobena
ubytkem CO,. Ve stejnych Casovych intervalech byl z kazdé Erlenmayerovy baiiky odebran
1,5 ml média, pro nasledné stanoveni redukujicich sacharidi.

3.7.13.2 Stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyiho-Nelsona

Do vhodné ziedéného vzorku (viz ptiloha 13) o objemu 1 ml bylo ptiddno 0,5 ml
Somogyiho-Nelsonova ¢inidla I a II. Smés byla 10 minut povarena ve vodni lazni a nasledné
ochlazena. Bylo pfidano 0,5 ml Somogyiho-Nelsonova c¢inidla III. Smés byla intenzivné
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promichéna, aby doSlo k rozpusténi vylouceného oxidu médnatého a poté doplnéna
destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml. Byla zméfena absorbance pii vinové délce
720 nm.

Pro stanoveni kalibra¢ni ktivky byly pfipraveny vodné roztoky glukézy o koncentracich
0,000; 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,035; 0,040; 0,045; 0,050 g-1"'. Pro
stanoveni jejich absorbance bylo postupovéano stejnym zptsobem jako u ostatni vzorkd.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Izolace ¢istych kultur kvasinek

Z péti vzorkd bobuli, odebranych na riznych tratich, byly kultivaci v tekutém médiu
ana Petriho miskdch ziskdny smésné kultury. Z téchto smésnych kultur byly pomoci
Kockovy zfed’'ovaci metody ziskané ¢isté kultury kvasinek. Aby byla ziskana opravdu ¢ista
kultura, bylo fedéni 6krat opakovano a doplnéno kontrolou vzorkl pod mikroskopem. Celkem
bylo vyizolovano 18 ¢istych kultur kvasinek, které byly uchovany na Sikmém agaru pod
parafinovym olejem, oznaceny Cisly a pouzity k dalSimu zpracovani.

Pracovni oznaceni Cistych kultur: 3, 5, 6, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45.

Pro srovnéni byla mezi vzorky zatazena komerc¢ni kultura ASVK oznacena v1.

4.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Pro identifikaci cistych kultur kvasinek a jejich zatfazeni do rodi byla pouzita
polymerazova fetézova reakce s naslednou restrikéni analyzou. Polymerazova fetézova reakce
byla provedena s primery ITS1 a ITS4 ohranicujicimi oblast 5,8S-ITS rDNA, ktera byla
v pribéhu reakce amplifikovana. K detekci PCR produkti byla provedena gelova
elektroforéza na 2% agarézovém  gelu. Velikost PCR produkti byla ze ziskaného
elektroforeogramu uréena pomoci programu Bionumerics. Na obrazku 20 je piiklad
elektroforegramu vzorki 3,5 a 6, ostatni elektroforegramy (vzorky 31 — 45, v1) jsou uvedeny
v ptiloze 4.

313233343536373839404142434445N S2

Obrazek 20: Ukdzka elektroforegramu PCR produktii ziskanych amplifikaci primery ITS1
a ITS4
(N — negativni kontrola, S2 — délkovy standard 100 bp, 3,5,6 — PCR produkty)
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V tabulce 7 jsou shrnuty velikosti vS§ech PCR produktid. Amplifikaci specifického useku
DNA byly ziskany amplikony o velikosti 480, 500, 650 a 880 bp. U kazdého vzorku byl
pozorovan pouze jeden fragment, coZ potvrzuje skutecnost, Ze se jednalo o Cisté kultury
kvasinek. PCR produkty byly podrobeny restrikéni analyze.

Tabulka7: Velikost amplikonu jednotlivych vzorkii (POV — pracovni oznaceni vzorku, VA —
velikost amplikonu)

POV | VA (bp)
5 880
35 880
38 880
41 880
vl 830
3 650
6 650
33 650
34 650
37 650
43 650
32 500
36 500
45 500
31 480
39 480
40 480
42 480
44 480
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4.3 Restrikéni analyza PCR-RFLP

PCR produkty byly pfed samotnou restrikéni analyzou piecistény (postup viz kap.3.7.6),
aby byly odstranény komponenty PCR smési, které by mohly inhibovat restrikéni
endonukledzy. K cisté DNA byly aplikovany restrikéni endonukledzy Haelll, Hinfl a Hhal.
Identifikace vzorkli byla provedena porovnanim délek restrikénich fragmenti typovych
kvasinek z databdze, ktera byla v ramci diplomovych praci vytvotena v ptedchozich letech.

4.3.1 Restrikéni analyza enzymem Haelll

Restrikéni endonukleaza Haelll rozpoznava oblast GGCC a ke Stépeni dochdzi mezi
nukleotidy G a C. Vzniklé restrikéni fragmenty byly elektroforeticky detekovany. Vybrany
piiklad elektroforegramu restrikénich fragmentii je zobrazen na obrazku 21, ostatni
elektroforegramy jsou uvedeny v ptiloze 4.

Obrazek 21: Ukazka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskany stépenim PCR
produktii pomoct restrikcni endonukledazy Haelll,
(P — pozitivni kontrola, S1 — délkovy standard 20 bp, S2 — délkovy standard 100 bp,
3, 5, 6 —stépené PCR produkty)

V tabulce 8 jsou shrnuty délky restrikénich fragmentl PCR produktii Stépenych enzymem
Haelll. Restrikéni analyzou PCR produkti o délce 880 bp byly ziskany 4 fragmenty o délce
310 + 220 + 170 + 130 bp. PCR produkty o délce 650 bp a 480 bp nebyly restrikéni
endonukledzou Haelll stépeny. PCR produkty o délce 500 bp byly restriktdzou Stépeny na
fragmenty o délce 320 + 90 +50 bp.
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Tabulka 8: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR produktii restrikcni
endonukleazou Haelll. (POV — pracovni ozn. vzorku VA — velikost amplikonu, VRF — velikost
restrikcniho fragmentu)

POV | VA (bp) VRF (bp)
5 880  [310+220+170+130
35 880  [310+220+170+130
38 880  [310+220+170+130
41 880  [310+220+170+130
vl 880  [310+220+170+130
3 650 n
6 650 n
33 650 n
34 650 n
37 650 n
43 650 n
32 500 320+90+50
36 500 320+90+50
45 500 320+90+50
31 480 n
39 480 n
40 480 n
42 480 n
44 480 n

4.3.2 Restrik¢ni analyza enzymem Hinfl

Restrikéni endonukledza Hinfl rozpoznava oblast GATC a ke Stépeni dochazi mezi
nukleotidy G a A. Vzniklé restrikéni fragmenty byly -elektroforeticky detekovany.
Elektroforegram restrik¢énich fragmenti je zobrazen na obrazku 22.

Obrazek 22: Ukazka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskany stépenim PCR
produktii pomoci restrikcni endonukledzy Hinfl,
(P — pozitivni kontrola, S1 — délkovy standard 20 bp, S2 — délkovy standard 100 bp,
3 — 45 — stépené PCR produkty)
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Tabulka 9 obsahuje délky jednotlivych fragmentl ziskané Stépenim PCR produktd
enzymem Hinfl. PCR produkty o délce 880 bp byly restriktazou $t€peny na 2 fragmenty o
délce 360 + 150 bp. St&penim amplikonti o délce 650 bp byl ziskan fragment o velikosti
300 bp. PCR produkty délky 500 bp byly enzymem S$tépeny na 2 fragmenty délky 300 +
200 bp a stépenim vzorkl o délce 480 bp byl ziskan jeden fragment o délce 220 bp.

Tabulka 9: Velikost restrikcnich fragmentu ziskanych stépenim PCR produktii restrikcni
endonukledzou Hinfl

(POV — pracovni ozn. vzorku, VA — velikost amplikonu, VRF — velikost restrikc¢niho

fragmentu)

POV | VA (bp) | VREF (bp)
5 880 360+150
35 880 360+150
38 880 360+150
41 880 360+150
vl 880 360+150
3 650 300
6 650 300
33 650 300
34 650 300
37 650 300
43 650 300
32 500 300+200
36 500 300+200
45 500 300+200
31 480 220
39 480 220
40 480 220
42 480 220
44 480 220

4.3.3 Restrikéni analyza enzymem Hhal

Restrikéni endonukledza Hhal rozpoznava oblast GCGC a ke Stépeni dochazi mezi
nukleotidy G a C. Vzniklé restrikéni fragmenty byly -elektroforeticky detekovéany.
Elektroforegram restrik¢nich fragmentti je zobrazen na obrazku 23.
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Obrazek 23: Ukazka elektroforeogramu restrikcnich fragmentii ziskany stépenim PCR
produktii pomoct restrikcni endonukledzy Hhal,
(S2 — délkovy standard 100 bp, S1 — délkovy standard 20 bp, P — pozitivni kontrola

3 — 45 — stépené PCR produkty)

Tabulka 10 obsahuje délky jednotlivych fragmenti ziskané St€épenim PCR produktd

enzymem Hhal. PCR produkty o délce 880 bp byly stépeny na 3 fragmenty délky 380 + 350 +

140 bp, PCR produkty délky 480 bp byly Stépeny na fragmenty o délce 280 + 220 bp.
Amplikony o délce 650 a 500 enzymem Hhal nebyly Stépeny.

Tabulka 10: Velikost restrikcnich fragmentui ziskanych Stépenim PCR produktii restrikcni

endonukledzou Hhal. (POV — pracovni ozn. vzorku, VA — velikost amplikonu, VRF — velikost

restrikcniho fragmentu)

POV | VA (bp) | VRF (bp)
5 880  [380+350+140
35 880  |380+350+140
38 880  |380+350+140
41 880  [380+350+140
vl 880  |380+350+140
3 650 n
6 650 n
33 650 n
34 650 n
37 650 n
43 650 n
32 500 n
36 500 n
45 500 n
31 480 280+220
39 480 280+220
40 480 280+220
42 480 280+220
44 480 2804220
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Taxonomické zatazeni vzorkil bylo provedeno porovnanim délek restrikénich fragmentt
typovych kvasinek z databdze, ktera byla v ramci diplomovych praci vytvotfena v pfedchozich
letech a z dalSich dostupnych databazi z odbornych ¢lankt [57]. Souhrn identifikovanych
kvasinek, které byly izolovany ze vzorkl hroznt, je uveden v tabulce 11.

Vzorky o délce PCR produktu 880 bp (5, 35, 38, 41, vl) byly identifikovany jako rod
Saccharomyces. Vzorky o délce PCR produktu 650 bp, 500 bp a 480 bp identifikovéany jako
rod Pichia a tyto vzorky byly identifikovany a zatfazeny i na druhové trovni. Vzorky 3, 6, 33,
34, 37 a 43 o délce PCR produktu 650 bp byly taxonomicky zatfazeny jako Pichia
subpelliculosa. Vzorky 32, 36 a 45 o velikosti PCR produktu 500 bp byly taxonomicky
zatazeny jako Pichia membranifaciens a vzorky 31, 39, 40, 40 a 44 o velikosti PCR produktu
480 bp byly identifikovany jako Pichia fluxum.

Tabulkall: Taxonomické zarazeni vzorkit (POV — pracovni ozn. vzorku)

POV c ,
Taxonomické zarazeni

5
35
38 Saccharomyces sp.
41
vl

3

6
33 Pichia subpelliculosa
34
37
43
32
36 Pichia membranifaciens
45
31
39
40 Pichia fluxum
42
44

Vybrané vzorky (5 a 41), zatazené do rodu Saccharomyces, byly déle testovany za Gcelem
vybéru nejvhodnéjsi autochtonni kvasinky pro vyrobu vina.

4.3.4 Dendogram identifikovanych kvasinek

Dendrogram kvasinek byl sestrojen pomoci programu BioNumerics. Dendrogram byl
vytvoten na zdkladé UPGMA klastrové analyzy. Cilem této analyzy je najit v souboru dat
skupiny, které jsou si podobné, ale 1isi se ostatnich skupin. Jednd se o slouceni vzorkii do
skupin na zakladé jejich vlastnosti. Jako kritérium byly zvoleny Jaccardovy koeficienty
podobnosti. Vstupnimi daty byly vysledky restrikéni analyzy, kterd byla provedena pomoci
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restrikénich endonukledz Haelll, Hinfl a Hhal. Za G¢elem srovnani vysledkli z riznych geld,
byla nastavena 4% tolerance pozice fragmentu na gelu na. Vysledkem klastrové analyzy je
rozdeleni vzorkd do 4 skupin. Tyto skupiny jsou v dendogramu (viz obrdzek 24) barevné
odliSeny a koresponduji s taxonomickym zarazenim vzorki po restrikéni analyze.

Hinfl Haelll Hhal
Eig R
| | | 1l | 32
i [l 1 2
— Il 11 4
| 1l 4
| l 42
8l “
1 Ll
5 ! I | lIIII 2
— gl l o
‘ | s
I 7
'l | | 42
(1) "I ]| L
| | I
| [l |
I

:[ El ! I

Obrazek 24: Dedndogram vyizolovanych kvasinek, ziskany na zaklade restrikcni analyzy
pomoci enzymiut Haelll, Hinfl, Hhal.

4.4 ZkvaSovani sacharidi
Pro potvrzeni a doplnéni piedchozi identifikace kvasinek pomoci RFLP-PCR byl proveden

test zkvaSovani sacharidi. Pro tento test byly vybrany dva vzorky kvasinek izolovanych
z bobuli vinafstvi Mandk (¢. 5 a €. 41), dale kvasinky vinatstvi Gala a Holanek vyizolované
v ptedchozich letech a pro srovnani byla zafazena jedna komer¢ni kvasinka. Tyto kvasinky
byly pouzity 1 v nésledujicich testech a jsou popsany v kapitole 3.2).

Pro test byla pouzita glukéza, galaktdza, maltoza, sachardza a laktdza a vyhodnoceni bylo
provedeno na zékladé pravidel uvedenych v kapitole 2.5.4. Byla provedena i negativni
kontrola, kdy do média nebyl piiddn zadny sacharid. Vysledky byly fotograficky
zdokumentovany (ptiklad viz obr. 25).
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Obrazek 25: Zkvasovani maltozy (N — negativni kontrola)
Maltozu zkvasovaly kvasinky 1, 3 a 5. Na obrazku 25 je vidét, ze v téchto ptipadech byly
Durhamovy plynovky vytlaceny vznikajicim CO,. Stejnym zplsobem byly zhodnoceny

vSechny testy zkvaSovani sacharidi a vysledky jsou shrnuty v tabulce 12.

Tabulka 12: Vyhodnoceni zkvasovani sacharidii testovanymi kvasinkami I — 5

glukoza | galaktéza | maltoza | sacharéza | laktéza | kvasny typ
kvasinka 1 + + + + - 11
kvasinka 2 + - - + - 111
kvasinky 3 + + + - - I
kvasinka 4 + + - - - 1V
kvasinka 5 + - + + - 11

Jak je vidét v tabulce 12 vSech pét kvasinek zkvasovalo glukdzu, tim padem 1 fruktozu
a manozu a zaroven zadna z kvasinek nezkvasovala laktézu. VSech 5 kvasinek Ize tedy zatadit
do rodu Saccharomyces.

Podle schopnosti kvasit sachardézu a maltézu lze kvasinky rodu Saccharomyces rozdélit do
4 skupin, z nichz z hlediska vinatské technologie je nejvyznamnéjsi skupina cerevisiae, tedy
skupina kvasny typ II. Do této patii kvasinky schopné kvasit maltézu i sachardzu, v nasem
pripad¢ kvasinka 1 (komercni) a kvasinka 5 (autochtonni).

» Z hlediska zkvasovani sacharidii je pro vyuziti v procesu vyroby vina vhodnd autochtonni

kvasinka 5, ktera kromé glukozy zkvasovala maltozu i sacharozu a byla zarazena do
skupiny kvasny typ I1.
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4.5 Sledovani ristu kvasinek
Pro samotnou alkoholovou fermentaci je dulezitd pfiprava inokula, jeho vychozi

koncentrace a vitalita. Za ucelem zjisténi, v jakém prostfedi se kvasinky nejrychleji
a nejefektivnéji namnoZi a kterd kvasinka je pro dané prostedi nejvhodné;jsi, byla provedena
kultivace ctyf kvasinek autochtonnich a jedné komercni kvasinky v riznych prostiedich.
Testovdna byla jak redlna prostfedi — moSty poskytnuté vinaii (viz kapitola 3.1), tak uméla
prosttedi — glukdzova média.

e Prostfedi A — vinny most, pasterizovany, mirn¢ zasiteny

e Prostiedi K — vinny most, pasterizovany, nezasitfeny

e Prostiedi A+ — vinny most s pfidavkem zivin, pasterizovany, mirn¢ zasifeny

e Prostfedi K+ — vinny most s piidavkem Zivin pasterizovany, nezasifeny

e Prostiedi G — gluk6zové médium

e Prostiedi G+ — glukézové médium s piidavkem Zivin

e Prostfedi GN — gluk6zové médium s mineralnimi latkami

Rychlost ristu kvasinek byla sledovana méfenim optické hustoty pomoci denzitometru
(namétené hodnoty viz piiloha 5). Touto metodou neni mozné rozlisit zivé a mrtvé burky.
Z toho diivodu bylo provedeno poditani zivych bunék v Biirkoveé pocitaci komtrce. Opticka
hustota byla métena 1, 3, 6, 9, 12 h, a poté kazdych 24 hodin od zaoCkovani. Pocitani zivych
bunék bylo provedeno denné, ve stejnou dobu.

) c-Z-21000
Pocet zivych bun¢k v 1 ml suspenze byl vypocitan ze vztahu: x = VT ;
kde:

X...pocet kvasinek v 1 ml

C...celkovy pocet kvasinek ve vSech pocitanych polickach

Z...cislo ziedéni

P...pocet pocitanych poli

V...objem zvoleného pole

Z hodnoty x byl vypocitan logaritmus zivych bunék v 1 ml suspenze (vysledky viz ptiloha
6). Hodnoty logaritmu zivych bunék byly graficky porovnany s namétenou optickou hustotou
(viz ptiloha 7) a z téchto tzv. ristovych kiivek byla odectena ¢asova hranice, do které byly
bunky v médiu jest¢ zivé a od které zaCaly odumirat. Na zakladé¢ téchto hodnot byly
sestrojeny grafy 2 — 8, kde je zndzornéna zavislost optické hustoty na Case. Jednotlivé useky,
kdy jiz buiiky odumiraji, jsou zde znazornény carkované.
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Graf 2: Rustové krivky kvasinek — prostiedi A

Testované médium A byl zasifeny vinny most. Jak mizeme vidét v grafu 2, v prostiedi
rostly pouze kvasinky 1 a 3, pficemz lag faze kvasinky 1 trvala krat3i dobu, a narast kvasinek
byl vyssi. Kvasinky zacaly odumirat ve stejny den — 8. den po zaockovani. Kvasinky 2,4 a 5
se vtomto zasifeném prostiedi nemnozily vibec. Prezily zde do 7. dne a poté zacaly
odumirat. V zasifeném prostiedi se v tomto piipad€ jako nejvhodné;si autochtonni kvasinka
jevi kvasinka 3.
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Graf 3: Rustové krivky kvasinek — prostredi A+

V zasiteném prostiedi média A+ s ptfidavkem zivin se kvasinky mnozily 1épe, nez bez
jejich ptidani. Z grafu 3 plyne, Ze kromé kvasinky 4, kterd se nemnozila a po 5. dni zacala
odumirat, se mnozily vSechny kvasinky. Nejvy$si mnozstvi bunék bylo zaznamenéno
u kvasinek 2 a 5, ale vzhledem k dlouhé lag fazi, kterd trvala 4 a 5 dni je pro tohle prostredi
vhodné pouzit kvasinku 3, kterd se pomnozila méné, ale lag faze trvala jeden den a maximalni
koncentrace kvasinek bylo dosazeno v nejkrat§im ¢asovém intervalu.
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Graf 4: Rustové kiivky kvasinek — prostiedi K

V prostiedi nezasiteného mostu K se mnozily vSechny kvasinky (viz graf 4) Nejrychleji se
v prostiedi mnozily kvasinky 2 a 4, které se v zasiteném prostiedi viilbec nemnozily. Lag faze
trvala u vSech kvasinek kratkou dobu, a to 9 — 12 hodin a proto by prostiedi mohlo byt
pouzito jako médium pro piipravu inokula. Z hlediska ristu v prostiedi mostu K jsou ve
srovnani s komeréni  kvasinkou  vhodné  vSechny 4  autochtonni  kvasinky.
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Graf 5: Rustové kiivky kvasinek — prostiedi K+

Z grafu 5 je patrné, Ze v nezasifeném vinném mostu s pfidavkem Zivin (K+) se mnozily
vSechny kvasinky. V porovnani s ptipadem, kdy byl pouzit most bez pridavku zivin, zde
trvala lag faze kratsi dobu, a to 6 — 9 hodin. Z toho divodu by médium mohlo byt pouzito pro
ptipravu inokula. Vhodnymi autochtonnimi kvasinkami jsou z hlediska prostfedi K+ vSechny
¢tyfi kvasinky, zejména pak kvasinky 2 a 5.
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Graf 6: Rustoveé kifivky kvasinek — prostredi G

V piipadé pouziti glukézového média, mizeme v grafu 6 vidét, ze se vSechny kvasinky
mnozily. Lag faze v tomto pifipadé¢ trvala velmi kratkou dobu, a to 3 — 6 hodin. Kvasinky
v tomto prostiedi zaCaly odumirat podstatné diive, nez ve vinnych mostech. Kvasinky 1 a 5
zaCaly odumirat 5. den po zaoCkovani a kvasinky 2, 3, 4 jiz 4. den po zaoCkovani. Prestoze
zivotnost namnozenych kvasinek neni dlouhd, glukézové médium by mohlo byt pro ptipravu
inokula pouzito, protoze se zde kvasinky rozmnozuji pomérné rychle. Jako nejvhodné;jsi
z autochtonnich kvasinek se jevi kvasinky 3 a 5, které se mnozily nejrychleji.
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Graf 7: Rustové krivky kvasinek — prostredi G+

Z grafu 7 plyne, ze v gluk6zovém médiu s ptidavkem Zzivin rostly vSechny kvasinky. Jejich
zivotnost byla v prostfedi kratk4, kvasinky odumiraly od 4. dne po zaoCkovani. Lag faze
trvala krat$i dobu nez v ptipad€ bez piidavku Zivin — 3 hodiny, tudiZ by médium mohlo byt
pouzito pro piipravu inokula. VSechny autochtonni kvasinky rostly rychleji nez komeréni
kvasinka.
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Graf 8: Rustové krivky kvasinek — prostredi GN

V glukézovém médiu obsahujicim minerdlni latky se rozmnozovaly vSechny kvasinky

(viz graf 8) Lag faze trvala 3 — 6 hodin. Ve srovnani s pfedchozimi gluk6zovymi médii zacaly
kvasinky odumirat pozdéji — 6. den. Vyjimkou je kvasinka 1, kde k odumirani dochazelo od
4. dne po zaocCkovani. Kvasinky 3 a 5 rostou s velmi podobnym trendem jako komercni
kvasinka a zdaji se byt v tomto prostiedi nejlepsi.

» V glukozovych médiich se testované kvasinky mnoZily rychle, bez vyrazné lag faze,

pricemz faze odumirani bunék zde nastala ze vsech prostredi nejdrive. V nezasireném
mosStu se mnozily vSechny kvasinky. Lag faze zde trvala delsi dobu nez v pripade
glukozového meédia, ale riist byl pomérne rychly. V pripadé zasireného mostu byla
schopna ristu pouze komercni kvasinka 1 a autochtonni kvasinka 3. Pokud byly do
prostredi pridany Ziviny, byly po dlouhé adaptaci schopny rustu i kvasinky 2 a 5.
Pritomnost SO, v prostredi pusobila na kvasinky blokacnim efektem. SO, odjimal
z prostredi kyslik a kvasinky nebyly schopné se v prostredi mnozit (viz kap.2.3.5.4).
Pokud bylo prostiedi obohaceno Zivinami, kvasinky se na zasirené prostiedi lépe
adaptovaly. Pro pripravu inokula na zakvaseni velkych objemii mosti, se jevi vhodné
pouzit nezasireny most. Pri pripravé inokula je rozhodujicici intenzita ristu kvasinek, Ize
tedy pouzit i variantu glukozového média, prestoze zde byla rychla umrtnost. Pridavek
Zivin do média pozitivné ovlivnil rist kvasinek zejména v pripadeé zasirenych mostii. Pri
vybéru vhodné kvasinky, zalezi na prostredi, ve kterém ma kvasinka rist. Pro zasirené
prostredi by mohla byt pouZita autochtonni kvasinka 3, do ostatnich prostredi by mohla
byt z hlediska rychlosti mnozeni zvolena kterdkoliv z testovanych kvasinek.
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4.6 Sledovani osmotolerance kvasinek

Kvasinky vyuzivané ke kvaseni vinnych mostl, museji snadSet prostiedi s vysokou
koncentraci sacharidli. Jednim z kritérii pro vybér vhodné autochtonni kvasinky je tolerance
k vys$§im koncentracim sacharidi. Za ucelem zjisténi zda jsou testované kvasinky tolerantni
vici vySSim koncentracim sacharidii, byla provedena kultivace kvasinek v prostredi
obsahujici 10 % glukézy (O-) a 50 % glukdzy (O+). Naméfené hodnoty optické hustoty jsou
uvedeny v ptiloze 8.

Z namétenych hodnot byly nejprve sestrojeny grafy 9 — 13, ve kterych jsou porovnany
rustové kiivky kvasinky v testovanych prostfedich O- a O+. Z téchto grafi plyne, Ze se
vSechny testované kvasinky mnozily v obou prostfedich, pficemz ve vSech piipadech bylo
dosazeno vyssi koncentrace bun¢k v prostredi s 50 % glukézy (O+).
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Graf 9: Rustové kiivky kvasinky 1

V grafu 9 je mozné vidét, ze v prostfedi O+ trvala lag-faize do druhého dne, poté se
v exponencidlni fazi kvasinka mnozila rychleji nez v prostitedi O-, ve kterém lag faze
nenastala.
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Graf 10: Riistové krivky kvasinky 2
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Z grafu 10 je patrné, ze kvasinka 2 se stejné jako v pfedchozim ptipad¢ nejprve adaptovala
na prostiedi s vysSi koncentraci glukdézy a poté se vném rozmnozovala rychleji nez
v prostiedi s niz8§i koncentraci. V prostiedi O- je patrna lag- faze, kterd trvala do 5. dne.
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Graf 11: Riistové kirivky kvasinky 3

Pribéh ristové kiivky grafu 11 je srovnatelny s grafem 9. V prostredi O- lag faze nenastala
a v prostifedi O+ trvala lag faze do 2. dne. Ve 4. dni bylo v obou prostfedich dosazeno stejné
koncentrace bun€k, a zatimco v prosttedi O- doSlo ke zpomaleni mnoZeni,
v koncentrovanéjSim prostiedi se buriky mnozily intenzivné do 8. dne.
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Graf 12: Riistové krivky kvasinky 4

V ptipad¢ kvasinky 4 v grafu 12 je mozné v prostiedi O- pozorovat lag fazi trvajici do
3. dne a poté pomalej$i narist kvasinek nez v prosttedi O+, kde lag faze trvala do 2. dne.
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Graf 13: Riistové krivky kvasinky 5

V grafu 13 je mozné vidét, ze v ptipad¢ kvasinky 5 trvala lag faze v obou prostiedich
do 3. dne. Nejprve byl rist kvasinek intenzivnéjsi v prostiedi O-, od 5. dne zde doslo
ke zpomaleni, zatimco v koncentrovangj$im prostiedi intenzivni rist pokracoval.

Vysledky tohoto testovani, které jsou zndzornény v grafech 9 — 13 byly nasledné prehledné
zhodnoceny v grafech 14 a 15, kde jsou porovnany rastové kiivky vsech testovanych

kvasinek v jednotlivych prostiedich.
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Graf 14: Riistové krivky kvasinek v prostredi O-

V grafu 14 jsou znazornény rustové kiivky vSech kvasinek v prostiedi O-. U kvasinek 1
a 3 nenastala lag faze, tyto kvasinky se zacaly ihned rozmnoZovat. Nejdelsi lag faze byla
v piipadé kvasinky 2. Kvasinky 1 a 2 rostly v prostfedi do 18 dne, kvasinka 4 rostla
do 16. dne, nejkrat$i dobu rostla kvasinka 5, a to do 14. dne. Nejdéle rostla kvasinka 3, ktera
rostla 1 v den ukonceni testu — 20. den
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Graf 15: Riistové krivky kvasinek v prostredi O+

Rozmnozovani kvasinek v prostfedi O+ bylo intenzivnéjsi, nez v prostiedi O- (viz graf 15).
Lag faze nastala v pfipad¢ vSech kvasinek a trvala do 3. dne v pfipadé kvasinky 5. U vSech
ostatnich kvasinek trvala adaptace na prostfedi do 2. dne. Lag f4zi nasledovala intenzivné;si
exponencialni faze, pti které bylo dosazeno vysSich koncentraci bun€k nez v prosttedi O-.
Nejdéle v tomto prostiedi rostla kvasinka 1 a 3.

» Vyssi koncentrace sacharidii nezpiisobila vyrazné snizeni Zivotnosti kvasinek, naopak
doslo k rychlejsimu nariistu bunék. Z tohoto pohledu se vsechny testované kvasinky jevi
jako osmotolerantni a vhodné pro kvaSeni vinnych mosti. Jako nejvhodnéjsi se jevi
kvasinka 3, ktera v obou prostredich rostla nejrychleji a nejdelsi dobu.

4.7 Sledovani tolerance kvasinek k alkoholu

Alkohol, ktery vznikd pii kvasSeni, omezuje ¢innost kvasinek. V zavislosti na druhu jsou
kvasinky rizné odolné vic¢i riznym koncentracim alkoholu (viz kapitola 2.3.7.1). DalSim
parametrem pro vybér vhodné kvasinky pro kvaseni je tedy schopnost ristu v prostiedi
obsahujici ur¢ité mnozstvi alkoholu.

Za ucelem zjisténi, zda a pti jaké koncentraci jsou schopné kvasinky ristu, byla provedena
kultivace v prostedi obsahujici 1 %, 4 %, 8 %, 12 %, 16 % a 18 % ethanolu. Pro srovnéani
byla provedena kultivace kvasinky 1 (komercni) v prostfedi bez alkoholu, tato kvasinka je
v grafech oznaCena jako 0. Kazdy den ve stejnou dobu byla meétfena optickd hustota.
Z naméfenych hodnot, které jsou uvedeny v priloze 9, byly sestrojeny riistové kiivky (viz graf
16 —21).
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Graf 16: Riistové krivky kvasinek (1 % ethanolu)

V grafu 16 jsou znazornény rustové kiivky kvasinek v prostiedi obsahujicim 1 % ethanolu.
Kvasinky se mnozily od 1. dne, v grafu neni patrna lag faze. Krom¢ kvasinky 1, kterd dosahla
stejné koncentrace buné€k jako kvasinka v prostfedi s 0 % ethanolu, doséhly vSechny testované
kvasinky vyssi koncentrace bun¢k. Nejrychleji se v prostfedi mnozila kvasinka 3. Kvasinky 1,
2 a 4 se mnozily do 13. dne, kvasinky 3 a 5 do 12. dne. Kvasinka 0 v prostfedi bez ethanolu
rostla do 15. dne. Je mozné fici, ze 1 % ethanolu nemélo na kvasinky vyznamny negativni
vliv.
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Graf 17: Riistové krivky kvasinek (4 % ethanolu)

Na zaklad¢ grafu 17 je mozné fici, Ze v prostfedi, které obsahovalo 4 % ethanolu, se
kvasinky mnozily s velmi podobnym trendem, jako kvasinka kterd rostla v prostiedi bez
ethanolu. Kvasinky 1, 3, 5 rostly déle — do 14. dne, kvasinky 2 a 4 dosahly mirné vysSich
hodnot koncentrace bun¢k. Je mozZné fici, Ze 4 % ethanolu nemélo na kvasinky vyznamny
negativni vliv.
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Graf 18: Riistové krivky kvasinek (8 % ethanolu)

Z grafu 18 je patrné, Ze koncentrace 8 % ethanolu v prostiedi, jiZz mirn€ brani ristu

kvasinek. Kvasinky zde rostly pomaleji neZ v prostfedi s niz$i koncentraci ethanolu nebo
v prosttedi bez ethanolu. V pocatecni fazi nejrychleji rostla kvasinka 5, kterd spolu

s kvasinkou 1 rostla nejdéle, a to do 13. dne. Co se tyka koncentrace bun¢k, dosahuje u vSech

kvasinek podobnych hodnot. Tyto hodnoty jsou niz$i nez koncentrace bunék v prostiedi bez

ethanolu.
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Graf 19: Riistové krivky kvasinek (12 % ethanolu)

V grafu 19 je patrny vliv ethanolu na rist kvasinek. V prostfedi s 12 % ethanolu se

kvasinky mnozily pomaleji nez v piedchozich ptipadech. U kvasinek 2 a 4 je patrnd delsi
adaptace na prostredi, tyto kvasinky dorostly do niz§ich koncentraci. Kvasinka 5 rostla

na poc¢atku nejrychleji, pozdéji je viditelny intenzivngj$i rist kvasinky 1 a 3. Tyto kvasinky
rostly nejdéle, odumirat zacaly od 14. dne.
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Graf 20: Riistové krivky kvasinek (16 % ethanolu)

V prostiedi s 16 % ethanolu rostla pouze kvasinka 5 (viz graf 20). Rist kvasinky byl
pozvolny, trval do 13. dne a mezi 5. a 6. dnem byl rist nejintenzivnéjsi. Od 16. dne je mozné
pozorovat mirny nartst kvasinky 1, z divodu velmi dlouhé adaptace na prostiedi je tato
kvasinka prostiedi nevyhovujici a jako vyhovujici se jevi pouze kvasinka 5.
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Graf 21: Riistové krivky kvasinek (18% ethanolu)

V grafu 21 je mozné pozorovat, Ze v prostiedi obsahujici 18 % ethanolu neni schopna rist
ani jedna z kvasinek. Nepatrny nartst bun¢k I1ze pozorovat u kvasinky 5 mezi dnem 7 a 8, coz
potvrzuje skutecnost, ze kvasinka 5 je schopna se adaptovat na prostredi s vy$§im mnozstvim
ethanolu a v tomto prostfedi se rozmnoZovat.

»  Vprostiedi obsahujicim 1 % a 4 % ethanolu jsou testované kvasinky schopny riist

minimalné stejné intenzivné jako v prostredi bez ethanolu. Pri vyssich koncentracich
ethanolu byl vliv na riist kvasinek znatelny.
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Za kvasinku nejodolnéjsi k vyssim koncentracim ethanolu a tedy i nejvhodnéjsi pro
vyuziti v kvasném procesu, lze povazovat kvasinku 5, ktera byla jako jedind schopna se
mnozit i v prostiedi s 16 % ethanolu a jeji nepatrny ndriist byl zaznamenan i v prostredi
s 18 % ethanolu. Jako vhodnou pro vyrobu vina lze z hlediska tolerance k alkoholu
povazovat také kvasinku 3, kterd se v prostredi s obsahem 8 a 12 % ethanolu intenzivné
mnozila.

4.8 Sledovani priabéhu fermentace

Za ucelem vybéru nejvhodnéjsi kvasinky pro vyrobu vina, byly kvasinkami fermentovany
vinné mosty ziskané od spolupracujicich vinafi (viz kapitola 3.1). Byly pouzity dva rizné
vinné mosty, kdy jeden byl zasifeny a druhy nezasifeny. Do mosti byly na zacatku
a v prubéhu fermentace ptidany ziviny (viz kap. 3.3.1), tak jak je to bézné ve vinaiské praxi.
Tyto ziviny také poskytli spolupracujici vinafi.

Fermentace byla sledovana z hlediska dvou parametri: Bylo provedeno stanoveni
uvolnéného CO, v priabéhu kvaSeni a stanoveni redukujicich sacharidi v mostu v priabéhu
kvaseni.

Pro fermentaci byla pfipravena tato prostiedi:

e Prostredi A — vinny most, pasterizovany, mirné zasifeny

e Prostfedi K — vinny most, pasterizovany, nezasifeny

e Prostfedi A+ — vinny most s piidavkem Zivin, pasterizovany, mirng zasiteny
e Prostredi K+ — vinny most s pfidavkem Zivin pasterizovany, nezasiteny

200 ml kazdého média bylo zaockovano 0,5 ml suspenze dvoudenni kultury kvasinek.
Fermentace probihala po dobu 25 dnt, pfi teploté 19 °C. Prvnich 11 dni byla denné zmétena
hmotnost média a odebran vzorek média pro stanoveni redukujicich sacharidi. Posledni
méfeni a odbér vzorku probehl po 14 denni pauze, tedy 25. den po zaockovani. Pridavek zivin
byl proveden pied zaoCkovanim a 3. a 8. den po zaockovani média s oznacenim A+ a K+.

4.8.1 Stanoveni mnozstvi uvolnéného CO,

Vysledky métfeni byly zpracovany tiemi zplsoby. V prvnim piipadé (viz 4.8.1.1) byl
sledovan ubytek hmotnosti jednotlivych fermentacnich médii. Dale byly znamétfenych
hodnot hmotnosti médii vypocitany a graficky zpracovany zmény hmotnosti zplisobené
uvolnénym CO, (viz 4.8.1.2) a déale porovnanim mnozstvi uvolnéného CO; v jednotlivych
prostiedich, byl pozorovan vliv piidavku zivin na metabolickou c¢innost kvasinek (viz
4.8.1.3). Tabulky s vysledky méteni jsou uvedeny v piilohdch 10 a 12.
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4.8.1.1 Hmotnost média v pribéhu fermentace
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Graf 22: Hmotnost média v jednotlivych dnech — prostredi A
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V grafu 22 je zndzornéna hmotnost média v jednotlivych dnech fermentace testovaného
prostiedi A. K nejintenzivnéj§imu ubytku hmotnosti doSlo mezi 3. a 11. dnem, toto obdobi
odpovida nejbouflivéjsi fazi fermentaci. Mezi 11. a 25. dnem metabolické aktivita kvasinek
zpomalila a doSlo pouze k minimalni zméné hmotnosti média. Grafy zndzorfiujici ubytek
hmotnosti pfi fermentaci ostatnich prostfedi, které jsou uvedeny v ptfiloze 11, maji velmi

podobny trend.

4.8.1.2 MnozZstvi uvolnéného CO;v jednotlivych prostiedich
Ubytek CO, odpovidajici intenzité fermentace je dokumentovan grafy 23 — 26 pro
jednotliva testovand fermentacni prostiedi.
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Graf 23 Mnozstvi uvolnéného CO; v jednotlivych dnech — prostredi A
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V grafu 23 je zndzornén pribéh fermentace v prostredi zasiteného mostu bez piidavku
zivin. K nejvys$simu ubytku CO; a tedy k nejintenzivngjsi fermentaci doslo metabolickou
¢innosti kvasinek 3 a 4, tato maxima byla zaznamenana 4. resp. 5. den po zaockovani.
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V piipadé kvasinky 2, 3 a 4 byl pribéh fermentace intenzivnéjsi, nez v ptipadé¢ komercni
kvasinky.
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Graf 24: Mnozstvi uvolneného CO, v jednotlivych dnech — prostredi A+
V zasiteném prosttedi mostu s pfidavkem zivin doslo k nejvy$simu uvolnéni CO; 5. den
v piipadé kvasinky 4 (viz graf 24). Z grafu je patrné, Ze metabolickd ¢innost autochtonnich
kvasinek byla v mostu s ptidavkem zivin vys$si, nez metabolicka ¢innost komeréni kvasinky.

6,5 -
6 -

\}J’I
(9)]
1

Kl K2 K3 K4 K5

e
W
1

ubytek CO, [g]
= »

= »
O WD = DD W B W
1

"..
S5
Smg
.-.
--.
“*

01 2 3 45 6 7 8 91011121314 151617 1819 20 21 22 23 24 25
den

Graf 25: Mnozstvi uvolnéného CO, v jednotlivych dnech — prostredi K

V grafu 25 je znazornén prubéh fermentace v prostiedi nezasifeného mostu bez piidavku
zivin. Nejvys$i mnozstvi uvolnéného CO; bylo zaznamenano v piipadé metabolické Cinnosti
kvasinek 2 a 4, zatimco pribéh fermentace kvasinkami 5 a 3 mél podobny trend jako priibéh
fermentace komerc¢ni kvasinkou.
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Graf 26: Mnozstvi uvolnéného CO, v jednotlivych dnech — prostredi K+

V grafu 26 je mozné pozorovat prubéh fermentace v prostfedi nezasifeného mostu
s ptidavkem Zivin. Fermentace probihala podle ptredpokladli — v grafu v piiloze 11 je tedy
mozné vidét postupné snizeni hmotnosti média, podobné¢ jako v grafu 23.
K nejintenzivnéj§imu uvolnéni CO, do prostiedi doSlo 4. a 5. den fermentace v pripadé
metabolické ¢innosti kvasinek 4 a 5. Jak bude popsano dale, tato zvySend intenzita fermentace
ma spojitost s ptidavkem zivin do média ve 3. dni fermentace.

4.8.1.3 Vliv piidavku Zivin na pribéh fermentace
Pro ptehlednéjsi porovnani vlivu pfidavku zivin do média na metabolickou c¢innost
kvasinek byly sestrojeny grafy 27 — 31, kde je zndzornén nejintenzivnéjsi pribéh fermentace
(do dne 11) jednou kvasinkou v riznych prostredich.
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Graf 27: Mnozstvi uvolneného CO; v jednotlivych dnech — kvasinka 1

V grafu 27 je zndzornén pribch fermentace testované komeréni kvasinky 1 v riznych
prostfedich. Ptidavek zivin ovlivnil priibéh fermentace v prostiedi K, kdy v 1. dni doslo
k vys§imu uvolnéni CO,, stejné tak je mozné pozorovat vyssi intenzitu fermentace ve dni 4.
Nasledné¢ jiz probihala fermentace témeér stejné a piidavek zivin v 8. dni nemél na kvasinku
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vyrazny vliv. V prostfedi A se projevil pfidavek zivin ve dni 5, kdy se intenzita fermentace
mirn¢ zvySila, zatimco v prostiedi bez ptfidavku se uz intenzita fermentace postupné
snizovala.

6,5 -

== A2 == A2+

R W
W D N
1

ubytek CO, [g]
) w
S — W N W B

—_

=

den

Graf 28: Mnozstvi uvolnéného CO, v jednotlivych dnech — kvasinka 2

V grafu 28 je znazornén prib¢h fermentace testovanou kvasinkou 2. V prostredi A+ je
mozné pozorovat vyssi intenzitu fermentace do dne 7, coz koresponduje s pfidavkem zivin na
pocatku a 3. den fermentace. V ptipadé prostfedi K+ neni do 6. dne patrny vliv pridavku
zivin. Mirné zvySeni intenzity fermentace ve dnech 6 a 9 mohlo byt zapti¢inéno ptidavky
zivin ve dnech 3 a 8.
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Graf 29: Mnozstvi uvolnéného CO, v jednotlivych dnech — kvasinka 3

V grafu 29 je znazornén pribéh fermentace v jednotlivych prostiedich testovanou
kvasinkou 3. V pfipad¢ fermentace zasiteného mostu A byl vliv piidavku zivin znatelny
zejména na pocatku, kdy méla fermentace rychlejsi pribéh. Maximalni ubytek CO, byl
v obou prostiedich pozorovan v den 4, intenzita fermentace se v piipad¢ pridavku zivin
snizovala mirngji, nez v piipadé mostu bez zivin.
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Z grafu 29 je patrné, Ze pocatecni piidavek Zivin do prostfedi nezasifeného mostu, nemél
na pocate¢ni pribéh fermentace vliv. V ptipade kiivky K3+ je patrny vliv pfidavku zivin
z 8. dne, kdy 9. den doslo k mirnému zvySeni intenzity fermentace.
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Graf 30: Mnozstvi uvolnéného CO, v jednotlivych dnech — kvasinka 4

V ptipadé ptridavku Zivin do prostiedi zasiteného mostu A, je v grafu 30 vidét, Ze testovana
kvasinka 4 od pocatku fermentovala intenzivnéji, nez v piipadé prostiedi mostu bez piidavku
zivin. Pridavek zivin v 3. den fermentace zpisobil prodlouzeni exponencialni faze do 5. dne
a nasledné prudsi zpomaleni fermentace, nez v mostu A, kde metabolicka ¢innost kvasinek
ustavala postupné.

V mostu K+ zpusobil piidavek zivin rychlej$i adaptaci kvasinky na prostiedi mostu
a pridavek ve 3. dni zpisobil prodlouzeni exponencidlni faze do 5. dne. Poté doslo k poklesu
intenzity fermentace a od 6. dne byla metabolicka Cinnost testované kvasinky nizs$i, nez
v moStu K.
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Graf 31: Mnozstvi uvolneného CO; v jednotlivych dnech — kvasinka 5
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V grafu 31 je znazornén prubéh fermentace testovanou kvasinkou 5. Na pocatku
fermentace je znatelny vliv pfidavku zivin pouze v pfipadné zasiteného mosStu A. Ptidavek
v 3. dni fermentace ovlivnil pribéh fermentace také pouze v piipad€ zasiteného mostu A, a to
4. a 5. den, kdy byla intenzita fermentace znacné vyssi. Vliv ptidavku Zivin z 8. dne je patrny
u obou mosti A i K. Ptidavek se projevil 9. den zvySenym tubytkem COs,.

4.8.2 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyiho-Nelsona
Stanoveni redukujicich sacharidii bylo provedeno metodou Smogyiho-Nelsona, jejiz
postup byl popsan v kapitole 4.8.2. Koncentrace redukujicich sacharidi byla stanovena
pomoci sestrojené kalibracni kiivky (viz graf 32). Kalibra¢ni kiivka piedstavuje zavislost
koncentrace glukézy na absorbanci, méfené pii vinové délce 720 nm. Tato kiivka byla
sestavena z vysledki méfeni uvedenych v tabulce 13. Stanoveni vzorkii pro sestrojeni
kalibra¢ni kiivky bylo provedeno pétkrat, byly vypocitany primérné hodnoty absorbance
a pomoci programu MS Excel byl vypocitan interval spolehlivosti, ktery byl vnesen do grafu
v podobé chybovych usecek.
Tabulka 13: Koncentrace glukozy a absorbance kalibracni krivky
clgl'l| Ay As A; Ay As A
0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000+ 0,000
0,005 | 0,087 | 0,088 | 0,083 | 0,088 | 0,092 | 0,088+ 0,003
0,010 | 0,167 | 0,188 | 0,174 | 0,165 | 0,180 | 0,175+ 0,007
0,015 | 0,230 | 0,225 | 0,219 | 0,219 | 0,226 | 0,224 + 0,004
0,020 | 0,292 | 0,346 | 0,378 | 0,362 | 0,352 | 0,346 + 0,026
0,025 | 0,422 | 0,391 0,408 | 0,438 | 0,398 | 0,411+0,015
0,030 | 0,542 | 0,538 | 0,561 0,557 | 0,513 |0,542+0,015
0,035 | 0,629 | 0,606 | 0,647 | 0,612 | 0,616 | 0,622+0,013
0,040 | 0,640 | 0,687 | 0,695 | 0,680 | 0,695 | 0,679+ 0,018
0,045 | 0,788 | 0,817 | 0,830 | 0,830 | 0,810 | 0,815+ 0,014
0,050 | 0,875 | 0,861 0,908 | 0,837 | 0,853 | 0,867 +0,021
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Graf 32: Kalibracni krivka zavislosti absorbance na koncentraci redukujicich sacharidii
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Ke stanoveni redukujicich sacharidi byly pouzity vzorky odebrané v priibéhu fermentace
médii A, A+, K, K+ testovanymi kvasinkami 1 — 5. Odebrané vzorky byly nejprve vhodné
ziedény (viz piiloha 13) a poté bylo provedeno stanoveni. Kazdé stanoveni bylo provedeno
tfikrat. Naméfené hodnoty absorbance byly pomoci rovnice regrese kalibracni kiivky
pfepocteny na koncentrace redukujicich sacharidii. Byla vypoctena primérnd hodnota
koncentrace a pomoci programu MS Excel byl vypocitan interval spolehlivosti. Tabulky
s vysledky jsou uvedeny v ptiloze 8 a zavislost koncentrace redukujicich sacharidii na case je
znazornéna v grafech 33 — 36. Chybové usecky v grafech nebyly v tomto ptipad¢ vyobrazeny
z divodu prehlednosti grafii, hodnoty intervalu spolehlivosti jsou uvedeny pouze v tabulce
s vysledky v priloze 13.
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Graf 33: Zavislost koncentrace redukujicich sacharidit na c¢ase — prostredi A

V grafu 33 je zndzornén pokles koncentrace redukujicich sacharidi v priitbéhu kvaSeni
zasiteného mosStu A testovanymi kvasinkami 1 — 5. Vychozi koncentrace mostu byla
182,8 g.I'". Metabolickou ¢innosti kvasinek 1 — 4 vyrazné klesala koncentrace redukujicich
sacharidii do 9. dne kvaseni mostu, v pfipadé kvasinky 5 klesala koncentrace redukujicich
sacharidu vyraznéji do 7. dne. Poté se koncentrace redukujicich sacharidi snizovala mirn¢
a kone¢na koncentrace v den ukonleni fermentace se pohybovala mezi 2,8 — 3,0 gl
Porovnanim jednotlivych kiivek v grafu je mozné fici, Zze k nejvyS$imu a nejrychlejSimu
ubytku koncentrace redukujicich sacharidi dochazelo c¢innosti kvasinky 3 a 4, coz
koresponduje s vysledky v grafu 22 v kapitole 4.8.
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Graf 34: Zavislost koncentrace redukujicich sacharidii na case — prostredi A+

V grafu 34 je znazornén pokles koncentrace redukujicich sacharidi v prabéhu kvaseni
zasifeného mosStu A+ testovanymi kvasinkami 1 — 5. Vychozi koncentrace mostu byla
189,1 g.I"". Cinnosti kvasinek doslo k vyraznému sniZeni koncentrace redukujicich sacharida
do 7. dne kvaseni, poté se koncentrace redukujicich sacharidli snizovala mirn¢. Posledni den
fermentace se koncentrace redukujicich sacharidi pohybovala v rozmezi 2,8 — 3,1 g.l'l.
Z grafu 34 je patrné, ze k nejrychlejsSimu ubytku dochdzel Cinnosti kvasinek 2 — 4, coz
odpovida vysledkiim v kapitole 4.8.,kde byla zjisténa nejintenzivnéj$i metabolickd ¢innost
téchto kvasinek. V piipadé¢ kvasinek 3 a 5 je pocatecni ubytek koncentrace redukujicich
sacharidi pomalejsi, pravdépodobné z diivodu adaptace na podminky v prosttedi mostu.
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Graf 35: Zavislost koncentrace redukujicich sacharidit na case — prostredi K

V grafu 35 je zndzornén pokles koncentrace redukujicich sacharidi v pribéhu kvaSeni
nezasifeného mostu K testovanymi kvasinkami 1 — 5. Pocate¢ni koncentrace redukujicich
sacharidi v mostu byla 153,8 g.I"'. Cinnosti kvasinek 1, 3 a 5 doglo k nejvyrazn&jimu sniZeni
koncentrace redukujicich sacharidi do 5. dne, v pifipad¢ kvasinek 2 a 4 se koncentrace
snizovala az do 7. dne. Poté se koncentrace snizovaly ve vSech ptipadech pouze mirng.
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Metabolicka ¢innost kvasinky 5 byla do 3. dne ve srovnani s ostatnimi kvasinkami pomalejsi,

z duv

odu delsi adaptace na podminky prostfedi mostu. Kone¢nd koncentrace redukujicich

sacharidii v mostu se pohybovala v rozmezi 2,4 — 2,6 g.1".
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Graf 36: Zavislost koncentrace redukujicich sacharidii na case — prostredi K+

V grafu 36 je znazornén pokles koncentrace redukujicich sacharidli v priibéhu kvaSeni

nezas

ifeného mostu K+ testovanymi kvasinkami 1 — 5. Pocate¢ni koncentrace redukujicich

sacharidti v mostu K+ byla 151,6 g.1". Adaptace kvasinek na prostiedi mostu byla rychla
a jejich metabolickou ¢innosti doslo k nejvétsSimu poklesu koncentrace redukujicich sacharidi

do 7.
k nep

dne, poté se koncentrace snizovala pouze mirn¢ a mezi 11. a 25. dnem doslo pouze
atrnému snizeni koncentrace. V piipad¢ kiivky zndzorfiujici metabolickou ¢innost

kvasinky 5 je mozné pozorovat zpomaleni snizovani koncentrace jiz od dne 5. Kone¢na
’ -1 o7 w vr

koncentrace se pohybovala v rozmezi 1,9 — 2,6 g.I". V porovnani s mostem K (bez ptidavku

zivin) jsou konecné koncentrace redukujicich sacharidi niz$i, coz lze pfisuzovat vlivu

pridavku zivin do média na nékteré z kvasinek (viz kap. 4.8).

>
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Podle vysledkii stanoveni mnozstvi uvolnéného CQO; i stanoveni redukujicich sacharidi
byla metabolicka aktivita testovanych kvasinek nejintenzivnejsi mezi 3. a 11. dnem
fermentace. Pridavek Zivin pozitivne ovlivnil priibéh fermentace. Na pocatku fermentace
doslo v dusledku pridavku Zivin ke sniZeni doby adaptace na prostredi. Po pridani Zivin
do mostu v pribéhu fermentace doslo v nasledujicich dnech ke zvyseni metabolické
aktivity kvasinek.

Ve vetsine pripadii byly zaznamenany vyssi hodnoty uvolnéného CO; Ccinnosti
autochtonnich kvasinek, nez pri fermentaci komercni kvasinkou. Ve 3 pripadech byly
hodnoty uvolnéného CO, o néco niZsi nezZ pri fermentaci komercni kvasinkou a v 1
pripade byly maximalni hodnoty uvolnéného CO; stejné. Pocatecni koncentrace
redukujicich sacharidii byla 182,8 gl vzasifeném mostu A (A+) a 1538 g.I’
v nezasireném mostu K (K+). Koncentrace na konci fermentace se pohybovala
vrozmezi 2,8 — 3,0 g.l'l vmostu A, 2,8 — 3,1 g.l'l vmostu A+, 2,4 — 2,6 g.l'l v mostu
Kal9— 26 gl vmostu K+. Pribéh snizovani koncentrace redukujicich sacharidii



koresponduje s krivkami zndzornujici priibéh fermentace pomoci uvolnéného CO..
Koncentrace redukujicich sacharidii se nejprve snizovala pomalu, z ditvodu adaptace
kvasinek na prostredi, poté vlivem metabolické cinnosti kvasinek doslo k vysokému
snizeni koncentrace a v zaveru fermentace doslo ke zpomaleni snizovani koncentrace
redukujicich sacharidii. Nejvyssi metabolicka aktivita se projevila u kvasinky 3
v zasireném prostredi, do kterého byly priibézné pridavany Ziviny.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vybrat vhodnou autochtonni kvasinku pro vyrobu vina.
V teoretické Casti je popsana réva vinnd, jako zékladni surovina pro vyrobu vina, byl rozebran
proces vyroby vina se zaméfenim na kvaSeni moStu. V dalsi ¢asti byly popsany kvasinky,
jejich taxonomie, morfologie, metabolismus a kvasinky vyznamné ve vinafstvi. V zavéru
teoretické casti byly vysvétleny principy fyziologickych testl, které se pouzivaji k popisu
vlastnosti kvasinek a metoda PCR-RFLP, ktera slouzi k identifikaci kvasinek. Fyziologické
testy a metoda PCR- RFLP byly pouzity v experimentalni ¢asti.

Vzorky pro experimentalni ¢ast prace byly ziskdny z bobuli révy vinné, které poskytlo
vinaistvi Matidk Zadovice. Z bobuli bylo vyizolovano celkem 18 vzorkil. Po izolaci DNA
byla provedena PCR, kdy k amplifikaci byla zvolena koddujici oblast 5,8S-ITS rDNA
a primery ITS1, ITS4.

Amplifikaci byly ziskany 4 skupiny fragmentii o velikostech 880 bp (4 vzorky), 650 bp
(6 vzorktt), 500 bp (3 vzorky), 480 bp (5 vzorkili). Pro taxonomické zatfazeni vzorka byla
provedena restrikéni analyza, kde byly pouzity restrikéni endonukledzy Haelll, Hinfl a Hhal.
Na zéklad¢ vysledki PCR-RFLP byly na bobulich identifikovany rody Saccharomyces
a Pichia. Na urovni druhti byly identifikovany Pichia subpelliculosa, Pichia membranifaciens
a Pichia fluxum.

Pomoci programu BioNumerics byla provedena analyza genetické podobnosti, kdy byly
vzorky rozdéleny do 4 skupin, které koresponduji s velikosti PCR produkti a taxonomickym
zatazenim.

Pro provedeni fyziologickych testli byly ze 4 identifikovanych vzorkd Saccharomyces
cerevisie vybrany 2 vzorky. Déle byly vybrany 2 vzorky kvasinek, které byly vyizolované
v ramci diplomovych praci v letech 2009-2012. Pro srovnani byla do testu zafazena jedna
komer¢ni kvasinka.

e Pfi testovani zkvasovani sacharidl bylo zjisténo, ze vSech 5 kvasinek zkvasuje glukézu
azadnd znich nezkvasuje laktézu. Jako kvasny typ II (cerevisiae), schopny kvasit
sacharézu a maltézu byla na zakladé testu krom¢é komer¢ni kvasinky oznacena kvasinka
5.

e Za ucelem vybéru nejvhodnéjsSiho prostfedi a kvasinku pro piipravu inokula byly
porovnany rastové kiivky kvasinek v nezasifeném a zasifeném moStu, dale v mostu
s ptidavkem a bez ptfidavku Zivin a v glukézovych médiich. Bylo zjisténo, ze:

o Pro ptipravku inokula je vhodné prostredi glukézovych médii a nezasifeného
mostu.

o V piipadé pouziti zasifeného prostiedi je tfeba podpofit rist kvasinek piidavkem
Zivin.

o Ptidavek zivin do prostiedi snizuje dobu adaptace kvasinek na podminky prostiedi.

o Zhlediska rastu v zasifeném prostiedi je nejvhodnéjsi pro pfipravu inokula
autochtonni kvasinka 3.

o Z hlediska ristu v nezasiteném prostiedi jsou pro ptipravu inokula vhodné vSechny
testované autochtonni kvasinky.
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Sledovanim tolerance k vys$si koncentraci sacharidi bylo zjiSténo, Zze vSechny kvasinky
jsou schopny rlstu v prostedi obsahujicim az 50 % glukézy a mohou byt oznaceny jako
osmotolerantni a vhodné pro kvaseni vinnych mostu.
Pfi sledovani tolerance kvasinek k alkoholu bylo zhodnoceno, Ze za nejodoln&jsi
k vyss§im koncentracim ethanolu Ize z testovanych kvasinek povazovat kvasinku 5, ktera
byla jako jedind schopna se mnoZit 1 v prostfedi obsahujicim 16 % ethanolu a nepatrny
nariist byl zaznamenén i v prostiedi s 18 % ethanolu.
Jako vhodnou pro vyrobu vina lze zhlediska tolerance k alkoholu povazovat také
kvasinku 3, kterd se stejné jako kvasinka 5 v prostfedi s obsahem 8 a 12 % ethanolu
intenzivnéji mnozila.
Pribéh fermentace byl popsan pomoci stanoveni mnozstvi uvolnéného CO,, a stanoveni
koncentrace redukujicich sacharida v pribéhu kvaseni mostu.
Bylo zjisténo, Ze:
o Metabolickd aktivita kvasinek byla nejintenzivnéj$i mezi 3. a 11. dnem.
o Piidavek zivin do mostu na pocatku fermentace snizil dobu adaptace kvasinek na
prostiedi.
o Pfidavek Zivin v do mostu v pribéhu fermentace zvysil intenzitu metabolické
aktivity kvasinek v nasledujicich dnech.
o Piidavek zivin nemél vyrazny vliv na metabolickou aktivitu komer¢ni kvasinky
v zasifeném prostiedi, a kvasinky 3 a 5 v nezasifeném prostiedi.
o Cinnosti autochtonnich kvasinek doglo ve vétsing piipadd k vy$§imu uvolnéni
CO,, nez v ptipadé metabolické ¢innosti komer¢ni kvasinky.
o  Nejvyssi metabolicka aktivita se projevila u kvasinky 3 v zasifeném prostiedi,
do kterého byly pribézné pridavany ziviny.
o Pribéh snizovani koncentrace redukujicich sacharidii koresponduje s kiivkami
znazornujici pribéh fermentace pomoci uvolnéného CO,.

Na zakladé zjisténych vhodnych oenologickych vlastnosti by mohly byt pro vyrobu vina

pouzity autochtonni kvasinky 3 a 5. Zarazeni kvasinek do kvasného procesu predchazi
provedeni dalSich testli a fermentace ve velkych objemech mostu pfimo ve vinafstvi. Po
provedeni chemické a senzorické analyzy muze byt definitivné rozhodnuto, zda jsou tyto

kvasinky vhodné ¢i nikoliv.

Kvasinka 5 byla poskytnuta vinaistvi, z jehoz vinice byla kvasinka vyizolovéna, pro dalsi

testovani (viz ptiloha 14).
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

VOC vino origindlni certifikace

°NM normalizovany moStomér

ASVK aktivni sucha vinna kvasinka

RNA ribonukleova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina

CDC oznaceni genu, z angl. cell division cycle
ATP adenosintrifosfat

ADP adenosindifosfat

NADH nikotinamid adenin dinukleotid (redukovana forma)
NAD nikotinamid adenin dinukleotid

S. Saccharomyces

PCR polymerazova retézova reakce
RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmenta
dATP deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxycytosintrifosfat

dTTP deoxythimintrifosfat

dGTP deoxyguanintrifosfat

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

dsRNA dvouretézcova RNA

rRNA ribosomalni RNA

rDNA ribosomalni DNA

ITS vnitini prepisova oblast (z angl. internal trascribed spacer)
A adenin

T thimin

C cytosin

G guanin

Bp pocet paru bazi

°CSN ¢esky normalizovany mostomeér
ETDA ethylendiamin tetraoctova kyselina
EtBr ethidium bromid

Taq termostabilni DNA polymeraza
POV pracovni oznaceni vzorku

VA velikost amplikonu

P pozitivni kontrola

N negativni kontrola

S1 délkovy standard 20 bp

S2 délkovy standard 100 bp

VRF velikost restrikéniho fragmentu

n nestépeno

A zasifeny most

A+ zasiteny most s piidavkem Zivin

K nezasifeny most

K+ nezasifeny most s pfidavkem Zzivin
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G+
GN
O+

glukézové médium

glukézové médium s piidavkem Zivin
glukézové médium 2

médium obsahujici 50 % glukozy
médium obsahujici 10 % glukozy
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Seznam odrid révy vinné
Tabulka 1:Seznam odrud révy vinné zapsanych ve Statni odriidové knize

ke dni 15. Cervna 2013 [58]

Rok Rok
Nazev odrudy Zapisu Nazev odrudy Zapisu
odriudy mostové Rinot 2008
Acolon 2011 Rubinet 2005
Agni 2001 Rulandské bilé 1941
Alibernet 1975 Rulandské modré 1941
André 1980 Rulandské sedé 1941
Ariana 2001 Ryzlink rynsky 1941
Aurelius 1983 Ryzlink vlassky 1941
Auxerrois 2004 Sauvignon 1952
Blauburger 2011 Savilon 2010
Cabernet Dorsa 2011 Sevar 2008
Cabernet Moravia 2001 Svatovaviinecké 1941
Cabernet Sauvignon 1980| Sylvanské zelené 1941
Cerason 2008 Tramin Cerveny 1941
Dévin 1998 Veltlinské ¢ervené rané 1952
Domina 2004 Veltlinské zelené 1941
Dornfelder 2004 Veritas 2001
Erilon 2011 Vesna 2012
Florianka 2010 Vrboska 2004
Frankovka 1941 Zweigeltrebe 1980
Fratava 2008 odrudy stolni
Hibernal 2004 Arkadia 2001
Chardonnay 1987 Diamant 1998
Irsai Oliver 1972  Chrupka bila 1941
Jakubské 2011 Chrupka cervena 1941
Kerner 2001 Julskiviser 1972
Kofranka 2011 Olsava 1988
Laurot 2004 | PanoniaKincse 1980
Lena 2001 Pola 2001
Malverin 2001 Vitra 1993
Merlot 2001 podnoZz
Modry portugal 1941 Amos 1990
Muskat moravsky 1987| Berlandieri x Riparia 125 AA 1979
Muskat Ottonel 1952| Berlandieri x Riparia Craciunel 1979
Miiller Thurgau 1941 | Berlandieri x Riparia Kober 5BB 1979
Nativa 2010 Berlandieri x Riparia SO-4 1979
Neronet 1991 Berlandieri x RipariaTeleki 5C 1979
Neuburské 1941 LE-K/1 1979
Palava 1977
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Piiloha 2: Prepocet stupiii normalizovaného moStoméru na prirozeny obsah
alkoholu v % obj.

Tabulka2: Prepocet stupnii normalizovaného mostoméru na prirozeny obsah alkoholu
v % obj. Priloha k zakonu ¢. 321/2004 Sb.[8]

°NM % obj. °NM % obj. °NM % obj.
0,8 0,5 15,1 9 36,1 21,5
1 0,6 16 9,5 37 22
1,7 1 16,8 10 37,8 225
2 12 17 10,1 38 22,6
2,5 1,5 17,6 10,5 38,6 23
3 1.8 18 10,7 39 23,2
34 2 18,5 11 39,5 23,5
4 2.4 19 11,3 40 23,8
43 2,5 19,3 11,5 40,3 24
5 3 20 11,9 41 24.4
5,9 35 20,2 12 41,2 245
6 3,6 21 12,5 42 25
6,7 4 21,8 13 42,8 25,5
7 42 22 13,1 43 25,6
7,6 4,5 22,7 13,5 43,7 26
8 4.8 23 13,7 44 26,2
8,4 5 23,5 14 44,5 26,5
9 5.4 24 143 45 26,8
9,2 55 24.4 14,5 45,4 27
10 6 25 14,9 46 27,4
11 6,5 25,2 15 46,2 27,5
11,8 7 26 15,5 47 28
12 7,1 26,9 16 47,9 28,5
12,6 7,5 27 16,1 48 28,6
13 7,7 33,6 20 48,7 29
13,4 8 36 20,2 49 29,2
14 8,3 34,4 20,5 49,6 29,5
143 8,5 35 20,8 50 29,8
15 8,9 35,3 21
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Priloha 3: Maximalni limity pro zvySovani obsahu alkoholu
Tabulka 3: Maximdlni limity pro zvysSovani prirozeného alkoholu platné od roku 2011[16]

CECHY
stolni a zemska vina jakostni odridova a znamkova
vina
bilé a ruzové dervené bilé, razové i1 Cervené

max.
alkohol ve 11,5 12,0 15,0
ving (% obj.)

max.
cukernatost 193 202 57
upravenc¢ho ’ ’ ’
mostu (°NM)

MORAVA
stolni a zemska vina jakostni odridova a zndmkova
vina
bilé a ruzové cervené bilé, razové 1 Cervené

max.
alkohol ve 12,0 12,5 15,0
viné (% obj.)

max.
cukernatost 202 1.0 259
upravené¢ho ’ ’ ’
mostu (°NM)

Ve vinatské oblasti Cechy lze zvySovat piirozeny obsah alkoholu maximélné o 3 % obj.

coz odpovida navySeni cukernatosti mostti a rmutli maximalng€ o 5 °NM.
Ve vinatské oblasti Morava lze zvySovat pfirozeny obsah alkoholu maximalné o 2 % obj.

coz odpovida navyseni cukernatosti mosti a rmuti maximalné o 3,4 °NM [16].
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Piiloha 4: Elektroforegramy PCR produktu a restrikénich fragmenti

Obrazek 1: Elektroforegram PCR produktii ziskanych amplifikaci primery ITS1 a ITS4
(N — negativni kontrola, S2 — délkovy standard 100 bp, 3, 5, 6 — PCR produkty)

31323334 353637 38 394041424344 45 5152

Obrazek 2: Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskany stepenim PCR
produktit pomoci restrikcni endonukleazy Haelll,
(S2 — délkovy standard 100 bp, SI1 — délkovy standard 20 bp, P — pozitivni kontrola, 31 —
45 — stepené PCR produkty)
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Obrazek 3: Elektroforegram PCR produktii a vestrikcnich fragmentii komercni kvasinky
(S2 — délkovy standard 100 bp, S1 — délkovy standard 20 bp, 1 — PCR produkt stepeny
enzymem Haelll, 2 — PCR produkt stépeny enzymem Hinfl,
3 — PCR produkt stepeny enzymem Hhal, 4 — PCR produkty)
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Piiloha 5: Namérené hodnoty ristu kvasinek
Tabulka 4: Nameérené hodnoty optické hustoty v pritbehu sledovani ristu kvasinek

¥FT31a “AEAEANAEAERAEIAEAEAERIERE R S - e

[b] [ [h] | [b] | [h] | [h] [h] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den]
Al [022(024]| 026 [027] 058 | 597 [11,57[1297(1297|12.97(12.97|12.97|1297|12.97| 1297 | 1297 [ 1297 | - . .
A2 [017[019]| 022 [025| 027 | 028 | 0,29 | 029 [032]|032|032|032]|032]|032] 032 | - - - - -
A3 [022[027]| 032 [036]| 036 | 042 |10,57(12.17(12.17]|12.17[12.17[12,17|12,17|12.17] 12,17 [ 1217 | - - - -
A4 [0.08[009] 010 [0,09]| 0,09 | 0.09 | 0,09 | 0,09 [ 011|011 0,19 019]|019]|019] 0,19 | - . . - .
A5 [022(022]| 025 [027] 031 | 032 |0,32|032 032|041 041041041 |041| 041 | - - . - -
Al+ |025)|025| 027 | 042 | 136 | 829 [11.57]12,97|1297|12.97|12.97|12.97|12.97(1297| 12,97 | 1297 | 1297 | - - .
A2+ |0.10|012| 0,14 | 014 | 022 | 022 | 022|027 | 029 | 029 | 1,82 |10.47|12,37 (12,37 12,37 | 13,37 | 13,37 [ 1337 | 1337 | -
A3+ |008|012| 014 | 014 | 028 | 033 [ 901 |11,17|11.7]11,77| 101,77 10,77 | 1077 [ 1077 11,97 | - - - - -
A4+ |0,09]|017[ 0,19 |022] 022 | 022 [022]0,22|022]022]|022]|022|022|022]022]| - : : - :
A5+ |0.18)|0.18[ 0,19 | 021 ] 027 | 037 | 041 | 049 | 052 | 997 |13.37]|13.37[13.37[13.37)| 1387 | 1387|1387 | 1387 - .
K1 [0.18)|0,29| 045 | 213 | 3,14 | 834 [10,75]11,95|12,35(12,35]|12,35|12,35[12,35[12,35| 12,35 | 12,35 | 12.35 - .
K2 [030)|038) 0,52 |045| 2,58 | 8389 [11,55(12,65(13,35(13,35]13,35(13,35(13,35[13,35]| 13,35 | 13,35 [ 1335|1335 - -
K3 [0.13]|016| 042 | 102 | 2,37 | 669 | 9,55 [10,65|11,35|11,75]11,75]12,35|12,35[12,35] 12,35 | 12,35 | 12,35 | 12,35 | 12,35 | 12,35
K4 [003]|005| 020|030 2,22 | 951 |12,35]12,35(12,95(13,35(13,35(13,35[13.35[13.35] 13,35 [ 13,35 | 13,35 [ 13,35 [ 1335 | -
KS [009|010| 035 | 152 3.00 | 617 | 865 [11.05]11.35[11.95(11.95(11.95(1235[1235| 1235 [ 1235|1235 |1235 [ 1235 | -
Kl+|006| 019|041 | 275 | 433 | 650 [11,5512,15|12,15(12.15)|12,15|12,35[12,35[12,35| 12,35 | 12,35 | 1235 [ 1235 | - -
K2+ |004]|012| 0,29 | 033 | 2,05 | 825 [11,0511,95]|12,35(12,35]|12,35)|12,35[12,35(12,35]| 12,35 | 12,35 | - - - -
K3+ |006| 074|077 | 135| 341 | 605 | 875|945 |10.45|10.45|11,05/11,0511,05[11,05| 11,05 | 11,05 | 11,05 [ 11,05 | 11,05 | -
K4+ |0.16| 021 | 031 |035] 290 | 7.52 |11.55]12.35|12,65(13.35)|13,35)|13,35[13.35[13.35)| 13.35 | 13.35 | 13.35 - .
K5+)0.13)|017[ 029 |055] 275 | 7.65 | 9,75 |10.85]11,35[11,35]11,15]12,15[11,35(11,35| 11,35 | 11,35 [ 1135 [ 1135 [ - -
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Tabulka 4: pokracovani

1 [3 s 9 [12 [24 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12 [13 14 13

[b] |[h] |[h] [a] |[h] |[h] [den] |[den] | [den] |[den] |[den] |[den] |[den] [[den] |[den] |[den] | [den] |[den] [([den] | [den]
Gl |0.56|056| 056 |233|435| 560 | 860 | 950 | 9,57 | 10,60 | 10,60 | 10,60 | - : 5 - . . 5 .
G2 |049|052] 120 |2,75]|4.77| 6.3 | 9.10 | 9,78 | 10,10 | 10,10 | 10,10 | - - . . : - : : .
G3 |035]045] 210 322|543 | 661 | 10,10 1090 | 11,60 | 11,60 | 1160 | - ; . " . " . " .
G4 [027|031| 086 |394]|4.18| 550 | 740 | 947 | 9.86 | 9.86 | 9,86 . . . . . . . . .
G5 (035|051 ] 1,32 |279]|486| 868 | 980 | 1070 | 11,70 | 11,70 | 11,70 | - . " . . . . . .
Gl+|0350]|0,74] 2,17 |225|530| 622 | 630 | 645 | 650 | 6,50 | 6.50 . o . . - . - . -
G2+ |0433]|046| 098 |120|503| 800 | 930 |1050] 1130 11,30 1130] - : 2 - - : : : i
G3+|035]|050] 120 [152|431] 753 | 844 | 933 | 10,00 | 1000 | 1000 - < . - : - 2 - .
G4+ |032]|054| 094 [1,70[484| 941 | 960 | 976 | 1040 | 1040 | 1040 | - - . ; . . . ; .
G5+ |035]|036| 162 [227|457] 775 | 980 | 1030 | 1080|1080 | 1080 | - - . " . . . " .
GN1|026|026| 1.12 | 333|577 | 1090 | 11.40 | 12,10 | 13,50 [ 13,50 | 13,50 | 13,50 | - . . . . . . .
eN2|032|035| 054 | 137|333 986 | 1040 | 1100 1130 | 11,70 12,70 [ 12.70 | 12,70 | - . . . . . .
GN3 040|050 139 | 325|604 10,70 1120 | 1190 | 1320 | 1320 1320 [ 1320 | 1320 - . : . . . :
GN4|0430|054| 074 |2.15|447| 950 | 1030 | 1100 1120 | 11,70 | 11,70 [ 11,70 | 11,70 | - . 3 . - . 3
GNs|043|043| 093 [ 247|467 [ 1070 1090 | 1160 | 1190|1350 1350) 1350] - : 5 i & 3 5 i
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Piiloha 6: Vysledky pocitani Zivych bunék
Tabulka 5: Vypocitané hodnoty logaritmu zZivych bunek

0 1 2 3 4 3 6[ 7 8 ) 10 11 12 13 14 15
[den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den]

Al 6,15 8.63 8.11 9.16 g.17 $.05 8.01 9.11 9.05 8,35 828 £35 1,22 - -
A2 6,18 6.21 6.19 6.24 6.43 6.21 6.19 6.02 385 >4 = = =
A3 0,32 711 8.19 5.09 905 .07 8.05 9.07 9.01 843 8.10 8,02 - - - -
Ad 6,07 6.08 6.03 6.03 603 6.05 6,12 6.16

L+
L
-l |2
.
(=]
=
i
'
i

AS 6,27 6.29 6,19 6.23 621 622 6.15 6,03 5,67 4.67 - - -
Al+ | 6.33 8.23 8.38 843 852 848 8.41 847 £.23 £.20 8.29 1.93 7.49 ] = -
A2+ | 6,10 6.15 6,15 6.21 6.19 6.17 1.32 818 8,23 825 220 8.55 888 8,10 8.00 -
A3+ | 6.02 6.08 6,20 8.65 9.15 9.19 2.11 8.88 840 g.17 6.97 z s ] = -
A4+ | 6.10 6.11 6,10 6.05 6.07 6.12 6.07 5.89 580 547 - - -
AS+ | 6.18 6.18 6.41 6.48 6.56 7.31 843 827 8,24 8.24 885 837 8,03 622 = -
Kl 6,05 3.08 8.20 873 8.55 8596 854 895 9.03 8,50 882 820 7.34 - - -
K2 6,53 8.02 8.56 895 9.01 9.05 5.06 9.12 5.01 897 887 8.75 838 8,07 - -
K3 6,43 1.47 162 3,49 .65 873 8.79 8.93 899 8,50 892 8,90 8,62 858 B.56 7.95
K4 6,34 8.11 8.53 249 9.05 9.09 5.08 8.99 8,73 8.73 486 842 8,69 812 6,49 -
K5 6.41 .27 197 822 3,60 8.73 8.99 9.01 9.06 S.08 897 897 8,82 1.62 7.82 -

Kl+ | 639 7.73 8.21 888 888 8.82 8 88 8.95 5.01 5.03 8.70 820 8,20 152 - -

K2+ | 6.36 1.73 8.06 9.01 9.06 9.06 2.05 8.73 1.69 B.55 8.05 8.01 < z E -

K3+ | 638 6.75 122 827 8.65 861 8,66 8,70 8.65 8,62 8,69 841 8,29 182 7.05 -
K4+ | 641 137 8.27 8.37 8.73 8135 212 215 909 8.95 887 3.32 8.25 = —
K5+ | 639 8.08 8,29 840 855 850 899 899 899 £.99 8.85 8.35 7.590 R - -
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Tabulka 5: Pokracovani

0 1 2 3 4 < 6 7 s 0 10 11 12 13 14 15
[den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den] | [den]
Gl | 653 | 703 | 741 | 790 | 801 | 801 | 774 | 7.65 . . - . . .
G2 | 647 | 718 | 746 | .71 | 7.76 | 748 | 665 . . - . . :
G3s | 607 | 740 | so0 | 808 | 811 | 782 | 695 - - - . - -
Gé | 599 | 703 | 718 | 785 | 815 | 785 | 7.10 . - - . . .
G5 | 632 | 741 | 754 | 879 | 882 | 885 | 6.19 « - - . . .
Giv | 644 | 714 | 720 | 760 | 773 | 747 | 643 . ’ . " . .
Ga+ | 633 | 728 | 813 | 830 | 843 | 750 | 655 " ’ . . ‘ :
G3+ | 626 | 712 | 730 | 767 | 806 | 789 | 7.42 . ’ . . . .
Gd+ | 629 | 728 | 734 | 793 | 811 | 7.73 | 655 ‘ ’ . . ‘ .
G5+ | 638 | 649 | 738 | 795 | 844 | 812 | 715 . ’ . . . .
GN1 | 644 | 743 | 817 | 854 | 876 | 867 | 834 | 7.70 ‘ ’ . . . .
GN2 | 635 | 740 | 814 | 820 | 833 | 867 | 895 | 832 | 692 ’ . . . .
Ens | 638 | 760 | 783 | 788 | 835 | 837 | 836 | 835 | 7.2 ’ . . ‘ :
GN4 | 637 | 744 | 773 | 776 | 785 | 838 | 820 | 783 | 765 ’ . . . .
GNs | 640 | 759 | 782 | 805 | 828 | 882 | 848 | 727 " ’ . . " .
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Piiloha 7: Ristové kiivky kvasinek
Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostiedi A
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Graf 1: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostiedi A)
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Graf 2: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 2, prostredi A)
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Graf 3: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 3, prostredi A)
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Graf 4: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 4, prostredi A)
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Graf 5: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostredi A)
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Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostiedi A+
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Graf 8: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 3, prostredi A+)
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Graf 6: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostiedi A+)
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Graf 7: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 2, prostredi A+)
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Graf 9: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 4, prostredi A+)
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Graf 10: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 5, prostredi A+)
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Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostiedi K
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Graf 11: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostredi K)
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Graf 12: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 2, prostredi K)
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Graf 13: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 3, prostiedi K)
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Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostiedi K+
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Graf 16: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostredi K+)
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Graf 17: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 2, prostredi K+)
K3+
14 ~ - 10
12 - —— —e—%
‘)‘—5\\ - 8
10 - —_
6 T
8 .
a ——O0D E
© )
6 - —>—log 7b - 4 o8
4 | —
-2
2 .
0 T T T T T T T T T T T T T T O
0 1 2 3 4 5 6 7 den® 9 10 11 12 13 14 15

Graf 18: Zavislost optické hustoty a logaritmu zZivych bunék na case
(kvasinka 3, prostredi K+)
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Graf 19: Zavislost optické hustoty a logaritmu zZivych bunék na case
(kvasinka 4, prostredi K+)
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Graf 20: Zavislost optické hustoty a logaritmu zZivych bunék na case
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Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostiedi G
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Graf 21: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostredi G)
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Graf 22: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 2, prostredi G)
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Graf 23: Zavislost optické hustoty a logaritmu zivych bunék na case

(kvasinka 3, prostredi G)
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Graf 24: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 4, prostredi G)
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Graf 25: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 5, prostredi G)
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Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostredi G+
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Graf 26: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostiedi G+)
G2+
14 - - 10
12 .
10
a 8 6
o) 6 == 0D »
4 —>—log 7b
) -2
0 T T T T T T T T O
7 8 9 10 11 12 13 14 15
den
Graf 27: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 2, prostiedi G+)
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Graf 28: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 3, prostiedi G+)
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Graf 29: Zavislost optické hustoty a logaritmu zivych bunék na case
(kvasinka 4, prostredi G+)
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Graf 30: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 5, prostredi G+)
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Riistové krivky kvasinek 1 — 5 v prostiedi GN
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Graf 31: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 1, prostredi GN)
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Graf 32: Zavislost optické hustoty a logaritmu zZivych bunék na case
(kvasinka 2, prostredi GN)
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Graf 33: Zavislost optické hustoty a logaritmu zZivych bunék na case
(kvasinka 3, prostredi GN)
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Graf 34: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 4, prostredi GN)
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Graf 35: Zavislost optické hustoty a logaritmu Zivych bunék na case
(kvasinka 5, prostredi GN)
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Piiloha 8: Namérené hodnoty pri sledovani osmotolerance
Tabulka 6: Nameérené hodnoty optické hustoty v prithehu sledovani osmotolerance

Sea 1 2 3 4 S 6 7 8 9 |10 | 11 |12 |13 (14 (15 | 16 | 18 | 20
vzorek

0-1 0.3111,77]|2.75|3,95|4,56|5,63|5,76|5.96|6,21|6,26| 6,45(6.50|6,66|6,70| 6.80| 6.82|6.84| 6.84
0-2 0.34|10480,49/0,62|/0,84|1,590|2,11|2.50|3,25|3,54| 4,23(4,48|4,67|5,10|5,22|543|5.60| 5.60
0-3 0.8012.2213,20/4,34|4.63|4,83|5,53|5.65|5.91|6,14|6.26(/6,38|6,45|6,58|6,.70/6.72|6.75| 6.80
0-4 0,26|10,36|0,61|1,41|2,24|3,20|4,28/4.83|5,18|5,50| 5,77(5.97|6,07|6,26| 6.29|6.32|6.32| 6.32
0-5 0,2210,31]1,14/2,62(3,21|4,16/4,31|4,75|5,13|5,20| 5.44(5,49|5,56|5,58| 5,58| 5,58 5,58| 5.58
0+1 0,1210,41]2.49|4,98(6.35|7.15|7.68|7.98| 8.43|8,51| 8.54(8.63|8.85|8,93|8,05/9.34|9.40| 9.40
0+2 0,32|10,59|2.5214,00|5,16|5,32|5,69|6.25|6,75|7,00| 7.21(7.36| 7.48 | 7,82| 7.90| 7.90| 7.20| 7.90
0+3 0.5010,52]12.18/4.25|/541|6,47|6.71|7.48|7.86|7,97| 8§,00(8,12]|8,19|8,21| 8,21|8.,26|8.,31| §.31
0O+4 0.30|10,49|2,12|3.80(4,71|542|5.49|6.34|6.40|6.63|6.77(6.80| 7.02|7,10| 7.34|7.34|7.34| 7.34
O+35 0,261036]0.90{1,79|3,33|1492]6.41|7.35|7.92[8,32|8,37(8.37|8.,40|8,42/8,42|/8.42/8.42| §.42
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Priloha 9: Naméiené hodnoty pri sledovani tolerance k alkoholu
Tabulka 7: Namérené hodnoty optické hustoty v pritbehu sledovani tolerance k alkoholu

dem | 1| 2|34 5| 6| 7|8 |9 10|11 |12 13|14 15]16] 18] 20
kvasinka 1 % ethanolu
1 |0,567.02]7,80[8,10] 8,27 | 9,40 | 9,90 [ 9,90 | 9,90 | 10,00| 10,00 | 10,00 10,20]10,20]10,20] 10,20 10,20 10,20
2 |0,47[7.30]7,30[7.60] 7,80 | 8,15 9,10 ] 9,50 | 9,80 | 10,50| 10,50 [ 10,80 10,90]10,90]10,90| 10,90 10,90 10,90
3 10,57|8,06]9,40/9,80] 10,30[10,30] 10,90| 11,10] 11,10{ 11,10 11,10 11,40 11,40|11,40|11,40] 11,40 11,40] 11,40
4 |0,67]6.,64]7,87/7.90] 8,50 | 9,60 |10,20[10,20{10,20]10,30[10,30 [ 10,60 11,10]11,10] 11,10 11,10]11,10] 11,10
5 0,91]6.80]8,15[8.70] 9,20 | 9,20 | 9,20 | 9.40 | 9,60 | 10,20/ 10,20 |10.50]10,50|10,50|10,50] 10,50 10,50 10,50
kvasinka 4 % ethanolu
1 |0,50[6.86|8,30[8,60] 8,60 | 8,90 | 9,10 9,10 [ 9,20 | 9,40 | 9,50 | 9,80 | 9,90 |10,10]10,10] 10,10]10,10] 10,10
2 |0,60[4,60|7,41]7.58] 8,06 | 8,80 | 9,20 | 9,60 | 9,80 | 9,80 | 10,20 | 10,50|10,50|10,50| 10,50 10,50 10,50 10,50
3 |0,61]6,08/7.77/8,30[ 8,70 [ 8,90 | 8,90 | 9,10 | 9,10 9,10 9,50 | 9,80 | 9,80 | 10,10]10,10]10,10]10,10]10,10
4 |0,35]6,50|7,557.70] 8,70 | 9,20 | 9,30 [ 9,30 [ 9,50 | 9,50 | 9,90 | 9,90 |10,30]10,50]10,50] 10,50 10,50 10,50
5 |0,58]6.65/8,26/8.80] 8,80 | 9,00 9,20 9,20 9,50 | 9,70 | 9,90 | 9,90 |10,20]10,30]10,30] 10,30]10,30] 10,30
kvasinka 8 % ethanolu
1 0,27]3,68]5,72[6,96] 7,36 | 8,20 | 8,35 | 8,50 [ 855 | 862 | 869 | 8,75 | 8,88 | 8,88 | 8,90 | 9,20 [ 9,20 | 9,20
2 |0,23[4.30]5,39[5.80] 6,54 | 7.77 | 8,20 | 8,40 | 8,60 | 8,85 | 8,90 | 8,90 | 8,90 | 8,90 | 8,90 | 8,90 [ 8,90 | 9,10
3 ]022|4,186,17/6,80] 7.30 | 7.81 | 7,91 | 8,02 | 8,20 8,40 | 8,56 | 8,70 | 8,70 | 8,80 | 8,80 | 8,80 | 8,80 | 8,80
4 |0,25[1,34]4,90[6,90] 7,81 | 8,40 | 8,50 | 8,61 | 8,75 | 8,80 | 8,80 | 8,80 | 8,80 | 8,80 | 8,80 | 8,80 [ 8,80 | 9,20
5 0,335,13]6,98(7.41] 7,81 | 8,15 | 8,20 [ 8,20 [ 8,20 | 8,25 | 8,40 | 8,50 | 8,90 | 8,90 | 8,90 | 8,90 [ 8,90 | 8,90
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Tabulka 7: Pokracovani

kvasinka 12 % ethanolu
1 0,22]1.62(3.,39|4.46| 5.31 | 6,09 | 6,24 | 6,35 | 7.18 | 7.30 | 7.45 | 7.53 | 7.80 | 7.95 | 7.95 | 7.95 | 7.95 | 7.95
2 0.31{041(0.46|1.54| 3,40 | 433 | 4,80 | 4.85 | 4,87 | 4,93 | 5,15 | 5,36 | 544 | 544 | 544 | 544 | 544 | 6.30
3 0.20(0.96|2.65|5,20| 5,73 | 5,90 | 6,05 | 6,11 | 6,27 | 6,36 | 6.47 | 6,52 | 6,76 | 6,88 | 6,88 | 6,88 | 6,88 | 7.00
4 0.2210.,78( 1,18 1.,90| 3.29 | 3,84 | 3,86 | 4.14 | 422 | 4,26 | 4.54 | 4,66 | 4,90 | 5,08 | 5,12 | 5.53 | 6.07 | 6.07
5 0.531.65(4.05|4.55| 5,71 | 5,90 | 6,12 | 6.25 | 6,36 | 6,36 | 6.40 | 6,43 | 6,43 | 6,43 | 6,43 | 6,43 | 6,43 | 6,43
kvasinka 16 % ethanolu
1 0.15(0,37(0.43|0.45| 047 | 048 | 0,48 | 0.51 | 0,51 [ 0,51 | 0.52 | 0.58 | 0,58 | 0.74 | 0,74 | 0,94 | 1,15 | 2,90
2 0.26(0.30{0,32|0,33{ 0,34 | 035 0,35 0,35 035035035 | 035|040 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40
3 0.58(0.65(0.67|0,70{ 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0,70 { 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0.70 | 0,70 | 0,70
4 0,12(0,29(0,30{0,30{ 0,30 | 0,38 | 0,38 | 0,38 | 038 0,38 | 0,38 | 0,38 | 0,38 | 0,38 | 0,38 | 0.38 | 0.38 | 0.38
5 0.63{0,92(1.15|1.54| 2.23 | 447 | 4,82 | 4.90 | 545 | 5,50 | 5.50 | 5,50 | 5,50 | 5,50 | 5.50 | 5.50 | 5,50 | 5.50
kvasinka 18 % ethanolu
1 0.18(0,23(0.25(0.27| 030|035 0,35|1 0,351 035035035035 035|035(0,35| 035035035
2 0.22(0,32(0,33|0,33{ 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0.40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40 | 0,40
3 0.30{0,36/0.37|0.45| 0.50 | 0,51 | 0,51 | 0.54 | 0,54 | 0,54 | 0.54 | 0.54 | 0,54 | 0.54 | 0,54 | 0.54 | 0,54 | 0,54
+ 0.20{0,20{0,20{0,20{ 0,35 | 035 (0,351 0,35 | 035035035 | 03510351035 (0,35| 035035035
5 0.40{0,42(0,42|0,42| 0,43 | 0,60 | 0,60 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0,96 | 0.96 | 0,96 | 0.96 | 0,96 | 0.96 | 0.96 | 0.96
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Piiloha 10: Hodnoty naméfené v prubéhu sledovani fermentace
Tabulka 8: Hmotnosti média v priibéhu fermentace

hmotnost

gl

Den

Most

6

10

11

25

Al

208,53

208,23

207,64

202,91

197,90

193,17

188,97

185,08

181,76

178,72

176,08

172,77

169,03

A2

205,95

205,80

205,45

202,26

197,73

192,62

188,34

183,89

180,04

176,48

173,84

171,48

167,31

A3

205,84

205,64

204,94

200,77

195,50

190,79

186,25

182,26

178,87

175,74

173,15

170,92

166,41

A4

205,95

205,69

205,27

202,13

197,10

191,81

186,97

182,57

178,82

175,58

173,03

170,91

166,67

AS

204,58

204,53

204,31

200,97

196,72

192,51

187,87

183,70

180,09

176,61

173,59

171,16

166,81

Al+

208,54

208,50

207,77

203,26

199,45

194,58

190,51

186,91

183,89

182,10

179,56

177,28

172,93

A2+

206,27

206,00

205,59

202,06

197,03

191,97

187,07

182,73

179,24

177,42

175,19

173,23

169,07

A3+

204,96

204,45

203,31

198,68

194,42

189,39

184,76

180,46

177,02

174,93

172,51

170,36

164,57

A4+

205,90

205,58

201,24

204,60

196,05

189,71

184,28

180,10

176,93

175,29

173,19

171,12

165,65

A5+

206,09

206,07

204,79

203,17

198,29

193,11

188,32

184,36

181,28

179,13

176,60

174,21

170,23

K1

198,92

198,43

197,74

193,72

189,24

185,02

181,55

178,34

175,64

173,07

170,71

168,75

164,84

K2

203,21

202,87

202,14

197,75

192,36

187,88

184,38

181,08

178,18

175,61

173,58

171,68

167,41

K3

204,50

203,99

203,15

198,71

194,12

190,09

186,52

183,34

180,53

177,73

175,44

173,34

168,76

K4

205,21

204,91

204,24

200,09

194,97

190,32

186,45

182,96

180,10

177,57

175,49

173,45

169,13

KS

205,04

204,28

203,53

199,54

195,08

191,09

187,50

184,26

181,50

178,85

176,41

174,26

169,94

K1+

198,27

197,66

196,79

192,25

188,30

184,21

180,76

177,69

175,01

173,41

171,33

169,15

164,69

K2+

202,96

202,83

201,98

197,89

193,74

189,45

185,42

182,14

179,75

178,58

176,66

174,82

171,70

K3+

198,72

198,41

197,68

193,79

190,28

186,60

183,22

180,08

177,46

175,76

173,50

171,45

167,88

K4+

205,67

205,10

204,32

199,75

196,33

190,70

186,84

183,54

180,99

179,67

177,67

175,82

171,45

K5+

201,70

201,25

200,53

196,61

193,35

189,44

185,84

182,68

179,96

178,19

175,88

173,63

169,48
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Piiloha 11: Grafické znazornéni hmotnosti médii v pribéhu fermentace
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Graf 36: Hmotnost média v jednotlivych dnech — prostredi A+
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Graf 37: Hmotnost média v jednotlivych dnech — prostiedi K
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Graf 38: Hmotnost média v jednotlivych dnech — prostredi K+
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Piiloha 12: Vysledky sledovani prubéhu fermentace

Tabulka 9: Zména hmotnosti média v priibehu fermentace

dt ol 1| 1| 1] 1] 1] 1] 1] 1] 1| 1] 1] 14[3dm
prostiedi dm/dt [g]
Al 0[031]0,594,73]5,01]4,73]4,20[3,89]3,32]3,04]2,64]2,31]0,34] 35,1
A2 0]0,15]0,34/3,20[4,53]5,11]4,28]4,45]3,85]3,56]2,64|2,36]0,30] 34,8
A3 0]0,20]0,7014,17]527]4,71|4,54]3,99]3,39]3,13]2,59|2,23|0,32| 35,2
A4 0]0,26]0,42]3,14]5,03]5,29]4,84]4,45]3,703,24]2,55|2,12]0,30] 35,3
A5 0]0,05]0,21]3,35]4,25]4,214,64]4,12]3,66]3,48(3,02]2,43]0,32] 33,7
Al+ 0]0,04]0,73]4,51]4,81]4,87/4,07]3,60|3,02/2,79]2,54|2,28]0,31] 33,6
A2+ 0]0,27]0,41]3,53]5,53]5,56/4,90]4,34|3,49]2,82]2,23|1,96] 0,30 35,3
A3+ 00,51]1,14]4,63]5265,034,63]4,30|3,44]3,09]2.42|2,15]0,41] 37,0
Ad+ 0]0,32]0,66]3,68]5,19]6,34]5,43]4,18]3,17|2,64]2,10]2,07]0,39| 36,2
A5+ 0]0,02]0,28/3,60(4,90]5,18]4,79]3,96|3,08]3,15]2,53|2,19]0,30| 34,0
K1 0]049]0,69/4,02]448]4,22]3.47[321]2,70]2,57]2,36|1,96]0,28] 30,4
K2 0]0,34]0,7314,39]5,39]4,48]3,50(3,30]2,90]2,57(2,03| 1,90 0,30| 31,8
K3 0]0,51]0,84]4,44]4,59]4,03]3,57]3,18]2,81]2,80(2,29|2,100,33] 31,5
K4 0/030]0,67/4,15]5,12]4,653,87]3,49|2,86]2,53]2,08|2,04]031] 32,1
K5 0]0,46/0,75/3,99]4,46(3,99]3,59]3.24]2,76| 2,65 2,44|2,15]0,31] 30,8
K1+ 0]0,61]0,87]4,54]4,95]4,003.45]3,07]2,68]2,60(2,08|2,18]0,32] 31,4
K2+ 0]0,13]0,85/4,09]5,15]4,294,03]3,28]2,39]2,27]1,92| 1,84] 0,22 30,5
K3+ 0/031]0,7313,80]4,513,68]3,38]3,14|2,62]2,70]2,26| 2,05 0,26 | 29,5
Kd+ 0]0,57]0,7814,57]4.425,633.86]3,30]2,55|2,32]2,00]1,85]0,31] 32,2
K5+ 0]045]0,72]3,92]4,26]3,91]3,60[3,16]2,72]2,77]2,31|2,25]0,30] 30,4
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Piiloha 13: Naméiené hodnoty a vysledky stanoveni redukujicich sacharida

Tabulka 10: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v priibehu

fermentace (prostiedi A, kvasinka 1)

Prostiedi Al
den|A; [A; |As e lgI']|ca [g1"]|cs [g1"]]| Fedéni|c [g1"]
0]0,648(0,652|0,615| 185,480 | 186,608 | 176,172| 5000|182,753 + 5,292
110,412/0,404|0,442|118,915| 116,658 | 127,376| 5000]|120,983 + 5,221
310,32710,317/0,299| 94,940 92,119| 87,042 5000| 91,367 + 3,698
510,312/0,302]0,326| 72,567| 70,311 | 75,7726| 4000| 72,868 +2,513
710,647(0,648|0,647| 37,040 37,096| 37,040| 1000| 37,058 0,030
910,637/0,633]0,639| 18,238| 18,125| 18,294| 500| 18,219 + 0,080
11]0,333]0,335/0,332| 9,663 9,720 9,635 500 9,673 £0,040
25(0,52210,525/0,522| 2,999 3,016 2,999 100| 3,004 + 0,009
Tabulka 11: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbéhu
fermentace (prostiedi A, kvasinka 2)
Prostiredi A2
den|A; |A; |As e lgl'l] e [g1"]]cs [g]"]] Fedéni|c [g1"]
010,648 0,652]0,615|185,480| 186,608 | 176,172| 5000| 182,753 + 5,292
1/0,600]0,595]0,578 | 171,941 | 170,531 165,736| 5000 | 169,403 + 3,005
310,39910,432(0,428 | 115,248 | 124,556 | 123,428 | 5000 | 121,077 + 4,693
510,364]0,356|0,367| 84,301| 82,496| 84,978| 4000| 83,925+ 1,185
710,668 10,67210,675| 38,224| 38,450| 38,619| 1000| 38,431 +0,186
910,58410,589(0,582| 16,743 16,884| 16,686 500| 16,771 + 0,094
11[0,215[0,218|0,216| 6,335 6,420 6,363 500| 6,372 +0,040
2510,505]0,504 /0,508 | 2,903 2,897 2,920 100| 2,907 +0,011
Tabulka 12: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbehu
fermentace (prostredi A, kvasinka 3)
Prostiredi A3
den|A; [A; |A; o lgI'l|ca [g1"]|cs [g1"]] Fedéni|c [g.1"]
0]0,648|0,652]0,615| 185,480 | 186,608 | 176,172 5000|182,753 £+ 5,292
1/0,57910,597]0,585|166,018 | 171,095| 167,710 5000 | 168,274 + 2,388
310,371]0,383]0,385|107,350| 110,735| 111,299| 5000]109,795 + 1,973
510,2800,28210,289| 65,347| 65,798| 67,377 4000| 66,174 £+ 0,985
710,59910,609|0,611| 34,332 34,896| 35,009| 1000| 34,745+ 0,335
910,53910,54110,544| 15,474| 15,530| 15,615 500| 15,539 + 0,066
11]0,275]0,276 0,274 | 8,027 8,056 7,999 500| 8,027 +0,026
2510,485]0,485(0,486| 2,790 2,790 2,796 100 2,792 + 0,003
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Tabulka 13: Namerené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v priibéhu

fermentace (prostiedi A, kvasinka 4)

Prostiredi A4

den|A; [A; |As e [gI']|ca [g1"]|cs [g1"]] Fedéni|c [g1"]
0]0,648(0,652|0,615|185,480| 186,608 | 176,172| 5000|182,753 + 5,292
1]0,47810,488 0,501 | 137,530| 140,351 | 144,018 | 5000 140,633 + 3,005
310,382(0,375/0,369| 110,453 | 108,479 | 106,786| 5000|108,572 + 1,696
510,29310,285(0,289| 68,280| 66,475| 67,377| 4000| 67,377 + 0,834
710,526(0,5160,513| 30,214| 29,650| 29,480| 1000| 29,781 + 0,355
9/0,618(0,615/0,609| 17,702| 17.617| 17,448 500| 17,590+ 0,119
11]0,210[0,215/0,229| 6,194 6335| 6,730| 500| 6,420+ 0,257
2510,5060,501|0,508| 2,909 2,880| 2,920 100| 2,903 +0,019

Tabulka 14: Nameérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidit v priibehu

fermentace (prostredi A, kvasinka 5)

Prostiedi A5

den|A; |A; |As e lgl'l]e [g1"]|cs [gI"] | Fedéni|c [gI]
0]0,648(0,6520,615|185,480| 186,608 | 176,172 | 5000 |182,753 + 5,292
1]0,468|0,457 0,449 | 134,710 | 131,607 | 129,351 | 5000 | 131,889 + 2,486
310,401 (0,409 |0,412|115,812| 118,069 | 118,915 | 5000 |117,598 + 1,482
510,365/0,379]0,372 | 84,526 | 87,685 | 86,106 | 4000 | 86,106 + 1,459
710,738(0,748 10,750 | 42,173 | 42,737 | 42,850 | 1000 | 42,587 + 0,335
910,945(0,94310,949| 26,925 | 26,869 | 27,038 | 500 | 26,944 + 0,080
11]0,398/0,395(0,396| 11,497 | 11,412 | 11,440 | 500 | 11,450+ 0,040
2510,495|0,491|0,496| 2,847 | 2,824 | 2,852 | 100 | 2.841+0,014

Tabulka 15: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbehu
fermentace (prostredi A+, kvasinka 1)

Prostiredi A1+

den |A;  |A; |As e [g1']]e2 [g1"]]es [g1"]]|Fedéni|c [g1"]
0]0,656(0,648|0,679 | 187,736 185,480 | 194,224 | 5000 | 189,146 + 4,194
110,496]0,513 0,518 142,607 | 147,402 | 148,813 | 5000 |146,274 + 3,005
310,319]0,314/0,325| 92,683| 91,273| 94,376 5000| 92,777 + 1,435
510,248(0,236|0,240| 58,126 55,418| 56,321| 4000| 56,622+ 1,274
710,449 (0,446|0,442| 25870| 25,701| 25475| 1000| 25,682+ 0,183
900,446 (0,445]0,449| 12,850 12,822| 12,935| 500| 12,869+ 0,054
11]0,289|0,284|0,287| 8422 8281| 8366 500| 8,356+0,066
25(0,49210,490(0,495| 2,830 2,818| 2,847| 100| 2,831+0,013
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Tabulka 16: Namerené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v priibéhu
fermentace (prostiedi A+, kvasinka 2)
Prostredi A2+

den|A; [A; |As ¢ [g1']]cs [g1"]]cs [g1"] | Fedéni|c [g1]

0,656 0,648 0,679 | 187,736| 185,480| 194,224| 5000 | 189,146 + 4,194
0,469/0,459/0,465| 134,992| 132,171 | 133,864| 5000|133,676 + 1,312
0,262/0,270/0,267| 76,606 78,863| 78,017| 5000| 77,829 + 1,053
0,25910,25310,255| 60,608 | 59,254| 59,706| 4000| 59,856 + 0,637
0,25310,256/0,250| 14,814| 14,983| 14,644| 1000| 14,814+ 0,156
0,23210,235/0,230 6,814 6,899 6,758 500| 6,824+ 0,066
0,836|0,8320,831 4,770 4,748 4,742 100 4,753+0,014
2510,506|0,508 0,511 2,909 2,920 2,937 100 2,922+0,013

— (O ([J | |W|—= O

Tabulka 17: Nameérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidit v priibehu
fermentace (prostredi A+, kvasinka 3)
Prostiredi A3+

den|A; [A; |As ¢ [g1'] s [g1"]]cs [g1"]|Fedéni|c [g1"]

0,656 0,648 0,679 | 187,736| 185,480| 194,224 | 5000 |189,146 + 4,194
0,620/0,6130,609| 177,582 | 175,608 | 174,480| 5000 |175,890 + 1,451
0,37810,382/0,375| 109,325| 110,453 | 108,479| 5000|109,419 + 0,920
0,32010,3290,325| 74,372 76,403| 75,501| 4000| 75,425+ 0,940
0,42010,426|0,429| 24,234 24,573| 24,742| 1000| 24,512 + 0,239
0,314/0,318 0,311 9,127 9,240 9,043 500 9,137 +£0,092
0,6200,628 0,622 3,552 3,597 3,563 100 3,570 +0,022
2510,498 10,500 | 0,495 2,863 2,875 2,847 100 2,862+0,013

— O (A [N |W|—|O

Tabulka 18: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbehu
fermentace (prostiedi A+, kvasinka 4)
Prostiedi A4+

den|A; |A; |As e [g1']]¢x [g1']]¢s [g1"]]|Fedéni|c [g1"]

0,656 0,648 0,679 | 187,736 | 185,480 | 194,224 | 5000| 189,146 + 4,194
0,531]0,525/0,524 | 152,479 | 150,787 | 150,505| 5000|151,257 + 0,987
0,421]0,42910,426| 121,453 | 123,710| 122,863 | 5000]122,675 + 1,053
0,92210,92410,925| 52,553 52,665| 52,722| 1000| 52,647 + 0,080
0,271]0,27410,275| 15,829| 15,998| 16,055| 1000| 15,961 + 0,108
0,216]0,218 /0,217 6,363 6,420 6,391 500| 6,391 +0,026
0,682 10,684 | 0,682 3,901 3,913 3,901 100| 3,905 + 0,006
2510,54310,543 0,541 3,117 3,117 3,106 100| 3,114 +0,006

— O [ | |[W|—= O
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Tabulka 19: Namerené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbéhu
fermentace (prostredi A+, kvasinka 5)

Prostredi A5+

den|A; (A A e [g)'] e [g1"]]cs [g)"] ]| Fedéni|c [g.1"]
0]0,656 (0,648 0,679 | 187,736 | 185,480| 194,224 | 5000 | 189,146 + 4,194
1]0,587]0,593]0,599 | 168,274| 169,967 | 171,659| 5000 | 169,967 + 1,564
310,470(0,476 0,479 | 135,274 136,966| 137,812| 5000 | 136,684 + 1,194
5(0,411[0,415(0,417| 94,906| 95,809 96,260| 4000| 95,658 + 0,640
710,585(0,589(0,582| 33,542| 33,768| 33,373| 1000| 33,561 + 0,183
910,645 (0,648 0,650| 18,463| 18,548| 18,604| 500| 18,539 + 0,066
11/0,310/0,280/0,290| 9.014| 8,168 8,450 500| 8,544 +0,398
25/0,511]/0,513/0,515| 2.937| 2,948 2,959| 100| 2,948+0,010

Tabulka 20: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbehu
fermentace (prostredi K, kvasinka 1)

Prostredi K1

den |A;  |A; |As e [g1']]ex [g1"]]cs [g1"]]|Fedéni|c [g1"]
0]0,532]0,549 0,526 | 152,761 | 157,556 151,069| 5000 | 153,796 + 3,109
110,4280,416 (0,420 | 123,428 | 120,043 | 121,171| 5000 | 121,547 + 1,592
310,216(0,219/0211| 63,632| 64.478| 62,222| 5000| 63,444 + 1,053
510,528]0,535/0,538 | 30,327| 30,722| 30,891| 1000| 30,646 + 0,267
710,305]0,308|0,299| 17,747| 17.916| 17,409| 1000| 17,691 + 0,238
910,442(0,4490,445| 12,738| 12,935| 12,822| 500| 12,832 +0,092
11]0,71810,722]0,719| 4,104| 4,127| 4,110| 100| 4,114+0,011
2510,439]0,444|0,440| 2,530 2,559| 2,536| 100| 2,542+0,014

Tabulka 21: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidit v priibehu

fermentace (prostredi K, kvasinka 2)

Prostiedi K2

den|A; [A; |As ¢ [gI']]ex [g1"]]es [g1"]] Fedéni|c [g.1"]
0]0,532]0,549|0,526 | 152,761 | 157,556 | 151,069 5000 | 153,796 + 3,109
1/0,375/0,371/0,380| 108,479 | 107,350| 109,889 | 5000 (108,573 + 1,175
310,209(0,205|0,207| 61,657 60,529| 61,093| 5000 61,093 + 0,521
5]0,662(0,669|0,660| 37.886| 38,281| 37.773| 1000| 37,980+ 0,246
710,229(0,226|0,230| 13,460 13,291| 13,516| 1000| 13,422+ 0,108
9]0,67210,689|0,675| 3.,845| 3,941| 3.862| 100| 3,883+ 0,047
11]0,501[0,505|0,506| 2,880 2,903| 2,909| 100| 2,897+0,014
25(0,45210,454|0,457| 2,604| 2,615 2,632| 100| 2,617+0,013
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Tabulka 21: Namerené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v priibéhu

fermentace (prostiedi K, kvasinka 3)

Prostiedi K3

den|A; [A; |As ¢ [g1']]cs [g1"]]cs [g1"] | Fedéni|c [g1]
0]0,532(0,549|0,526 | 152,761| 157,556| 151,069 | 5000 |153.796 + 3,109
110,418]0,42210,425| 120,607 | 121,735 | 122,581 | 5000 |121,641 + 0,915
310,289(0,292|0,285| 84,222| 85,068| 83,094| 5000| 84,128+ 0,159
510,505(0,507|0,501 | 29,029| 29,142| 28,804| 1000| 28,992+ 0,104
710,308(0,304|0,306| 17,916 17,691| 17,804| 1000| 17.803 + 0,066
910,373(0,370|0,375| 10,791 10,707| 10,848| 500| 10,782+ 0,011
11]0,662(0,661|0,665| 3,789 3,783| 3,806| 100| 3,792+ 0,008
25(0,45610,455(0,458| 2,627 2,621| 2,638 100| 2,628+0,013

Tabulka 22: Nameérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidu v priibehu

fermentace (prostredi K, kvasinka 4)

Prostiredi K4

den|A; [A; |As ¢ [g1"]]cs [g1"]]cs [g1"] | Fedéni|c [g1"]
0]0,532(0,549|0,526 | 152,761| 157,556| 151,069 | 5000 |153,796 + 3,109
1/0,43210,430|0,425| 124,556 | 123,992 122,581 | 5000 |123,710 + 0,940
310,361]0,358/0,355| 104,530 | 103,684 | 102,837| 5000]|103,684 + 0,782
5|0,781(0,727|0,729| 44,599| 41,553| 41,665| 1000| 42,605 + 1,596
710,192(0,189|0,185| 11,373 11,203| 10,978| 1000| 11,184+ 0,183
910,623(0,629|0,625| 3,569| 3,602 3,580 100| 3.584+0,016
11]0,368(0,370|0,366| 2,131 2,141| 2,119 100| 2,130+ 0,010
25(0,42410,423(0,421| 2,446| 2,440 2429| 100| 2,438+0,008

Tabulka 23: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbehu
fermentace (prostredi K, kvasinka5)

Prostiredi K5

den | A, A, Aj ¢ [gd-1]|c, [gd-1] |c3 [g.]-1]|Fedéni |c [g.l'l]
0(0,53210,549(0,526| 152,761 | 157,556| 151,069 | 5000 |153,796 + 3,109
1]0,502{0,496|0,506| 144,300 142,607 | 145,428 | 5000|144,112+ 1,312
310,418(0,412(0,415| 120,607 | 118,915| 119,761| 5000|119,761 + 0,782
510,62410,620|0,626 | 35,742| 35,516| 35,855| 1000| 35,704 + 0,160
710,35210,348| 0,35 20,398| 20,173| 20,285| 1000| 20,285+ 0,104
910,382(0,383|0,380| 11,045 11,074 10,989 500| 11,036+ 0,040
11(0,139(0,1390,140 4,191 4,191 4,220 500 4,201 +0,015
2510,41910,421(0,422 2,418 2,429 2,435 100| 2,427 +0,008
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Tabulka 24: Namerené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v priibéhu
fermentace (prostredi K+, kvasinka 1)

Prostiedi K1+

den|A; [A; |As ¢ [g)1]]c; [g)-1]]|c;3 [g)-1]]|Fedéni|c [g.I"]
0[0,516]0,535|0,528 | 148,248| 153,607 | 151,633| 5000 |151,630 + 2,504
1]0,486|0,495/0,492| 139,787| 142,325| 141,479| 5000 |141,197 + 1,194
310,321]0,326/0,319| 93,248| 94,658| 92,684| 5000| 93,530 + 0,940
510,801[0,798|0,806| 45,727| 45558| 46,009| 1000| 45,764+ 0,210
710,26210,2580,254| 15321| 15,096| 14,870| 1000| 15,096+ 0,208
9(0,240|0,242/0,238|  7,040| 7,0967| 6,984 500| 7,040+ 0,052
11]0,594|0,594|0,596| 3,405| 3.405| 3,416| 100| 3,409 +0,006
2510,412]0,4100413| 2,378 2367| 2,384 100| 2,376+0,008

Tabulka 25: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidit v priibehu
fermentace (prostredi K+, kvasinka 2)

Prostiedi K2+

den|A; [A; |As ¢ [gI']]ex [g1"]]es [g1"]] Fedéni|c [g1"]
0]0,516(0,535|0,528 | 148,248 | 153,607 | 151,633 | 5000 | 151,630 + 2,504
1/0,456]0,446 0,452 | 131,325 | 128,505| 130,197| 5000 |130,009 + 1,312
310,356 (0,351(0,350| 103,120 101,709 | 101,427 | 5000 | 102,085 + 0,838
510,927(0,92810,930| 52,835| 52,891| 53,004| 1000| 52,910+ 0,080
710,17810,172]0,175| 10,583 | 10,244| 10,414| 1000| 10,413 + 0,156
910,720(0,72210,725| 4,116 4,127| 4,144| 100| 4,129+0,013
11]0,416(0,415]0,413| 2,401 2,395| 2384 100| 2,393+ 0,008
25(0,388(0,388(0,390| 2,243| 2243| 2254| 100| 2,247 +0,006

Tabulka 26: Namérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v pritbehu
fermentace (prostredi K+, kvasinka 3)

Prostiredi K3+

den|A; |A; |As e [g1']]¢x [g1']]¢s [g1"]]|Fedéni|c [g1"]
0]0,516(0,535/0,528 | 148,248 | 153,607 | 151,633| 5000| 151,63 +2,504
110,4780,476 (0,474 | 137,530 136,966 | 136,402| 5000 | 136,966 + 0,521
310,394 (0,3990,395| 113,838 | 115,248 | 114,120| 5000 114,402 + 0,689
5/0,818(0,817| 0,82| 46,686| 46,629| 46,799| 1000| 46,705 + 0,080
710,339(0,337/0,342| 19,665| 19.552| 19,834| 1000| 19,684 + 0,131
9| 0,27[0,272/10269| 7,886| 7.943| 7.859| 500| 7,896+ 0,040
11]0,79310,793]0,795| 4,528 4,528| 4,539 100| 4,561 +0,006
24(0,4360,436]0,435| 2,514 2,514 2,509 100| 2,512+ 0,003
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Tabulka 27: Nameérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidii v priibéhu
fermentace (prostredi K+, kvasinka 4)
Prostredi K4+

den|A; [A; |As ¢ [gI']]ex [g1"]]cs [g1"]] Fedéni|c [g1"]

0,516/0,535/0,528 | 148,248 | 153,607| 151,633| 5000| 151,63 + 2,504
0,44410,449/0,445| 127,94| 129,351 | 128,222| 5000|127,940 + 0,690
0,293 10,291 0,296 85,35| 84,786| 86,196| 5000| 85,444 + 0,660
0,856/0,857/0,859| 48,830 48,886| 48,999| 1000| 48,905 + 0,080
0,176 /0,171/0,173| 10,470 10,188| 10,301| 1000| 10,319+ 0,131
0,467 /0,465 0,466 2,689 2,677 2,683 100 2,683 +0,005
0,413]0,415]/0,414 2,384 2,395 2,390 100 2,390 £ 0,005
2410,333]0,333|0,335 1,933 1,933 1,944 100 1,936 +0,006

— (O ([ Q| |W|—= O

Tabulka 28: Nameérené absorbance a koncentrace redukujicich sacharidit v priibehu
fermentace (prostredi K+, kvasinka 5)
Prostiredi K5+

den|A; [A; |As ¢ [gI']]ex [g1"]]es [g1"]] Fedéni|c [g1"]

0,516/0,535/0,528 | 148,248 | 153,607| 151,633 | 5000 151,630 + 2,504
0,416/0,407/0,413| 120,043 | 117,504 | 119,197| 5000|118,915 + 1,194
0,266 (0,269 0,261 | 77,734| 78,581 76,324| 5000| 77,546 + 1,053
0,181/0,185/0,182| 43,008| 43,910| 43,234| 4000| 43,384 + (0,434
0,355/0,358/0,356| 20,568 | 20,737| 20,624| 1000| 20,643 + 0,080
0,430(0,431/0,433| 12,399| 12,427| 12,484 500| 12,437 £ 0,040
0,893 0,893 0,892 5,092 5,092 5,087 100 5,090 + 0003
2510,45910,459 0,461 2,643 2,643 2,655 100| 2,647 +£0,006

— O ([Q [N |W|—|O
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Pfiloha 14: Fotografie z testovani kvasinky ve vinaistvi

Obrazek 26: Testovani kvasinky 5 ve vinarstvi
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