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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vyskytem mikroorganizmi ve ving, které se uplatiuji
V technologii vyroby vin, nebo které mohou mit negativni dopady na vysledny produkt.
Nejvetsi ¢ast prace byla vénovana bakteriim mlééného kvaseni. V praci je stru¢né charakte-
rizovano jable¢no-mlé¢né kvaseni a jeho dusledky, tvorba a vyznam biogennich amind ve
ving. Cilem praktické ¢asti bylo monitorovat mnozstvi mikroorganizmt pfitomnych ve
vzorcich ¢erveného vina. Na stanoveni poétu Zivotaschopnych bakterii byla pouzita metoda
pocitani vyrostlych makroskopickych kolonii na agarovych plotnach. Déle byla provedena

charakterizace vybranych kment bakterii a byla sledovana produkce biogennich amint.

Kli¢ova slova: vino, mikroorganizmy, bakterie mlééného kvaseni, jable¢no-mlééné kvase-

ni, biogenni aminy

ABSTRACT

Topic of the thesis is aimed on presence of microorganisms in wine with applications in
wine production technology or on microorganisms which can have negative influence on
the final product. The main part of the thesis is focused on lactic acid bacteria. Malolactic
fermentation and its consequences are briefly characterised in this work as well as formati-
on and importance of biogenic amines in wine. The aim of practical part was to monitor
number of microorganisms present in red wine samples. To determine the number of viable
bacteria, method of counting macroscopic colonies on agar plate was used. Characterisati-
on of chosen bacterial strains was also done as well as monitoring of biogenic amines pro-

duction.

Keywords: wine, microorganisms, lactic fermentation bacteria, malolactic fermentation

bacteria, biogenic amines
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UvVOoD

Vino je alkoholicky napoj vznikly ze zkvaSenych hroznii. Pozornost v ptipad¢ vina si za-
sluhuji vyskytujici se mikroorganizmy a produkty jejich metabolismu, které maji vliv na
technologii vyroby vina a mohou pusobit i problémy. Mikroflora se béhem celého procesu
vyroby obménuje a jednotlivé mikroorganizmy se vzajemné ovlivituji. Primdrni alkoholové
kvaeni byva vyvolavano predevsim ptisobenim kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Casto
je také podporovano sekundarni kvaseni, tzv. jable¢no-mlécné kvaseni, za které jsou zod-
povédné bakterie mlééného kvaseni. Oba procesy maji vliv na vyslednou stabilitu a kvalitu
vina. To, jak mikroflora ovlivituje vlastnosti vina, zavisi na mnozstvi pfitomnych mikroor-
ganizmu a na jejich druhu. Popis mikroorganizmi a jejich pfinos nebo potize s nimi spjaté
jsou naplni prace.

V praktické casti byl proveden mikrobiologicky rozbor vzorkl ¢ervenych vin. Bylo sledo-

vano mnozstvi vybranych skupin bakterii, morfologické a mikroskopické znaky. V posled-

ni kapitole byla sledovana produkce biogennich aminli u vybranych kment bakterii.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 VYROBA VINA

Vyroba vina je staleti stard biotechnologie, kterd je soucasti celosvétového podnikani a
vyznamné ovlivituje ekonomiku mnoha zemi. [1] Vyroba vina za¢ina sklizni hroznd.
V naSich klimatickych podminkach hrozny révy vinné dozravaji koncem srpna, v zaii a
zacatkem fijna, kdy se sklizeji. Vyjimkou jsou pozdni a ledové sbéry. [2] Zakladni operace
pii procesu vyroby vina se skladaji ze zisku hroznové §tavy (mostu) drcenim ovoce a alko-
holovym kvasenim pomoci kvasinek (endogennich, exogennich kultur), zrani, ¢ifeni a ba-
leni. [1] Bila vina se vyrab&ji ze Zlutych, rizovych a Cervenych odrud, ¢ervena vina
z modrych odrid. Vétsina krokl vyroby je u obou vin obdobna. [3] Hlavni kroky vyroby
bilého vina jsou sklizeni hroznili, odzriiovéani, drceni a nalezeni drté, lisovani a nasledné
odkaleni mostu a jeho tprava. Dale nasleduje kvaSeni, staceni, Skoleni a stabilizace. Jako
posledni je lahvovani a skladovani. U ¢ervenych vin se hlavni kroky skladaji ze sklizné
hroznd, odzriiovani a drceni, nakvasSeni, lisovani, dokvaseni, biologické odbouravani kyse-

lin, staceni a Skoleni vina. [4]

1.1 Sklizen hroznu

Obdobi sklizn€ hroznli se nazyva vinobrani. Hrozny se sklizeji v plné zralosti, nebot’ vina,
ktera jsou vyrobena z pted¢asné sklizenych hroznd, jsou velmi Casto kysela s drsnou a ne-
harmonickou chuti. [2] Pfi vyrobé vina je hlavnim cilem sklidit hrozny po vSech strankach
kvalitni a ve vynikajicim stavu. Nemély by byt napadeny houbovymi chorobami ¢i posko-
zeny ptactvem, nebo hmyzem. V pribéhu sklizné hrozi poskozeni a rozmackani hroznd a
to jak pfi samotném sbéru, tak pii preprave, tim padem se most uvolni diive, nezli dojde
K vlastnimu zpracovani hroznl. U takovych hrozni muze dojit k nezadoucimu oxidativni-
mu hnédnuti. Most z poskozenych hrozni miiZze byt napaden kvasinkami nebo bakteriemi.
Pokud sklizen hroznii probéhne v teplych ¢astech dne, velmi Casto to zplsobi akceleraci
¢innosti kvasinek a bakterii a tim i tvorbu nezadoucich latek v hroznech a nasledné vznik

vad a chorob vina. [5]

1.1.1 Slozeni hroznu

Hrozny jsou nejdulezitéjsi surovinou pro vyrobu vina. Dobré znalost jejich sloZeni je ne-
zbytnad pro pochopeni procesu vyroby vina a vede k tvorbé kvalitniho vina. Hrozny révy

vinné jsou sloZeny z tfapin a bobule. Bobule je sloZena ze slupky, duziny a semen. Hrozny



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

jsou slozeny zejména z vody a v mensim mnozstvi z organickych a anorganickych slouce-
dusikaté slouceniny, aromatické slozky, mineraly a pektinové latky. V hroznech jsou hlav-
nimi cukry glukéza a fruktdéza. Obsah cukri ve §tavé ze zralych hrozni se pohybuje mezi
150 — 250 g/l. V nezralych plodech ptevlada glukédza, ve zralych plodech jsou obvykle
glukoza i fruktoza ve stejném poméru, a Vv piezralych plodech fruktéza pievysSuje glukozu.
Tyto cukry jsou zkvasitelné a v prubéhu kvaseni jsou prevadény na alkohol, oxid uhli¢ity a
piipadné 1 na dalsi latky. MnozZstvi vyrobeného alkoholu tedy souvisi s mnozstvim ptivodné
piitomnych cukri. Po cukrech jsou nejvice zastoupeny organické kyseliny, které maji pod-
statny vliv na stabilitu vina, barvu, pH. Fenolické slouceniny, jakozto dalsi vyznamna sou-
¢ast bobuli, jsou pfitomny v rizném mnozstvi. Hraji dilezitou roli v udavani barvy a chuti
vina a také pfi starnuti a zrdni vina. JSOU umistnény zejména v semenech a klizi bobuli.
Mezi hlavni zastupce této skupiny patii antokyany a tiisloviny. Hrozny obsahuji také rizné
dusikaté slou¢eniny, patii mezi n¢ amonné kationty, dusikaté latky, aminokyseliny, peptidy,
proteiny. U jednotlivych odrid se obsah dusikatych latek 1isi, obecné se jeho koncentrace
zvySuje béhem zrani. Dusikaté slouceniny jsou vyznamné, protoZe slouZi jako zdroj Zivin
pro kvasinky a bakterie mlééného kvaseni (BMK). Mineralni latky tvofi pfiblizné 0,2-0,6%
z Cerstvé hmotnosti plodu. Dllezitymi zastupci jsou draslik, sodik, Zelezo, fosfaty, sulfaty a
chloridy. V bunécné sténé jsou obsazeny pektinové latky, které mohou za uréitych podmi-
nek zptsobovat zakaly ve ving, proto se ¢asto k jejich eliminaci pouzivaji pektolytické en-

zymy. [6]

1.1.2 Vady hroznii

vV

hrozny i vSechny zelené ¢asti rostliny, napadena mista zasychaji. Tato choroba se rozviji
zejména pii stfidani desté¢ a pfimého slunec¢niho svitu. Ochranou je aplikace fungicidi

Vv prib&hu vegetace. [7]

Pti padli révy vinné (Uncinula necator) byvaji hrozny napadeny od odkvétu az do obdobi
zralosti. Projevuje se bilymi povlaky a naslednym usychdnim napadenych organt. U bobuli
rozrusuje slupku, zpusobuje jeji popraskani a ztratu Stéavy. Jednd se o chorobu houbové

povahy a jako ochrana se pouzivaji postiiky fungicidnimi sirnymi ptipravky. [7]
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Plisen Seda (Botrytis cinerea) je houbova choroba, ktera zptsobuje nejcastéjsi hnilobu bo-
buli a snizuje vynosnost. Dochdzi k praskani slupek a tim k vyparu vody z duziny. Diky
tomuto vyparu se obsah duziny zakoncentrovava a zvysuje se mnozstvi cukrii. Tyto hrozny
mohou byt vyuzity pro specialni Gcely, jako je napiiklad vyroba tokajskych vin. Tato hni-

loba se muize nékdy oznacovat i jako tzv. uslechtila plisen. [7]

Mezi dalsi vady Ize zatradit napt. zapafené hrozny, které maji nepiijemnou chut’, ktera pie-
chazi do vina. Vzhledem k tomu se nesmi pro jeho vyrobu vyuzivat. Hrozny se musi ihned
po sklizni drtit a zpracovavat. Nerozdrcené hrozny ve vysoké vrstvé se pii delsim sklado-

vani zahtivaji, probiha zde dychani ¢imz, dochazi k zapaieni. [7]

1.2 Vyroba mosStu

K ziskani kvalitniho mostu s pozadovanou jakosti se hrozny zpracovavaji riznymi opera-
cemi, mezi které patii drceni, odzriiovani, scezovani a lisovani. [2] Sklizené hrozny se do-
pravi do zpracovatelskych zavodd, kde se stanovuje jejich primérna cukernatost. [3]
V lisovné dochézi k odzrnéni a to na riznych typech odzriiovacl, v nichz se zachycuji
tiapiny, a rmut protéka do sbérné nadrze. [2] Zejména u zpracovani modrych odrid je po-
ttebné surovinu odzrnit za icelem zabranéni extrakce nezadoucich slozek, jako jsou tiislo-
viny a chlorofyl, které maji negativni vliv na senzorickou skladbu budouciho napoje. [8]
Rmut se dopravuje do scezovacich nadob a po scezeni se diikkladné vylisuje, aby se ziskalo
co nejvice mostu. [5] Abychom ziskali kvalitni most, zaru€ujici hladky pribéh kvaseni a

vysokou jakost vyrobeného vina, je tieba most ziskany lisovanim dodate¢né upravovat. [3]

1.2.1 Upravy moitu

Upravy mostu se provadi odkalovanim, provzdusiiovanim, sifenim, odkyselovanim a upra-
vou cukernatosti. [3] Most ziskany lisovanim je kalny, zdstavaji v ném nepatrné tlomky
slupek a duziny, stejné¢ tak se do néj dostavaji nezddouci mikroorganizmy a to z nahnilych
¢i chorobami postizenych hroznd. Musi se tedy odkalovat. [4] Odkalovani muze probihat
nékolika zptsoby. Na odstfedivkach probiha mechanické odkalovani nebo se most filtruje

ptes vakuovy filtr ¢i flotaci. [8]

Utelem provzdusiiovani mosti je obohatit je o vzdusny kyslik. Prosyceni mostu kyslikem
podporuje mnozeni kvasinek a sedimentaci bilkovinnych latek, pektina a tfislovin. Mosty

pochazejici z vadnych a zvlasté nahnilych hrozni se nedoporucuje provzdusiovat. Mohly



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

by snadno podlehnout ¢innosti oxida¢nich enzymu, které by vyvolaly jejich zhnédnuti. Na-
vic hrozi i rozsifeni aerobnich mikrobu, které vyvolavaji octové kvaseni a neenzymové
oxidacni procesy. Vzhledem k tomu se provzdusiuji pouze mosty z Gplné zdravych a ne-
poskozenych mosti. K provzdu$néni obvykle staci, teCe-li most z lisu do kad¢ ¢i do sbérné

nadrze, odkud se ¢erpa do kvasnych nadob. [9]

Sifeni ma ve vinafstvi znacny vyznam. Sira ptisobi ve vin¢ jako stabiliza¢ni a konzervacni
prostiedek. Pfi bézném mnozstvi obsazeném ve viné je sira zdravotné nezavadna, ale pfi
velkych koncentracich mize zpiisobovat napfiklad bolesti hlavy. Oxid sificity ve vinech
potlacuje ¢innost mikroorganizmi, vice a vyznamnéji pisobi na rozvoj bakterii nez kvasi-
nek. Dale zabranuje oxidaci vyvazanim kysliku, Ize jej povazovat za antioxidant. Aplikace
oxidu sifi¢itého tlumi ¢innost né€kterych negativné pisobicich enzymi. Zaroven podporuje
tvorbu glycerolu pii kvaSeni. Zdravé mosty se sifi na koncentraci 20-40 mg/l SO,. Tuto
koncentraci je mozno zvySit u mostl z nahnilych hroznti. U ¢ervenych vin dochazi po zasi-
feni k mirnému odbarveni antokyanovych barviv, ale zabrani se tim pozd¢jsi oxidaci, takze

vina maji pak intenzivné&jsi cervenou barvu. [5, 7]

Béhem zrani révovych bobuli dochazi ke snizovani obsahu kyselin. V hroznech se vyskytu-
je zejména Kyselina jable¢na a vinna. Obsah kyselin se pohybuje od 0,6 — 0,8 %. Pfimére-
ny obsah kyselin pfispiva k harmoni¢nosti vina a do urcité miry jej konzervuje. Odkyseleni

je zaloZeno na tvorbé nerozpustného vinanu vapenatého. [7]

K zjistovani cukernatosti se pouzivaji riizné druhy mostomérti. U nas je uzikonén Cesky
normalizovany mostomér (°NM), uziva se i Klosterneubursky mostomér (°KMW). [10]
Docukiovat se smi pouze cukrem, ktery je za studena rozpustén v pfiméreném obsahu mos-
tu a mé probehnout do 72 hodin po vylisovani. Pfi pozd¢jsim docukieni nakvaSené¢ho mos-
tu se zvySuje doba kvaSeni a vino se pomaleji Cisti. U Cervenych vin se cukr mtize pridavat
pfed nakvaSovanim rmutu. Kazdym ptidanym kilogramem cukru se objem mostu zvysSuje
o cca 0,66 1. Docukiovani je zakazano u révovych vin s privlastkem. Docukieni zvySuje

obsah etanolu v koneéné fazi. [7]

1.2.2 Bila a ¢ervena vina - priprava mostu

Pro vyrobu bilého vina se hrozny lisuji ihned nebo maximalné¢ do 24 hodin. Vylisovany
most se odkali a kvasny proces neprobihd na slupkach. U ¢ervenych vin se rmut nechava

nakvasit na matolinach za teploty 15 °C maximalné 8 dni. Vznikd CO;, ktery na povrch
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muze vynaset necistoty, které tvoii pevnou vrstvu, tzv. matolinovy klobouk. Tento klobouk

je tfeba neustale rozbijet. [11]

1.3 Kvaseni vina

Alkoholové kvaseni je biochemicky proces rozkladu cukru obsazeného v mostu na alkohol
(etanol) a CO; zpusobeny kvasinkami. Zacatek kvaSeni je charakterizovan pozvolnym
rozmnozovanim kvasinek a zacatkem prokvaSovani cukrit most. Trva 2 - 3 dny. Nasleduje
bouflivé kvaseni projevujici se vyvinem tepla, zvySenim teploty nad 25 °C a uvoliiovanim
oxidu uhli¢itého, nastdva treti az ¢tvrty den. Tato faze trva nckolik dnli az tydni a je tifeba
béhem ni regulovat teplotu v rozmezi 15 - 18 °C. Posledni fazi je dokvaSovani, dochazi
k nému pfi poklesu obsahu cukru na 2 - 5g/l a jeho délka je 1 - 2 mésice, nékdy i pul roku.
Cinnost kvasinek postupné klesa, aZ ustane. Nésledn& kvasinky za¢inaji sedimentovat na
dno tanku, kde se usazuji také kaly. Po prokvaseni moStu ziskdme mladé vino, které se
musi zbavit necistot usazenych na dné nadob (zbytkl slupek, duziny, mrtvych kvasinek aj).
Mladé vino se necha v klidu, aby se samo vy¢istilo, potom se kvasnicovy kal odstranuje
staCenim vina. B&hem stafeni je tfeba postupovat tak, aby nevzniklo nebezpec¢i kontamina-

ce nezadoucimi mikroorganizmy. [10]

Révovy most ma optimalni mnozstvi chemickych slou€enin nutnych pro zivotni pochody
kvasinek, takze neni nutna zvlastni Gprava (pfidavek zivin). Béhem fermentace soubézné
s tvorbou alkoholu vznikaji 1 vedlejsi produkty, jako jsou glycerol, kyselina mlécna, vinna,
octova a vyssi alkoholy. Metanol vznika ve viné€ rozkladem pektinti, jeho mnoZstvi je v§ak
zanedbatelné. U Cervenych vin je jeho mnozstvi vyssi nez u bilych. Pro dosazeni optimal-
niho pribéhu kvaseni se v posledni dobé& uplatiuji zakvasy, coZ jsou koncentraty Cistych
kulturnich kvasinek, které mohou byt aplikovany ve formé suspenze nebo v suché aktivni
formé&. Cilem pouziti téchto koncentratli je dosaZeni urychleného a hlubokého prokvaseni,
potlaceni cizi technologicky nezadouci mikroflory, napt. divokych kvasinek, hnilobné mi-

kroflory a tim nizsi tvorby nezadoucich latek. [7]

1.4 Staceni a lahvovani vina

Béhem staceni vina dochazi k prevodu obsahu z jedné nadoby do druhé pied podavanim.
Pomalé a opatrné staceni, zejména u starSiho vina, umoznuje oddéleni usazenin, které mo-

hou vinu dodéavat nezéddouci hotkou chut’. Pfi pfelévani vina dochézi ke styku s kyslikem,
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coz umoziuje zejména u mladych vin rozvijet chut’. Staceni mladého vina bez sedimentu je
jednoduché. Pti staceni starSich vin se sedimentem je tfeba vétsi Sikovnost. A to hlavné aby

nedochazelo k velkému kontaktu s kyslikem. [12]

Poslednim krokem pii vyrobé vina je lahvovani, béhem kterého mohou byt vina mikrobio-
logicky kontaminovana. Je potiebné, aby vSechny kroky vyroby vedly k vytvoreni a udrzeni
mikrobiologicky stabilniho produktu. Pii nedostatecné opatrnosti staceni téméi vzdy pove-
de k mikrobiologicky nestabilnimu hotovému vinu. Zivé mikroorganizmy mohou byt i po
staeni metabolicky aktivni. K témto aktivitam patii sekunddrni kvaseni (produkce oxidu
uhli¢itého), tvorba nepfijemného aroma a chuti (kyselina octova, 4-etyl-fenol), tvorba usa-
zenin, viskoznich latek a zména barvy. Staceni vina je slozity proces, a proto byly pro
ochranu pfed mikrobialni nestabilitou vina zavedeny systémy pro zajistovani kvality, kon-
trolu kvality a program spravné vyrobni praxe. Mezi mozné zdroje mikrobialnich problému
v prubéhu celého staceni patii kontaminace mikroorganizmy z okoli, zne¢isténa voda nebo
rozvody vody, uzaviraci tanky pii nedostate¢né sanitaci, nerovnosti svart, hruba plocha
nebo nedostatek bézné hygieny. Komplexni plan pro zabranéni kontaminace zahrnuje 1é¢bu

nestabilniho vina konzerva¢nimi prostfedky, sterilizaci nebo filtraci, pouZiti oxidu sificité-

ho. [13]

1.5 Hlavni chutové slozky vina

151 Kyseliny

Z pocatku zrani hrozny obsahuji pouze kyseliny a Zadny cukr. V pribéhu zrani kyselost
Klesa a stoupa mnozstvi cukri. V teplejsich oblastech se kyselost snizuje rychleji. Hlavni
kyselinou ve viné je kyselina vinna. Ta béhem kvaSeni neni zpracovavana kvasinkami.
V dusledku obsahu alkoholu ve ving, ktery pozménuje jeji rozpustnost, se muze 0,5 — 1,5
g/l kyseliny vinné vysrazet jako vinny kdmen. DalS§i obsazenou kyselinou je kyselina
jable¢na, ta je lehce zpracovavana mikroorganizmy. Béhem kvaseni ji kvasinky preménuji
a vznika alkohol. [14, 15] Pfitomnost karboxylovych kyselin ve viné je nezbytna pro sen-
zorické vlastnosti vina. Kyseliny tvofi svézi chut’, ovliviluji stabilitu barvy vina a méni

vnimani jinych chutovych latek. Musi byt v§ak pfitomny v pfiméfeném mnozstvi. [16]
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1.5.2 Cukry

Sladkost vina se projevuje primarn¢ diky ptfitomnosti cukrii a to zejména glukozy a frukto-
zy. Vnimatelnou sladkost vytvari pti koncentracich nad 0,2 %. VétSina stolnich vin ma
obsah zbytkového cukru mensi a oznacuji se jako sucha vina. Sladkost u suchych vin
ovliviiuje ptitomnost aromatickych sloucenin v kombinaci s mirnou sladkou chuti etanolu a

glycerolu. [16]

1.5.3 Alkohol

Ve ving se vyskytuje nékolik alkoholti, ale pouze etanol se vyskytuje v dostate¢ném mnoz-
stvi, aby produkoval néjaky chutovy vjem. Piestoze ma sladkou chut, kyseliny vina snizuji
jeho smyslové vnimani, naopak cukrim pomaha vyniknout. Etanol rozSifuje vnimanou
intenzitu hotkych fenolickych latek a zaroven snizuje trpkost vyvolanou tfislovinami. Dale
se ve viné vyskytuje nékolik cukernych alkohold jako alditol, arabitol, manitol a myoinosi-

tol. [16]

1.5.4 Ostatni slozky

Aromatické slouceniny se nachazeji vétsinou v bunkach slupek hroznid a jsou piimo zod-
povédné za primarni aroma, které ma rizny charakter v zavislosti na odridé révy vinné.
[15] Mnozstvi glycerolu ve vin¢ zavisi na zralosti hroznd a druhu kvasinek pouzitych bé-

hem kvaseni. Vyznacuje se mirné sladkou chuti. [15, 16]
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2 MIKROBIOLOGIE MOSTU A VINA

Mikroorganizmy nachazejici se ve viné se popisuji jako endogenni (z hroznti nebo z vinaf-
skych ploch) a exogenni (z vybranych startovacich kultur). V hroznech se zakladni mikrof-
l6ra sklada zejména z kvasinek (Kloeckera, Hanseniaspora, Candida, Pichia, Kluyveromy-
ces). Soucasti mikroflory hroznu, mostu a vina jsou také bakterie, zejména bakterie mléc-
ného kvaseni a octového kvaSeni (Gluconobacter, Acetobacter). Z technologického hledis-
ka se rozdé€luji na uzitecné, které vino zlepSuji, protoze jejich G¢inkem probiha ve viné
jablecno-mlécna fermentace, a Skodlivé, vlivem kterych ve vin€ vznikaji nezddouci mikro-
biologické zmény. Z plisni se vyskytuji nejc¢astéji nasledujici druhy: Botrytis, Penicillium,

Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Alternaria, Ucinula, Cladosporium. [1, 17]

Zdrojem mikroorganizmu jsou jak hrozny, tak i vinaiské zafizeni. Hrozny z vinic osidluje
populace mikrobt, z nichz dochazi k mnozZeni nékterych kvasinek, bakterii a plisni. [18]
Nejvice mikroorganizmi se do mosti dostava z pidy, jejich nejvétsi koncentrace byva
Vv obdobi, kdy hrozny zamékaji a pfti jejich sklizni. Z velké ¢asti v§ak mohou byt v pribéhu
vinobrani smyty destém. [10] Taktéz vinaiské vybaveni byva zdrojem mikroorganizmd.
[18] Vliv na zivotni podminky riznych mikroorganizml ve viné maji teplota, mnozstvi
alkoholu, oxida¢né-redukéni prostiedi a také stupen kyselosti vina. Pro existenci riznych

druhd mikroorganizmi jsou urovné téchto faktort odlisné. [10]

Vyroba vina je proces, ve kterém dochazi k sérii kompletnich mikrobiologickych pfemén,
uskuteciiovanych kvasinkami, bakteriemi i plisnémi a jejich interakcemi. Vysledné organo-

leptické vlastnosti vina ovliviiuje odriida a metabolicka aktivita kvasinek a bakterii. [1]

2.1 Bakterie mlééného kvasSeni

Mlécné kvaSeni je bakterialni proces, ktery zaujimd vyznamné misto béhem produkce
mnoha potravinafskych vyrobkl. Poskytuje finalni produkty s charakteristickym aroma a
texturou a hraje vyznamnou roli v technologii. Za mlé¢né kvaSeni jsou zodpoveédné bakte-
rie mlééného kvaseni (BMK), které predstavuji skupinu grampozitivnich bakterii spoje-
nych morfologickymi, metabolickymi a fyziologickymi vlastnostmi. BMK tvofi heterogen-
ni skupinu bakterii zahrnujici kulaté nebo tycinkovité, katalaza negativni, nepohyblivé,
nesporulujici, anaerobni a aerotolerantni bakterie produkujici kyselinu mlé¢nou jako hlavni

metabolit vznikajici pfi kvaSeni cukri. [19, 20]
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BMK tvoti Sirokou skupinu s velkou rozmanitosti skladajici se z 6 ¢eledi (Tab. 1). Aero-
coccaceae se sedmi rody, Carnobacteriaceae (16 rodt), Enterococcaceae (7 rodu), Lacto-
bacillaceae (3 rody), Leuconostoccaceae (4 rody) a Streptococcaceae (3 rody). [21] Mezi
potravinaisky vyznamné zastupce BMK se tadi rody: Aerococcus, Carnobacterium, Ente-
rococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Strepto-
coccus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Z dalsich rodi BMK 1ze zminit napi.
Abiotrophia, Agitococcus, Alcalibacterium, Alloicoccus, Atopobacter, Atopococcus,
Desemzia, Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Globicatella, Lactosphaera, Lac-
tovum, Melissococcus, Paralactobacillus. [20, 22] BMK ve svém fermentativnim metabo-
lismu vytvati podminky a produkuji latky, které na jiné, vétSinou nezddouci bakterie pisobi
inhibi¢n¢. Dalsim z jejich selekénich faktort je rychlé sniZzeni pH prostiedi na hodnoty ko-
lem pH 4, které lze vyuzit k prodlouzeni trvanlivosti potravin. Pro rozvoj BMK je nutné
prostiedi s mnoha Zivinami a rustovymi faktory, protoze neumi syntetizovat nékteré ami-

nokyseliny a vitaminy skupiny B. [10]

Pfi vyrobé vina mohou bakterie mlééného kvaseni zvySovat i snizovat kvalitu vina. Jsou
zodpovédné za jableéno-mlééné (malolaktické) kvaseni, ale mohou také zpisobovat zmé-
ny, které neptiznivé ovliviiuji smyslové vlastnosti finalniho vyrobku. [19]. Vétsina izolo-
vanych bakterii mlééného kvaseni ma schopnost odbouravat kyselinu jable¢nou, ¢ast jich je
schopna odbouravat i kyselinu citronovou. Naopak pfevazna vétS§ina kment nedegraduje

tartarat. [8, 10]

Homofermentativni mlééné bakterie (Lactococcus sp. a Pediococcus sp.), tvoii z hexoz jen

Kyselinu mléénou. [8]

Heterofermentativni mlééné bakterie (Leuconostoc sp. a nekteré Lactobacillus sp.) tvori
Z hex6z smés kyseliny mlécné, etanolu, CO, a v mensim mnozstvi i nékteré dalsi kyseliny,

zejména kyselinu mravenci a octovou. [8, 10]

BMK se vyskytuji na hroznu, na listech, v piidé, mostu a ve viné. Na bobulich hroznt je
bakterialni populace nizkd nebo jen malo z nich je schopno rist v laboratornich podmin-
kach. Vétsi mnozstvi bakterii mize byt izolovano z drcenych hroznt pielitych do kvasnych
nadob. Jejich populace se pohybuje mezi 10? az 10* CFU/mI a zavisi na klimatickych
podminkach béhem poslednich dnii zrani hroznli. Pocet ovliviiuje také pH, nejlépe se roz-

mnozuji pii pH 3,5 az 4. Také teplota hraje vyznamnou roli pfi riistu a rozmnozovani
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BMAK. Vétsina roste i pii teploté 15 °C, optimum je pii 25 °C, a jejich ¢innost se zastavuje
pii 40-45°C. Obsah SO, taktéz ovlivituje rozvoj bakterii, obsah 50 mg/l SO,, bakterie prak-
ticky inhibuje. Nejvyssi pocet kmenti a nejvyssi aktivita BMK je béhem jable¢no-mlééného
kvaseni, které nastava po kvaseni nebo n€kdy uz béhem dokvasovani. [9,23] Bakterie
mlécného kvaseni izolované z hroznového mostu patii k dvéma celedim reprezentovanymi

¢tyfmi rody: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus. [10]
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Tab. 1 Vycet bakterii mlécného kvaseni [24]

Celed’

Rod

Druhy z moS$tu a vina

Lactobacillaceae

Lactobacillus

Paralactobacillus

Pediococcus

Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. casei, Lb.
curvatus, Lb. delbrueckii, Lb. diolivo-
rans, Lb. fermentum, Lb. fructivorans,
Lb. hilgardii, Lb. jensenii, Lb. kunkeei,
Lb. mali, Lb. nagelii, Lb. paracasei,
Lb. plantarum, Lb. vini

P. pentosaceus, P. parvulus, P. dam-
nosus

Aerococcaceae

Aerococcus
Abiotrophia
Dolosicoccus
Eremococcus
Facklamia
Globicatella
Ignavigagranum

Carnobacteriaceae

Carnobacterium
Agitococcus
Alkalibacterium
Allofustis
Alloiococcus
Desemzia
Dolosigranulum
Granulicatella
Isobaculum
Lactosphaera
Marinilactibacillus
Trichococcus

Enterococcaceae

Enterococcus
Atopobacter
Melissococcus
Tetragenococcus
Vagococcus

Leuconostoccaceae

Leuconostoc
Oenococcus
Weissella

Lc. mesenteroides
O. oeni
W. paramesenteroides

Streptococcaceae

Streptococcus
Lactococcus
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2.1.1 Rozvoj bakterii mlééného kvaSeni ve viné

Jak jiz bylo zminéno, mensi mnozstvi mléénych bakterii (méné nez 100 CFU/Q), se nachazi
na hroznech, vyskyt octovych bakterii a kvasinek je vyssi. Bakterie je mozné najit na vin-
nych listech, stoncich a stejné tak na vinafském zafizeni. [25] V souvislosti s procesem
vyroby vina byvaji zminovany tfi hlavni rody BMK a to Oenococcus, Pediococcus a
Lactobacillus. Kromé kyseliny mlééné mohou tvofit vedlejsi metabolity, které utvareji
aroma vina. Nejvhodné&j$im je Oenococcus oeni, ktery je dobie adaptovany na podminky ve
ving, zejména na nizké pH a vysokou koncentraci alkoholu. Proto je také hlavnim druhem,
ktery uskuteciiuje jableGno-mlécné kvaseni. [26] Na zacatku alkoholového kvaseni domi-
nuji laktobacily. Po jable¢no-mlééném kvaSeni Ize nalézt zejména pediokoky. Vina s pH
pod 3,5 obvykle obsahuji pouze kmeny Oenococcus oeni, zatimco vina s pH nad 3,5 ob-

vykle obsahuji rizné druhy Pediococcus a stejné tak heterofermentativni laktobacily. [25]

Rozvoj BMK béhem vyroby vina je takovy, ze po rozdrceni hroznti a béhem prvnich dni
alkoholového kvaseni obecné dochazi ke zvySovani pottu BMK aZ na maximum 10°
CFU/ml. Hlavnimi druhy v této fazi jsou Lactobacillus casei, Lb. plantarum a v mensi mi-
fe Oenococcus oeni, Pediococcus cerevisiae. Tyto druhy se zpravidla nemnozi a odumiraji
v priibdhu kvageni, mize dojit k jejich sniZeni az na 10> CFU/ml na konci alkoholového
kvaseni. [23, 25] Po alkoholovém kvaseni a pted zacatkem jable¢no-mlééného kvaseni se
vino nesmi sifit pomoci SOy, ten by totiz inhiboval riist BMK. Vino je béhem této pre-
chodné doby vystaveno chemické oxidaci a je nachylné k mikrobialnimu kazeni, proto by
nemélo dochéazet ke zpozdéni mezi témito fermentacemi. Vzhledem k tomu vinafi vyuziva-
ji startérové kultury, které se zpravidla dodavaji v lyofilizované formé. Nejucinngjsi jsou
kmeny O. oeni., které byly piivodné izolovany z vina. Startérové kultury O. oeni musi byt
zaoCkovany po dokonceni alkoholového kvaseni. [27] Jakmile po¢et BMK dosahne 10°

CFU/ml nastane jableéno-mlé¢né kvaseni. Zahajeni toho to kvaSeni ovliviiuje teplota, pH,

obsah etanolu. Tyto faktory rovnéz ovliviiuji bakterialni rust ve ving. [23]

2.1.2 Jableéno-mlééné kvaSeni

Jablecno-mlécné kvaseni (JMK) hraje vyznamnou roli pfi urovani kvality vétSiny Cerve-
nych vin, ale také u nékterych bilych vin a klasickych Sumivych vin. JMK je mikrobialni
proces, béhem kterého nékteré bakterie mlééného kvaseni pfeménuji kyselinu L-jablecnou

na kyselinu L-mlé¢nou a CO,. Kromé& odkyseleni JMK prispiva ke komplexni chuti vina a
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podporuje i jeho mikrobiologickou stabilitu. [28] Rist BMK musi byt béhem JMK kontro-
lovan, aby nedochazelo k rustu nezadoucich BMK, které produkuji nepfiznivé latky. [25]
Nekontrolované jable¢no-mlééné kvaseni mize nepiijemné ovlivnit vina a zpusobit jejich
kazeni zejména u vin s vysokym pH, ktera jsou typické pro teplejsi oblasti. Miize zplisobit
zmény ¢ervené barvy (snizeni intenzity az o 30%) a mohou byt produkovany biogenni ami-

ny. [29]

Bakterie ziskavaji energii z L-malatu prostfednictvim generovani protonového gradientu
pfes bunéénou membranu. Pouze kmeny Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oeno-
coccus jsou odolné vuéi nizkému pH (<3,5), SO, (50 mg/l), a obsahu etanolu kolem 10% a
mohou piezit. Pediococcus damnosus, Leuconostoc mesenteroides a Oenococcus oeni pre-
vladaji béhem alkoholového kvaseni, nicmén¢ na jeho konci je spontanni jablecno-mlééné

kvaSeni zptsobeno piedevsim druhem O. oeni. [29]

Jable¢no-mlécné kvaSeni je podporovano v chladnych vinafskych oblastech, kde maji
hrozny vysokou hladinu kyseliny jable¢né. Pti zrani vina v dubovych sudech a pii dlouho-

letém zrani v lahvich je soucasti procesu (napf. Champagne). [29]

Spontanni JMK je nepiedvidatelné, mizZe se objevit kdykoliv béhem nebo i1 nékolik mésict
po ukonceni alkoholového kvaSeni. Zejména pii del§i fermentaci se muze vino nakazit bak-
teriofagy. Pouziti startérovych kultur k zahajeni zacatku JMK je Casto netspé$né vzhledem

k rychlé ztraté zivotaschopnosti bun¢k po naockovani. [29]

2.1.2.1 Dusledek jable¢no-mlécného kvaseni

Bakterie mlééného kvaseni spotfebovavaji ziviny (aminokyseliny, dusikaté latky a vitami-
ny), coz vede ke sniZeni Zivin pro potencialné nezadouci mikroorganizmy. Usp&sné jable¢-
no-mlécné kvaseni mize podpofit rust O. oeni, laktobacili a pediokokut. Rust bakterii mu-
7e pokracovat i po skonceni JIMK, zejména pokud zistava nizka hladina SO,. Pokud JMK
zpiisobi zvySeni pH nad 3,5, tak mlze podpofit rlst organismi, které pfispivaji ke kazeni

vina. [10]

JMK ovliviiuje kone¢nou chut’ vina. P¥i JMK mohou BMK produkovat celou fadu produk-
ta (sukcinat, acetat, acetoin, laktat, diacetyl, manitol, 2-butanol, 1,3-propandiol a mnoho
dalsich), které mohou rozsifovat aroma vina (napf. ofechové, mléné a zemité). Jejich

mnozstvi z&visi na dostupnosti zivin (kyseliny, cukry atd.). Nezddouci pachové latky, které
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vznikaji pii JMK, jsou spojovany s pediokoky a laktobacily nebo s JMK probihajicim pii
pH nad 3,5. [30]

JMK ovliviiuje vzajemné propojené aspekty kvality vina: kyselost, mikrobialni stabilitu,
organoleptické vlastnosti a hygienickou kvalitu. Za ur¢itych podminek mize JMK piispét

ke zkvalitnéni vina, ale také mize mit negativni vliv (Tab. 2). [31]

Tab. 2 Viiv metabolismu BMK na smyslovy profil vina. [31]

Bakterialni
kmen

Vyhody

Rizika

Vybrané O. oeni

Snizeni celkové kyselosti

Snizeni keto a aldehydovych
slouc¢enin

Caste&nd mikrobialni stabilita
Lepsi kontrola produkce diacetylu
Dominance nad ptvodnimi bakte-
riemi

Tvorba tékavych kyselin (zejména pii
vysokém pH, za piitomnosti zbytkového
cukru a po degradaci kyseliny L-jable¢né
Ztrata barvy

Vyroba etyl karbonatu

Spontanni O.
oeni

Snizeni celkové kyselosti
Snizeni keto a aldehydovych
sloucenin

Casteénd mikrobialni stabilita

Dlouha lag faze ovliviiujici zvySeni obsa-
hu tekavych kyselin

Vyrazny rast bakterii produkujicich dia-
cetyl

Zmény (kazeni) viing a chuti

Snizeni mnozstvi esterd (ovocnych zna-
ki)

Ztrata odridového aroma

Ztrata barvy zpisobena reakcemi

s polyfenoly

Tvorba biogennich amint

Vyroba etyl karbonatu

L. mesenteroides

Snizeni celkové kyselosti

Tvorba viskdznich latek
Kazeni chuté a vané

Lb. plantarum
Lb. casei

Snizeni celkového obsahu kyselin
vV mostu nebo viné

Netvoti kyselinu octovou z cukri
(hex6z)

Citlivost na alkohol pfi vice nez 5% obj.
Zpomaluje, nebo zastavuje kvaseni pii
vysoké koncentraci a pfi vysokém pH
Kazi chut a vini (Lb. casei)

P. pentosacceus

Snizeni celkového obsahu kyselin

Tvorba viskdznich latek

P. damnaus v mostu nebo viné Tvorba biogennich amini
Netvofti kyselinu octovou z cukrd | Riziko zpomaleni kvaseni pii pH > 3,5 a
(hex6z) vysoké koncentraci
Riziko zvySovani hodnot pH
Lb. brevis Snizeni celkového obsahu kyselin | Tvorba viskdznich latek
Lb. hilgardi v mostu nebo viné Tvorba biogennich amini
Tvorba etyl karbonatu
Kazeni chuté a viing
Tvorba kyseliny octové
Lb. kunkeei Boj s kvasinkami béhem kvaseni o ziviny

Nadprodukce kyseliny octové
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Nékteré kmeny BMK mohou ve viné snizit nebo maskovat estery, coz vede ke sniZeni od-
radovych vlastnosti vina a ovocnych vini. Naproti tomu O. oeni zvySuje mnozstvi téchto
sloucenin. Mlze také dochazet ke snizeni intenzity barev, a to diky metabolické aktivité
bakterii odbouravajicich fenolické slouceniny. Bakterie JMK snizuji celkové mnozstvi fe-
nolt, coz vede ke snizovani trpkosti vina. Dale mohou zvySovat polymeraci tiislovin a an-
tokyand. Jako vedlejsi produkt metabolismu kyseliny citronové vznika diacetyl, coz je latka
produkovand mnoha BMK a vonici jako maslo. Metabolismus kyseliny citronové zacina ve
stejnou dobu, kdy dochazi k rozkladu kyseliny jablecné, rozklad kyseliny citronové je vSak
pomalejsi. Diacetyl se pouziva k aromatizaci nékterych vin, prahové hodnoty jsou 0,2 mg/1,

v mnozstvi 2-7 mg/1 ovlivni vino nepiijemnou maslovou vini. [30]

2.1.2.2 Podminky pro jablecno-mlécné kvaseni

Existuje mnoho parametrt, kterymi je tfeba se fidit pti vedeni jable¢no-mlécného kvaseni.
Nejvice vyznamné jsou pH, teplota, obsah alkoholu a SO,. Je dulezité s témito ¢tyfmi fak-
tory spravné pracovat, mohou fungovat synergicky. Naptiklad je-li v dobé o¢kovani obsah
alkoholu vysoky a pH nizké, tak tento kombinovany G¢inek vede k udrzeni rustu a metabo-
lismu inokulovanych bakterii. Obecné plati, Ze pokud budou dodrZeny nasledujici podmin-
Ky tak JMK probiha pomérn¢ snadno: hodnota pH vyssi nez 3,2, volny SO, pod 10 mg/l,
teplota vyssi nez 18 °C, alkoholu méné nez 13% (Obr. 1) [25]
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Obr. 1. Zndzornéni vzdajemnych ucinkii vSech ctyi- parametriit na JMK. [25]
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2.1.3 Tvorba biogennich amini

Biogenni aminy (BA) jakozto nizkomolekularni latky s nezadoucimi fyziologickymi u¢in-
ky, pokud jsou obsazeny ve vysokych koncentracich. Nachazeji se v mnohych potravinach,
vcetné napoju. Biogenni aminy ve viné mohou byt produkovany dekarboxylaci aminokyse-
lin riznymi mikroorganizmy spojovanymi s riznymi fazemi vyroby a skladovani vina.
Nicméné ne vSechny kmeny bakterii se na této ¢innosti podileji. V nékterych vinech mtize
byt velmi nizké mnozstvi biogennich amind, zatimco v jinych miiZze byt mnozstvi vétsi.
[32] Hlavni biogenni aminy spojované s vinem jsou putrescin, histamin, tyramin, kadaverin
a fenyletylamin. Obsah biogennich amini je mnohem vy$§i ve viné neZ v mostu.
V Cervenych vinech je obecné vyssi obsah biogennich amint, nejrozSifenéj$im je putrescin.

Na zacatku procesu zrani byvaji produkovany hlavné histamin a tyrozin. [32,33]

Biogenni aminy jsou Casto produkovany bakteriemi mlééného kvaSeni v procesu kvaseni
potravin a napoji. Kromé¢ BMK, mohou tvofit biogenni aminy i nékteré kvasinky, napf.
Saccharomyces, Brettanomyces bruxellensis. Nejvétsimi producenty jsou vSak zpravidla
BMK Lactobacillus (Lb. hilgardii a Lb. buchneri, Lb. brevis a Lb. mali), Pediococcus
(P.cerevisiae, P. parvulus) a mnoho kmenti O. oeni. Tyto bakterie se schopnosti produkce

biogennich aminii maji specifické geny a enzymy, které jim umoziuji pfevadét aminokyse-
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liny obsazené ve viné na histamin, tyramin, putrescin a kadaverin a dalsi, které jsou skodli-

vé pro jakost vina. [32,33]

Zejména pti nekontrolovaném rastu mikrobl se muze stat uroven biogennich amint ne-
bezpecna. Pii absorpci vysokych koncentraci mohou zptisobit bolesti hlavy, dusnost, buse-
ni srdce, hyper- nebo hypotenzi a také alergie. Histamin je nejvice toxicky a jeho tc¢inek
muze byt zesilen dal$imi aminy. Citlivost ¢lovéka se 1i$i podle individualni detoxikaéni
¢innosti lidského téla. Nejcitlivéjsimi na kontaminaci biogennimi aminy jsou vina s vyso-
kym pH, nebot’ je rozmanitd mikrofléra, a pravdépodobnost pfitomnosti bakterii produku-
jicich BA je velika. Avsak 1 pfi klasickém pH vina (3,3 - 3,8) jsou rizika velka pfi spontan-
nim JMK, zejména pokud je vysoka koncentrace etanolu. Nejlep§im zplisobem jak kontro-
lovat biogenni aminy je bezesporu pouziti startérovych kultur pro JIMK. Tyto startérové
kultury by nemély produkovat biogenni aminy a navic potlacuji Skodlivou ¢innost domoro-
dé mikroflory. [32, 34] V ptipadé vyskytu BA, mohou byt odstranény pomoci ¢ificich pro-
stfedkt. Napiiklad na omezeni histaminu je nejuc¢innéjsi pouziti bentoninu, aktivni uhli je

taktéz ucinné. [35,36]

2.1.3.1 Metody stanoveni biogennich aminii ve viné

Kvalitativni a semikvantitativni skriningové metody vyuZivaji selektivni média. Jednou
Z prvnich metod vyvinutych pro kvalitativni detekci biogennich amint je metoda mikrobio-
logického vysetieni, ktera zahrnuje pouziti agaru s pH indikatorem (bromkrezol-purpur).
Prekurzory biogennich aminii (aminokyseliny) jsou rovnéz obsazeny v dekarboxylacnim
kultiva¢nim médiu. ZvySenim pH v dtsledku formace aminu dojde ke zméné barvy média.
Doporucuje se vSak vysledky doplnit dalSimi analytickymi metodami (napt. HPLC), proto-
ze v dusledku vzniku jinych alkalickych sloucenin (napf. amoniaku) mohou vzniknout fa-

le$né pozitivni vysledky. [33]

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) byla jednou z prvnich technik pouzitych pro stano-
veni biogennich aminl v potravinach. Tato metoda je ¢asov€ naro¢na a pouze semikvanti-

tativni. [33]

Nejcastéji pouzivana metoda pro stanoveni BA je HPLC s pted- nebo postkolonovou deri-
vatizaci. Novou generaci HPLC je technika UPLC, ta se od HPLC odliSuje men§imi casti-
cemi stacionarni faze v kratké koloné. Jeji vyhody spocivaji zejména v tspoie Casu analy-

zy, mensi spotiebé rozpoustédel a také zvySeni kapacity. Déle se mize pouzit i hmotnostni
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spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS), vyhodou je Ze lze stanovit BA piimo
Z roztoku bez piedchozi derivatizace. [37] Pro velmi rychlé selektivni stanoveni se mohou
pouzit i elektroforetické metody (zejména kapilarni elektroforéza), které oproti HPLC po-
skytuji n€které vyhody, napt. vyssi ucinnost, dale je tfeba mensiho objemu vzorku, vysoka

selektivita a citlivost nebo kratka doba analyzy. [33, 38]

Enzymatické metody pro stanoveni produkce histaminu byly nejprve pouzivany u ryb.

Aplikace téchto metod na mosty a vina piinaselo mnoho falesnych vysledku. [33]

2.2 Vyznamné bakterie mlééného kvaseni vyskytujici se ve viné

2.2.1 Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus predstavuji velmi rozmanitou skupinu. Jedna se o grampozi-
tivni, nesporulujici, fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni bakterie, které se pod mi-
kroskopem jevi jako tyCinky. [39] Obvykle tvoii fetizky. Optimalni teplota pro jejich rust
se pohybuje v rozmezi 30-40 °C, termofilni laktobacily mohou rust i pti 55 °C, pod 15 °C
vétsina téchto bakterii uz neroste. Jsou acidotolerantni az acidofilni, zvladaji tak velmi niz-
ké pH, jsou nutri¢né naro¢né, vyzaduji sacharidy, aminokyseliny, peptidy, vitaminy, mastné
kyseliny, derivaty nukleonovych kyselin a mineralni latky.[24] Jsou obecn¢ katalaza nega-
tivni.[39] Laktobacily muzeme nalézt zejména na mistech bohatych na ziviny (mista s vy-
sokou koncentraci sacharidd, slizni¢ni povrchy lidi a zvitat, materialy rostlinného ptivodu).
[40] Pii vyrobé fermentovanych potravin se vyuziva fada laktobacilli patiicich mezi homo-
fermentativni i heterofermentativni laktobacily (napt. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lb. acidophilus). Na druhou stranu nékteré obligatné heterofermentativni laktobacily (napft.
Lb. brevis, Lb. fructivorans) mohou zpisobovat kazeni potravin. [41]

Druhy, které byly izolovany z hroznli a vina na celém svété, jsou Lb. brevis, Lb. caseli,
Lb.buchneri, Lb. cellobiosus , Lb. curvatus, Lb. delbrueckii, Lb. diolivorans, Lb. fructivo-
rans, Lb.heterohiochii, Lb. hilgardii, Lb. jensenii, Lb. kunkeei, Lb. leichmanni, Lb. nagelli,
Lb.paracasei, Lb. plantarum, Lb. trichodes, Lb. vermiforme a Lb. yamanashiensis. [39]

Lb. plantarum ve vin¢ rozklada kyselinu vinnou na kyselinu octovou a oxid uhli¢ity. Né-

kdy se pouziva jako startérova kultura pfi vyrobé vina.[24]
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2.2.2  Leuconostoc

Leuconostoc je grampozitivni, nepohybliva a asporogenni bakterie. Jeji buiiky jsou elipso-
idni az kulovité, Casto protahlé a obvykle se vyskytuji ve dvojicich nebo v fetizcich. Patii
mezi mezofilni mikroorganizmy, S optimem rustu mezi 18 - 25 °C, né€které kmeny jsou
schopny rastu i pii 10 °C. [42] Jsou fakultativné anaerobni, kataldza negativni. Glukoza je
fermentovana na stejné mnozstvi D-kyseliny mlééné, CO; a etanolu nebo acetatu. Nékteré
kmeny produkuji enzym dextransacharazu, diky némuz tvoii na povrchu bun¢k dextranovy
sliz. [43] Druh L. mesenteroides zahrnuje tfi nejvyznamnéjsi poddruhy: L. mesenteroides
subsp. cremoris, L. mesenteroides subsp. dextranicum a L. mesenteroides subsp. mesente-
roides. L. mesenteroides subsp. mesenteroides byva ve vin¢ a nealkoholickych ovocnych
St'avach nezadouci a to vzhledem ke schopnosti disimilace citratu za tvorby diacetylu, ace-
toinu a 2,3-butylenglykolu. [10, 44]

Pro L. mesenteroides subsp. mesenteroides je charakteristicka tvorba dextranového slizu,
jehoz pritomnost ve vin¢ a dalsich nealkoholickych ovocnych napojich je nezddouci, mize

zpusobit houstnuti napoju. [10,44]

2.2.3 0Oenococcus

Vinné bakterie patfici do rodu Oenococcus byly diive klasifikovany jako Leuconostoc gra-
cile, Leuconostoc citrovorum a Leuconostoc oenos. Fylogenetické studie vSak prokazaly
ze, L. oenos piestavuje vyraznou sublinii oddélenou od ostatnich Leuconostoc spp. Toto
zjisténi vedlo k pfevedeni této bakterie do nového rodu Oenococcus. O. oeni ma vysokou
uroven vnitrodruhové genomové rozmanitosti. Bakterie O. oeni jsou popisovany jako
grampozitivni, fakultativn€ anaerobni, kataldza negativni, elipsoidni az kulovité burky,
které se obvykle vyskytuji v parech nebo v fetizcich. Jedna se o heterofermentativni druh,
ktery preménuje glukozu na ekvimolarni mnozstvi predevsim D-kyseliny mlééné, CO; a
etanolu nebo acetatu. Bakterie produkuji plyn z glukézy, hydrolyzuji eskulin, mohou tvofit

amoniak z argininu. Optimum rGstu je okolo 22 °C. [39]

O. oeni je acidofilni bakterie tolerantni k alkoholu, ktera hraje vyznamnou roli pfi vyrobé
vina. Casto byva pfiddvana jako startovaci kultura pro zahajeni JMK a to diky své odolnos-
ti vaéi vysokym koncentracim etanolu (az okolo 15 %), a toleranci k nizkému pH okolo
2,9. Prevadi kyselinu L-jablec¢nou na kyselinu L-mlécnou a CO,, Celkovy dopad na vino je

do zna¢né miry zavislé na konkrétnim kmenu. [45]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

2.2.4 Pediococcus

Rod Pediococcus jsou grampozitivni, nepohyblivé kulovité bakterie, které tvori tetrady.
Jsou katalaza a oxidaza negativni, fakultativné anaerobni, homofermentativni a z glukozy
produkuji DL-laktat jako hlavni kone¢ny produkt fermentace. Fermentuji také fruktozu,
manézu a celobidzu a vétSinou také galaktozu a maltozu (P. damnosus, P. parvulus, P.
claussenii tuto schopnost postradaji). Pyruvat mohou ménit na dal§i kone¢né produkty,
jako jsou diacetyl a acetoin, (P. damnosus). Nékteré kmeny pediokokt jsou znaéné odolné
vuci teploté, pH a NaCl. Rostou pii pH kolem 5. [43] Pediokoky se Casto nachazi
Vv nizkych poctech spole¢né s laktobacily a leukonostoky na rostlinnych materialech, potra-
vinach a jako Skodlivi ¢initelé v alkoholickych népojich. Jsou povazovany za dualezité star-
térové bakterie vyuzivané pii vyrobé fermentovanych masnych vyrobkd, nékteré kmeny P.
acidilactici a P. pentosaceus produkuji bakteriociny. [41] Ve viné se vyskytuji zejména
druhy P. parvulus, P. pentosaceus, P. damnosus, P. inopinatus. [10] Pokud se pediokoky
ve viné vyskytuji v pfiméfeném mnozstvi, tak se zucastiiuji odbouravani kyseliny jable¢né
na kyselinu mléénou a CO,. Pii pftili§ vysokém obsahu pediokokti ve viné dochazi k pro-

dukci acetoinu a diacetylu, které jsou nezadoucimi latkami ve ving.[44]

P. cerevisiae ma na vino negativni vliv vzhledem k tomu, ze zpusobuje vlackovaténi, vy-
tvaii se fetizky (vlacky) slizu. Jeho pfemnozeni hrozi zejména u vin s nizkym obsahem
kyselin a vys$§im zbytkem cukru. Kontaminovand vina jsou znacné viskézni a pti zamicha-
ni je pozorovan pohybujici se jemny zakal. Vino postihnuté touto bakterii 1ze upravit pro-
vzdusnénim pfi staceni, pretoCenim do siln€ zasifeného sudu a piekvasenim zdravymi

kvasnicemi. [46]

2.2.5 Weissella

Rod Weissella je grampozitivni, nepohybliva, kataldza negativni bakterie. Tvofi kratké
ty¢inky. Vyskytuji se v parech, nebo kratkych fetizcich. Jsou fakultativné anaerobni., hete-
rofermentativni. V zavislosti na kmenu produkuji kyselinu mléénou v konfiguraci DL- ne-
bo D. Pfi svém ristu maji vysoké pozadavky na nutriéni latky, zejména aminokyseliny,
peptidy, fermentovatelné cukry, tuky, nukleové kyseliny a vitaminy. K ristu dochazi pii 15
°C, nékteré mohou rust i pii 42 - 45 °C. [43]
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2.3 Bakterie octového kvaseni

Bakterie octového kvaSeni se spojuji s vinem jako kontaminujici mikroflora tvotici kyseli-
nu octovou, acetaldehydy a etylacetat. [19] Bakterie octového kvaseni (BOK) tvoti velkou
skupinu gramnegativnich aerobnich bakterii se schopnosti oxidovat etanol na kyselinu oc-
tovou. Jsou pohyblivé pomoci polarnich nebo pertrichalnich bic¢ikt. Jsou katalaza pozitiv-
ni, oxidaza negativni. Optimalni teplota pro rast je 25 - 30°C a optimalni pH 5 - 6, 1 kdyz
mohou rist i pii pH pod 4. Jsou rozsifeny na piirodnich materialech. Jako zdroj energie
vyuzivaji glukozu, etanol, laktat a glycerol. VétSina z téchto latek je oxidovana na COa,
vodu a dal$i metabolity, zejména kyselinu octovou a hromadi se v ristovém médiu. [47]
Nutri¢ni pozadavky se lisi v zavislosti a dostupnych zdrojich uhliku. Nékteré kmeny vyza-
duji p-aminobenzoové kyseliny, niacin, thiamin, nebo kyselinu pantotenovou. BOK pro
svuj rist bézné vyzaduji kyslik, pokud je omezen kontakt kysliku s vinem, mize dochazet
k omezeni ristu téchto bakterii. [39] Mnoho druht bakterii octového kvaseni se nachazi na
hroznech a doprovazeji vyrobu vina uz od sklizné. Nadale rostou v mostu, ktery nebyl zasi-
fen, obecné se jejich mnozstvi snizi pii kvaseni v dusledku anaerobnich podminek. Pii ne-
dodrzeni technologickych operaci se mohou BOK obnovit v dusledku piistupu kysliku.
Zabranit znehodnoceni vina octovymi bakteriemi lze ptfedevsim vhodnymi skladovacimi
podminkami. Je dileZité vino udrZovat v zapeceténych nadobach. BOK jsou také méné
aktivni pii nizkém pH, pfi pH 3 se témé&f nevyskytuji. Jsou citlivé také na teplotu, pfi teplo-
tach kolem 15 °C nerostou dobte. Nejlepsi ochranou pfed BOK je pouziti sifi¢itanu. [48]
Z vina byly izolovany naptiklad Gluconobacter oxydans, Acetobacter aceti, A. pasteuri-
anus, Gluconacetobacter liquefaciens (diive A. liquefaciens), a Gluconacetobacter hanse-
nii (diive A. hansenii) [39]

2.4 Kvasinky

Kvasinky se vyskytuji na povrchu hroznil a v prostfedi vinice, na hrozny se dostavaji za
pomoci vétru a hmyzu. Z pocatku zrani ovoce je prevladajicim druhem Kloeckera apicula-
ta v mnozstvi az 50 %. V omezeném mnozstvi se vyskytuji i jiné druhy, které se fadi mezi
rody Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Issatchenikia, Kluveromyces,
Metchnikowia, Pichia a Rhodotorula. Fermentativni druhy Sacharomyces cerevisiae a Sa-
charomyces bayanus jsou pfitomny v omezeném mnozstvi. Tuto mikrofloru ovliviwje §i-

roké Skala faktort a to zejména teplota, srazky, nadmoiska vyska, zralost plodiny a pouziti
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fungicida. Kvasinky ptitomné v mostu béhem prvnich nékolika hodin po naplnéni do nadr-
zi patii ke stejnym druhtim, které byly nalezeny na hroznech. Jsou to pievazné Hanse-
niaspora a Kloeckera. Za téchto spontannich podminek se kvasinky Saccharomyces za¢nou
rozvijet zhruba po 20 hodinach. Po 3 az 4 dnech kvaSeni kvasinka Sacharomyces pievlada
a je zodpovédna za alkoholové kvaseni. Tuto zménu v populaci kvasinek zptsobuje ros-
touci pfitomnost etanolu, anaerobni podminky, sifeni, koncentrace cukru a vétsi tolerance
K vy$sim teplotam. V soucasné dobé¢ se ve vinafstvi vyuziva metoda oCkovani kvasinek,
které jsou ve formé aktivné suSenych kvasinek. Tato metoda zkracuje lag-fazi, zajistuje
rychlé a kompletni kvaseni mostu a pomaha vytvofit mnohem vice reprodukovatelnych
finalnich produktii. Vybér vinnych kvasinek se specifickymi genetickymi markery zajistuje
béhem kvaSeni monitorovany rist vybranych kment. Fermentace je urychlena zejména
inokulovanymi kvasinkami, avSak rast piivodni mikroflory v prvnich dnech kvaSeni neni
zcela potladen a mize také ovlivnit vlastnosti vina. Doporucuje se pouzivat smeésné kultu-
ry, které musi byt peclivé vybrany na zakladé urcitych pottebnych vlastnosti, které maji

vliv na vysledny charakter vina. [19]

Kvasinky Saccharomyces jsou metabolicky vyznamné pii fermentaci vina, nékteré z téchto
druhli jsou vSak omezeny ve schopnosti plné zkvaSovat hroznovou §tavu a produkovat
z cukru dostatecnou koncentraci etanolu. N&které mohou rist pomalu ve srovnani s ostat-
nimi ptivodnimi kvasinkami a nemusi se usadit. Jiné kmeny maji vlastnosti, které lze vyu-
zit pfi vyrobé vina. Napiiklad ne¢které kmeny Hanseniaspora / Kloeckera tvofi vice atrak-
tivni smési tékavych latek uréenych k aromatizaci a vys$si mnozstvi glukozidazy a proteazy
nez druh Saccharomyces. Candida zemplinina produkuje vice glycerolu, Kluyveromyces
thermotolerans vytvaii vyssi koncentraci kyseliny mlééné. Torulaspora delbrueckii produ-
kuje méné kyseliny octové a druhy Schizosaccharomyces snizuji kyselost vina pomoci me-
tabolismu kyseliny jable¢né. Mnoho studii se snazi pochopit, jak ostatni druhy kvasinek

rostou spolecné se S. cerevisiae a jak se vzajemné ovliviuji. [49]

Bé&hem vyroby vina vykazuji kvasinky jak prospé&s$nou tak i Skodlivou aktivitu. Sacharomy-
ces cerevisiae je hlavni kvasinka zodpoveédna za pfeménu hroznové §t'avy na vino, tento
druh a mnohé dalsi se v§ak mohou projevit i nezadoucimi G¢inky. Druhy rodt Kloeckera,
Hanseniaspora jsou ¢asté na povrchu hroznl a ve §tavé po rozdrceni hroznti. Tyto druhy

Ize snadno regulovat adekvatnim vinafskym opatienim (nizka teplota, oxid siti¢ity, hygie-
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na) a béhem kvaseni je tlumena vyroba nezadoucich metabolitd jako je etylacetat (zptisobu-

jici zapach po octu).[50]

2.4.1 Dekkera

Mnozi vinafi povazuji Brettanomyces a jeji sporulujici ekvivalent Dekkera za hrozbu pro
kvalitu vina. Po celém svété v dusledku kontaminace t€mito kvasinkami byvaji zptisobeny
velké ekonomické ztraty, jelikoZ mohou vina zkazit a ucinit je neprodejnymi nebo snizi
jejich kvalitu a tim snizi i trzni cenu. Urc¢ita mira infekce v8ak mize byt prospésna pro ur-

¢ité druhy vina. Hraji pozitivni roli pfi zrani nékterych mladych ¢ervenych vin. [39]

2.4.2 Hanseniaspora

Hanseniaspora tvoii vej¢ité a kulovité buniky. Na hroznech se nejcastéji nachazi H. uva-
rum. Tyto druhy vyuzivaji rizné dusikaté latky zahrnujici kadaverin, L-lyzin, etylamin, a

toleruji i 10 mg/l cykloheximidinu. Nékteré druhy produkuji ¢erveny/hnédy pigment.[39]

2.4.3 Pichia

Rada druhii Pichia miize byt nalezena ve ving, jako napt. P. anomala, P. membranifaciens.
P. guilliermondii se do mostu mize dostat z vinatského vybaveni. Buiiky se jevi pod mi-
kroskopem jako ovalné, elipsoidni nebo valcové a mnozi se vegetativné. Kolonie na pev-
nych médiich jsou bilé nebo krémové a obvykle vrascité. V zavislosti na druhu mohou

zkvaSovat rtizné cukry a asimilovat dusi¢nany. [39]

2.5 Plisné

Ke kontaminaci hroznl rlznymi druhy plisni dochéazi pfed sklizni, v pribchu sklizné a
zpracovani hroznl. Rist plisni na hroznech zacina pfi vhodné teploté a vlhkosti. Znehod-
noceni hroznovych bobuli pied sklizni mohou zputsobit rody Alternaria, Aspergillus, Botry-
tis, Cladosporium, Eurotium, Penicillium a Rhizopus. Tyto rody jsou povazovany za hlavni
kontaminanty hroznt. V diisledku jejich ristu mohou byt produkovany sekundarni metabo-
lity plisni - mykotoxiny. Ochratoxin A se vyskytuje v hroznech révy vinné i ve viné. Jeho
zdrojem jsou zejména kmeny Aspergillus (A. carbonarius napada hrozny hlavné pied
sklizni a A. niger, A. ochraceus). V dobé¢ sklizné se zvysuje obsah cukru v hroznech a tim

jsou nejvice nachylné k infekci A. carbonarius a zaroven je podpoifena produkce ochrato-
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Xinu A. Toto riziko se zvySuje zejména pii poskozeni nebo opozdeéné sklizni zralych hroz-
nd. Penicillium verrucosum je jedinym druhem z rodu Penicillium schopnym produkovat
ochratoxin. Mykotoxiny jako patulin, aflatoxin a citrinin jsou v hroznech a vinech mén¢
Casté. Patulin muze produkovat kmen Penicillium expansum. Citrinin produkuji razné dru-
hy Penicillium, Aspergillus a Monascus. Producenti aflatoxinu jsou A. flavus, A. parasi-
ticus. Na hroznech postizenych Sedou hnilobou (Botrytis cinerea) se vyskytuje Trichothe-
cium roseum ktery je zdrojem mykotoxinu trichotecinu. Nicméné tento mykotoxin se vy-
skytuje u vina jen zfidka. Ochratoxin A je mykotoxin nefrotoxicky, teratogenni a imuno-
supresivni. Aflatoxiny jsou silnymi karcinogeny. Patulin zplsobuje gastrointestinalni pro-

blémy, kozni vyrazky, a je mutagenni. Citrinin je hepatonefrotoxicky. [51]

Botrytis cinerea je ptivodcem Sedé plisné hroznt, je zodpovédna za vyznamné ekonomické
ztraty ve vinafstvi po celém svéte. Ve vlhkém prostiedi jsou vytvotfeny podminky pro hou-
bovou penetraci a uvolnéni zivin z bobuli hroznti. Nejefektivnéj$im zplisobem jak zabranit
tomuto onemocnéni je pouziti fungicidii a chemicka kontrola. Vzhledem ke zvysSené rezis-
tenci na fungicidy je zajimavou alternativou ke konvenénim metodam biologicka kontrola.
Hlavni z&sady biologické kontroly spocivaji v pouziti Zivych mikroorganizmd, jejich pro-

duktt a pouziti biologického procesu ke kontrole populaci skidct.[52]
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3 CHOROBY A VADY VINA ZPUSOBENE MIKROORGANIZMY

Pro vyrobu kvalitniho vina je potieba, aby zpracovavana surovina, tedy hrozny révy vinné
byly zdravé, vyzralé a mechanicky neposkozené. V tomto ptipadé se da ocekavat normalni
vyvoj vina. Pfi neodborné manipulaci a Spatném oSetiovani se miize vino zkazit, zejména
pokud hrozny neodpovidaji kvalitativnim pozadavkiim na vyrobu vina. Mize vzniknout
vino vykazujici ur¢ité vady. Choroby vina byvaji zpisobeny mikroorganizmy a mohou
vino poskodit az tak, Ze se stava nepozivatelnym. Nejcastéjsimi chorobami vina jsou kiiso-
vaténi, octovaténi, vlackovitost, mlé€né a manitolové kvaSeni, mySina. Vady vina vznikaji
béhem technologického procesu vyroby vina a jsou vysledkem nespravného a nedbalého
zachédzeni s vinem, moStem a rmutem. Zakladem prevence je dostatecnd Cistota, hygiena
prostiedi a veSkerého naradi a vybaveni sklepa. Vino jakozto produkt vyrobeny pomoci
zivych mikroorganizmu je velmi citlivé a v pfipadé styku s nevhodnym materialem snadno
ptebira rizné pachy, pfichuté a diky kyselindm také snadno reaguje. Vznikaji kovové zaka-
ly, pfichut’ sirovodiku, po korku, sudovina. Mnoho chorob i vad vznika v dusledku nad-

mérného pusobeni kysliku na vino. [53]

3.1 MySina

Tato typicka choroba, zejména ovocnych vin, patii mezi nepiijemné choroby vina, projevu-
jici se zapachem po ,,mysi moci“ s tony zatuchlosti pfipominajici dlouho nevétranou mist-
nost. Za hlavni ptivodce této choroby se povazuji mlééné bakterie — rody Lactobacillus,
Oenococcus a druh Leuconostoc mesenteroides. Dalsim pivodcem mohou byt v chladngj-
Sich vinafskych oblastech 1 kvasinky rodu Brettanomyces. Nejcastéji se vyskytuje u mla-
dych vin se zbytkovym cukrem, s nizkym obsahem kyselin, u kterych probihalo kvaseni pfi
vysokych teplotach. Tato choroba je z vina neodstranitelna, mohou se proti ni chranit dob-
rym sifenim nebo kvasenim pod kvasnou zatkou pfi teplotach kolem 18 °C a také v€asnym

preto¢enim mladého vina z kvasni¢nych kald. [10]

3.2 Ki¥is

Vina, ktera maji nizky obsah alkoholu, mohou byt za ptistupu vzduchu napadena ktisovi-
tymi kvasinkami. Zpusobuji jej nejcastéji nasledujici druhy kvasinek: Pichia membrane-

faciens, Pichia fermentans, Candida vini, Candida zeylanoides, Metschnikowia pulcherri-
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ma, Debaryomyces hansenii. Rozkladaji alkohol i kyseliny obsazené ve vin¢ na vodu a
oxid uhli¢ity. Béhem toho vytvari na vin¢ mazdrovity povlak oznaCovany jako kiis, ten
muze Casto narUstat i na sténach nadoby nad vinem. Vlivem kiisovaténi je porusena chut’ i
vuné vina. D4 se mu piedchdzet pravidelnym dopliiovanim nadob s vinem s vysSim site-
nim. Dulezité je také vino skladovat pii spravné teploté. Teploty vyssi nez 20 °C podporuji

rozvoj kvasinek a tim i tuto chorobu vina. [10, 54]

3.3 Vlackovaténi vin

Jedna se o nemoc projevujici se zménou konzistence, ta se stava olejovitou a nasledné se
da vino vytahovat jako vlakno. Pivodcem jsou bakterie tvofici na povrchu sliz. Tato cho-
roba postihuje zejména mlada vina nebo vina lezici delSi dobu na kvasni¢nych kalech a
vina s nizkym obsahem tfislovin. Pfi del§im trvani choroby vino ztraci sviyj charakter, stava

se mdlym a fadnim. [54]

3.4 Vady vina zptisobené nespravnou fermentaci

Zvrhnuti vina je choroba postihujici Cervena vina. Zpisobuji ji mikroorganizmy $tépici
Kyselinu vinnou a vinny kamen na kyselinu octovou, mlé¢nou, propionovou a oxid uhliéity.

Vlivem této choroby vino hofkne a ¢ervena barva piechazi do hnédého odstinu. [54]

Metabolizovanim cukri, jako jsou glukoéza a fruktoéza, produkuji BMK kyselinu mléénou a
kyselinu octovou. Vino ziskava kyselou chut’ a octové aroma. Jedna se o zavazné znehod-
noceni zejména u vin s vy$§im zbytkovym cukrem (sladka vina). Méné zavaznym znehod-
nocenim je u vin suchych kde vznik téchto kyselin zvySuje titracni kyselost a sniZzuje pH,

coz omezuje rust téchto mikroorganizmui. [55]

Dalsi vadou je rozklad kyseliny vinné. U tohoto druhu kaZeni BMK kvasi kyselinu vinnou
a tvofi kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou a oxid uhli¢ity. Odbouravani kyseliny vinné se
vyskytuje zejména u vin s nizkym obsahem kyselin a vysokym pH (pH nad 3,5). Titra¢ni
kyselost je dale snizena a chut’ a vliin€ vina se stale zhorSuje, méni se z mdlé na ostrou az
zapach. Vngjsim znakem této choroby je zména Cervené barvy na hnédou a vytvoreni Sedo-

hnédého zakalu. [55]
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Nékteré bakterie mohou metabolizovat kyselinu citronovou. Obsah kyseliny citronové se
muze snizit béhem JMK. Zavisi to druhu bakterii a pH vina. Rozklad kyseliny citronové

souvisi s tvorbou diacetylu a acetonu stejné jako kyseliny octové. [55]

Kyselina octova je hlavni t€kavou kyselinou vina. Vznika v pribéhu kvaSeni jako vedlejsi
produkt. Rozsah tvorby je 200 — 400 mg/l, v tomto mnozstvi nema Vvliv na kvalitu vina. Je
produkovana BMK, BOK. Rust bakterii octového kvaSeni ve viné a v mos$tu mize vyrazné
zvysit obsah tékavych kyselin. Pokud je kyselina octova pfitomna v mnozstvi 600 — 700

mg/l, je ve viné patrna a znehodnocuje jej. [48]

Rozlozeni glycerolu pomoci BMK vede k tvorbé kyseliny mlééné, kyseliny octové a akro-

leinu. Vino voni octov€, maselné a ziskava nahoiklou chut’ kvili akroleinu. [55]

Ve vin¢ je rovnéz nezaddouci manitol. Manitol vyrabi nékteré bakterie mlééného kvaseni

z fruktozy podle nasledujici reakce:
Fruktéza + NADH' + H" — manitol + NAD" (manitol dehydrogenaza) [39]

Brettanomyces, jsou kvasinky, které se n€kdy vyskytuji na slupkdch hroznt, nebo ve viné.
Jejich vyskyt podporuje i sklepni necistota a rovnéz je pienasi vinné musky Drosophila
melanogaster. Jsou citlivé k SO,. Tvofi ¢tyfi produkty, které mohou negativné ovlivnit

chut’ a vini vina: esterazy, t€kavé mastné kyseliny, tetrahydropyridiny a tékavé fenoly. [56]

3.5 Dalsi vady vina

Hnédnuti vina se projevuje zejména u vin mladych a malo sifenych a je zptisobeno piistu-
pem vzduchu. Dochézi ke zméné piivodni barvy, a vino ziskava nahnédly odstin. Cerné
zékaly se vyskytuji u Cervenych vin a jsou zpiisobeny vysokym obsahem kovii. Déle se
mohou vyskytovat bilé zakaly a krystalizacni zakaly. Vada, vyznacujici se zapachem zka-
zenych vajec, se oznacuje jako ,,sirka®. Zapach je zplisoben sirovodikem vznikajicim ¢in-
nosti kvasinek. Do vad v pfichuti patfi pfichut’ po tfapinach, po trave, po acetonu, mrazova
a zemita piichut’. Dale také ptichut’ po kvasinkach a plisnich, po korku aj. Pfi vysokém
obsahu kyselin je vino tvrdé, zplsobuje to vyroba z nezralych hroznl. Déle mlize vino ne-
gativné ovliviiovat jak nizky obsah alkoholu, tak i vysoky obsah alkoholu a stejné tak nizky

obsah extraktu. [57]
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4 CILE PRACE

Cilem diplomové¢ prace bylo provedeni mikrobiologické analyzy vybranych vzorkl vin a

studium tvorby biogennich aminti bakteriemi izolovanymi z vzorkl vin.
Pro dosazeni cilii bylo tfeba:
e vypracovat resersi tykajici se problematiky mikrobiologie vina,
e strucné¢ popsat vyznam a zastoupeni bakterii ve ving,
e popsat problematiku tvorby biogennich aminti ve ving.
Pro vypracovani praktické ¢asti diplomové prace bylo nutné naplnit tyto dil¢i cile:
e stanovit pocCty mikroorganizmil v jednotlivych vzorcich vin,
e morfologicka charakterizace kment bakterii vybranych z jednotlivych vzorki vin,
e otestovat bakterie na dekarboxyldzovou aktivitu,

e na zdkladé€ ziskanych vysledkt zformulovat zavér.
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5 MATERIALA METODIKA

5.1 Analyzovany material

K analyze byly pouzity dvé série vzorkl vina. Prvni fada vin (vzorky ¢islo 1 — 52; Tab. 3 -
Tab. 5) jsou vina, které poskytl doc. Balik ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity.
Vsechny vzorky pochézely z téhoz vina. Jednalo se o Frankovku, objem kadi byl 1000 li-
tra.

Druha tada vin (vzorky oznacené X1- X84) byla vina, ktera byla ziskana od dvou vinati
Z PoleSovic. Po probéhnuti hlavniho kvaseni byla vina stdhnuta z kvasnic a zaockovéana
kulturou. Oba vinafi zaockovali 2 odrudy a to Zweigeltrebe a Cabernet Moravia kulturou
BioStart™ Forte SK2 (odolny kmen Oenococcus oeni uréeny pro biologické odbouravéni
kyseliny jablecné pro bild a cCervend vina; Erbsloh, SRN). Od kazdého vina byly
analyzovany i kontrolni vzorky, které byly ponechany bez o¢kovani (tabulka 6 a 7).
Vsechny vzorky byly od odbéru az do doby provedeni experimentu skladovany

Vv mraznicce pii teploté -18 + 2 °C.

Tab. 3. Vzorky vin odebrané z vany 4; inokulované — Lalvin 31 Oenococcus oeni.

Cislo vzorku Datum Teplota Poznamka
odbéru vany [°C]
1 27.10.2008 10
2 28.10.2008 12,4
3 29.10.2008 13,9
4 3.11.2008 21,7
5 4.11.2008 29,6 Inokulace — Lalvin 31 Oenococcus oeni,

Lallemand (Francie)

6 5.11.2008 28,0
7 6.11.2008 25,0
8 7.11.2008 24,5
9 8.11.2008 23,5
10 10.11.2008 22,4
11 11.11.2008 21,8
12 18.11.2008 18,3
13 28.11.2008 14,6
14 5.12.2008 13,5
15 6.1.2009 12,1
16 12.1.2009 14,5
17 27.1.2009 15,6

18 4.2.2009 14
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Tab. 4. Vzorky vin odebrané z vany 3; inokulované — Lalvin 31 Oenococcus oeni.

Cislo vzorku Datum Teplota Poznamka
odbéru vany[°C]

19 27.10.2008 10

20 28.10.2008 18

21 29.10.2008 20,5

22 3.11.2008 30,0 Inokulace — Lalvin 31 Oenococcus oeni,

Lallemand (Francie)

23 4.11.2008 23,5

25 6.11.2008 21,2

26 7.11.2008 21,8

27 8.11.2008 23,5

28 10.11.2008 25,1

29 11.11.2008 21,0

32 5.12.2008 16,4

33 6.1.2009 10,7

34 12.1.2009 6,4

35 27.1.2009 8,9

36 3.2.2009 7

Tab. 5. Vzorky vin odebrané z vany 5; inokulované: BioStart.

Cislo vzorku Datum Teplota Poznamka
vany [°C]

37 3.11.2008 21,8

38 4.11.2008 31,7 Inokulace: Biostar vitale sk11, Erbsloh
39 4,11.2008 29,6

40 5.11.2008 31,7

41 6.11.2008 30,7

42 7.11.2008 29,6

43 8.11.2008 26,4

44 10.11.2008 23,2

45 11.11.2008 21,9

46 18.11.2008 14,1

47 28.11.2008 13,5

48 5.12.2008 13,0

49 6.1.2009 11,0

50 12.1.2009 9,1

51 27.1.2009 12,4

52 4.2.2009
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Tab. 6. Analyzované vzorky ziskané od prvniho vinaie

Datum odbéru Cislo Vino
7.12. X1 Cabernet Moravia ockovani, BioStart Forte SK2
10.12. X2 Cabernet Moravia zaoCkované
13.12. X3 Cabernet Moravia zaoCkované
16.12. X4 Cabernet Moravia zaoCkované
19.12. X5 Cabernet Moravia zaoCkované
21.12. X6 Cabernet Moravia zaoCkované
23.12. X7 Cabernet Moravia zaoCkované
27.12. X8 Cabernet Moravia zaoCkované
30.12. X9 Cabernet Moravia zaoCkované
3.1. X10 Cabernet Moravia zaoCkované
7.1 X11 Cabernet Moravia zaoCkované
10.12. X12 Cabernet Moravia kontrola
13.12. X13 Cabernet Moravia kontrola
16.12. X14 Cabernet Moravia kontrola
19.12. X15 Cabernet Moravia kontrola
21.12. X16 Cabernet Moravia kontrola
23.12. X17 Cabernet Moravia kontrola
27.12. X18 Cabernet Moravia kontrola
30.12. X19 Cabernet Moravia kontrola
3.1. X20 Cabernet Moravia kontrola
7.1 X21 Cabernet Moravia kontrola
7.12. X22 Zweigeltrebe oc¢kovani, BioStart Forte SK2
10.12. X23 Zweigeltrebe zaoCkované
13.12. X24 Zweigeltrebe zaoCkované
16.12. X25 Zweigeltrebe zaoCkované
19.12. X26 Zweigeltrebe zaoCkované
21.12. X27 Zweigeltrebe zaoCkované
23.12. X28 Zweigeltrebe zaoCkované
27.12. X29 Zweigeltrebe zaoCkované
30.12. X30 Zweigeltrebe zaoCkované
3.1. X31 Zweigeltrebe zaoCkované
7.1. X32 Zweigeltrebe zaockované
10.12. X33 Zweigeltrebe kontrola
13.12. X34 Zweigeltrebe kontrola
16.12. X35 Zweigeltrebe kontrola
19.12. X36 Zweigeltrebe kontrola
21.12. X37 Zweigeltrebe kontrola
23.12. X38 Zweigeltrebe kontrola
27.12. X39 Zweigeltrebe kontrola
30.12. X40 Zweigeltrebe kontrola
3.1. X41 Zweigeltrebe kontrola
7.1. X42 Zweigeltrebe kontrola
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Tab. 7. Analyzované vzorky vina ziskané od druhého vinaie

Datum odéru Cislo Vino
27.10. X43 Zweigeltrebe o¢kovani, BioStart Forte SK2
10.11. X44 Zweigeltrebe kontrola
24.11. X45 Zweigeltrebe kontrola
8.12. X46 Zweigeltrebe kontrola
22.12. XA47 Zweigeltrebe kontrola
5.1. X48 Zweigeltrebe kontrola
19.1. X49 Zweigeltrebe kontrola
2.2. X50 Zweigeltrebe kontrola
16.2. X51 Zweigeltrebe kontrola
2.3. X52 Zweigeltrebe kontrola
16.3. X53 Zweigeltrebe kontrola
10.11. X54 Zweigeltrebe zaoCkované
24.11. X55 Zweigeltrebe zaoCkované
8.12. X56 Zweigeltrebe zaoCkované
22.12. X57 Zweigeltrebe zaoCkované
5.1. X58 Zweigeltrebe zaoCkované
19.1. X59 Zweigeltrebe zaoCkované
2.2. X60 Zweigeltrebe zaoCkované
16.2. X61 Zweigeltrebe zaoCkované
2.3. X62 Zweigeltrebe zaoCkované
16.3. X63 Zweigeltrebe zaoCkované
24.11. X64 Cabernet Moravia oc¢kovani, BioStart Forte SK2
8.12. X65 Cabernet Moravia kontrola
22.12. X66 Cabernet Moravia kontrola
5.1. X67 Cabernet Moravia kontrola
19.1. X68 Cabernet Moravia kontrola
2.2. X69 Cabernet Moravia kontrola
16.2. X70 Cabernet Moravia kontrola
2.3. X71 Cabernet Moravia kontrola
16.3. X72 Cabernet Moravia kontrola
30.3. X73 Cabernet Moravia kontrola
13.4. X74 Cabernet Moravia kontrola
8.12. X75 Cabernet Moravia zaoCkované
22.12. X76 Cabernet Moravia zaoCkované
5.1. X77 Cabernet Moravia zaoCkované
19.1. X78 Cabernet Moravia zaoCkované
2.2. X79 Cabernet Moravia zaoCkované
16.2. X80 Cabernet Moravia zaoCkované
2.3. X81 Cabernet Moravia zaoCkované
16.3. X82 Cabernet Moravia zaoCkované
30.3. X83 Cabernet Moravia zaoCkované
13.4. X84 Cabernet Moravia zaoCkované
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5.2 Pouzity material

Analytické vahy KERN 440-47 N, Némecko
Analytické vahy Sartorius Basic Plus, Némecko
Laboratorni vahy KERN 572, Némecko

Mikroskop laboratorni Motic BA200

Vortex Heidolph, Reax top, Némecko

Autoklav Varioklav H+P, Némecko

Automatické mikropipety Hirschmann, Némecko
Automatické mikropipety Nichipet EX, Japonsko
Automaticky davkovac Dispensette BRAND, Némecko
Automaticky sterilizator kli¢ek, Sklarni kavalier, VVotice
Biohazard box EUROFLOW, Clean Air, Holandsko
Biologicky termostat BT 120, Ceska republika
Fotoaparat Olympus C3040, Japonsko

Chladnicka Electrolux

Laboratorni plasty (Spicky pro automatické mikropipety, mikrotitraéni desticky, eppedo-

rfkové mikrozkumavky)

Ostatni béZné laboratorni pomiicky a vybaveni

5.3 Pouzité chemikalie

Benzin, Ing. Bacilek Jaromir, CSc. — Dorapis Brno
Bromkresol purpur, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Destilované voda

D-gluk6za, Lachema a.s., Brno

Ethanol denaturovany 96%, ing. Petr Lukes

Glycerol, ing. Petr Lukes
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Imerzni olej, PENTA, Praha
Methylenova mod#, Sigma-Aldrich

Tween 80, Sigma-Aldrich

5.4 Zivna média

V diplomové praci byly sledovany urcité skupiny bakterii, které se mohou ve viné pfiroze-
n¢ vyskytovat nebo které mohou vino kontaminovat. Pro potlaceni ostatni mikroflory
(zejména kvasinek a plisni) bylo ke v§em pudam jesté pied autoklavovanim ptidano anti-
mykotikum cyklohexinidin (Sigma-Aldrich) v koncentraci 50 mg/1. Dle potieby byly pudy
pripravovany jako tuhé piidy s agarem nebo ve varianté bujonu (bez agaru). Pokud byly
pouzivany obé varianty, je uvadéno sloZeni tuhé ptdy.

Pro stanoveni celkového poctu bakterii ve vzorcich vina bylo pouzito Zivné médium Plate

Count Agar (PCA; HiMedia, Bombai, Indie) o slozeni:

PCA 23,50
Cyklohexinidin 50 mg
Destilovana voda 1000 ml

Koneéné pH (pfi 25°C) 7+ 0,2

Pro stanoveni poctu laktobacilti byla pouzita pida MRS (deMan, Rogosa a Sharpe; HiMe-

dia) jejiz slozeni bylo nasledujici:

MRS broth 559
Agar 15¢g
Cyklohexinidin 50 mg
Destilované voda 1000 ml

Kone¢né pH (pii 25°C) 6,2+ 0,2

Pro stanoveni ptitomnosti mlécnych kokti (laktokokl, oenokokli a dalSich) byly pouzity
diagnostické pudy M17 (HiMedia) a Tomato juice Agar (TJA, HiMedia) jejichz ptiprava
byla nésledujici:

TIA 409

Cyklohexinidin 50 mg

Destilovana voda 1000 ml



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 47

M17

M17 broth 37,39
Laktoza 59
Agar 15¢
Cyklohexinidin 50 mg
Destilovana voda 1000 mi

Konec¢né pH (pii 25°C) 6,9 + 0,2

Pro stanoveni kontaminujicich gramnegativnich bakterii octového kvaseni byly pouzity
nasledujici dvé pidy:

ACETOBACTER - GLUCONOBACTER AGAR (AGA)

Yeast extract (HiMedia) 109
Glukoza (LachNer) 150 g
CaCOgs (LachNer) 20 ¢
Agar 209
Cyklohexinidin 50 mg
Destilovana voda 1000 mi

Konec¢né pH (pii 25°C) 7,4+ 0,2

ACETOBACTER AGAR (AA)

Yeast extract (HiMedia) 109
Glukoza (LachNer) 30
CaCO3 (LachNer) 109
Agar 15¢
Cyklohexinidin 50 mg
Destilované voda 1000 ml

Kone¢né pH (pii 25°C) 7,4+ 0,2
Pro pomnoZeni béZznych bakterii byl pouZzit Nutrient Broth (HiMedia).
Nutrient Broth 13 ¢

destilovana voda 1000 ml



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 48

6 POUZITE METODY

6.1 Staticka kvantitativni kultivace

Pro stanoveni poctu zivotaschopnych bun¢k bakterii ve vzorcich vina byla pouzita neptima
metoda, kterd spociva v pocitani viditelnych makroskopickych kolonii vyrostlych na aga-
rovych plotnach. Metoda je zalozena na ptedpokladu, Ze z jedné Zivotaschopné bunky vy-
roste jedna kolonie. Jednotlivé kolonie byly spocitany a piepocteny na 1 ml pivodniho

vzorku vina. [58]

Sterilizace kultivaénich médii byla provedena autoklavovanim po dobu 15-20 minut za
teploty 121 °C. Stanoveni poctu bakterii bylo provadéno za aseptickych podminek. Na vy-
sterilizovana média AGA, AA, PCA a M17 bylo sterilnimi $pickami pipetovano 0,1 ml a
0,5 ml vina. Toto mnozstvi bylo rovnomérné rozetieno pomoci sklenéné hokejky. Na aga-
rové plotny MRS, TJA bylo pipetovdno mnozstvi 0,5 ml a 1 ml. Po Gplném vsaknuti vzor-
ku na agarovych plotnach probéhla nasledna kultivace, ktera byla provedena v termostatu
pfi teploté 30 + 0,2 °C po dobu nezbytnou pro narist kolonii (48 — 96 hodin). Petriho mis-
ky byly ulozeny v termostatu dnem vzhtru. [58, 59]

Pocet vyrostenych kolonii byl zjistovan po inkubaci pii optimalni teploté po dobu 48 - 96
hodin. Nasledné byl vypocitan aritmeticky prumér poc¢tu kolonii, ktery byl poté prepocten
na kolonie tvotici jednotky v 1 ml (CFU/mI) pivodniho vzorku. [58]

6.2 lzolace a uchovavani mikroorganizmi

Vybrané kolonie, které se na jednotlivych pidach lisily vzhledem, byly pfeneseny vyZiha-
nou Klickou na piislusnou ptidu (stejnou, na které byly izolovany z vina) a kultivovany za
stejnych podminek. Izolované kolonie pak byly pouZity k dal$i charakterizaci kmenti nebo

byly zamrazeny pro dals$i pouziti.

Vyrostla kolonie byla pienesena do piislusného bujonu (Nutrient Broth, M17, AGA, AA,
MRS) o objemu 5 ml a zkumavky inkubovany 24 hodin. Nasledné bylo asepticky prenese-
no 0,7ml wvyrostlé kultury do 0,7 ml 30% glycerolu. Vzorky byly uchovavany
v eppendortkovych mikrozkumavkach pfi teploté -70 °C.
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6.3 Metody pouZité pro charakterizaci bakterii

Pro dalsi charakterizaci bylo izolovano celkem 271 bakterialnich kmend. Pii charakterizaci
bakterii izolovanych ze vzorki vin byly sledovany morfologické znaky a byly provedeny

biochemickeé testy na dekarboxylazovou aktivitu.

Pro studium morfologickych znakl bylo nutné ziskat na miskach jednotlivé izolované ko-
lonie, a to pomoci kiizového roztéru. [60] Misky byly kultivovany za stejnych podminek

jako je uvedeno v kapitole 6.1.

Makroskopické morfologické znaky jsou patrné pouhym okem a ukazuji, jak mikroorga-
nizmy rostou na zivnych ptdach. Pfi vyhodnocovani morfologie kolonii byl zjitovan

vzhled kolonii, tvar, velikost a barva kolonii. [61]

Kromé makroskopickych znakti byly pozorovany také znaky mikroskopické. U mikrosko-
pické morfologie byl pozorovan tvar a uspofadani bunék u barvenych fixovanych prepara-
ti. Pfipraveny preparat byl pozorovan pomoci mikroskopu za pouziti imerzniho objektivu

zvetSujiciho 100x. [61]

6.4 Zjistovani produkce biogennich amini v dekarboxyla¢nim médiu

U vSech 271 izolovanych kment byla zjiStovana dekarboxylazova aktivita pomoci dekar-
boxylacniho média s pH indikatorem. Za timto ucelem byly pouzity kultiva¢ni plidy obsa-
hujici prekurzor tvorby biogenniho aminu, tj. aminokyselinu (arginin, ornitin, tyrozin,

histidin nebo lyzin), a pH indikator bromkresolovou ¢erven.

V ptipad¢ zjistovani dekarboxylazové aktivity testovanych kmenti z pid PCA, AGA, AA

bylo pouzito nasledujici dekarboxylaéni médium:
SloZeni dekarboxylacniho média |

Pepton (HiMedia) 0,33333 g
Yeast extrakt (HiMedia) 0,29
Bromkresolpurpur 0,2% v 50% alkoholu 0,66666 g
Prislusna L-aminokyselina (Sigma-Aldrich) 0,59
Destilovana voda 100 ml
pH 5-5,3

Protoze bakterie mlé€ného kvaSeni jsou kultivaéné narocné a v tomto dekarboxylacnim

médiu by obtizné rostly, bylo v pfipad¢ zjistovani dekarboxyldzové aktivity testovanych
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kment z pud M17, MRS a TJA pouzito dekarboxyla¢ni médium piipravené dle Bover-Cid
a Holzapfel. [62]

SloZeni dekarboxylacniho média 11

Hodnoty jednotlivych komponent jsou uvedeny v gramech na 100 ml média:

Trypton (HiMedia) 0,5
Kvasni¢ny extrakt (HiMedia) 0,5
Masovy extrakt (HiMedia) 0,5
NaCl (Lach-Ner) 0,25
Glukoza (Lach-Ner) 0,05
Tween 80 (Sigma-Aldrich) 0,1
MgSQ, (Lach-Ner) 0,02
MnSQ, (Lach-Ner) 0,005
FeSQO, (Lach-Ner) 0,004
Citrat amonny (Lach-Ner) 0,2
Thiamin (Sigma-Aldrich) 0,001
K3PO, (Lach-Ner) 0,2
CaCOg (Lach-Ner) 0,01
Piridoxal-5-fosfat (Sigma-Aldrich) 0,005
Ptislusna aminokyselina (Sigma-Aldrich) 1,0
Bromkresol purpur (Sigma-Aldrich) 0,006
pH 53

Po tpravé pH byla média autoklavovana v uzavienych lahvich (121 °C; 15 minut).

Produkce biogennich aminii byla sledovana v mikrotitra¢nich destickach. Do kazdé jamky
mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 200 pl dekarboxylaéniho média obohaceného pfi-
slusnou aminokyselinou a 20 pl 24 hodinové suspenze daného mikroorganizmu. Desticky
byly piikryty vickem a kultivovany pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin a 48 hodin. Pozitiv-

ni reakce se projevovala zménou barvy média z oranZovohnédé na fialovou.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Pocty vyrostlych kolonii

Vysledky poctu vybranych skupin bakterii po 24 — 48 hodinové kultivaci pii teploté 30 °C
jsou uvedeny v tabulkach a jsou vyjadieny jako CFU v 1 ml vzorku. Poc¢ty kolonii na jed-
notlivych zivnych médiich jsou zaznamenany v Tab. 8, 9 a 10. Rust kolonii bakterii na

jednotlivych pudach je patrny na Obr. 2 a Obr. 3.

Tab. 8. Pocty vybranych skupin mikroorganizmii izolovanych ze vzorki vina z vany 4 (vy-

sledky uvedeny jako CFU/ml).

Cislo vzorku | Datum odbéru | AGA AA MRS TIA PCA M17
1 27.10.2008 692 1400 252 368 1220 826
2 28.10.2008 179 126 218 330 177 35
3 29.10.2008 221 252 60 533 592 383
4 3.11.2008 362 754 1 14 970 540
5 4.11.2008 391 408 8 0 510 1380
6 5.11.2008 26 340 9 4 349 490
7 6.11.2008 140 430 5 0 170 217
8 7.11.2008 120 330 2 0 190 284
9 8.11.2008 340 98 0 0 320 70

10 10.11.2008 o1 > 5000 1 0 > 5000 | > 5000
11 11.11.2008 16 37 5 8 43 20
12 18.11.2008 25 72 59 533 39 108
13 28.11.2008 6 18 0 0 27 14
14 5.12.2008 2 22 0 0 22 31
15 6.1.2009 58 28 0 0 22 28
16 12.1.2009 28 27 0 0 32 21
17 27.1.2009 20 28 0 0 113 17
18 4.2.2009 115 123 0 0 30 190

Bakterie byly izolovany na Sesti zivnych médiich. Na ptidé AGA byl nejvétsi nartst kolonii
zpocatku technologického procesu. Pfi teploté 10 °C ve vané bylo prvni den napocitano
692 CFU/mI. Toto mnozstvi se rapidné snizilo hned nasledujici den, kdy doslo k poklesu
na 179 CFU/ml (soucasné byla teplota vany zvySena na 12,4 °C). S rostouci teplotou se
toto mnozstvi nasledné mirné zvysilo a pohybovalo se v rozmezi 200 — 400 CFU/ml. Po
dosazeni nejvyssi teploty 29,6 °C byl pocet kolonii 391 CFU/ml. Poté teplota zacala opét

klesat a s ni 1 pocet kolonii.
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Na ptidé AA byl pii 10 °C taktéz znacny nardst kolonii a to 1400 CFU/ml. Toto mnozstvi
se hned u nasledujiciho vzorku snizilo, a to na 126 CFU/ml. Poté se jesté s rostouci teplo-
tou pocet bakterii navysil. I kdyz teplota zacala nasledné klesat, stale byl nardst kolonii
zhruba stejny, a to cca 400 CFU/ml. U vzorku ¢islo 11, ktery pochazel z 16. dne, kde byla
dodrzena teplota vany 21,8 °C, doslo k poklesu poctu kolonii na 37 CFU/ml. Zhruba v

tomto rozmezi se pocet kolonii pohyboval az do konce experimentu.

Na pudé MRS byl vychozi pocet kolonii 252 CFU/ml. Tento pocet s nasledujicimi dny od
vyroby vina zacal klesat. Od 33. dne az do konce vyroby jiz nebyl pozorovan zadny nartst
poc¢tu Kkolonii. Podobny pribéh byl sledovan i na padé TJA. Prvotni nardst byl 368
CFU/ml, ihned nasledujici den zacal pocet kolonii klesat a od 33. dne jiz nebyl zjistén na-

rust kolonii.

Na piidé PCA byl pocet kolonii na po¢atku vyroby 1220 CFU/ml, tento pocet se nasledujici
den snizil. Poté doslo k navyseni poétu kolonii. Od vzorku ¢islo 11 (16. den, teplota 21,8
°C) byl pocet sniZzen na 43 CFU/ml. Podobné pocty kolonii byly zjistény i u dalSich vzorkl
vin. Obdobny prub¢h byl zjistén i na pidé M17, kdy po pocateénim dnu (826 CFU/ml) byl
pocet kolonii hned nasledujici den sniZen. Nasledovalo navySovani poctu kolonii az do 9.
dne (maximalni teplota 29,6 °C), kdy byl zjistén narast 1390 CFU/ml. V nasledujicich
dnech s klesajici teplotou zapocal i pokles nartstu kolonii. Od vzorku ¢islo 11 (od 16. dne)

az do konce experimentu byl poc¢et CFU/mI jen v rozmezi n¢kolika desitek kolonii.

Na zaklad¢ vysledki 1ze fici, Ze se zvysujici se teplotou se mikroflora udrzovala a narustala
az do dosazeni maximalni teploty. Po dosazeni teplotniho maxima jiz dochazelo k tbytku
poc¢tu mikroorganizmti, coz mohlo byt ddno méné vhodnymi podminkami v disledku nizsi

teploty, vyCerpani Zivin a vzajemnymi interakcemi mezi mikroorganizmy.
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Tab. 9 Pocty vybranych skupin mikroorganizmi izolovanych ze vzorki vina z vany 3 (vy-

sledky uvedeny jako CFU/ml)

Cislo vzorku | Datum odbéru | AGA AA MRS TJIA PCA M17
19 27.10.2008 161 189 0 0 167 160
20 28.10.2008 34 53 2 0 91 45
21 29.10.2008 61 56 2 1 51 51
22 3.11.2008 640 400 39 17 >5000 | 1170
23 4.11.2008 168 217 0 0 270 210
25 6.11.2008 60 655 0 0 2174 237
26 7.11.2008 38 16 2 0 43 50
27 8.11.2008 38 50 0 0 113 17
28 10.11.2008 20 40 0 0 102 27
29 11.11.2008 6 10 0 0 40 2
32 5.12.2008 33 19 0 0 13 16
33 6.1.2009 4 11 0 0 26 14
34 12.1.2009 2 2 0 0 6 4
35 27.1.2009 4 32 0 0 162 44
36 3.2.2009 28 0 2 1 42 25

V ptipad¢ vzorkl ziskanych z dalsi vany byl na piadé¢ AGA zpocatku nizky pocet kolonii,
poté po dobu cca 2 tydni se zvySujici se teplotou pocet bunek naristal (u vzorku ¢islo 22
odebraného po 1 tydnu bylo napocitano 640 CFU/ml teplota 30 °C). Nasledujici den se

teplota zacala snizovat a s ni 1 pocet kolonii.

Na pidé AA byl zjistén podobny pribéh, 8. den pii teploté 30 °C byl rovnéz znac¢ny narust
kolonii a to 400 CFU/ml. Maxima bylo vSak dosazeno az pii poklesu teploty na 21,2 °C
(vzorek cislo 25 pocet kolonii byl 655 CFU/ml). Dal$i dny se snizujici se teplotou uz pocet
kolonii klesal. Pti teploté 7 °C, na konci technologického procesu uz nebyl zjistén zadny

narust bakterii.

Na ptidach MRS, TJA byl pozorovan nejvétsi narast kolonii 8. den od pocatku vyrobniho
procesu pii maximalni teploté technologického procesu 30 °C, a to u MRS 39 CFU/ml a
TJA 17 CFU/ml. U vétSiny ostatnich vzorkid byl pocet kolonii nulovy (obcas 1 az 2 kolo-
nie).

Na pidach PCA a M17 byl zpocatku nizky pocet kolonii, S rostouci teplotou pocet mikro-
organizmu nardstal, nejvyssi pocet byl zjistén pii dosazeni maximalni teploty 30 °C 8. den

u vzorku ¢islo 22. S klesajici teplotou pocty kolonii zacaly klesat. (Tab. 9)
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Vysledky ukazuji, ze s rostouci teplotou dochédzelo k mnozeni bakterii a k jejich rozvoji.
Nasledné odumirani mikrofléry bylo pravdépodobné zplisobeno vycerpanim zivin a po-

stupné se zvysujici koncentraci alkoholu.

Tab. 10 Pocty vybranych skupin mikroorganizmt izolovanych ze vzorku vina z vany 5

(vysledky uvedeny jako CFU/ml)

Cislo vzorku | Datum odbéru | AGA | AA MRS TJA PCA M17
37 3.11.2008 86 105 0 0 220 90
38 4.11.2008 168 201 0 0 156 153
39 4.11.2008 147 233 0 4 187 108
40 5.11.2008 103 600 0 0 140 380
41 6.11.2008 151 149 0 0 120 216
42 7.11.2008 109 81 31 2 163 58
43 8.11.2008 190 46 0 0 143 71
44 10.11.2008 133 150 0 0 195 78
45 11.11.2008 8 58 0 0 53 33
46 18.11.2008 34 27 3 0 12 13
47 28.11.2008 66 371 0 0 578 212
48 5.12.2008 61 44 0 0 29 50
49 6.1.2009 26 50 0 8 24 37
50 12.1.2009 6 8 1 0 2 10
52 4.2.2009 17 3320 0 0 N 1680

V dalsi sad€ vin byl na piidé AGA pocet kolonii od pocatku az do 8. dne (teplota 23,2 °C
vzorek Cislo 44) pomérné staly, pohyboval se mezi 100 — 200 CFU/ml. Stejné jako u pted-
chézejicich sad i v tomto pfipad¢ s rostouci teplotou pocet kolonii spiSe vzristal. Od 9. dne

pii teploté 21,9 °C a nasledujicim sniZovani teploty pocet kolonii poklesl.

Na ptudé AA se pocet kolonii pohyboval od 105 az po 233 CFU/ml. Vysokého poctu bylo
dosazeno 3. den pii nejvyssi teploté 31,7 °C, kdy byl pocet kolonii 600 CFU/ml. Poté tep-
lota zacala klesat a s ni i pocet kolonii. Na konci technologického procesu vyroby pocet

kolonii vzrostl na maximum a to 3320 CFU/ml.

Na pudach MRS a TJA nebyl zjistén téméf zadny narast kolonii. Pouze po 4 dnech od po-
¢atku vyroby (vzorek Cislo 42) byl pocet kolonii na padé MRS 31 CFU/m.

Na pidé PCA se pocatecni pocet kolonii 220 CFU/ml s mens§imi vykyvy sniZzoval az do

konce technologického procesu, kdy byl u vzorku ¢islo 52 pozorovan maximalni narust.

Na pidé M17 doslo ke zvySeni poctu kolonii z 90 CFU/mI na 380 CFU/mI pii maximalni

teploté 31,7 °C (3. den; vzorek cislo 40). Toto mnozstvi se zacalo opét snizovat a nejvice
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kolonii bylo napocitano opét na konci experimentu u vzorku ¢islo 52. Zde bylo napocitano

1680 CFU/ml.

U vzorkt vina odebranych z vany 5, které byly, na rozdil od ptedchazejicich 2 sad vzorkd,
zaoCkovany jinou kulturou mikroorganizmd, byla opét pozorovana tendence vysokého vy-
skytu mikroorganizmut pii vyssi teplot¢ (Tab. 10). Na rozdil od ptedchozich vzorkt byl
V této sad¢ pozorovan vyskyt mikroorganizmi i na konci technologického procesu, a to
zejména na pudé AA, na které se da predpokladat vyskyt zejména bakterii octového kvase-
ni. Ty maji na vino negativni vliv a jsou nezddoucimi. Je mozné, Ze k jejich rozvoji doslo
diky tomu, Ze vino se dostalo do kontaktu s kyslikem. Dals$i z moznych pficin zvySeného
vyskytu téchto bakterii je, Ze most nebyl zasiten, coz taky podporuje vyskyt téchto bakterii.
Rust riznych mikroorganizmti ve viné ovliviiuji zejména teplota, mnozstvi alkoholu, oxi-
dacné¢ redukéni prostiedi a stupent kyselosti vina. Béhem vyroby vina dochdzi k sérii kom-
pletnich mikrobiologickych piemén, které uskuteciiuji kvasinky, bakterie a plisné. Na vy-
robé vina se zpravidla podili jen kvasinky a bakterie mlé¢ného kvaseni. Plisné a bakterie
octového kvasSeni jsou z mostu vypuzeny, jakmile jsou hrozny pielity do fermentacni nadr-
ze. Kvasinky jsou 1épe ptizplisobeny pro rast v hroznovém mostu, jsou schopny se ptizpl-
sobit vyssi koncentraci cukru i nizkému pH 3,0 — 3,3. [10] Diky témto vlastnostem kvasi-
nek zacina jako prvni alkoholové kvaseni. Poté nasleduje jablecno-mlé¢né kvaseni, zpiiso-
bené¢ bakteriemi mlééného kvaSeni. Jiz v pribéhu alkoholového kvaseni dochazi
k zvySovani poc¢tu BMK. [1, 10] Nejcast&jsimi druhy, které byvaji izolovany z vina jsou
Lactobacillus casei, Lb. plantarum a v mensi mife Oenococcus oeni nebo Pediococcus
cerevisiae. Tyto druhy se zpravidla nemnozi a odumiraji v pribéhu kvaseni. Po dokonceni
alkoholového kvaseni byla vina zaoCkovana startérovymi kulturami, aby se spustilo jable¢-
no-mlécné kvaseni. Pro snadny priibéh jablecno-mlééného kvaseni musi byt podminky na-
sledujici: hodnota pH vyssi nez 3,2, volny SO, pod 10 mg/I, teplota vyssi nez 18 °C, alko-
holu méné€ nez 13%. [23, 25] Z vysledki vyplyva, ze opravdu dochézelo k rozvoji bakterii
az do maximalni teploty technologického procesu. Poté doSlo k ubytku poc¢tu mikroorga-
nizmul coz, mohlo byt zpisobeno jiZ vyssi koncentraci alkoholu, vy€erpanim Zivin, zasite-
nim vina.

V dal$im experimentu byla provedena mikrobiologicka analyza cervenych vin (vzorek X1

— X21 Cabernet, vzorek X22 — X42 Zweigeltrebe) ziskanych od soukromého vinaie. Polo-

vina vzorki byla vzdy uméle zaockovéana kulturou BioStart® Forte SK2, ktera obsahovala
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kmen Oenococcus oeni, a byl sledovan vliv zao¢kovani na pocet jednotlivych skupin bak-

terif ve viné. Tab. 11.

Tab. 11. Pocty vybranych skupin mikroorganizmti izolovanych ze vzorkt vina ziskanych

od prvniho vinafe (vysledky uvadény jako CFU/ml).

7

C. Datum Druh vina AGA AA MRS | TJIA PCA M17
vzorku | odbéru

X1 7.12. C oc¢kovani 0 2 0 0 0 0
X2 10.12. | C zaockované 2 2 0 0 2 2
X3 13.12. | C zaockované 0 0 0 0 2 6
X4 16.12. | C zaockované 0 2 0 0 0 0
X5 19.12. | C zaockované 4 6 0 0 2 0
X6 21.12. | C zaockované 0 0 0 0 0 0
X7 23.12. | C zaockované 817 760 0 62 2600 372
X8 27.12. | C zaockované 0 0 0 0 0 0
X9 30.12. | C zaockované 0 0 0 0 7 10
X10 3.1. C zaocCkované 0 0 0 0 0 0
X11 7.1. C zaoc¢kované 18 22 0 0 12 9
X12 | 10.12. C kontrola 0 0 0 0 0 0
X13 13.12. C kontrola 0 0 0 0 0 0
X14 16.12. C kontrola 0 2 0 0 0 0
X15 19.12. C kontrola 0 0 0 0 0 0
X16 | 21.12. C kontrola 66 90 0 0 480 | >5000
X17 23.12. C kontrola 0 0 0 0 0 0
X18 | 27.12. C kontrola 1 18 0 0 95 134
X19 30.12. C kontrola 114 5 0 0 2 4
X20 3.1 C kontrola 0 0 0 0 0 0
X21 7.1. C kontrola 0 0 0 0 0 0
X22 7.12. Z o¢kovani 94 87 0 0 0 248
X23 10.12. | Z zaockované 0 0 0 0 0 0
X24 13.12. | Z zaockované 0 0 0 0 0 1
X25 16.12. | Z zaockované 0 > 5000 0 0 > 5000 | > 5000
X26 19.12. | Z zaockované 92 102 165 0 124 176
X27 21.12. | Z zaoCkované 0 4 0 0 0 0
X28 23.12. | Z zaockované 18 1 0 0 0 0
X29 27.12. | Z zaoCkované | > 5000 | > 5000 0 0 >5000 | 164
X30 | 30.12. | Z zaockované 0 0 0 0 1 0
X31 3.1 Z zaoCkované 0 24 0 0 5 32
X32 7.1. Z zaoCkované 151 204 0 0 > 5000 | 110
X33 10.12. Z kontrola > 5000 332 0 0 178 252
X34 | 13.12. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X35 16.12. Z kontrola 0 16 0 0 0 252
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Pokracovani Tab. 11

C. Datum Druh vina AGA AA MRS TJA PCA M17
vzorku | odbéru
X36 19.12. Z kontrola 0 0 0 0 > 5000 0
X37 21.12. Z kontrola 1 3 0 0 0 0
X38 | 23.12. Z kontrola 0 3 0 0 0 0
X39 27.12. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X40 30.12. Z kontrola 2 3 0 0 0 5
X41 3.1. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X42 7.1. Z kontrola 0 0 0 0 0 0

* C — Cabernet Moravia, Z — Zweigeltrebe.

Vino Cabernet Moravia bylo prvni den zaockovano kulturou oenokoki, nebyl v§ak pozo-
rovan témeét zadny nartst kolonii bakterii az do vzorku ¢islo 7 odebraného po 14 dnech od
zaockovani, kdy doslo ke zvySeni poctu kolonii na pidach AGA (817 CFU/ml), AA (760
CFU/ml), TJA (62 CFU/ml), PCA (260 CFU/ml) a M17 (372 CFU/ml). Tato mnozstvi
vSak hned u dal§iho vzorku ¢islo 8, odebraného po 4 dnech klesla k 0. Poté byl u vzorki
vin zaoCkovanych kulturou BioStart® Forte SK2 zjistén nartst bakterii jen ojedinéle. U
kontrolnich vzorkl vina Cabernet, které nebyly zao¢kovany (vzorky X12-X21), byl pozo-
rovan obc¢asny narlst kolonii. Na pidé AGA byl nejvyssi pocet kolonii 114 CFU/ml 53.
den (vzorek ¢islo X19), 44. den na pudé AA 90 CFU/ ml (vzorek ¢islo X16), pada TJA
byla zcela bez naristu, a to i presto, ze je uréena pro bakterie Oenococcus, kterymi byla
vina zaoCkovana. Na PCA bylo maximum 480 CFU/ml (vzorek ¢islo X16, stejné jako u
pudy M17). Na piadé MRS nebyl pozorovan zadny narust kolonii u zaockovanych ani u
kontrolnich vzorkl. Dalo by se pfedpokladat, Ze pocet kolonii bude vys$si u zaockovanych
vzorkd, z vysledki je vSak patrné, Zze vétsi mnozstvi mikroorganizmu se vyskytovalo u
vzorkd kontrolnich. Je mozné, ze zaockovanim doslo k vzajemnému potlaceni mikrofléry.
Navic bakterie Oenococcus jsou kultivacné naro¢né a je pomérné obtizné je zachytit i na

selektivni pidé TJA nebo na dalSich padach pro mlécné koky (napt. M17).

U vina Zweigeltrebe probéhlo ockovani kulturou BioStart® Forte SK2 7. prosince (vzorek
¢islo X22). Na pudé¢ AGA byl pocet kolonii 94 CFU/ml a na ptidé¢ AA 87 CFU/ml. Pidy
MRS, TJA a PCA byly bez narGstu. Na pid¢ M17 byl pocet 248 CFU/ml. Néasledujici dny
odbéru na piidé AGA byl narist nulovy (vzorky ¢islo X23, X24, X25). U vzorku ¢islo X26
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vzrostl pocet kolonii na 92 CFU/ml. Pti dalsim odbé&ru nebyl opét zjistén nartst. U vzorku
¢islo 28 bylo napocitano 18 CFU/mI a u vzorku X29 dokonce > 5000 kolonii. Vzorky ¢islo
X30 a X31 byly opét bez narastu. U vzorkli pochazejicich z posledniho dne odbéru bylo
napocitano 151 CFU/ml. Podobny pribéh byl zaznamenan i na piadé AA. Na piadé MRS
byl nartst kolonii pouze u vzorku ¢islo X26 a to 165 CFU/ml. Na pud¢é TJA opét nebyl
zjistén narast. Na padé PCA bylo > 5000 kolonii u vzorku ¢islo X25, X29, X32. U vzorku
¢islo X26 bylo 124 CFU/ml, u vzorku X30 vyrostla 1 kolonie a 5 kolonii u vzorku X31. U
zbylych vzorkd nebyl na padé PCA pozorovan zadny nartst. Na pudé M17 doslo v prvnich
dnech ke snizeni poctu kolonii, poté se pocet bakterii opét zvysil (176 CFU/ml u vzorku
26). U vzorku X29 bylo napoditano 164 CFU/ml. Posledni den odbéru bylo vysledné
mnozstvi 110 CFU/mI. U kontrolniho vzorku ¢islo X33 byl poc¢et na AGA > 5000, na pudé
AA 332 CFU/ml, pida PCA 178 CFU/ml a na M17 252 CFU/ml. Pocet bakterii Se u kon-

trolnich vzorkd vin béhem dalSich dnti snizoval. V pievazné vétsin€ nebyl zjistén nartst.

Z vysledku vyplyva, ze u vina Cabernet Moravia byly vhodnéjs$i podminky pro rist mikro-

organizmu u vin nezao¢kovanych, u vina Zweigeltrebe tomu bylo naopak.

Od druhého soukromého vinate pochazely dals$i vzorky vin (vzorek X43 — X63 Zweigel-
trebe a vzorek X64 — X84 Cabernet). Polovina vzorki byla vzdy uméle zao¢kovana stejnou
kulturou jako v pfipadé prvniho vinafe a byl sledovan vliv zaokovani na mikrobiologic-

kou kvalitu vina. Tab. 12.

Tab. 12 Pocty vybranych skupin mikroorganizmi izolovanych ze vzorki vina ziskanych od

druhého vinafe (vysledky uvedeny jako CFU/ml).

C. Datum Druh vina AGA AA MRS TJA PCA M17
vzorku odéru
X43 27.10. Z o¢kovani 2 0 0 0 0 0
X44 10.11. Z kontrola 1 292 48 0 0 0
X45 24.11. Z kontrola 144 | > 5000 0 0 0 > 5000
X46 8.12. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X47 22.12. Z kontrola 1 1 0 0 1 1
X48 5.1. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X49 19.1. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X50 2.2. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X51 16.2. Z kontrola 0 2 0 0 0 0
X52 2.3. Z kontrola 0 0 0 0 2 2
X53 16.3. Z kontrola 0 0 0 0 0 0
X54 10.11. | Z zaockované 0 0 0 0 0 0
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Pokracovani Tab. 12
C. Datum Druh vina AGA AA MRS TJA PCA M17
vzorku odéru
X55 24.11. | Z zaoCkované 0 0 0 0 0 0
X56 8.12. | Z zaoCkované 0 0 0 0 0 1
X57 22.12. | Z zaoCkované 0 31 0 0 0 0
X58 5.1. Z zaockované 4 1 0 0 0 0
X59 19.1. Z zaockované 0 0 0 0 0 0
X60 2.2. Z zaockované 0 2 0 0 0 0
X61 16.2. Z zaockované 0 2 0 0 0 0
X62 2.3. Z zaockované 0 2 0 0 0 2
X63 16.3. Z zaockované 6 12 0 0 0 24
X64 24.11. C oc¢kovani 0 0 0 0 0 0
X65 8.12. C kontrola 0 6 0 0 0 0
X66 22.12. C kontrola 0 0 0 0 0 0
X67 5.1. C kontrola 1 0 0 0 0 0
X68 19.1. C kontrola 0 1 0 0 0 0
X69 2.2. C kontrola 0 0 0 0 0 2
X70 16.2. C kontrola 0 6 0 0 2 2
X71 2.3. C kontrola 0 4 0 0 2 0
X72 16.3. C kontrola 0 0 2 0 0 0
X73 30.3. C kontrola 0 18 0 0 2 2
X74 13.4. C kontrola 0 0 0 0 0 6
X75 8.12. C zaocCkované 0 0 0 0 0 0
X76 22.12. | C zaockované 0 0 0 0 0 0
X77 5.1. C zaocCkované 0 0 0 0 0 0
X78 19.1. C zaocCkované 0 0 0 0 0 0
X79 2.2. C zaocCkované 0 0 0 0 0 4
X80 16.2. | C zaockované 0 0 0 0 0 2
X81 2.3. C zaocCkované 0 0 0 0 0 2
X82 16.3. C zaocCkované 0 4 0 0 0 0
X83 30.3. | C zaocCkované 0 0 0 0 0 0
X84 13.4. C zaoc¢kované 0 2 0 0 0 4

* C — Cabernet Moravia, Z — Zweigeltrebe.

V piipadé vina Zweigeltrebe od druhého vinafe byl po zaofkovani kulturou podporujici

jablecno-mlécné kvaSeni sledovan nariist kolonii pouze na ptidé AGA a to 2 CFU/ml u

zbylych zivnych médii byl nardst nulovy. Nulovy pocet kolonii byl az na vyjimky (vzorky

X57 a X63) zjistén u vSech zaockovanych vzorkl. U vzorkl kontrolnich byl sledovan na-

rist na padach AA a MRS po 2 tydnech od zacatku vyroby (vzorek X44; AA 292 CFU/ml,

MRS 48 CFU/ml). Na ostatnich ptidach rist nebyl pozorovan. Pti dalsim odbéru po 14
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dnech (vzorek c¢islo X45) se tyto poéty zménily nasledovné, na ptidé AGA doslo k nartstu
na mnoZzstvi 144 CFU/ml, na ptidach AA a M17 k nartstu > 5000 kolonii. Dalsi dny odbé&-
ru jiz nedochazelo k navysovani poctu kolonii. Na vSech zivnych médiich narust poklesl a

byl vétSinou nulovy. U zaockovaného vina Zweigeltrebe se mikroflofe ptili§ nedafilo.

U vina Cabernet v den ockovani nebyl pozorovan na zadném zivném médiu nartst kolonii,
k Zadnému vyraznéj§imu rozvoji mikroorganizmui nedoslo ani pti dalsich odbérech. U kon-

trolnich vzorkl nebyl zaznamenan taktéz zadny zvyseny pocet kolonii.

U druhé sady vin se mikroorganizmim pfili§ nedatilo. Je mozné, Ze tyto vysledky jsou
ovlivnény stafim vina a mohlo tak dojit k postupnému odumirani zivotaschopnych mikro-
organizmul. Na nizky pocet bakterii mohlo mit vliv 1 zasifeni, pfiliS vysoka koncentrace
alkoholu ¢i vzajemné interakce mezi jednotlivymi mikroorganizmy. Vysledky mohly byt
také ovlivnény tim, z které ¢asti vany byly vzorky odebrany, zda ze spodni, prostiedni ¢i z

povrchové vrstvy.

Obr. 2. Ukdzka riistu kolonit izolovanych ze vzorkii vin na pidach TIA, AGA a MRS

Vzorek vina ¢islo 4 na pid¢ TJA, vzorek vina ¢islol na pidé AGA a na pudé MRS.

Obr. 3. Ukadzka riistu kolonii izolovanych ze vzorkii vin na pudach M17, AA a PCA

Vzorek vina ¢islo 19 na ptdé M17, vzorek Cislo 7 z druhé sady vin na ptidé AA a na pudé
PCA.
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7.2 Charakterizace izolovanych bakterii

Odlisné kolonie bakterii vyrostenych na jednotlivych pudach byly izolovany pomoci kiizo-
vého roztéru a nasledné byly charakterizovany pomoci makroskopickych a mikroskopic-
kych morfologickych znaki. Celkem bylo izolovano 86 kmenu z pady M17, 3 kmeny z
pudy TJA, 61 kmend bakterii z PCA, 71 kment z pudy AA, 41 kmenti z AGA a 9 kmenti z
pudy MRS. Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 13 - 17. Vzorky oznacené
(X1, X2 ...) znaci vzorky vin z druhé fady od prvniho a druhého vinaie. Ukazka rustu ¢is-

tych kultur bakterii izolovanych z vin je na Obr. 4 a Obr. 5.

Z pudy PCA bylo pfipraveno k dalsi charakterizaci 61 izolatd. Jako gramnegativni bylo
oznaceno 42 kmend, zbylych 19 izolati bylo grampozitivnich. Kolonie byly pfevazné men-
§i, bilé, vanilkové, nékdy s nddechem oranzové. Pod mikroskopem se jako tyCinky jevilo
40 kment, v naprosté vétSin€ se jednalo o shluky, ¢asto formované do fetizkl. U ¢yt izola-
ta (7, 8, 9, 45) se tyCinky vyskytovaly pfevazné ve dvojicich nebo samostatné. Jako koky
bylo vyhodnoceno 20 kmenti, opét vyskytujicich se v nepravidelnych shlucich (stafyloko-
ky) nebo tvorticich tetrady. Koky vyskytujici se jednotlivé, poptipadé ve dvojicich nebo
trojicich, byly pozorovany u tfi kment. Jeden izolat (44) byl oznacen jako kokoty¢inky v
nepravidelnych shlucich. Podrobnéjsi morfologické charakteristiky vSech 61 izolatt z pudy

PCA jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 13 Morfologické znaky kmeni izolovanych z pudy PCA.

Kod | Vzorek | Gra- Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izola- | vina mova
tu reakce
1 16 G- nepravidelné, kulaté, vanilkoveé, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
2 16 G- nepravidelné, kulaté, vanilkove, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
3 49 G- nepravidelné, kulate, bilé¢, matné, ty¢inky, shluky, fetizky
plazivy rist
4 10 G- nepravidelné, kulaté, bilé, matné, ty¢inky, shluky, fetizky
plazivy rist
5 10 G- kulaté, vanilkové, lesklé tyCinky, vedle sebe, fetiz-
ky, dvojice
6 25 G- kulaté, vanilkové koky, shluky, tetrady,
stafylokoky
7 47 G- kulaté, vanilkové, lesklé, plazivy ty¢inky, dvojice, samo-
rust statné
8 47 G- kulaté, vanilkové, lesklé, plazivy ty¢inky, dvojice, samo-
rust statné
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Pokracovani Tab. 13
Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
9 13 G+ malé, kulaté, mlé¢né ty¢inky, hlavné samostat-
né, dvojice
10 13 G- malé, kulaté, nadech zluté koky, nepravidelné shluky
11 1 G- kulaté, vanilkové, plazivy rast tyCinky, shluky, fetizky
12 28 G- kulaté, vanilkové, plazivy rast ty¢inky, shluky, fetizky
13 9 G- nepravidelné kulaté, vanilkové, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
14 15 G- malé, kulaté, prisvitné ty¢inky, dvojice, vedle
sebe
15 19 G+ malé, kulaté, do ¢ervena koky, shluky
16 21 G+ ovalné, zluté mensi tyCinky, shluky,
dvojice
17 7 G- nepravideln€ kulaté, vanilkove, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
18 7 G- nepravideln¢ kulaté, bilé, matné, | tyCinky, shluky, fetizky
plazivy rist
19 11 G- vetsi, kulaté, mlécné, lesklé tyCinky, nepravidelné
shluky
20 11 G- nepravidelné, kulaté, vanilkové, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
21 12 G- nepravidelné, kulaté, vanilkové, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
22 12 G- nepravidelné kulaté, vanilkove, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rust dvojice
23 41 G+ velké, kulaté, vanilkové tyCinky, propletené fetiz-
ky
24 41 G+ mensi, vroubkovany okraj, na- | koky, nepravidelné shluky
Sedlé
25 41 G- kulaté, nadech zluté tyCinky, fetizky
26 34 G- kulaté, vanilkové, nadech hnédé, | kratké ty¢inky, nepravi-
lesklé delné shluky
27 42 G+ malé, kulaté, mlé¢né tyCinky, fetizky, shluky
28 42 G- malé kulaté, Zlutohnédé ty¢inky, dvojice, fetizky
29 8 G+ malé, kulaté, vanilkové koky, nepravidelné shluky
S nddechem hnédé
30 8 G+ svétle vanilkové, stfed tmavsi kratké tycinky, fetizky
32 27 G+ malé, kulaté, oranzovohnédé koky, nepravidelné shlu-
ky, hrozny
33 27 G+ malé, kulaté, nahnédlé malé koky, samostatn¢,
dvojice, trojice
34 27 G+ kulaté, tmave vanilkové koky, nepravidelné shluky
35 27 G- nepravidelné, kulaté, vanilkové, malé tyCinky, fetizky,
matné, plazivy rist dvojice
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Pokracovani Tab. 13

Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
36 17 G+ kulaté, bilé koky, nepravidelné shluky
37 17 G- malé, kulaté, oranzovohnédé koky, nepravidelné shluky
38 33 G+ kulaté, nasedlé, matné kratké ty¢inky, shluky,
samostatné
39 G- kulaté, vroubkovany okraj, bilé koky, shluky, fetizky
40 G+ kulaté, oranzovohnédé koky, nepravidelné shluky
41 3 G- kulaté, vroubkovany okraj, bilé | ty€inky, dvojice, shluky,
s myceliem
42 5 G- nepravidelné, kulaté, bilé, mat- ty¢inky, shluky, fetizky,
né, plazivy rust vedle sebe
43 5 G- nepravidelné, kulaté, bilé, mat- tyCinky, shluky, fetizky,
né, plazivy rust vedle sebe
44 39 G+ kulaté, nasedlé, stfed tmavsi kokoty¢inky, nepravidelné
shluky
45 39 G- kulaté, bilé, matné ty¢inky, dvojice, samo-
statné
46 39 G- kulaté, nadech hnédé, stred kratké ty¢inky, shluky
tmavsi
47 36 G- kulaté, nadech hnédé, stred kratké ty¢inky, shluky
tmavsi
48 36 G+ malé, kulaté, bilé malé koky, samostatn¢,
dvojice
49 X7 G- kulaté, bilé, nadech hnédé koky, nepravidelné shluky
50 X7 G+ ovalné, Zluté mensi tyCinky, shluky,
dvojice, fetizky
51 X11 G- kulaté, vroubkovany okraj, bilé | koky, nepravidelné shluky
52 X9 G- kulaté, vroubkovany okraj, bilé | koky, nepravidelné shluky
146 X2 G- vetsi, kulaté, mlécné, lesklé tyCinky, nepravidelné
shluky
147 19 G- malé, kulaté, prisvitné ty¢inky, dvojice, shluky
149 44 G+ malé kulaté, nahnédlé malé koky, samostatn¢,
dvojice, trojice
202 X16 G- kulaté, vanilkové koky, shluky, tetrady,
stafylokoky
204 X30 G- kulaté, malé, bilé tyCinky, fetizky, dvojice
205 X31 G- malé, kulaté, oranzovohnédé koky, nepravidelné shluky
247 X37 G- kulaté, vroubkovany okraj, va- koky, fetizky, fetizky
nilkové
248 X70 G- malé, kulaté, prisvitné tyCinky, dvojice, shluky
249 X52 G- malé, kulaté, prisvitné ty¢inky, dvojice, shluky
250 X71 G+ kulaté, matné, Cervenohnédé, tyCinky, shluky
stfed tmavsi
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Na ptdé M17 bylo izolovano 86 kment bakterii, z nichz bylo 59 grampozitivnich. Vice

nez polovina (celkem 54 izolatl) se pod mikroskopem jevila jako tyCinky, vétSinou ve

shlucich nebo formované do fetizki, vedle sebe nebo ve dvojicich. 28 izolati byly koky ve

shlucich. Zbylych 7 kmenti bylo klasifikovano jako kotyCinky. Podrobné¢jsi morfologie

vSech uvedenych izolatd je uvedena v Tab. 14.

Tab. 14 Morfologické znaky kment izolovanych z pudy M17

Kod | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
56 15 G+ VEtsi, nepravidelné ty¢inky v nepravidelnych shlu-
kulaté, mirné nahnédlé cich
57 28 G+ mensi, kulaté, lesklé, koky, shluky
hnédozluté
58 28 G+ malé, kulaté, vanilkové koky, shluky hrozny
59 23 G+ bil¢ kulaté ty¢inky ve dvojici, v fetizcich
60 23 G+ bilé kulaté, svétla zona kokotyc¢inky, shluky
Vv okoli kolonii
61 10 G+ malé, bilé, kulaté koky, shluky
62 38 G+ drsné, kulaté, mirn¢ do tyCinky, dvojice fetizky
hnéda
63 12 G+ bilosedé kulaté ty¢inky, samostatné i shluky
64 12 G- malé, nepravidelné, koky, shluky
slizké, mirné do hnéda
65 11 G- kulaté, bilé se Sedou tyCinky, fetizky
zonou kolem kolonii
66 17 G+ malinké, bilé, kulaté koky, hrozny
67 17 G+ malé, kulaté, bilé koky, hrozny
68 39 G- nepravidelné kulaté, tyCinky, vedle sebe, fetizky
matné, stied bélejsi,
Seda zona kolem kolo-
nii
69 39 G+ kulaté, Sedé, plazivy | ty¢inky dlouhé spojené do fetiz-
rast ki
70 22 G+ kulaté, matné, Sedivé | tycCinky, podlouhlé, do fetizku
71 22 G+ kulaté, nasedivélé, pla- tyCinky, ptfevaha dvojic
Z1vy rist
72 34 G+ kulaté, bilé s nadechem tyCinky, pfevaha dvojic
oranZove, plazivy rist
73 36 G+ kulaté, drsné, Sedivé, ty¢inky, nékteré zakiivené
plazivy rist
74 27 G+ malé, kulaté, Sedé tyCinky, fetizky
75 3 G+ kulaté, matné, Sedivé ty¢inky, vedle sebe, fetizky
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Pokracovani Tab. 14

Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
76 19 G- mensi, kulaté, mirné tyCinky, samostatn¢, shluky
nazloutlé
77 40 G- kulaté, bilé, Seda zona tyCinky, dlouhég, fetizky
kolem kolonii
78 40 G+ kulaté, bilé, Seda zona tyCinky, kratké, fetizky
kolem kolonii
79 13 G- nepravidelné kulaté, ty¢inky, dvojice, samostatné,
nahnédlé, plazivy rust fetizky
80 4 G- kulaté, nasedlé, plazivy ty¢inky, dvojice
rust
81 20 G+ nepravideln¢ kulaté, kokoty€inky
bilé, Seda zona kolem
kolonii
82 43 G+ kulaté, matné, Sedivé koky, shluky
83 47 G- nepravideln¢ kulaté ty€inky, shluky
hnédosedé
84 47 G- malé, kulaté, nazloutlé | ty¢inky, fetizky, dvojice, trojice
85 49 G+ kulaté, bilé, matné, ty¢inky, dvojice
plazivy rust
86 49 G- kulaté, oranzovozluté, koky, shluky
matné
87 52 G+ bilé, kulaté, Seda zona shluky kokt
kolem kolonii
88 35 G+ malé, kulaté, nazloutlé koky, hrozny
89 25 G- kulaté, bilé, Seda zoéna | koky, samostatné po Ctyfech,
kolem kolonii hrozny
90 10 G- kulaté, $edé, matné, ty¢inky, nepravidelné shluky
plazivy rust
91 45 G+ matné, vanilkové, pla- tyc¢inky, vedle sebe
Zivy rust
92 45 G+ kulaté, bilé, zona ko- kokotycCinky
lem kolonii
93 9 G- kulaté, nazloutlé, pla- ty€inky, dlouhé, fetizky
Zivy rust
94 43 G+ kulaté, lesklé, bilé tyCinky s myceliem, shluky
95 32 G+ drsné, nepravidelny ty¢inky, dvojice
tvar, bilé
96 50 G- nepravidelné, matné, ty€inky, nepravidelné shluky
mirn¢ do hnéda
97 41 G- malé, kulaté, bilé s | ty€inky, fetizky, fetizky s myce-
hnédsi zonou kolem liem
kolonii
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Pokracovani Tab. 14

Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
98 8 G+ drsné, nepravidelny malé tycCinky, fetizky, do V
tvar, bilé
99 5 G+ matné, kulaté, mirné ty¢inky, dvojice, shluky
nahnédlé
100 37 G+ kulaté, bilé, plazivy tyCinky, trojice a vice
rust
101 16 G+ kulaté, mensi, Sedivé ty¢inky, nepravidelné shluky
102 16 G+ kulaté, mirné Sedé koky, spojené do tetrad, hroznt
103 18 G+ bilé, kulaté ty¢inky jednotlivé, 1 ve shlucich
104 48 G- mensi, bilé kulaté ty¢inky, samostatn¢ i ve shlu-
cich
105 26 G+ veétsi kulaté, Sedé, mat- tyCinky shluky
né
106 X3 G+ drsné, nepravidelné kokotyc¢inky, samostatné
kulaté, bilé
107 X7 G+ kulaté, Sedivé, plazivy koky, shluky
rust
108 X2 G+ matné, kulaté, bilé, ty¢inky, shluky samostatné
Seda zona kolem Kkolo-
nii
109 X11 G+ ovalné, bilé, Seda zona ty€inky fetizky
kolem kolonii, plazivy
rlst
110 4 TIJA G- malé kulaté, Sedobilé ty¢inky, samostatn¢, dvojice
111 1TIA G- kulaté, bilé, seda zona | dlouhé ty¢inky, spojené do fe-
kolem kolonii tizkl
112 3TIA G- drsné, nepravidelné ty¢inky mycelium
kulaté, biloZluté
150 21 G- kulaté, nazloutlé, pla- ty¢inky, samostatné, dvojice
Zivy rust
151 14 G- vétsi, kulaté, matné, tycinky, nepravidelné shluky
vanilkové
156 7 G+ kulaté, prusvitné, lesk- ty€inky shluky, samostatné
1é
207 X29 G+ malé, kulaté, bilé koky, uspofadané do hroznt
208 X19 G- malé, kulaté, bilé ty¢inky, dvojice, do V
209 X33 G- kulaté, malé, bilé koky, hrozny
210 X31 G+ kulaté, malé, nazloutlé koky, po Ctyfech
211 X26 G+ malé, kulaté, bilé koky, nepravidelné shluky
212 X22 G+ mensi, kulaté, lesklg, koky, nepravidelné shluky
bilé
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Pokracovani Tab. 14

Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
213 X24 G- kulaté, mensi, Sedivé, koky, samostatné i shluky
plazivy rust
214 X32 G+ kulaté, malé, zluté koky, shluky
215 X35 G+ malé, kulaté, svétle koky, shluky
zluté
216 X18 G- malé, kulaté, mirné koky, tetrady, sarciny
nazloutlé
217 X16 G+ nepravideln¢ kulaté, ty¢inky, samostatn¢, fetizky
drsné, bilé
218 X16 G+ malé, kulaté, bilé koky, shluky
240 X47 G- kulaté prisvitné, mirné ty¢inky s myceliem
do Seda
241 X45 G+ malé, kulaté, nazloutlé koky, hrozny, tetrady
242 X56 G+ kulaté, nasedivélé, pla- | ty€inky, hlavné samostatné, né-
Zivy rist kdy dvojice
243 X40 G+ nepravidelny tvar, drs- kokoty¢€inky
né, Sedivé
251 X74 G+ malé, kulaté, lesklé, kokotyc¢inky
Sedobilé
252 X80 G+ nepravidelné kulaté, | ty¢inky, zakiivené, dvojice, tro-
vypouklé, vanilkové, jice
plazivy rist
253 X69 G- ovalné, lesklé, slizké, ty¢inky ve dvojicich
do hnéda az Cervena,
plazivy rust
254 X79 G+ malé, kulaté, nazloutlé koky, shluky
255 X79 G- kulaté, sedivé, plazivy tycinky, fetizky
rlst
256 X73 G- kulaté, vanilkové, sliz- ty¢inky, dvojice, fetizky
ké, plazivy rist
257 X52 G+ malé, kulaté, bilozluté koky, hrozny
258 X70 G+ kulaté, lesklé, oran- koky, nepravidelné shluky
zovohné&dé
259 X62 G- kulaté, malé, lesklé bilé koky, nepravidelné shluky
260 X84 G+ malé, kulaté, nasedlé ty¢inky, samostatné, dvojice
261 X81 G+ malinké, kulaté, pri- kokotycCinky
svitné
262 X84 G+ ovalné, naoranzovéle, ty€inky, shluky
plazivy rist
263 X63 G+ vanilkové, Seda zona tycinky, fetizky s myceliem
kolem kolonii
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Z pady AA bylo izolovano a charakterizovano 71 kment, z nichz bylo 38 izolatt grampo-

zitivnich. Opét pievladaly kolonie svétlé barvy (bilé, vanilkové, nazloutlé). Pod mikrosko-

pem se jako tycinky jevilo 43 kment bakterii, které nejcastéji tvorily nepravidelné shluky.

21 izolatt byly shluky koki. Zbylych 7 kment byly kokoty¢inky, z nich se 3 vyskytovaly

ve shlucich, 2 samostatné nebo ve dvojicich a u dvou izolati byly kokoty¢inky formovany

do fetizki. Podrobnéjsi morfologicka charakteristika vSech kment je uvedena v Tab. 15.

Tab. 15 Morfologické znaky kmeni izolovanych z pudy AA.

Kéd | Vzorek Gra- Vzhled kolonii Mikroskopické zna-
izolatu vina mova Ky
reakce
113 33 G+ nepravidelné kulaté, svétle vanilkové | kratké ty¢inky, dvoji-
ce, fetizky
114 33 G+ matné, bilé az nasedlé, plazivy rtst tyCinky, nepravidelné
shluky
115 X1 G+ malé, kulaté, bilé kokoty¢inky, samo-
statné, dvojice
116 X14 G+ matné, bilé az nasedlé, plazivy rist tyCinky, nepravidelné
shluky
117 X7 G+ nepravidelné kulaté, mensi, vanilko- | kratké ty¢inky, shluky
vé
118 X5 G- kulaté, vétsi, nahnedlé kokoty¢inky, shluky
119 25 G- malé, kulaté, lesklé, bilé, Sediva zéna | tyCinky, nepravidelné
kolem kolonii shluky
120 49 G- veétsi, kulaté, bilé az naSedlé tyCinky, nepravidelné
shluky
121 18 G+ kulaté, vroubkovany okraj, vanilkové | kokotyc¢inky, shluky
122 18 G- nepravidelné, velmi vroubkovany tyCinky, nepravidelné
okraj, zluty stied, okraj svétlejsi shluky
123 48 G- kulaté, vroubkovany okraj, Zluté tyCinky, shluky, fetiz-
ky
124 48 G- kulaté, sedivé, plazivy rust koky, nepravidelné
shluky
125 29 G+ mensi, kulaté, vroubkovany okraj, ty¢inky, nepravidelné
bilé shluky
126 47 G+ matné, bilé az nasedlé, plazivy rist ty¢inky, nepravidelné
shluky
127 47 G- kulaté, vroubkovany okraj, zluté ty€inky, shluky, fetiz-
ky
128 52 G+ kulaté, leskle, bilé kratké ty¢inky, nepra-
videlné shluky
129 10 G+ malé, kulaté, bilé kokoty¢inky, samo-
statn¢, dvojice
130 35 G- vetsi, kulaté, bilé az naSedlé tyCinky, nepravidelné
shluky
131 27 G+ matné, bilé az nasedlé, plazivy rist ty¢inky, nepravidelné
shluky
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Pokracovani Tab. 15

Kéd | Vzorek Gra- Vzhled kolonii Mikroskopické zna-
izolatu vina mova Ky
reakce
132 5 G- kulaté, oranzovozluté kokotycCinky, fetizky
133 6 G+ nepravidelné, Sedivé, plazivy rast ty¢inky, dvojice, fetiz-
ky
134 13 G+ kulaté, bilé az nasedlé ty¢inky, fetizky, shlu-
ky
135 19 G- kulaté, vroubkovany okraj, zluté ty¢inky, shluky, fetiz-
ky
136 22 G+ kulaté, vroubkovany okraj, bilé malé koky, nepravi-
delné shluky
137 4 G- vétsi, kulaté, mlééné, lesklé, vypouk- koky, nepravidelné
1é shluky
138 4 G- kulaté, oranzovozluté kokoty¢inky, fetizky
139 G+ malé, kulaté, zlutohnédé koky, shluky
140 17 G- nepravidelné, velmi vroubkovany ty¢inky, nepravidelné
okraj, zluty stied, okraj svétlejsi shluky
141 22 G- kulaté, vroubkovany okraj, bilé, pla- | ty¢inky, nepravidelné
Zivy rust shluky
145 20 G+ veétsi, kulaté, mlécné tyCinky, nepravidelné
shluky
158 28 G+ malé, kulaté, zlutohnédé koky, shluky
159 28 G+ malé, kulaté, zlutohnédé koky, shluky
160 5 G+ kulaté, vroubkovany okraj, matné, kratké ty¢inky, shluky
bilé
161 16 G- veétsi, kulaté, bilé az naSedlé tyCinky, nepravidelné
shluky
162 50 G+ nepravidelné, sedivé, plazivy rust ty¢inky, dvojice, fetiz-
ky
163 45 G+ kulaté, bilé az nasedlé, vypouklé ty¢inky, fetizky, shlu-
Ky
164 46 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, nahnédlé, | tyCinky, shluky, fetiz-
plazivy rist ky, nékteré zahnuté
165 45 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, nahnédlé, | ty€inky, shluky, fetiz-
plazivy rist Ky, nékteré zahnuté
166 37 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, nahnédl¢, | tyCinky, shluky, fetiz-
plazivy rist ky, nékteré zahnuté
167 6 G+ kulaté, leskle, bilé kratké tycinky, nepra-
videlné shluky
168 7 G+ kulaté, leskle, bilé kratké tycinky, nepra-
videlné shluky
179 17 G+ malé, kulaté, zlutohnédé koky, shluky
180 7 G- kulaté, ploché, bilé az nasedlé ty¢inky, samostatné,
retizky shluky
221 X35 G+ kulaté, lesklé, vypouklé, mlécné koky, nepravidelné
shluky
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Pokracovéni Tab. 15
Kéd | Vzorek | Gra- Vzhled kolonii Mikroskopické zna-
izolatu vina mova Ky
reakce
222 X16 G+ nepravidelné, kulaté, vroubkovany | tycinky, fetizky, shlu-
okraj, matné, Sedé, ploché, slizké ky
223 X27 G- kulaté, hladké, lesklé, mlée¢né koky, nepravidelné
shluky
224 X26 G- velmi malé, lesklé, vanilkové koky, nepravidelné
shluky
225 X32 G- velmi malé, lesklé, vanilkové koky, nepravidelné
shluky
226 X29 G+ kulaté, lesklé, vypouklé, bilé kokotyc¢inky, samo-
statné, dvojice, nepra-
videlné shluky
227 X18 G- velmi malé, lesklé, vanilkové koky, nepravidelné
shluky
228 X19 G- velmi malé, lesklé, vanilkové koky, nepravidelné
shluky
229 X33 G- velmi malé, lesklé, vanilkové koky, nepravidelné
shluky
230 X31 G- kulaté, vroubkovany okraj, mlécné nepravidelné shluky
ty¢inek, s myceliem
231 X16 G+ malé, kulaté, vanilkové, nahnédlé koky, shluky
232 X40 G- kulaté, hladké, lesklé, mlécné koky, shluky
233 X54 G+ malé, kulaté, zlutohnédé koky, shluky
234 X57 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, nahnédlé, | tyCinky, shluky, fetiz-
plazivy rist Ky, nékteré zahnuté
235 X38 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, nahnédlé, | tyCinky, shluky, fetiz-
plazivy rist Ky, nékteré zahnuté
236 X37 G- kulaté, lesklé, vypouklé, mlééné koky, nepravidelné
shluky
237 X44 G- kulaté, lesklé, vypouklé, mlééné koky, nepravidelné
shluky
265 X68 G+ slizké, stfed tmavsi, nadervenalé, ty¢inky, fetizky, shlu-
vypouklé, plazivy rlst ky
266 X62 G- kulaté, vanilkové, stied tmavsi nepravidelné shluky
ty¢inek s myceliem
267 X73 G+ slizké, stfed tmavsi, nacervenalé, ty¢inky, fetizky, shlu-
vypouklé, plazivy rlst ky
268 X70 G+ malé, kulaté, vanilkové, nahnédlé koky, shluky
269 X51 G- malé, ovalné, stfed tmavsi, bilé tyCinky, nepravidelné
s nasedlé, matné, ploché shluky s myceliem
270 X60 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, nahnédlé, | ty€inky, shluky, fetiz-
plazivy rist ky, nékteré zahnuté
271 X61 G+ slizké, stfed tmavsi, nacervenalé, ty¢inky, fetizky, shlu-
vypouklé, plazivy rlst ky
272 X71 G- velmi malé, lesklé, vanilkové koky, nepravidelné
shluky
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Pokracovani Tab. 15
Kéd | Vzorek Gra- Vzhled kolonii Mikroskopické zna-
izolatu vina mova Ky
reakce
273 X63 G- malé, ovalné, stied tmavsi, bilé az nepravidelné shluky
nasedlé, matné, ploché ty¢inek s myceliem
274 X82 G- malé, ovalné, stfed tmavsi, bilé az nepravidelné shluky
nasedlé, matné, ploché ty¢inek s myceliem
275 X84 G- malé, ovalné, stfed tmavsi, bilé az nepravidelné shluky
nasedlé, matné, ploché ty¢inek s myceliem

Z pudy AGA bylo k dalsi charakterizaci izolovano 41 kolonii. Z tohoto poctu bylo jako

gramnegativni bakterie ur¢eno 24 izolatd, zbyvajici kmeny byly zatazeny ke grampozitiv-

nim bakteriim. Opét prevazovaly kolonie bilé, vanilkové az nazloutlé. U dvou kment (276,

277) byl zaznamenén nartist cervenych vypouklych kolonii. Buiiky byly nejcastéji ve tvaru

kokoty¢inek, které byly formované ve shlucich (18 kmenti). Jako ty¢inky se jevilo 14 izola-

th, opét prevazovaly shluky, Casto tvarované jako fetizky. Zbylych 9 kmeni byly koky,

nejcastéji byly pozorovany shluky tvaru hroznu (stafylokoky). Bliz$i charakteristika v§ech

kmenti izolovanych na ptidé AGA je uvedena v (Tab. 16)

Tab. 16 Morfologické znaky kment izolovanych z pudy AGA.

Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izolatu | vina reakce
142 3 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové koky, shluky
143 1 G- kulaté, lesklé, vypouklé, zluté kokoty¢inky, shluky
157 X2 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové koky, shluky
169 38 G- kulaté, lesklé, prisvitné, nasedlé, kokoty¢inky, shluky
slizké

170 X11 G- velmi malé, kulaté, lesklé, bilé ty¢inky, dvojice, samo-

statné, fetizky, zahnuté
171 2 G+ velmi malé, kulaté, lesklé, bilé koky, shluky, hrozny
172 X11 G- velmi vroubkovany okraj, lesklé, kokoty¢inky, shluky

vanilkové, plazivy rist
173 43 G- nepravidelné, slizké, nasedlé, pla- | kratké tycinky, fetizky,
Zivy rist shluky
174 43 G+ nepravidelné, ploché, matné, Sedi- ty¢inky, shluky
vé, plazivy rist
175 18 G- nepravidelné kulaté, vypouklé, kokotyc¢inky, shluky
vanilkové, stfed tmavsi

176 32 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové | kratké tyCinky, shluky
177 32 G+ nepravidelné, ploché, matné, Sedi- ty¢inky, shluky

vé, plazivy rist
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Pokracovéni Tab. 16
Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izoldtu | vina reakce
178 26 G+ kulaté, vroubkovany okraj, mlécné, ty¢inky, shluky
stied tmavsi, ploché, suché s myceliem

181 8 G+ nepravidelny tvar, ploché, nasedlé, | tyc¢inky, dvojice, fetiz-
plazivy rist ky, shluky

182 3 G+ velmi malé, kulaté, lesklé, bilé koky, shluky, hrozny

183 36 G+ nepravidelné, ploché, matné, Sedi- ty¢inky, shluky

vé, plazivy rist

184 2 G- kulaté, lesklé, prusvitné, nasedlé kokotyc¢inky, shluky

185 36 G+ kulaté, lesklé, prisvitné, nasedlé ty¢inky, shluky

186 1 G+ malé, kulaté, lesklé, bilé kokoty¢inky, shluky

187 15 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové kokoty¢inky, shluky

188 23 G- nepravidelné, ploché, vanilkové, kokotyc¢inky, shluky
plazivy rist

190 21 G- nepravidelné, ploché, vanilkové, kokotyc¢inky, shluky
plazivy rist

191 40 G- nepravidelné, ploché, vanilkové, kokotyc¢inky, shluky
plazivy rist

192 40 G- velmi vroubkovany okraj, lesklé, kokotyc¢inky, shluky

vanilkové, plazivy rust

193 11 G+ velmi malé, kulaté, lesklé, bilé koky, shluky, hrozny

194 41 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové kokoty¢inky, shluky

195 44 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové kokoty¢inky, shluky

196 39 G+ velmi malé, kulaté, lesklé, bilé koky, shluky, hrozny

197 41 G+ velmi malé, kulaté, lesklé, bilé koky, shluky, hrozny

198 38 G+ vetsi, kulaté, lesklé, mlécné mirné ty¢inky, propletené,

nahnédlé shluky

199 39 G- nepravidelné, ploché, vanilkové, kokotycinky, shluky
plazivy rust

200 44 G+ velmi malé, kulaté, lesklé, bilé koky, shluky, hrozny

201 8 G- nepravidelné, ploché, vanilkové, kokotyc¢inky, shluky
plazivy rust

219 X28 G+ malé, lesklé, vypouklé, vanilkové, koky, shluky

nahnédlé
238 X47 G+ kulaté, nepravidelné, lesklé, vanil- ty¢inky, shluky
kové
239 X43 G+ nepravidelné, stfed tmavsi, vanil- | ty€inky, shluky s myce-
kové nahnédlé liem
276 X67 G- kulaté, vypouklé, lesklé, nacervena- | tycinky, shluky, fetiz-
1€ ky, fetizky
277 X67 G- kulaté, vypouklé, lesklé, naCervena- | tycCinky, shluky, fetiz-
1€ ky, fetizky
278 X63 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové kokoty¢inky, shluky
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Pokracovéni Tab. 16
Kéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické znaky
izoldtu | vina reakce
279 X63 G- kulaté, lesklé, vypouklé, vanilkové kokotyc¢inky, shluky
280 X63 G- vroubkovany okraj, lesklé, vanilko- | kokotycinky, shluky
vé, plazivy rust

Z pudy MRS bylo izolovano 9 kmend. VétSina, a to 7 kmenti, byly grampozitivni. Kolonie

byly vanilkové, bilé, obCas nasedlé. Pomér kokt a tyCinek byl shodny 4 : 4, buiiky jednoho

izolatu byly kokotyCinky. Podrobné&jsi popis morfologickych znakl vSech kment izolova-

nych z pidy MRS je uveden v Tab. 17.

Tab. 17 Morfologické znaky kment izolovanych z pudy MRS .

Koéd | Vzorek | Gramova Vzhled kolonii Mikroskopické zna-
izolatu vina reakce ky
53 2 G- kulaté, lesklé, vypouklé, mlééné koky, shluky
54 2 G+ kulaté, lesklé, vypouklé, vanil- | kokoty¢inky, samo-
kové, nadech hnédé statné, dvojice, fe-
tizky
55 42 G+ malé, kulaté, lesklé, vypouklé, koky, shluky, hroz-
bilé ny, sarciny
152 6 G+ nepravidelny tvar, matné, vanil- | ty¢inky, shluky, né-
kové, nadech hnédé které zakiivené
153 42 G+ malé, kulaté, lesklé, vypouklé, koky, shluky, hroz-
bilé ny, sarciny
244 X44 G- vroubkovany okraj, Sedivé, pla- | kratké tyCinky, shlu-
Zivy rist ky
245 X44 G+ nepravideln¢ kulaté, bilé, Sedivd | tyCinky samostatné,
z6na kolem, ploché dvojice, shluky
246 X44 G+ nepravidelné, kulaté, bilé, Sediva | ty¢inky samostatné,
z6na kolem, ploché dvojice shluky
264 X712 G+ malé, kulaté, lesklé, vypouklé, koky, shluky
bilé

K izolaci bakterii byla pouzita plotnova metoda s pidami AGA, AA, M17, TJA, PCA,

MRS. Cilem naseho z4jmu byly bakterie mlééného kvaseni a také bakterie octoveého kva-

Seni.

Pro izolaci bakterii mlécného kvaseni byly pouzity pidy MRS, M17 a TJA. Z celkového

poctu 271 izolovanych kmenti bylo 140 kment grampozitivnich a 131 kmena gramnega-
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tivnich. Na pidach M17 a MRS lze vyskyt grampozitivnich kokt ve dvojicich, ¢tveficich
nebo fetizcich oznacit jako bakterie mlé¢ného kvaSeni, které pfevazné pod mikroskopem
tato uskupeni vytvaieji. Je mozné, Ze se jednalo o laktokoky, oenokoky, pediokoky a pfi-
padné 1 jiné zastupce. O bakterie mlééného kvaseni se mohlo jednat i u jinych grampozitiv-
nich kokti, formovanych v nepravidelnych shlucich. V piipad¢ grampozitivnich ty¢inek
izolovanych z pid MRS a M17 a usporadanych jednotlivé nebo v fetizcich (popt. dvoji-
cich) lze rovnéz usuzovat za ptitomnost BMK, v tomto pfipad¢ laktobacild, které byvaji

rovnéz velmi ¢asto izolovany z vin. [41, 43, 59]

Pro stanoveni bakterii octového kvaSeni byly pouZity pidy AGA a AA. Tyto pidy obsahuji
uhli¢itan vapenaty, ktery bakterie octového kvaseni dokazou rozkladat, a v médiu pod ko-
loniemi tak vznikala projasnéna mista. Jako bakterie octového kvaSeni bychom mohly
oznacit ty, které byly stanoveny jako gramnegativni, kratké tyCinky (popi. i kokotycinky)
nejcastéji formované do fetizkl. Bakterie octového kvaseni jsou povazovany za kontami-
nanty vina, jejich vyskyt je znamkou nedostatecné hygieny sklept, lahvoven, ostatniho

zafizeni a znamkou nespravné techniky osetfovani a Skoleni vina. [59]

Na ptdé PCA byl stanoven celkovy poc¢et mikroorganizmti, zde se mohlo jednat jak o bak-
terie mlécného kvaseni, tak i o jiné bakterie, které se do vina dostaly z prostiedi (z hroznt)

nebo pii technologickém procesu pii manipulaci se vzorky vina.

Obr. 4. Ukadzka rustu cistych kultur bakterii izolovanych z vin.

Zleva izolaty 207 (pada M17), 111 (ptida M17), 88 (piida M17).
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Obr. 5. Ukdzka ristu cistych kultur bakterii izolovanych z vin.

Zleva izolaty 258 (puda M17), 215 (puda M17), 197/198 (puda PCA).

7.3 Zjistovani produkce biogennich amini v dekarboxyla¢nim médiu

Schopnost dekarboxylace 5 aminokyselin (lyzinu, argininu, ornitinu, tyrozinu a histidinu)
byla detekovana na mikrotitra¢nich destickach pomoci skriningové kultiva¢ni metody a to
po 24 (48) hodinové kultivaci bakterii v dekarboxylacnim médiu. Pozitivni reakce se pro-
jevila zménou zbarveni kultivacniho média z hnédozluté barvy na fialovou (Obr. 6). Vy-
sledky jsou shrnuty v Tab. 18.

Obr. 6. Ukdzka pozitivni a nega-

tivni  dekarboxyldzové  reakce

v médiu s aminokyselinou a pH in-
dikatorem.
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Tab. 18. Dekarboxylace aminokyselin kmeny izolovanymi na ptidé PCA

Kod izola- | Vzorek lyzin arginin ornitin tyrozin histidin

tu vina (¢islo)

1 16 + + + + -
2 16 + + + + +/-
3 49 + + + + +/-
4 10 + + + + +/-
5 10 + + + + +/-
6 25 + + + + +/-
7 47 + + + + +/-
8 47 + + + + +/-
9 13 + + + + -
10 13 + + + + +
11 1 + + + + +/-
12 28 + + + + +/-
13 9 + + + + +/-
14 15 + + + + +/-
15 19 + + + + +/-
16 21 + + + + +/-
17 7 + + + + -
18 7 + + + + -
19 11 + + + + +/-
20 11 + + + + +/-
21 12 + + + + +/-
22 12 + + + + +/-
23 41 + + + + +/-
24 41 + + + + +/-
25 41 + + + + -
26 34 + + + + -
27 42 + + + + +/-
28 42 + + + + +
29 8 + + + + +/-
30 8 + + + + +/-
32 27 + + + + +/-
33 27 + + + + +/-
34 27 + + + + -
35 27 + + + + -
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Pokracovani Tab. 18

Kod izola- | Vzorek lyzin arginin ornitin tyrozin histidin
tu vina (¢islo)
36 17 + + + + +/-
37 17 + + + + +
38 33 + + + + +/-
39 6 + + + + +/-
40 3 + + + + +/-
41 3 + + + + -
42 5 + + + + -
43 5 + + + + +/-
44 39 + + + + +/-
45 39 + + + + +/-
46 39 + + + + +/-
47 36 + + + + +/-
48 36 + + + + +/-
49 X7 + + + + +/-
50 X7 + + + + +/-
51 X11 + + + + +/-
52 X9 + + + + +
146 X2 + + + + +
147 19 + + + + -
149 44 + + + + +
202 X16 + + + + +/-
204 X30 + + + + +/-
205 X31 + + + + -
247 X37 + + + + -
248 X70 + + + + -
249 X52 + + + + -

+ ... pozitivni reakce;
- ... negativni reakce;
+/- ... slaba reakce.

Z vysledkl uvedenych v Tab. 18 vyplyva, Ze u vSech testovanych bakterii izolovanych

z pudy PCA byla po 24 hodinach zjisténa dekarboxylace lyzinu, argininu, ornitinu a tyrozi-
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nu. Zména zbarveni dekarboxyla¢niho média obsahujiciho aminokyselinu histidin byla

pozorovana u 6 kmenti, u 39 kmenii byla pozorovana slaba reakce na dekarboxylaci

histidinu.

Tab. 19 Dekarboxylace aminokyselin kmeny izolovanymi na pudé

M17.
Kaod Vzorek lyzin arginin | ornitin | tyrozin | histidin
izolatu vina
56 15 - - - + -
57 28 - - - + -
58 28 - - - + -
59 23 - - - + -
60 23 - - - + -
61 10 - - - + -
62 38 - - - + -
63 12 - - - + -
64 12 - - - + -
65 11 + - - + -
66 17 - - - + -
67 17 - - - + -
68 39 +/- - - + -
69 39 - - - + -
70 22 - - - + -
71 22 - - - + -
72 34 - - - + -
73 36 - - - + -
74 27 - - - + -
75 3 - - - + -
76 19 - - - + -
77 40 - - - + -
78 40 - - - + -
79 13 + + - + -
80 4 - - - + -
81 20 - - - + -
82 43 - - - + -
83 47 +/- - - + -
84 47 + + - + -
85 49 +/- + - + -
86 49 + + - + -
87 52 + + + + +
88 35 - + - + -
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Pokracovani Tab. 19

Kod Vzorek lyzin arginin | ornitin | tyrozin | histidin
1zolatu vina
89 25 + + +/- + -
90 10 - + - + -
91 45 + + - + +
92 45 + + - + -
93 9 + +/- - + -
94 43 - - - + -
95 32 - - + -
96 50 + - + -
97 41 + + + -
98 8 +/- + - + -
99 5 - + - + -
100 37 +/- + - + -
101 16 - - - + -
102 16 +/- - - + -
103 18 - - - + -
104 48 + + + +
105 26 + - + -
106 X3 - + - + -
107 X7 + +/- - + -
108 X2 - - - + -
109 X11 - + - + -
110 4TIA + + - + -
111 1TJA + + - + -
112 3TIA + + - + -
150 21 + + - + -
151 14 - +/- - + -
156 7 - - - + -
207 X29 - - - + -
208 X19 - - + -
209 X33 - - + -
210 X31 - - - + -
211 X26 - - - + -
212 X22 - - - + -
213 X24 - - - + -
214 X32 - + - + -
215 X35 - + - + -
216 X18 - + - + -
217 X16 + + + + -
218 X16 - + - + -
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Pokracovani Tab. 19

Kod Vzorek lyzin arginin | ornitin | tyrozin | histidin
izolatu vina
240 X47 - - - + -
241 X45 - - - + -
242 X56 - - - + -
243 X40 - +/- - + -
251 X74 - + - + -
252 X80 - + - + -
253 X69 - + - + -
254 X79 - + - + -
255 X79 - - - + -
256 X73 - - - + -
257 X52 - - - + -
258 X70 - + - + -
259 X62 - + - + -
260 X84 - + - + -
261 X81 - +/- - + -
262 X84 - + - + -
263 X63 - - - + -

+ ... pozitivni reakce;
- ... negativni reakce;
+/- ... slaba reakce.

Po 48 hodinové kultivaci bakterii izolovanych z ptidy M17 byla pozorovana zména dekar-
boxyla¢niho kultivaéniho média obsahujiciho aminokyselinu lyzin u 19 izolovanych bakte-
rii, 6 kmenti vykazovalo slabou reakci. Zbyvajicich 64 kmeni vykazovalo negativni reakci,

nedoslo k barevné zmén¢ dekarboxylacniho média s aminokyselinou lyzinem.

Dekarboxylace aminokyseliny argininu byla po 48 hodinach kultivace U stejné skupiny
bakterii zjiSténa u 38 izolatd, 5 kmenl vykazovalo slabou reakci. U zbylych 46 kment ne-

byla pozorovéna zména barvy média.

Dekarboxylace ornitinu byla zjist€éna pouze u malého poctu bakterii izolovanych z pudy

M17, a to u 4 kment, 1 kmen vykazoval slabou reakci, 95 % kment bylo negativnich.
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Nejvice pozitivnich reakci bylo u této skupiny bakterii zaznamenano po 48 hodinové kulti-
vaci v dekarboxyla¢nim médiu s aminokyselinou tyrozinem. Dekarboxylace tyrozinu byla

zjisténa prakticky u vSech bakterii.

Nejmensi schopnost dekarboxylace byla zjisténa u aminokyseliny histidinu. Po 48 hodi-
nach byla pozitivni reakce u 3 kment, zbylych 97% izolath vykazovalo negativni reakei,

protoze nedoSlo k barevné zméné dekarboxylaéniho média.

Tab. 20 Dekarboxylace aminokyselin kmeny izolovanymi na pudé AA

Kodizo- | Vzorek lyzin arginin | Ornitin | tyrozin | histidin

latu vina

113 33 + + + + +/-
114 33 + + + + +/-
115 X1 + + + + +
116 X14 + + + + +
117 X7 + + + + +/-
118 X5 + + + + +
119 25 + + + + +/-
120 49 + + + + +/-
121 18 + + + + +/-
122 18 + + + + +
123 48 + + + + +
124 48 + + + + +
125 29 + + + + +/-
126 47 + + + + +
127 47 + + + + +
128 52 + + + + +
129 10 + + + + +-
130 35 + + + + +
131 27 + + + + +-
132 5 + + + + +
133 + + + + +/-
134 13 + + + + +-
135 19 + + + + +
136 22 + + + + +
137 + + + + +/-
138 + + + + +
139 + + + + +/-
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Pokracovani Tab. 20

histidin

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

+/-

tyrozin

Ornitin

arginin

lyzin

Vzorek

vina

17
22
20
28
28

16
50
45

46

45

37

17

X35
X16
X27
X26
X32
X29
X18
X19
X33
X31
X16
X40
X54
X57
X38
X37
X44
X68

Kod izo-

latu
140
141
145
158
159
160
161
162
163

164
165
166
167
168
179
180
221
222
223

224
225
226
227
228
229

230
231
232

233

234
235
236
237
265
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Pokracovani Tab. 20

Kodizo- | Vzorek lyzin arginin | Ornitin | tyrozin | histidin

latu vina

266 X62 + + + + -
267 X73 + + + + +/-
268 X70 + + + + +
269 X51 + + + + +/-
270 X60 + + + + +/-
271 X61 + + + + +
272 X71 + + + + -
273 X63 + + + + +/-
274 X82 + + + + +/-
275 X84 + + + + +/-

+ ... pozitivni reakce;
- ... negativni reakce;
+/- ... slab4 reakce.

Schopnost dekarboxylace aminokyselin lyzinu, argininu, ornitinu a tyrozinu byla pozoro-
vana po 24 hodinach u vSech kment bakterii izolovanych z pidy AA (Tab. 20). Dekarbo-
xylace aminokyseliny histidinu byla zji$téna u 26 kmend, u 41 kmeni prob&hla slaba reak-

ce a u 4 kmenu byla reakce negativni.

Tab. 21 Dekarboxylace aminokyselin kmeny izolovanymi na pudé AGA

Kéd izo- | Vzorek lyzin arginin Ornitin tyrozin histidin

latu vina

142 3 + + + + +
143 1 + + + + +
157 X2 + + + + -
169 38 + + + + -
170 X11 + + + + -
171 2 + + + + +
172 X11 + + + + -
173 43 + + + + -
174 43 + + + + -
175 18 + + + + -
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84

Pokradovani Tab. 21

Kéd izo- | Vzorek lyzin arginin Ornitin tyrozin histidin

latu vina

176 32 + + + + +
177 32 + + + + +
178 26 + + + + +
181 8 + + + + +/-
183 36 + + + + +/-
184 2 + + + + +/-
185 36 + + + + +/-
186 1 + + + + +/-
187 15 + + + + +
188 23 + + + + +/-
190 21 + + + + +
191 40 + + + + +
192 40 + + + + +
193 11 + + + + +/-
194 41 + + + + +/-
195 44 + + + + +
198 38 + + + + +/-
199 39 + + + + +/-
200 44 + + + + +/-
201 8 + + + + +
219 X28 + + + + +/-
238 X47 + + + + +
239 X43 + + + + +
276 X67 + + + + +/-
277 X67 + + + + +/-
278 X63 + + + + +/-
279 X63 + + + + +/-
280 X63 + + + + +/-

+ ... pozitivni reakce;

- ... negativni reakce;

+/- ... slab4 reakce.
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Pozitivni reakce na dekarboxylaci lyzinu, argininu, ornitinu a tyrozinu byly stanoveny u
vSech kmeni bakterii izolovanych z pidy AGA (Tab. 21). Pozitivni reakce byla pozorova-
na i v ptipad¢ dekarboxylace aminokyseliny histidinu, avsak u 45 % kment byla zjisténa

slaba pozitivni reakce.

Tab. 22 Dekarboxylace aminokyselin kmeny izolovanymi na pudé¢ MRS

Kod Vzorek lyzin arginin ornitin tyrozin | histidin
izolatu vina

53 2 + + + + -

54 2 + + + + +

55 42 + + + + +/-
152 6 + + + + +/-
153 42 + + + + +/-
244 X44 + + + + +/-
245 X44 + + + + +/-
246 X44 + + n n n
264 X712 + + + + +/-

+ ... pozitivni reakce;
- ... negativni reakce;
+/- ... slaba reakce.

V ptipadé bakterialnich kmeni izolovanych z pidy MRS byla u v§ech kment zjisténa pozi-
tivni reakce na dekarboxylaci aminokyselin lyzinu, argininu, ornitinu a tyrozinu (Tab. 22).
Kultiva¢ni metodou byla také u 2 kmenu zjisténa dekarboxylace aminokyseliny histidinu, u
6 kmenl byla pozorovana slaba reakce a 2 kmeny nebyly schopny dekarboxylovat tuto

aminokyselinu.

Tvorba biogennich aminti byla detekovana na mikrotitracnich destickdch pomoci skrinin-
gové metody s kultiva¢nim médiem obsahujicim piislusnou aminokyselinu (lyzin, arginin,
ornitin, tyrozin a histidin). Kultiva¢ni metoda pro zjisténi produkce biogennich amind byla
provedena u 267 izolovanych kmeni. Z poctu vSech test provedenych na dekarboxylaci
aminokyselin bylo nejvice pozitivnich vysledki zaznamenano v piipadé dekarboxylace
tyrozinu, probéhla u vSech izolatl, dale nasledovala dekarboxylace argininu u 216 izolatd,

lyzinu (197 izolatd), ornitinu (182 izolat) a nejmensi schopnost dekarboxylace byla pozo-
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rovana u aminokyseliny histidinu (58 izolatll). Je mozné, ze vysledky jsou ovlivnény fales-

né pozitivnimi vysledky nebo fale$né negativnimi reakcemi.

Falesn¢ pozitivni vysledky mohly byt disledkem vzniku jinych alkalickych sloucenin nez
biogennich amind, které mohou vznikat metabolickou ¢innosti bakterii. Piikladem takové-
ho produktu, ktery navic souvisi s metabolizmem dusikatych latek, vCetné proteint, je
napt. amoniak. [63, 64] Falesn¢ negativni vysledky mohly vzniknout vlivem fermentace
sacharidt, ¢imz mohlo dojit ke snizeni pH média i Vv pfitomnosti zasaditych biogennich
amint. Dal$i moznou pfi¢inou falesné negativnich vysledkti mize byt nedostate¢nd pro-
dukce biogennich aminti, ktera jesté nezpiisobila zménu zbarveni dekarboxyla¢niho média.
V nasem piipadé byla do dekarboxylatniho média ptidana pfislusnd aminokyselina
Vv koncentraci 0,2% w/v, coz je koncentrace, ktera zpravidla postacuje k vyvolani tvorby
dekarboxylazovych enzymii (tyto enzymy jsou inducibilni) a tudiz i produkci BA. Nicméné
u nékterych kmen mohlo byt toto mnozstvi aminokyseliny nedostate¢né k produkci BA,
protoze mnozstvi vyprodukovaného BA rovnéz zavisi na koncentraci piislusné aminokyse-

liny v prostfedi média. [63, 64]

I pfes urcitd negativa lze tuto metodu ke zjiStovani produkce BA vyuZzit tehdy, pokud je
cilem prave ,,jen* skrining mikroorganizmu s dekarboxyldzovou aktivitou. Na druhou stra-
nu urcitou vyhodou je, Ze tato metoda je technicky a materidln€ nenaro¢na oproti dalSim

metodam, které 1ze vyuzit ke zjistovani produkce BA.

Dalsi metodou, kterou Ize vyuzit ke zjiStovani dekarboxylazové aktivitiy mikroorganizmd,
je PCR. Tuto metodu lze rovnéz povazovat za skriningovou, i kdyz mnozstvi falesné pozi-
tivnich/negativnich reakci byva u této metody prakticky nulovy. PCR metoda je prakticky
stejn€ materialn€ naro¢na jako chromatografické metody (zejména HPLC), které 1ze rovnéz
vyuzit k detekci biogennich amint, avSak vyhodnéjsi v tom, Ze v krat§im ¢asovém useku
1ze analyzovat vice kmenti. Z tohoto divodu jsou v posledni dobé vyvijeny protokoly pro
PCR, tak aby mohla byt metoda vyuzita k rychlé detekci bakterii produkujicich biogenni
aminy. [33, 63, 64] Klasicka PCR je specificka metoda, ktera poukaze na existenci genu
pro pfislusny enzym (napf. tyrozindekarboxylazu, histidindekarboxyldzu, apod.), tedy vy-
povida o potencidlu kmene produkovat ptislusny biogenni amin. Urcitou nevyhodu u této
metody lze vSak spatfovat v tom, Ze tato metoda nezodpovi otazku, zda je biogenni amin za

danych podminek skute¢né¢ produkovan a v jakém mnozstvi. [63, 64] V posledni dob¢ se
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ke zjistovani pfitomnosti genli pro dekarboxyldzové enzymy zacind vyuZzivat i metody real-

time PCR. [63, 64]

Pomoci chromatografickych metod naopak dokazeme srovnat mnozstvi produkovaného
biogenniho aminu za riznych podminek fermentace. Nevyhodou vsak je skutecnost, ze v
piipadé nevhodnych podminek pro expresi genu, resp. aktivitu enzymu, nezjistime t€émito
metodami, zda dany kmen ma schopnost produkovat biogenni amin. Je tedy vyhodné v
praxi kombinovat ob¢ specifické metody — PCR i chromatografické techniky. [33, 38, 63,
64]

Dekarboxylaci vSech zminiovanych aminokyselin mohou ve viné vznikat biogenni aminy.
Tyto slou¢eniny mohou mit toxicky efekt v ptipad¢, Ze jsou pozity ve velkém mnozstvi.
Biogenni aminy ve viné by se nemély vyskytovat, nebo jen v nepatrnych koncentracich do
0,5 mg/l. Pokud je jejich mnozstvi nad 10 mg/l mize to poukazovat na pfitomnost mikro-
organizmt, zejména nékterych kmeni Pediococcus damnosus, které vykazuji zvySenou
aktivitu dekarboxyldzy béhem spontinni malolaktické fermentace. Vysoka koncentrace
histaminu ve vin€ je zpusobena pfitomnosti histidindekarboxylazy nékterych bakterii
mlécného kvaseni. S vysokou koncentraci histaminu byva spojovan zejména rod Pedio-
coccus. Muze byt vSak produkovan i jinymi bakteriemi mlééného kvaseni jako napiiklad
Oenococcus oeni, Lactobacillus buchneri, Lb. hilgardii, Pediococcus parvulus. Histamin
vznika vétSinou béhem alkoholového kvaseni a podle nékterych autorti se jeho obsah bé-
hem jable¢no-mlécného kvaseni snizuje. [65, 66] Histamin muze byt povazovan za indika-
tor dodrzeni hygienickych podminek pii vyrob€. U vétSiny analyzovanych vzorkt v této
praci (209 izolatd) nebyl detekovan. Relativné vyssi obsah histaminu ve viné mize zname-
nat chybu pti vyrobé vina a miize mit za nasledek nepfiznivé senzorické hodnoceni vina.
Dekarboxylaci argininu a ornitinu mtize byt ve viné produkovan putrescin, ten byva produ-
kovan zejména kmeny Oenococcus oeni, ale také Lactobacillus buchneri. [65, 66] Dekar-
boxylaci tyrozinu ve viné mize vznikat tyramin, s jeho produkci jsou spojovany kmeny
Lactobacillus brevis, Lb. hilgardii a také Leuconostoc. Tyramin se dle nékterych autort
nachdzi na nejvyssi urovni v neprokvaseném mostu. [65, 66] Aplikace startovacich kultur
Saccharomyces cerevisiae pii alkoholovém kvaseni a Oenococcus oeni pii jablecno-
mlééném kvasSeni miiZze vést ke sniZeni a potlaceni vzniku biogennich amind ve viné. BA
se tvofi béhem riznych stupna vyroby vina, jejich obsah ve vin€ byva vyssi nez v mostu.

[65, 66] Dle nékterych autort je vznik aminti béhem alkoholového kvaseni zptisoben kva-
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sinkami. Velmi dulezita je pfitom hodnota pH, protoze pti vyssi hodnoté nez 3,6 jsou bak-
terialni pfemény podporovany. Nekontrolované jable¢no-mlécné kvaseni muze vést ke
zvysené produkci BA. [65, 66] Hotové vino obsahuje vysokou tGroven volnych aminokyse-
lin, které mohou byt dekarboxylovany rezidualni mikroflérou, navic miize také enzymova
aktivita pretrvavat i po vymizeni populace zivotaschopnych bakterii. Pfi zrani vina mohou
byt aminokyseliny uvoliiovany i degradaci kvasinek. Obecné nejrozsifenéjSimi aminy jsou
putrescin, histamin a tyramin, ty jsou produkovany zejména na zac¢atku procesu zrani vina.

Dodate¢né mohou byt BA odstranény ¢iticimi prostiedky. [10, 65, 66]

Vino muze u fady lidi vyvolat fadu symptonti, podobnych alergiim, napt. zrudnuti, svéde-
ni, bolesti hlavy, nadymani, priijem aj. Biogenni aminy se povazuji za nejvyznamngéjsi pii-
¢inu intolerance vina a sni spojenymi problémy. V Cervenych vinech byva obvykle vyssi
koncentrace BA nez ve vinech bilych. [67] Z alkoholickych napoji pravé ¢ervena vina vy-
volavaji nejCastéji nezadouci reakce. I kdyz Cervena vina obsahuji jen mirné koncentrace
BA ve srovnani se syry (az 2 500 mg/kg), uzeninami (az 600 mg/kg) tak intolerance cerve-
ného vina mize byt typickym markerovym symptomem a proto byla navrzena jako model
pro intoleranci histaminu. [67] Farmakologické vlastnosti biogennich amint ve viné jsou
pravdépodobné umocnény nékterymi vedlej$imi ucinky etanolu, jako napf. potencialni na-
ruSeni drah metabolizujicich aminy nebo zvySena permeabilita stiev. Klinické pokusy uka-
zuji, Ze ne vSechna Cervena vina vyvolavaji ve stejné mife nezadouci reakce. [67] Vy-
zkumnici v Rakousku provedli studii, v které zjistovali obsah histaminu a jinych BA ve
stovce kvalitnich cervenych vin. Vysoce kvalitni vina byla zvolena, aby se eliminoval vliv
Spatnych hygienickych podminek béhem vyroby vina, ktery mize zptsobit piitomnost BA
ve vysokych koncentracich. Histamin a dal$i biogenni aminy (isoamylamin, tryptamin, fe-
nyletylamin, kadaverin, putrescin, tyramin, spermidin, spermin) byly stanovovany za po-
moci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie. K této studii byla pouzita vina vy-
robena ze sedmi riznych odrid hroznového vina Zweigeltrebe (25), Blaufrinkisch (25),
Merlot (10), St. Laurent (10), Pinot noir (10), Shiraz (10), Cabernet-Sauvignon (10). Vy-
sledky ukazaly, Ze obsah histaminu a dalSich biogennich aminti se u ¢ervenych vin zna¢né
li$i bez ohledu na odriidu vina a Ze jejich vysoky obsah je i U vysoce kvalitnich vin.
V ptipad€ Ze by v EU byl zaveden legislativni limit pro obsah histaminu ve viné ve vysi 10

mg/l, pak by 34% analyzovanych vin muselo byt stazeno z trhu. [67]
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Sledovani biogennich aminti ve viné je dulezité z hlediska zdravotni nezavadnosti a z hle-
diska kvality vin. Z divodu prevence produkce biogennich aminti ve ving je tieba dusledné

dodrzovani hygienickych predpisti a dodrzovani spravné vyrobni praxe.
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8 ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na mikrobiologicky rozbor 2 sérii vzorka vin. Prvni fada
vin obsahovala 48 vzorkt vin a druha fada 84 vzorkt. Kazdy ze vzorki vina byl za Gcelem
zjistovani poctu vybranych skupin bakterii vyskytujicich se ve viné vyockovan na 6 ziv-
nych médii (AA, AGA, MRS, TJA, PCA, M17), po inkubaci byl sledovan rozdil u jednot-
livych vzorku vin. Vybrané kolonie ziskané z jednotlivych vzorkt vin byly zachovany pro
dalsi rozbory. U jednotlivych kmenti byla provedena zdkladni morfologickd a mikrosko-
picka charakteristika. Poslednim tkolem byl prikaz dekarboxylace aminokyselin (lyzinu,

argininu, ornitinu, tyrozinu a histidinu), byla pouzita skriningova kultiva¢ni metoda.
Na zékladé vysledk této studie 1ze konstatovat:

e U prvni série vzorki byl pozorovan zvyseny vyskyt mikroorganizmu a jejich rist se
zvySujici se teplotou. Po dosazeni maximalni teploty a jejim nasledném snizovani

dochdzelo k ubytku zivotaschopné mikroflory.

e U druhé série vzorki vin, kterd pochazela od dvou vinaft, byl sledovan vyvin mi-
kroorganizmu u vin zao¢kovanych kulturou a vin kontrolnich (nezaockovanych). U
prvniho vinafe byl u vina Cabernet zjistén vyssi vyskyt zivotaschopnych mikroor-
ganizmu u vin nezao¢kovanych kulturou zodpovédnou za jable¢no-mlécné kvaseni.
U vzorkid vina Zweigeltrebe byl naopak zietelny rozvoj mikroflory u vin zaockova-
nych tutéz kulturou. U druhého vinafe zao¢kované vino Zweigeltrebe nevykazovalo
podstatny nartist mikroorganizmi, u kontrolnich vzorki dochazelo k postupnému
odumirdni mikroflory. U vina Cabernet nebyl pozorovan zvySeny narlist mikroor-

ganizml u Zadného ze vzork vin.

e Celkem se podafilo izolovat 271 kmenu bakterii. Z toho bylo 140 (52 %) grampozi-
tivnich a 131 (48 %) gramnegativnich. Jako ty¢inky se pod mikroskopem jevilo 155
kmeni (57 %), 82 (30 %) kment byly koky a zbylych 34 kmenu (13 %) byly koko-
ty€inky.

e Kultivaéni metodou byla po 48 hodinach kultivace stanovena dekarboxylazova ak-
tivita u 89 kmenti izolovanych z piidy M17, nejcastéji byla pozorovana dekarboxy-
lace tyrozinu (100 % kment), poté argininu (38 kment), lyzinu (19 kmenti), orniti-

nu (4 kmeny) a nejméné pozitivnich reakci bylo u aminokyseliny histidinu (3 kme-

ny).
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e Po 24 hodinach kultivace byla stanovena dekarboxylazova aktivita u 178 kment
izolovanych z pud PCA, AA, AGA a MRS. U aminokyselin lyzinu, argininu, or-
nitinu a tyrozinu byla u v§ech vzorkd pozorovana zména zbarveni dekarboxyla¢ni-
ho média. V ptipad¢ aminokyseliny histidinu byla dekarboxylace zjisténa u 55

kmentl, u 102 kmenti prob¢hla slaba reakce a 21 kmenti bylo negativnich.

e Je mozné, ze kultivacni metodou byly zjiStény faleSné pozitivni vysledky
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BMK

BOK

BA

JMK

G+

PCA

AGA

AA

TJA

Bakterie mlé¢ného kvaseni
Bakterie octového kvaseni
Biogenni aminy
Jable¢no-mlécné kvaseni
Gramnegativni

Grampozitivni

Plate count agar
Acetobacter-gluconobacter agar
Acetobacter agar

Tomato juice agar
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