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ABSTRAKT

Cilem préace bylo monitorovani celkovéhocpobakterii mléného kvaSeni vyskytujicich

se v hroznovém mostwihem vyroby vina. Studie byla provedena udogréerveného vina
Cabernet Moravia z ekologické vinice a @ly bilého vina Sauvignon jak z ekologické tak
i integrovaneé vinice. Saasti prace byla také izola¢estych kultur bakterii miéného kvaSeni
z kultur smésnych a naslednjejich identifikace pomoci rodéva druho¥ specifické PCR.
Z experimentalnich vysledkvyplyva, Ze na celkovy get kolonietvornych butk bakterii
mléného kvaseni m4 vliv nejen ddia vina, zda se jedné o adu cervenéhai bilého vina,
ale také zpsob gstovani vinné révy. 4isob g@stovani vinné révy #i vliv i na druhove
zastoupeni bakterii migého kvaSeni u jednotlivych o

ABSTRACT

The aim of this Master Degree Thesis was to mortiter total number of lactic acid
bacteria occurring in grape must during wine praoidunc The study was performed on the red
wine grape variety Cabernet Moravia from organiseyard and on the white wine grape
variety Sauvignon from both organic and integrateeyards. The isolation of pure cultures
of lactic acid bacteria from mixed cultures andssduently their identification by genus and
species-specific PCR was also subject of the th@&sis experimental results show that the
number of colony forming cells of lactic acid baw@eis influenced not only by the wine
grape variety, whether it is a variety of red oritetwine grape, but also by the way of wine
growing. The method of wine growing also had anawotpon the species representation of
lactic acid bacteria in each variety.
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vino, bakterie mi&ného kvaSeni, ekologicka a integrovana vinice,gaid-ml&né kvaseni,
polymerdzovéettzova reakce
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1.UVOD

Bakterie miéného kvaSeni (BMK) jsou pro jejich di@zdokumentované fermenia a
zdravi prospsné vlastnosti povazovany za negritejSi skupinu bakterii. Jsou tieny
heterogenni skupinou grampozitivnich bakteriitisns ferment&nim metabolismem, jehoz
klicovym metabolitem je kyselina ntiéa. Rirozenym prostedim tchto organism je ¢lovek,
zvirata i rostliny. Bakterie mé@ého kvaSeni jsou zodp#né za vyznamnou rozmanitost
v chuti a textie potravin&skych vyrobk zpisobenou fermentaci potravis&ych surovin.
Nicmére v rekterych gipadech mohou Zgobit znehodnoceni potraviny. Kvaseni potravin,
spolu se suSenim a solenim, je jednim z nejstardi@dmych konzer¥aich postup.
Fermentované potraviny jsou nénachylné ke kazeni neZiypdni suroviny, jejich nuténi
hodnota nize byt zvySena a bezpwst tchto potravin mize byt zvySena diky inhibici
patogennich bakterii nizkym pH d&itpmnosti organickych kyselin a antimikrobialnich
slowenin [1, 2].

Vyroba vina nize byt shrnuta jako biotransformace mosStu na vkbtexra je vykonana
piedevsim prosédnictvim kvasinekSaccharomyces cerevisia®hem primarniho neboli
alkoholového kvaseniCasto je také povzbuzovano sekundarni kvaseni, nmlolaktické
kvaSeni, které zajfisije biologické odkyseleni vina a zvysSuje tak jelabsitu a kvalitu.
Malolaktické kvaSeni obvykle probiha po alkoholoviémaseni, ale ive probihat i sotasre
s primarnim kvasSenim. d8em tohoto kvaSeni bakterie rmé&ho kvaSeni metabolizuji
jableznou kyselinu za vzniku kyseliny nidéé a CQ [3]. Druhy bakterii mléného kvaSeni
izolovanych z vina pé#&t do rodi Lactobacillus Oenococcusa Pediococcus presto je
malolaktické kvaSenitpvazi fizeno druhenmOenococcus oerfdiive Leuconostoc oends
[4].

Vzhledem k dlezité roli bakterii mléného kvaSeni ve vitistvi je velky zajem
o identifikaci chto mikroorganisrin. Fyziologické a biochemické testy pro identifikdcuhi
mlé&nych bakterii jsowasto nejednoziiaé, protoze &sSina milénych bakterii ma velmi
podobné poZzadavky na vyZivu a rostou za podobnyehogickych podminek. Z tohoto
divodu mohou bytasto obtiza identifikovany na drovni druhu na zéaktagednoduchych
fenotypovych test[5].

V poslednich dvou desetiletich jsme bylicdky vyvoje novych molekularnich technik
zaloZzenych na podobnosti nebo odliSnosti DNA, RNébm proteid. Tyto genotypoveé
techniky vykazuji #izny stupé diskriminani sily, od druhového rozliSeni po jednotlivé
kmeny. Jednou z hlavnich vyhodchto metod je jejich nezavislost na @m rastovych
podminek mikroorganistn Pati mezi r¢ zejména polymerazov&tzova reakce a jejizné
modifikace jako je nested-PCR, RAPD, RFLP, rep-PGébo DNA-DNA hybridizace,
sekvenovani atd. [1, 5].



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1.Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mléného kvaSeni jsoudznorodou skupinou grampozitivnich, nesporulujicich,
katalaza negativnich bakterii. Jsou chemoorgamdtraf odbouravaji hexdzy na laktat
(homofermentativni) nebo na ekvimolarni mnozstktdtu, etanolu nebo acetatu a £O
(heterofermentativni). Miéé bakterie kolonizuji rostliny, nachazeji s&stirndch odpadnich
vod, genitaliich, intestinalnim a respindm traktu ¢lovéka a zviat a ve fermentovanych
potravindch a napojich (napmlé&né vyrobky, maso, ryby, zelenina, kynutstob, pivo
a vino). Ri vyrobé vina pochazeji z bobuli hroznu a sklepnihtizzmi. Nekteré bakterie
mléného kvaSeni jsou zodp#iné za jabléno-mi&né kvaseni, sekundarni fermentaci, ktera
shiZzuje kyselost, zvySuje mikrobiologickou stahilé zlepSuje organoleptické vlastnosti vina.
Jsou vSak row¥ zodpo¥dné za akteré vady vina jako je W#ovitost, kaZzeni, mannitol atd.
[5].

Bakterie mléného kvaseni, vyznamnéi wyrobé vina, jsou podle Bergeyho manualu [6]

zarazeny jednak doelediLeuconostocaceaeoduOenococcus docelediLactobacillaceage
roda LactobacillusaPediococcus

=Y

Obr. ¢. 1: Mikroskopicky snimek bakterie Oenococcus péni

2.1.1.Morfologie bunék bakterii mlé¢éného kvaseni

VSechny skupiny bakterii maji charakteristicky teavelikost. Tvar mignych bakterii je
ponerné stala vlastnost a patmezi zakladni kritériaip klasifikaci €chto mikroorganisrin

[8].

Tvar burgk bakterii je nejasgji tycinkovity (bacily), még casto kulovity (koky).
Tycinkovité buiky jsou bul’ rovné, zakivené, tvaru pravidelné spiraly nebo dlouhé
nepravidelné spiraly (Obre. 2) [9]. Délka spiraly zavisi na kultigaich podminkach,
zejména na acidif teplo€, obsahu alkoholu, rychlosti rozmnozovani apod. [8]

Kulovité vegetativni bikky bakterii se nazyvaji koky. Jestlize se rozmniozijenim
pouze Vv jedné rovif) tvorii fetizky (streptokoky), i déleni ve dvou na sebe kolmych



rovinach vytvéeji vétSinou tetrady, f déleni ve tech na sebe kolmych rovinach tvo
pravidelné baliky po osmi az &kolika stech biikach (sarciny). Blenim koki v riznych
rovindch vznikaji nepravidelné shluky Rkikn (stafylokoky) (Obr. ¢ 2) [8].

Koky Bacily
@ o0 -
koky diplokoky bacil
000000, St ———
diplobacily
streptokoky tetrakoky
stafylokoky sarciny streptobacily

Obr.¢. 2: Tvary bakterii

2.1.2.Cytologie

Cytologie, neboli buétna biologie, je ¥da zabyvajici se bénnou strukturou a morfologii
strukturnich slozek hiky. Na povrchu bakterialni iy (Obr. ¢. 3) se vyskytuje buftna
stna, pod ni cytoplazmatickh membrana uzavirajicstmiabugénou hmotu cytoplazmu.
V cytoplazné se nachazi jaderny aparat, také zvany jadernywalerit (nukleoid) tvieny
u bakterii jedinou molekulou deoxyribonukleové Kiyse Dale cytoplazma obsahuje
ribozomy, inkluze, plazmidy a mesozomy. Na povrtlunk se mohou vyskytovat organy
pohybu béiky (flagela) [10].

2.1.2.1.Bunécnéa stha

Kazda mikrobialni bika je od vijSiho prostedi oddlena silnou, pevnou, &8Sinou
neohebnou (rigidni) strukturou, zvanou btma séna. Burg¢na séna dava mikrobialni hice
tvar a chrani ji ped mechanickymi vlivy aied &inky osmotického tlaku wjSiho prostedi
[9].

Jak jiz bylo zmigno jsou mléné bakterie grampozitivni, tzn. Ze hlavni slozkejich
burgcné stny je silna peptidoglykanova vrstva, ktera je jakwelem vyplgna teichovou
kyselinou, linearnim polymerem sloZzenym z polyghptiesfatu nebo polyribitolfosfatu.
Teichova kyselina je vazana kovalentni vazbou naamavou kyselinu a fpdstavuje
az 50 % suSiny bwiné stny grampozitivnich bakterii. Kroénteichové kyseliny jsou
na peptidoglykan grampozitivnich bakterii vazangtjepolysacharidy slozené z glukosy,
galaktosy, mannosy &kterych dalSich monosachaitid, 11].
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Obr. ¢. 3: Struktura bakterialni biky [12]

1 — pouzdro, 2 — buina stna, 3 — cytoplazmaticka membrana, 4 — jaderny ndtér- ribozomy,
6 — fimbrie, 7 - biik

2.1.2.2.Cytoplazmatickd membrana

Pod bugénou sEnou je ulozena jemna elasticka membrana s malymiy, po
tzv. cytoplazmatickd membrana. Jeji tith& je 5 — 10 nm a sklada se z fosfolipid
proteini, pricemz proteiny fedstavuji 50 — 70 % jeji suSiny [9, 11]. Z cytopleické
membrany bakterii vybihaji do cytoplazmy vychlipsnijejichz p&et a velikost jsou zavislé
na druhu bakterii. U gkterych druli jsou tyto vychlipeniny zastoupeny v hojnémitog u
jinych je jen jeden nebo dva. Zvlastnim typetohto vychlipenin jsou mesozomy, které se
vyskytuji hlavié pobliz oblasti, kde sefipdéleni buiky tvoii prepazka [9].

Cytoplazmatickd membrana je sidlem dychacich efizysystému oxidéni fosforylace,
enzymi syntézy a hydrolyzy fosfolipid a kongné faze syntézy sloZzek bimé sény
a pouzdrovych obal Jsou v ni taktézigomny bilkovinné penasSée, nutné pro transport
latek do buiky a z buiky [9].

2.1.2.3.Cytoplazma

Cytoplazma bakterialnich bk je tvarena vodnym prosedim, ve kterém jsou obsazeny
makromolekuly typu protein (enzymi), mMRNA a tRNA, malé molekuly — energetické
zdroje, prekurzory makromolekul, metabolity nebdawiiny, teti skupinu tvéi razné
anorganicke latky, kofaktory [13].

Jaderny materidl bakterii t¥io deoxyribonukleova kyselina (DNA) umdsd Fimo
v cytoplazné a doprovazena malym mnozstvim polyaimi®NA bakterii tvd@i chromozom,
ktery ma& uzakenou strukturu takZe si jej zjednoduSeniZzeme pedstavit jako kruznici.
Molekula DNA ma u bakterii, podobrako u ostatnich organismtvar dvojité Sroubovice,
tj. Sroubovice tveené d¥ma paralelnimifetézci, jez jsou vzajenth spojeny vodikovymi
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mustky. Je to polynukleotid obsahujici&dpurinové (adenin a guanin) a&pyrimidinové
baze (thymin a cytosin) [9].

Ribozomy bakterii, v nichz probiha syntéza bilkovjsou mensi (10 — 20 nm) nez
ribozomy eukaryotnich mikroorganism Jsou sloZzené ze dvou podjednotek — malé
podjednotky (sedimentai konstanta 30S) a velké podjednotky (sedimamnteonstanta 50S),
které se spojuji do furki jednotky 70S. Kazda podjednotka se sklada zabwlini RNA
neboli rRNA a bilkovin. Na ribozomalni podjedno@S se nachézikolik vazebnych mist.

Je to pedevSim aminoacylové misto (A), peptidylové miftd 4 elongéni misto (E). Tato
vazebna mista hraji velkou roli v genové exprasdevsim v translaci [11, 14].

Velkd tada bakterii obsahuje vime kroné chromozomalni DNA jest nekolik
samostatnych molekul DNA, uzisné struktury, ale mnohem nizsi molekulové hmotnost
zvané plazmidy. Jejich jednu skupinu itivézv. konjugativni faktory, které se uplafi pri
spajeni neboli konjugaci bek [9].

Posledni satasti cytoplazmy jsou bewtné inkluze, které mohou igdstavovat jeji
podstatnouc¢ast, obvykle pedstavuji zdsobni material, famlykogen, polymer sloZzeny
Z glukézy, nebo kyselinu polg-hydroxymaselnou jako zdroj energie. Polyfosfatouduze
predstavuji depotni formu fosforu ve fafrfosfor&nani. Cytoplazma &kterych fototrofnich
a lithotrofnich bakterii obsahuje inkluze teoé sirou, ktera slouzi ro¥njako zdroj energie
[14].

2.1.2.4 Bigiky

N¢ekteré tyinkovité bakterie maji na svém povrchu jeden nefoe Wik, jez umoduji
jejich pohyb. Btiky jsou dlouh&a tenka vlakna sloZzena z bilkovinggélinu. Podle pitu
aumisEni bicika rozclujeme bakterie na monotricha, které majéibina jednom polu
buiky, lofotricha, jeZ maji po svazkuddki na jednom nebo obou pdélechily, a peritricha,
u nichz je cely povrch bk pokryt bitiky. Bakterie netviici biciky se nazyvaji atricha [9].

Biciky nejsou sice pro zZivot likly nezbytné, umaiuji vSak aktivni pohyb hiky ke zdroji
zivin, kysliku apod. Hnaci silou rataiho pohybu hiiki je elektrochemicky potencidl
vznikajici na cytoplazmatické membeandisledku metabolismu hiky [9].

2.1.3.Rozmnozovani bakterii

V¢étSina bakterii se rozmnozujélenim. Celeni je charakterizovano tim, Ze véesinicasti
bunky zane z cytoplazmatické membrany ugtat prstencovitd vychlipenina &hajici
dovnitt buinky, az vytvdi prepazku rozéujici bunku na d¢ zhruba stejg velké ¢asti.
PrepaZzka se pak pokryje bitmou stnou, takZe z fvodni jedné biiky vzniknou buiky dve,
jez se od sebe Huodctli, nebo Zistanou spojeny ketizku. Jenom &kolik rodi bakterii se
rozmnoZzuje péenim. Ri puc¢eni ma dcéna buika zp@atku velmi malé roziry a postup#é
dorista. S matiskou butkou je pgitom stale spojena pouze Uzkymckem, ktery je
u rekterych drufi velmi dlouhy [9].

Rozdleni bakterialni bikky vzdy gredchazi replikace chromozomalni DNA. U pomalu se
rozmnoZzujicich butk je mezi jednotlivymi replikénimi cykly DNA ¢asovy interval, v &mz
dochazi k syntéze bilkovin a ostatnich slozekkiguReplikace DNA zé&na pak tehdy, kdyz
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buika dosahne ditou velikost, tzn. kdyZz pogm bunéénych bilkovin k DNA doséhne ¢ité
hodnoty [11]. U pomalu se rozmnoZzujicich Bkise tedy rozliSujefpdéleni rekolik fazi:

1. Gl-faze, pi niz je v buice jen jeden genom (ij. jeden souborgea kdy probih&
syntéza bilkovin a ostatnich kignych slozek.

2. S-faze, kdy se syntetizuje DNA &st genomu se vyskytuje jiz dvakraticemz
syntéza ostatnich sloZekiiiy pokrauje.

3. G2-faze, pi nizZ jsou v biice dva genomy a Zma se syntetizovatigpazka odéujici
matéskou a dcénou buiku.

Po ukorteni replikace celé molekuly DNA (tedy jednoho cyképlikace) se abmolekuly
DNA odd&li neboli segreguji. Na této segregaci se ptpudobré podili syntéza
cytoplazmatické membrany tky, neba@ chromozom je svym inictaim bodem na ni
napojen [9].

Celkova doba od vzniku difieé buiky k jejimu dalSimu rozHeni se nazyva geneira
doba. Jedna se tedy o dobu, za niZ dojde ke zdsaipeai potu burek a wtSinou zhruba také
ke zdvojnasobeni b&dné hmoty [9].

2.2.Metabolismus bakterii ml&ného kvasSeni se zad¥enim na malolaktické
kvaseni

Bakterie mléného kvaSeni ziskavaji energii zejména kvaSeninhasiat za vzniku
kyseliny ml&€né a to jednou ze dvou rozdilnych drah (Q@b#), coz nam poskytuje uztey
identifikaéni znak pi jejich klasifikaci. Homofermentativni bakterie @hého kvaSeni
produkuji kyselinu mlénou jako prakticky jediny produkt fermentace glukdéNasleduji
Emden-Meyerhof-Parnasovu glykolytickou drahu, kay Jestiuhlikatd molekula glukézy
fosforylovana a izomerizovanaqa viastnim $penim enzymem aldolazou na glyceraldehyd-
3-fosfat a dihydroxyaceton-3-fosfat. Glyceraldel3#bsfat je pak feménovan na pyruvat.
Béhem €chto gemen dochazi na dvou mistech ke vzniku ATP, aby cetkask na kazdou
molekulu glukdzy byly d¥ molekuly ATP. Za elem regenerace NADspotebovaného na
oxidaci glyceraldehyd-3-fosfatu, je pyruvat reduéiowna laktat pomoci NADH oxidaz [15].

Heterofermentativni bakterie ndléého kvaSeni produkujiigkvaseni glukézy ekvimolarni
mnozstvi kyseliny mi&né, etanolu/acetatu a oxidu utého. Nemaji enzym aldolazu.
Z tohoto divodu transformuji hex6zu na pentbézu sledem realatirrmjicich oxidace
a dekarboxylace. Pent6za je potpséha enzymem fosfoketolazou na glyceraldehyde{aifos
a acetyl-fosfat. Tri6za-3-fosfat je potéepenéna na laktat stejnym sledem reakci jako se
vyskytuje v glykolyze za vzniku dvou molekul ATPs@l acetyl-fosfatu zavisi na mnozstvi
dostupnych akceptorelektroni. V pripad nedostatku plni funkci akceptoru elektiioa je
redukovan na etanol za s@sné regenerace dvou molekul NAD/ pritomnosti kysliku
maze byt NAD regenerovan NADH oxidazami a peroxidazami takZetyhdosfat je
k dispozici pro pevod na acetat. To poskytuje dalSi moznost proofgkfci na substratove
arovni a tedy zvySuje celkovy vynos ATP heterofemtaéivniho kvaSeni z jedné molekuly
na d¥ molekuly ATP na molekulu glukézy. Stejnéha@inku lze dosahnout s jinymi
akceptory elektroln nag. fruktézou, které je redukovana na mannitol [15].
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Glukoza

Homofermentativni Heterofermentativni
Glukoza-6-P Glukoza-6-P
Frukt6za-6-P 6-fosfoglukonat
Frukt6za-1,6-DP Ribul6za-5-P
Glyceraldehyd-3-P ——\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
N
H:0 i ¢

2 Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

Obr. ¢. 4. Obecné schéma fermentace glukozy u baktegingtho kvaseni [16]

2.2.1.Malolaktické kvaSeni

Malolaktické kvaSeni, které se usktiteje pomoci bakterii mt@ého kvaSeni, n&stji
probiha po alkoholovém kvaSeni, aléze k mu dojit i sodasreé s primarnim kvasenim.
Béhem malolaktického kvaSeni je jati@d kyselina dekarboxylovana na kyselinu ¢ntgu a
CO,. Disledkemc¢innosti BMK, kteréfidi malolaktické kvaSeni, se zlepSuje kvalita vina,
organoleptické vlastnosti a mikrobiologicka stahilvina ped jeho plénim do lahvi. Druhy
bakterii ml€ného kvaSeni izolovanych z vina ipatlo rodi Lactobacillus Oenococcusa
Pediococcuspresto je malolaktické kvasSentqvazr fizeno druhen©enococcus oerfdiive
Leuconostoc oendp§4].

Prvotni studie ukazaly, Ze malolaktické kvaSeni dekarboxylace katalyzovana
NAD" specifickym jablénym enzymem vyZadujicim Mhionty. Tento enzym byl jako prvni
izolovan z bakterid_actobacillus plantaruma pozdji i z jinych bakterii mléného kvaseni.
Biochemické vyhody malolaktického kvaSeni pro mdaganismus byly nejive nejasné,
protoZze nebyl zjignh Zadny zjevny ATP ani jinaifma energie. Bhem gemeny jable&né
kyseliny na mlénou nevznikd pyruvat jako meziprodukt, coz vedidoe k gedpokladu, Ze
funkci malolaktického kvaSeni neni zisk energietéRwylo ale zjis&tno, Ze jabléno-ml&né
kvaSeni urychluje st O. oeni a stimuluje vyuZivani zdrdjuhliku bakteriemi migného
kvaSeni. Také bylo prokadzano, Zze malolaktické kvageskytuje ATP a bylo navrzeno, Ze
schopnost busk transportovat laktat a protony pr@stnictvim symportu by teoreticky
mohlo vytv&et proton motivni gradient, ktery vede ke vzniku FATprostednictvim
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membranov vazané ATPazy. Nicmérse nenaslo dostatekikdazi pro laktat/proton symport
u O. oeni[17].

Pozdji bylo zjiSteno, Ze pi nizké hodnat pH tok laktatu Bhem malolaktického kvaSeni
nevede ke vzniku ATP. Misto toho bylo tedy navrzereATP vznikajici Bhem katabolismu
malatu je spojeno s proton motivnim gradientem efgaym Ehem transportu malatu
a difize ml€né kyseliny [17]. Tento navrh podflo Poolman [18], ktery dokéazal, ze
Lactococcudactis produkuje proton motivni gradient vyttemy z membranového potencialu
a pH gradientu ffes elektrogenni vychytavani malatu, spodese spaebou protof jako
vysledkem dekarboxylace L-malétu (Obr5). V roce 1994 Salema a kol. [19] navrhl model
ukazujici vychytavani malatu v monoaniontové férdominantni forma ip nizkém pH)
prostednictvim uniportu, coz by Agobilo, Ze zaporny naboj by bytgsunut dovnita tim by
vznikl elektricky potencial. L-jabtaa kyselina je pak dekarboxylovana za vzniku cméé
kyseliny a CQ uvnitt buiky v reakci, ktera vyZzaduje jeden proton. S$pba protonu
v cytoplasné by pak generovala pH gradient, ktery by spolu s&nou elektrického
potencialu vytvéel proton motivni gradient n&ig cytoplazmatickou membranou. K tverb
ATP by pak doSlo prostdnictvim membranavvazané ATPazy. Salema a kol. [19] taktéz
navrhli, Ze L-mléna kyselina a C@opoustji buiku spiSe jako neutraldéstice nez aktivnim
transportem. Poz(Bi prace Salema a kol., kdy byl proton motivnidigat vytvaenin vitro
pusobenim elektrogenniho uniportu ve spojeni se‘sboti protonu dekarboxylaci L-jabhe
kyseliny, potvrdila tento model [17, 20].

Uvnitf bunky Mimo bunku

COOH COOH
| I
% He— C —O0OH H— C —OH
T

| |

CHz CHy

| I
Jableéno-ml&ény COO0- CO0D-
enzym

COOH COOH

COy

H=— C —OH

CHy

ADP +Pi

<

CHj

ATP

H

Obr. ¢. 5: Navrzeny model tvorby energie (ATP) pfeghictvim permeny kyseliny jabléné

na kyselinu miénou a oxid uhliity (podle Poolmana) [17]
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2.2.2.Vliv malolaktického kvaseni na aromaticky profil vina

Kromé¢ samotného odkyselenitiie mit malolaktické kvaseni vliv na senzorickeé triasti
vina produkci mnoha sléanin, které vyznanmihovliviiuji aroma a chti Ackoliv piesny
piispivek jabl&éno-ml&ného kvaseni na vyslednou ¢htina je stale diskutabilni, je znamo,
Ze O. oeni vytvai ve virge chuwové a aromatické latky. Jednou z nidgditejSich je
2,3-butandion nebo diacetyl. Diacetyl ma vyrazn&lm& aroma a je syntetizovan vinnymi
bakteriemi mléného kvaSeni z citratu nebo jinych sachagptes pyruvat. Smyslové prahové
hodnoty se pohybuji od 0,2 mg/l ve ¥i€hardonnay do 0,9 mg/l v Pinot Noir, 2,8 mg/l
v Cabernet Sauvignon. Kotrgd koncentrace ve Wre ovlivréna celouradou faktoid véetrg
bakterialniho kmene, druhu vina a redoxniho po&uacRitomnost diacetylu ve véw nizkée
koncentraci (1 — 3 mg/l) je senzoricky popisovaakojmaselnd neba@chova, ale i vyssi
koncentraci (5 — 7 mg/l) bude tato stemina dominovat ve vinném aroma, coZ vede
ke znehodnoceni [17].

O. oeni produkuje krom diacetylu i estery, senzoricky aktivni latky taktéilezité pro
chuw’ a aroma vina. Estery jsou v priick syntetizovany kvasinkami roddaccharomyces
v pribéhu alkoholového kvasSeni, ale ukazalo se, Ze esfakyp, je ethylacetat, ethyllaktét,
ethylhexanoét a ethyloktanoat mohou byt syntetimg\@akteriemiO. oeni[17].

Bakterie O. oeni mohou taktéz ovlivnit chuvina diky uvoldni monoterpefn Tyto
chwové slodeniny jsoucasto gitomné v hroznech a Wrjakozto neprchavé glykozylované
sloweniny bez chuti (postradajici dju Uvolnéni monoterped je dilezité pro rozvoj
uréittho vinného aroma, nicmé&n hydrolyza monoglykozidl vyZaduje fsobeni
B-glykozidazy. Je znamo, Ze vinné kvasinky, zejméhzasinky jiného rodu nez
Saccharomyces maji glykozidickou aktivitu. Row¥ rnekteré kmeny O. oeni maji
B-glykozidickou aktivitu a tedy hydrolyzuji glykokargaty a néni senzorické vlastnosti vina
[17].

O. oeni muze taktéz ovlivnit koncentraci aldehydjako je acetaldehyd. Acetaldehyd je
nejhojreji se vyskytujici aldehyd ve vénovliviiujici aroma, zrani a barevnou stal@toeni
muze metabolizovat acetaldehyd za vzniku etanolusglikyy octové. Rozklad acetaldehydu
muze byt v gkterych gipadech Zadouci, protoZze nadbytekisgbuje ve vid netypické
aroma. V jinych pipadech je nezadouci, protoZe tato &wmuna hraje roli ve vyvoji barvy
¢ervenych vin [17].

2.3.Vyroba vina

V prabéhu historického vyvoje zpracovani hrdznna vino se vyvinulatfada
technologickych postup v souladu s lokalitou, druhemégiovanych odrd, technickymi
moznostmi a spotenskymi tradicemi a zvyklostmi. Jednotlivé techmgidosecasto vyrazi
liSi a umoaduji vyrobu Siroké palety tznych druli a zn&ek vin. Zakladni principy
Zpracovani vinné révy na vino jsou dostagegpatrné z technologie dvou zakladnich, tj. bilych
acervenych vin, které se odliSuji zejména ¢gge:nich fazich technologického postupu [21].
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2.3.1.Vyzralost a zdravotni stav

Vyroba vina za&ina sklizni. Hrozny révy vinné v nasSich klimatickygodminkach
a zemgpisné poloze dozravaji koncem srpna, i za za&atkem ftijna, kdy se sklizeji,
s vyjimkou pozdnich a ledovych &li. Obdobi sklizs hrozni se nazyva vinobrani. Hrozny
se sklizeji v naSich vitigkych oblastech v plné zralosti, nébdna z pediasré sklizenych
hrozm jsou zpravidla kysela s drsnou a neharmonickouickle-li podzim suchy a teply,
nechavaji se hrozny zrat co nejdéle, aby se doséblonejvyssi cukernatosti [21].
V zasychajici bobuli se obsah cukru zvySuje a oligablin prodychanim snizuje. Dotv&e
odridovy charakter, zintenziwje se tvorba aromatickych latek [22].

Na konci dozravani se vlivem odldvani pidy, rozsteni tiznych chorob adtrného péasi
usazuji na povrchu bobuli &pin tizné pidni ¢astice, vegetativni organy plisni, hub
a pimyslové exhalaty. Nejsou zanedbatelné anifpasté latky, které se v zajmu ochrany
révy p'ed chorobami nanaSeji na povrch bobuli a za sucpétasi na nich istavaji az
do skEru. Hrozny jsou také mnohokrat postihnuté krupabid hmyzem, coz znehodnocuje
most a ohroZuje kvalitu budouciho vina [22].

Aby vina nela dostatek alkoholu ptfgbného na zateni jejich stability, je dlezité zajistit
v moStech dostatek cukru. Z hlediska aerobnich ooiiganisni, zejména bakterii, nejen
pied kvaSenim, ale i v fp¢chu kvaSeni a dokvaseni mbSe teba zabez@# obsah alkoholu
od 11 — 13 % obj. S@asrt je treba zajistit inaktivaci oxidanich enzyni a ochranu celéady
vitamini a buketvornych slaienin them zpracovani hroznu [22].

2.3.2.Zpracovani hrozni ha most

Prirodni bila vina se vyr&p ze Zlutych, #Zovych,cervenych odid, pfirodnicervena vina
z modrych odid. Sklizené hrozny se dopravuji do zpracovatelskgathodi. P skladce
hrozni se zji$uje hmotnost, giMmérna cukernatost a jakost podle zdravotniho stasiidy
a obsahu cukru. K zjifgvani cukernatosti slouzi specialni mostom kterych se pouziva
nekolik druha [21].

K ziské&ni kvalitnihocistého mostu poZzadované jakosti se hrozny zpra@ivawznymi
operacemi, jako je mlynkovani, odpwvani, scezovani a lisovani. VSechny tyto procesy s
provadiji v lisovre [21].

2.3.2.1.Mlynkovani hrozni

V procesu mlynkovani dochézi k rozdrceni bobulecvzdusini ziskaného rmutu. Mleci
zarizeni musi byt sestavené tak, aby se bobule dostatezemlely, avSak aby se neporusily
semena arapiny. Nedostata¢ rozdrcené bobule vyraZrsniZzuji vygZzek mostu, poruSeni
semen arapin sniZuje kvalitu budouciho vina. Provzdirinduzniny je dlezité z hlediska
podpdeni intenzity rozmnoZeni kvasinek naatku kvaSeni. Na druhé steawSak podporuje
nadn&rnou tvorbu oxidaénich enzyni [22]. Mleti se dla riznymi typy mlynki — valcovymi,

v s

n¢kterych typ odzmovaca se mlynkovani nemuselat [21].
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2.3.2.2.0dznriovani

Odzmovani slouzi k odstr&ni trapin z rmutu, aby do mosStu rrephazely nezadouci
latky. Odznhovani se d& na fiznych typech vystiracicti odstedivych odziiovaii, v nichz
se v perforovaném valci zachycujapiny, kdezto rmut jim protéka doéhé nadrze. Vina
z odzrrgnych rmufi jsou chdiové jemnrgjSi a jakostwjSi. Hife se vSak lisuji a pomaleji se
Cisti, nebd@ obsahuji mé# téislovin. Pro zlepSeni lisovatelnosti sé&davaji pektolytické
enzymové preparéty [21].

2.3.2.3.Scezovani

Scezovani nive byt samostatnou technologickou operaci neboojgasti lisovaciho
procesu. Slouzi k odteni nejkvalitréjSi ¢asti mostu, ktera se nazyva samotok. Provadi se
ihned po pedchozi operaci, aby séepleSlo okystieni mostu a jeho obohacenristovinami
vyluhujicimi se zitapin [21].

2.3.2.4 Lisovani

Lisovani ma za &el oddtleni favy, ktera byla uvokna z bugk predchozimi
technologickymi operacemi. Rmuty se lisuji v lisedienych konstrukci. PouZivaji se
periodické i kontinudlni lisy, hydraulické i pneutic&é lisy. Lisuje se pozvolna s &ésnym
preruSenim, aby vyfek mosStu byl co ne§Si. Ri pouZziti vysokovykonnych kontinudlnich
lisi se do mosStu f¥e dostat nasledkengtéiho tlaku vice n@stot, coz snizuje kvalitu vina
[21, 23].

Rmut ze swtlych hrozri pro vyrobu bilého vina se lisuje ihnedii Bpracovani silé
aromatickych sstlych i pii zpracovani modrych hrogna @i vyrob¢ cervenych vin se
pied lisovanim rmut nakvaSuje [21].

Barevnost a chiovy projev ¢ervenych vin zfisobuji polyfenoly, z nichz jsou to
antokyany, tisloviny, katechiny, kondenzovan#&stoviny a leukoantokyany. Nachazeji se
v podstat ve vSech ¢astech hroznu modrych kultiviarrévy. Hlavnim poZzadavkem
ucervenych vin je, aby obsahovaly v prvad dostaténé mnozZstvic¢erveno-fialovych
antokyar, které davajicervenym viim esencialni projev, dalgigloviny a katechiny.
Extrakce polyfendl z pevnych c¢asti bobuli se nejspolehtiv dosadhne alkoholovym
nakvasenim rozemletého mlata modrych kulfivaévy. Bihem tvorby alkoholu nastava
rozruSovani bokovych struktur slupky, icemz vznikajici alkohol spolu s kyselinami
za &inku pektolytickych enzyrin uvoliuji polyfenoly do rozkvaSenych mdstTento proces
urychluje rychlost tvorby alkoholu [22].

NakvaSeni trvd vSeobeert az 8 dni, a to v zavislosti na rychlosti kvagenfenzit
michani, teplat apod. Proces nakvaseni se proto musi pravidinrE sledovat, ficemz se
senzoricky kontroluje stugieprokvaseni, obsah barviv &slovin i celkovy zdravotni stav
[22].
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2.3.3.Upravy mostu

K dosazeni optimalni kvality mosStu, zanjici hladky ptibeh kvaSeni a vysokou jakost
vyrobeného vina, jeréba most ziskany lisovanim dodat& upravovat. V praxi se provadi
odkalovani, provzduvani, sfeni, Uprava kyselosti a cukernatosti mostu [21 234,

Odkalovanimostu slouZzi k oddeni hrubych kal a neistot, s nimiz s&aste&n¢ strhavaji
i kontaminujici mikroorganismy. Odkaluji se mostykantinualnich li@§ a mosty
z mechanicky a mikrobiatnpoSkozenych hrozin21, 24].

Provzdusovani se #84& u zdravych most skladovanych v nepropustnych tancich
a nadrzich. Prosyceni mostu kyslikem je nezbytnyedgokladem dobréinnosti kvasinek
[21, 24].

Siteni slouzi k ochran mosti pied bakteridlni a plimvou kontaminaci, iied oxidaci
a pred jinymi vadami. Si se oxidem gicitym davkou 25 — 50 mg/l. V praxi setisvSechny
mosty, aby seiedeSlo chorobam a vadam vina. Oxiii¢gtly potlatuje ¢innost nezadoucich
mikroorganisni, zejména bakterii a divokych kvasinek a &mm® priznivé ovliviuje
senzoricky charakter nasledného vina podporou wgiyzerolu [21].

Vino z nedozralych hroZnje tvrdé, neharmonicky kyselé, které velmi pbagzrava.
Pokud dle latkového rozboru je obsah veSkerycbwitielnych kyselin tak veliky, Ze neni
piedpoklad jejich odbourani jalileo-ml&nym kvasSenim (biologickou cestou), pak je vhodné
pristoupit k jejich odbourani chemickou cestou. Crelyiin odbourdnim v mostu Ize podjto
nasledné odbouravani jatte-ml&nym kvasenim. Naopak ale pokuidspoupime ke snizeni
kyselin v moStu, ktery neobsahuje extrémwysoké veskeré titrovatelné kyseliny, riskujeme,
Ze @i nedostatéeném sledovani biologického odbouravarnizen byt Ubytek kyselin nadimy
a vino ilis fadni. Proto se jeviftjjatelnéjSi odkyselovat chemickou cestou az vina, ktera
nedostatén¢ biologicky odbourala [25]. Odkyseluje sedbdistym vapencem, ktery vaze
kyselinu vinnou, nebo ptokem ges vrstvu anexu, pépmiSenim kyselych masts mér
kyselymi (tzv. scelovani). Okyselovani se provadietech s nizkym obsahem kyselin
v moStu. PBidava se kyselina vinna v mnozstvi 1 — 2 g/l taky a&elkova kyselost byla
7 -89/l [21].

Uprava cukernatosti mostu séld@v negtiznivych letech, kdy mosty obsahuji méalo cukru a
piilis kyselin. Upravuje seifdlavkem cukru, zahudtym mostem [21].

2.3.4.KvaSeni mosStu

Ve vindastvi se pouZzivaji kmeny kvasingkaccharomyces cerevisiagettiznymi nazvy
podle mista fivodu, nap. Malaga, Madeira, Champagne aj. Stale vice seipajiz ve forne
ASVK - aktivovanych suSenych vifskych kvasinek. Blve se vyuZivalo igdevSim
spontanni kvaSeni apobené kvasinkami wpymi na povrchu hroZn Dnes se pouzZiva
i ¢isté neboli fizené kvasSeni. Zakvas sdigpavuje v mnozstvi 1 % veSkerého mosStu
namnozenim vhodného kmene kvasinek v malém pot#tinsho mostu. Silé sitené mosty
se zakvasuji kvasinkami adaptovanymi na oxittisy [21]. Z biotechnologického hlediska
muzeme kvaSeni roztit na etapu [24]:

1. rozmnozovani kvasinek a&aku kvaseni, ktera trva 2 az 4 hodiny.
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2. boulivého kvaSeni mostu tzv. exponenciélni fastu kvasinek. Botlivé kvaSeni
trva 7 az 14 dni,iplemz se tvii velké mnozstvi oxidu uhiitého a tepelné energie,
kterou se most zatva na 25 az 28 °C.

3. dokvaSovani, kdy jetst kvasinek zpomaleny, kvasny proces v @& zpomaluje
a zpomaluje se i vyvoj oxidu ubiiého.

Faze dokvaSovani nastava po poklesu obsahu cukZu-rag/l a trva 1 — 2 &sice, gkdy
i pal roku. Po ukotieni kvaSeni a zastaveni vyvinu oxidu titdho z&nou kvasinky
sedimentovat na dno tanku a usazuji se i kaly. 8bbod ukoreni kvasSeni do sténi vina
z kvasnénych kah probiha formovani vina. Probihajfi mi rizné biologické a fyzikakn
chemické procesy — biologické odbourani kyselifméaa jabléno-ml&né kvaSeni a ostatni
biochemické pemeny kyselin. Tyto biochemické procesy jsou doprovdzeylucovanim
vinného kamene ve fornvinanu vapenatého a hydrogenvinanu draselnéhooaegy
sama@isténi vina, @i nichz se srazeji a sedimentuji shluky molekul ¢cogho naboje
organického i anorganického charakteru (bilkovirpglyfenoly, barevné latky, slizy,
gumovité latky a kationy kavi soli kyselin). Vino se pozvolna samovélfisti [21, 23].

2.3.5.Jableéno-mlé&iné kvaseni

Pfi dokvaSeni dochazi kintenzivnimu odbouravani kyge jablecné. Jedna se
o malolaktické, neboli jabtmo-ml&né kvaSeni, a je velmi cenné zejména danfcich
s vysokym obsahem kyselin a v okrajovych véhkgch oblastechCast kyseliny jablené
mohou odbouravat i kvasinky rod8chizosaccharomyce&teré ji genenuji na ethanol
v anaerobnich podminkéach. Vyzna¥$h jsou vSak bakterie migého kvaSeni, kterym se
v zawru primarniho kvaseni zlepSuji podminky pro jejaimost, kdyz kvasinky odumiraji a
autolyzou uvaiuji aminokyseliny, vitamin Ba dalSi @istové latky. Na rozvoj bakterii dale
piiznivé piasobi zvySeni pH po krystalizaci vinného kamene.[25]

Cinnost BMK u nasich vin brzdime jen u vin s nizkgtvssahem kyselin, jako je Miiller
Thurgau a u odidovych vin, které zvySeny obsah vznikajici kyselmiéné senzoricky
poskozuje jako je Tramin a Ryzlink rynsky. U jinyehnaopak velmi proggné a projevuje
se [25]:

» snizenim celkové kyselosti, tj. snizenim koncemtraadikovych iont.
» harmonii pordru kyselin a alkoholu, ffipadré kyselin a zbytkového cukru.

= zvySenim stability vina po druhém &toii, takZze neni¢ba se tolik obavat kvaSeni
v lahvich.

V procesu jablégno-ml&ného kvasSeni se nesniZzuje extrakt, ale vino sea gEwEjSi,
ztraci ostrou kyselost kyseliny jabieé, ktera se enenuje na kyselinu mknou a oxid
uhligity (vice viz kapitola 2.2.1)Cinnost bakterii mi&ného kvaseni brzdi vysoky obsah
alkoholu, @i 12 — 15 obj. % se jiZz Upénzastavuje. DalSim inhibitorem je oxidfigity i
vazany, oxid uhtiity a nizk4 teplota. Optimalni teplota pro bioldgicodbourdvani kyseliny
jablecné je 18 — 25 °C, pod 10 °C se zcela zastavujeo@dlani kyselin dale podfime
stykem vina s kvasnicemi a zejména jejtastym promichanim s vinem. Je na rozhodnuti
vinafe, jeho zkuSenosti a na senzorickém i chemickénmoyzesi, aby se rozhodl, zda
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odbouravani kyselin podficnebo zastavi. Zastavit Ize &mim vina z kvasnic, jeho s#éigim
zasfenim a snizenim teploty [25].

DokvaSené vino se odldje od sedimentu kala kvasinek st&nim docistych zasienych
kvasnych tank. F¥i prvnim st&eni se vino obvykle provzdusni a nastane dalSéavgsi kat,
piedevsim itislobilkovinnych. Proto se po 6 — 8 tydnech vir&istnovu. Vino po ukoteni
kvaSeni se nazyva mladeé vino [21, 23].

2.3.6.0Settovani a Skoleni vina

OSetovani a Skoleni vina vytviakone&né senzorické vlastnosti a celkovy charakter vina.
Po kvaSeni se vino uklada do tesich lezackych tariknebo cisteren a ve starych zavodech
do devenych sud. LeZacké nadoby se dolévaji vinem, aby byly sthié, a tim se zamezilo
pristupu vzduchu a kontaminaci. Doléva se vinem étefitidy a tidy jakosti. Vino lezenim
v tancich zraje. i stalé a nizké tepldtv lezackém sklep dochazi k vytvéeni buketu
a harmonickému vyrovnani senzorickych vlastnostiné a chw’ se zaokrouhluji. Doba zrani
zavisi na mnoha faktorech, jako je odia a rénik vina, teplota, fistup kysliku, material
a velikost tank aj. Skoleni vina se provadiigal plrenim do lahvi a zahrnujgiienti,
stabilizaci, pasteraci a filtraci [21].

K ¢iteni vina pokud nepréhne v dostat;mé mfe samovold, se pouZzivd sraZzecich
prostedki (Zelatina, kasein aj.), které se ve &israzeji pitomnymi nebo fidanymi
tiéislovinami, dale hexakyano-Zeleznatan draselnyyldeazi €Zké kovy za vzniku srazeniny
berlinské moti, ¢imz se z vina strhavaji i jemné koloidni latky (tmodrécireni) [21].

Ke stabilizaci vina se pouzivaji adsémp prostedky (bentonitu, polyamidy, agar),
na rez se koloidni slozky vina adsorbuji. Vino lze diabvat téZz chladem, nebosilné
podchlazeni vina pod 0 °C sniZzuje rozpustnost lyemeinanu draselného, ktery vypadava
z vina ve form krystalka [21].

Pasterace vina se provadi kratkodobyrfeeém na 60 — 70 °C v deskovychijmkovych
vymeénicich tepla a naslednym rychlym ochlazenim [21].

K filtraci vina se pouZivaji n&astji deskové nebo naplavovacitemelinove filtry,
obdobré jako v pivovarstvi, a v modernich vistych provozech se zavadi ,cross-flow*
fitrace a membranové filtrace. Misto filtrlze pouzit také vysokoobratkové kalové
odstedivky [21].

Po skowreni Skoleni, kdy vino je optimalnvyzralé a je uko¥en proces tvorby aréma
a chuti vina, coz &Sinou trva nejdéle 1 rok, se vino pIni do lahviawim pozadavkem
pii plnéni vina je, aby vino bylo dostét& vyzralé a vySkolené, aby néha sklon k tvork
zakah a nedochazelo who k dodatenym znménam organoleptickych viastnosti [23].

2.3.7.Integrovana produkce hrozni a vina

Integrovana produkce (IP) fqdstavuje zfisob zemdélského hospodeni, jehoz
z&kladnim cilem je zaji&ti trvale udrzitelného rozvoje ve smyslu § 6 zakbnk7/1992 Sb.
o Zivotnim prosedi, tedy rozvoje, ktery umodje zachovavat ijrozené funkce
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agroekosystému a ostatnich ekosystéjaz jsou zeridélskou produkci imo ¢i neptimo
ovliviiovany [26].

Integrovana produkce usiluje o dosazeni optimalwiatosi vysSi kvality cestou, ktera
nezatzuje zivotni prosedi. Na bazi celistvého @#pobu mysSleni se IP orientuje kompléxn
na agroekosystém, je zarana na zewuélsky podnik jako celek. Zakladem je udrzeni,
resp. zlepSenitgni urodnosti a mnohotvarného zivotniho pedi Rednost® se vyuzivaji
a podporuji firozené reguleni mechanismy. K ochr&n zivotniho prostedi s ohledem
na hospodarnost a spdémské pozadavky se vyZzaduje smysluplny soulad melgickymi,
technickymi a chemickymi opiamnimi.

Veskeré technologické postupy, které registrovd@noveé Svazu integrované produkce
hrozmi a vina pouzivaji ve svych vinicich musi odpovigi@sré stanovenym mezinarodnim
kritériim Svazu IP. Tyto kritéria jsou Geské republice vydavandilplizné ve dvouletych
cyklech pod ndzvem ,Sémice svazu integrované produkce hnbznvina“ [26].

2.3.7.1.Reqgulace Skdai

Pri ochrarg révy pgred hlavnimi Skdci (obaléi, svilusky, hativec révovy) v systému IP se
piedpoklada monitorovani doby letu a mnozstvi alialeferomonovymi lapaky
a monitorovani poputai hustoty Skodlivych rozta (v piipadc mikroskopické halivca
velikosti toto hodnoceni provadi specializovan®tabde).

Pfi ochraré jsou upgednosiiovany biologické a biotechnické prietiky jako jsou dravi
roztcti, pripravky na bazB. thuringiensis a feromony pouzivané metodou mateni samc
Tyto zpisoby ochrany jsou jednoztr& ekotoxikologicky vhod#si, nez aplikace
chemickych, v firodé cizorodych preparat

Provedeni ochranného zasahu je podmorekraenim prahu Skodlivosti gkicem [26].

2.3.7.2.Regulace chorob

Jak vyplyva z podstaty integrované produkce,é@sttm ochrany révy proti chorobam
prevence jejich Skodlivych vyskist Dulezita je optimalizace vyzivného stavu a fyzioldgic
kondice révy a jeji ikledné provzdutvani. Vyskytu virovych chorob jgeba pedchazet
pouzivanim certifikovaného, nejlépe bezvirdzniholl&iiského materialu.

V systému ochrany ipd houbovymi chorobami hraje velkou roliepna prognéza
kalamitnich vyskyi hlavnich houbovych chorob — plésrévy, padli révy a Sedé hniloby.

V souwasnosti jsou vyvinuty pigtacové expertni systémy, které na zaklggresného
hodnoceni srazek, teplot, owdni listi a pipadre dalSich faktok vyhodnocuji riziko
kalamitniho vyskytu uvedenych hlavnich chorob i vetahu k jednotlivym odidam
a lokalitam. Tyto systémy vSakigtavaji, i kdyZz vyznamnou,i@ci jen ponickou, takze
v zadném fpact nesniZuji paebu neustalé osobni kontroly zdravotniho stavu cvini
zkuSenym vinohradnikem.

Smernice IP stanovi maximalni hranici Sesti @8ef proti padli révy a plisni révyfipemz
v méd’natych preparatech smi byt pouzity pouze 2 kglima hektar a rok. | vifpact
fungicidni ochrany se dopatuje udrZzovani tzv. ,okna do porostu“, to znameéasti vinice,
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kterd neni oS&bvana. K zdsalm je snérnicemi IP taxativll povoleno pouze pouZititvi
uzitecnému hmyzu a roztdm mére toxickych fungiciai a to jen v nezbythnutné mie [26].

2.3.8.Ekologicka produkce hrozni a vina

Obecr plati, Ze pstovani révy v rezimu organického vinohradnictvivie srovnani

viv s

viN s

viv s

Bioprodukce musi spbvat jednak Swrnici 2092/91 EU k Bio zeduélstvi a v Ceské
republice narodni zakon 242/2000 Sb. a vyhlaSkaB/2001 Sbh. Dale musi biovinptihlasit
svou produkci ke kontrolegkterou z kontrolnich organizaci akreditovanycR. Pokud by
vinat mél v umyslu vyvazet biovino nackteré narené exportni trhy, jako je népVelka
BritAnie nebo USA, bude si navic muset nechat spoodukci certifikovat skterou
pro biozenddélstvi akreditovanou kontrolni organizaci v cilowedd [26].

2.3.8.1.Regulace Skdai

Biovinar se zamtuje na kvalitu gdy a vytvdeni podminek, ve kterych seidpfirozenym
antagonigim Skidci a plevel. Rovnovaha a samoregtid schopnosti {dy se podporuji
mnoZstvim biotechnickych paioek — pesticidy proti Sidcim jsou nahrazovany dravymi
roztasi, slun&ky, Skvoryc¢i luméiky, pasy zeleth mezi jednotlivymitadami vinohradu slouZi
jako Gtasiste uzitesnému hmyzu a chrantigu pred vodni eroziCasté jsoutizné typy lapai
matouci samiky obal&i, na vinohradech nechybi traédi strasSaky odhdjici ptaii lupice
a podobn. Povolenymi posiky jsou pouze firodni slodeniny nedi a siry pro potléeni
plisni a padli, vSe ostatni probihd na bazi jinyd¥ chemickych op#ni. Plevel je
likvidovan mechanicky, rostlinné zbytky se zapraomji do fidy a slouzi jako firozené
hnojivo. Pouzivani syntetickych skenin (pesticidy, herbicidy, fungicidy atd.) je zael
zakazano. Vysledkem je zeleny vinohrad na Ziuééps optimalnim mnozstvimagnich
mikroorganizni a minerah [27].

2.3.8.2.Regulace chorob

Ve srovnani s integrovanou produkci, kde jé&ippstné pouZiti ekotoxikologicky
akceptovatelnych syntetickych pestitid diky tomu je v naprost&tsine pripadi mozneé
reagovat na igkrateni prahu hospodigké Skodlivosti choroksi Skadci aplikaci rkterého
pesticidu, je ochrana v organické produkci postavgredevSim na prevenci. Jde jak
o posilovani vlastni obranyschopnostisfpvanych k#&i révy, gedevsSim proti napadeni
hlavnimi houbovymi chorobami a diverzifikaci ekoyau vinice, tak o stabilizaci celého
agroekosystému vinice.

Obranyschopnost rostlin je dana jednak genomeéstopanych kultivak révy. Z tohoto
hlediska jsou v organickém vinohradnictvi preferygak odol®@jSi kultivary evropské révy,
tak interspecifické odidy.
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Dal$i mozZnosti zvySovani obranyschopnosti rostéwyr @indsi aplikace modernich
prostedki na bazi jem#& mletych jilovitych zemin a rostlinnych vylihpo jejichz aplikaci
dochazi v bitkk&dch zelenycltasti révy ke zvySovani hladiny fytoalekifnag. resveratrolu),
které zodpovidaji na b&éné urovni za odolnostii napadeni rostlin patogeny.

Treti moznost zvySovaniipozené odolnosti révy je dandeménou vinice z monokultury,
a z ni plynouciho stresu, v drulkolohaty agroekosystém. Timtoigebem je mozno diky
pusobeni tisid¢ organisni osidlujicich bohaty agroekosystém jak wudg tak mimo ni
podstaté zvySit stabilitu vinice jako celku. ifkladem zde mZou byt mykorhizni houby
a mnohé dalSitguini mikroorganizmy zlepSujici biologickou, fyzikéla chemickou strukturu
pudy.

Tyto organismy zmituji stres ve vyZzi¥ a @ijmu vody rostlinami. Kultivaci druhav
vhodnych smssi rostlin v meziadi révy je mozné systematicky dlouho8avySovat obsah
organické hmoty a tim i humusu wg@, coZ ma na rostliny révy blahodarny vliv. Obé&cn
plati, Ze organické vinohradnictvi vyZadujeclpejSi provedeni ,zelenych praci®. Ale
i vtomto systému se dnes&uji technologie s minimem é&ai prace [26].

2.4.Dilezité rody bakterii mlééného kvaseni i vyrobé vina

2.4.1.Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus piedstavuje vysoce rozmanitou skupinu grampozitivnich
mikroaerofilnich bakterii, které se liSi délkowitek (Obr.¢ 6) nebo dokonce vytva
coccobacilly. Bakterie roduactobacillusjsou katalaza a cytochrom negativni, i kdgkaiik
kmeni rozklada peroxid pseudokatalazou. Tyto bakteriécm@ho kvaSeni maji vysoké
nutricni pozadavky na aminokyseliny, derivaty nukleovykpselin, vitaminy, mastné
kyseliny a zkvasitelné sacharidy. Pokud jde o hexgzmetabolismus jsou druhy rodu
Lactobacillus bud” homofermentativni nebo heterofermentativni. Honmrmoéntativni
konvertuji glukézu na DL-, D-(-) nebo L-(+) ndléou kyselinu progednictvim Embden-
Meyerhof-Parnasovy drahy bez produkce ,C@atimco heterofermentativni metabolizuji
hexdzy fosfoketoldzovou drahou za vzniku DL-, Difgbo L-(+) mléné kyseliny, CQ a
etanolu nebo acetatu [17, 28].

Mezi druhy rodulLactobacillus izolovanych z vina na celém &y pati Lb. brevis
Lb. buchnerj Lb. casej Lb. cellobiosus Lb. curvatus Lb. paracasei Lb. fermentum
Lb. fructivorans Lb. hilgardii, Lb. homohiochij Lb. jensenij Lb. leichmannij Lb. plantarum
Lb. sakea Lb. trichodes Lb. cellobiosusje povazovan za biotypb. fermentum zatimco
Lb. leichmanniije nyni uvadny jakoLb. delbrueckiisubs.lactis. Lb. trichodesje povazovan
za synonymuntb. fructivorans[5, 17].

Vyskyt a geziti bakterii roduLactobacillusve virg je velmi zavisly na pH a obsahu
etanolu. B vysoké hodnat pH vina (>3,5xasto tyto bakteriefpvazuji, zatimcoip nizSich
hodnotach pH dominuji jiné bakterie i&ho kvaseni jako j®enococcuweni Etanolova
tolerance se liSi u jednotlivych druh Napiklad nist Lb. plantarum se zastavuje
pii koncentraci etanolu 5 — 6 obj. %, zatimco vianeto tolerantniLb. caseiaLb. brevis
byly aspdné pouzity pro indukci malolaktického kvaSenib. fructivorans je vysoce
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tolerantni wi¢i etanolu a byl izolovan z dezertnich vin s vysokgbsahem alkoholu (>20 %
obj.) [17].

Obr. ¢. 6: Mikroskopicky snimek bekdruhu Lactobacillus casei [29]

2.4.2.Rod Pediococcus

Bakterie roduPediococcugsou charakterizovany jako kulovité (Olgt. 7), nepohyblivé,
kataldza negativni, aerobni az mikroaerofolni nokganismy. Pediococcusjsou jediné
bakterie mléného kvaSeni roztljici se ve dvou rovinich a tkioi tetrady nebo velké shluky
burgk. Mezi sowasny seznam schvéalenych diulpati P. acidilacti P. damnosus
P. dextrinicus P. halophilus P. inopinatus P. parvulus P. pentosaceus P. urinae-equi
Mezinarodni vybor pro systematickou bakteriologizinodl, Ze druhP. cerevisiaenebyl
platr¢ pouZit v publikacich, protoZe ifgdstavuje alespo dva druhy, P. damnosus
aP. pentosaceufl7, 28].

Pediococcusjsou homofermentativni, tzn. Ze odbouravaji glukoégrostednictvim
Embden-Meyerhof-Parnasovy drahy na DL- nebo L-(#¢nmou kyselinu bez produkce GO
Jsou chemoorganotrofni s velkymi poZadavky istavé faktory a aminokyseliny. VSechny
druhy vyZaduji kyselinu nikotinovou, pantothénovoabo biotin, ale Zadny nevyzaduje
thiamin, p-aminobenzoovou kyselinu nebo kobalarRiastouci kultury maji také schopnost
tvorit L-(+) mléénou kyselinu z jablené kyseliny [17].

Bakterie rodu Pediococcusse dostavaji do vina #gy, hroznovych bobuli nebo
vinaiského z#izeni, ale jejich feziti ve vir je ugednostiovano pi pH vétsim jak 3,5. Mezi
druhy roduPediococcuszolovanych z vina p#tP. damnosusP. inopinatus P. pentosaceus
aP. parvulus[17].
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Obr. ¢&. 7: Mikroskopicky snimek bekdruhu Pediococcus pentosaceus [29]

2.4.3.Rod Oenococcus

Kmeny vinnych bakterii mt#ého kvaSeni nalezejicich do rodleuconostocbyly
pavodre Garviem[30] klasifikovany jakoLeuconostoc oeno®oza@jSi fylogenetické studie
vSak odhalily, Zé.. oenospredstavuje odliSny druh od ostatnich drilteuconosto@ vyustily
v prefazeni tohoto mikroorganismu do nového r@kenococcusKmeny druhuO. oenijsou
grampozitivni, nepohyblivé, fakultatigranaerobni, elipsoidni az kulovitéithky (Obr. ¢. 8)
obvykle se vyskytujici v parech nel¥etizcich.O. oeni je podobs jako Lactobacillus
chemoorganotrofni vyZadujici bohaté médium s velkgmoZstvim #stovych fakto#

a aminokyselin. Tyto bakterie ndléého kvaSeni jsou heterofermentativni a tedy odha@jir
glukézu na ekvimolarni mnozstvi D-nil@ kyseliny, CQ a etanolu nebo kyseliny octové
fosfoketolazovou drahou [17, 28].

"y |
- 1 )

Obr. ¢. 8: Mikroskopicky snimek békdruhu Oenococcus oeni [29]
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2.5. Mikrobialni interakce b éhem vyroby vina

Kdyz se most dostane do tanku, obsahuje rozsahthumikroorganisiin viaknité houby,
kvasinky, mléné a octové bakterie. Tyto mikroorganismyvedné pochazeji z hroZn
a zd&izeni, které se pouZivaji pro sklizea zpracovani hrofn Ztéto smisi jsou
mikroorganismy zapojené do vyroby vindrpdné selektovany — nejtve velmi rychle a poté
vice progresivé (Obr.¢. 9). Tento vybr se uskut&iuje v disledku zndn podminek prosgedi
(slozeni, oxidani-redukni potencial) a specifickych antagonistickych a esgickych
interakci mezidznymi mikroorganismy [31].

Kvasinky a bakterie neinteraguji pouzeuznymi typy mikroorganisrin (kvasinky
a bakterie), ale také na urovni druhu a kmene. &t k obrovské rozmanitosti
mikroorganisni a jejich fizné schopnosti adaptace na predi si Ize pedstavit celodadu
interakci mezi nimi v zavislosti na fazi vyroby uain Interakce kvasinky/bakterie

e

béhem kvaSeni jsou patfnnejdilezitejsi [31].

2.5.1.Interakce mezi kvasinkami a bakteriemi mi&ného kvasSeni

Kvasinky jsou dobe adaptovany naist v hroznovém mostu. Od prvnichudkvaSeni je
jejich mnozeni velmi rychlé. Stejntak bakterie mi&ného kvaSeni se mnoZzi ve stejném
prostedi velmi snadno, ale kdyZ jsou &m na@kovany samotné. V provoznich podminkach
jsou v8ak kvasinky a bakterie smichany a kvasinkyyvdominuji ped bakteriemi. Jsou-li
kvasinky a bakterie mé@ého kvaSeni n&&ovany v fiblizné stejnych koncentracich
(7 - 16 CFU/mI), jsou lactobacilli zcela eliminovany podBiech.O. oeni zanika pomaleji
a setrvava ve velmi nizké koncentraci. Pokud stepoéty inokulujeme 10 az 100krat vysSi
koncentraci bakterii,istavaji Zivotaschopné po delSi dobu, ale nakonagjilys vyjimkou
O. oeni Tento druh se lépe adaptuje ve srovnani s ostaf&i].

Proto jsou zkoumany podrogjn interakce meziS cerevisiaea O. oeni Jestlize je
hroznovy most saiasré naatkovan oldma mikroorganismy tak v gateni fazi dochazi
v disledku rapidniho néstu kvasinek k poklesu bakterialni populace. Po p&chodné fazi
nastava inverzni jev. Faze odumirani kvasinek seligh s#stovou fazi bakterii. Tento
vyvoj mize byt interpretovan jako antagonismus kvasinelpagulaciO. oeni Bakterie se
nejen nemohou mnozit, ale jsou takést&né eliminovany. Mize to byt také 2asti
zpisobeno nedostatkem ndtrich latek. Mimoto bylo zji$ho, Ze ihem obdobi zrychleného
rastu na z&atku kvaSeni, kvasinky ochuzuji médium o aminokpgel Arginin mize byt
zcela vyerpan. Tyto jevy vkombinaci s toxickymi¢iky metabolifi, uvolninych
kvasinkami, brani mnozeni bakterii. Alkohol vznikajv prvnich 3 — 4 dnech alkoholového
kvaSeni nevysitluje tento efekt. Naopak koncentrace etanolu 5 % @®bj. aktivuje
bakterialni éist. Jsou zapojeny i dalSi latky: mastné kyselinglngné kvasinkami, jako je
kapronova, kaprylova, kaprinova a zejména lauroyaelna. Tyto kyseliny modifikuji
bakterialni membranu. Inkubace celych &uw pritomnosti €chto mastnych kyselin vede
k Uniku ATP a ztrat malolaktické aktivity [17, 31].

Béhem alkoholového kvaSeni iatd koncentrace alkoholu v médiu. Negativni efekt
metabolismu kvasinek je kompenzovadkelika pozitivnimi na konci fermentace. Kdyz
kvasinkova populace vstupuje do stacionarni fakease neni staticka — ve skétesti
Zivotaschopnd populace je tema buikami, které se aktivh mnoZzi zatimco jiné lyzuji.
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Posledni zmigné hraji dileZitou roli pro bakterie — uvdlji vitaminy, dusikaté baze, peptidy
a aminokyseliny. VSechny tyto sléeniny jsou déstové faktory bakterii. Z tohototdodu
kvasinky v konéné fazi alkoholového kvaseni stimulujist bakterii. Tento efekt je také
kombinovan s mé&hznamym jevem odpovidajicim inhibici kvasinek baiet@i. Fesrgji
fe¢eno, bakterie urychluji fazi odumirani kvasinekukalsidazy a bakterialni proteazy jsou
zodpowdné za hydrolyzu bukiné sény kvasinek a vedou k lyzi celych bik[31, 32, 33].

Na konci alkoholového kvaSeni tedy bakterie uryghhuitolyzu kvasinek. Jejichist je
rovnonerné stimulovan uvolanymi produkty. Tyto jevy se umadaaji navzajem a nakonec
vedou k prudkému sniZegiinnosti a Zivotaschopnosti kvasinekigpivaji ke zpomalendi
dokonce zastaveni alkoholového kvaSeni. Nicmigakterie pravébodobré také produkuji
inhibitory kvasinek. Ve skutmosti hroznovy most figdkultivovany s bakteriemi je mé&n
zkvasitelny kvasinkami nez mostigenym kvasSenim. Mezi testovanymi druhy ma nejvyssi
vyskyt O. oeni AvSak je teba zdraznit roli Lb. plantarum coZ je druh velmi &ny
v moStech. Kmeny tohoto druhu inhibuji nejen bakteale také velkodast kvasinek z rodu
Saccharomyces Zygosaccharomycesa Schizosaccharomyces Inhibi¢ni latkou je
extracelularni protein, ktery je stabilni, aléze byt inaktivovan teplem [31, 3].

Podminky prostdi, jako je pH a B&ni, hraji dlezitou roli ve vyvoji &chto sn&snych
kultur. ZvySeni pH je fiznivé pro mnoZeni bakterii. Naopakiesii zn&n¢ inhibuje
bakterialni fist na pgatku primarniho kvaseni. Jeho role je zasadni. paimmrovani ukazuji
dulezitost spravného igni. Tim, Ze vezmeme v UvahuileZitost pH se Ize vyhnout
vinarskym nehodam Zpobenym sodfenim mezi kvasinkami a bakteriemi jako je i@
nemoc nebo problémy s jabte-ml&nym kvasenim [31].

Populace

Saccharomyces
Oenococcus
Acetobacter
Pediococcus
Lactobacillus
kvasinky
ne-Saccharomyces

Shlizeii/most Alkoholové kvaseni Jableéno-mlééng zrani
kvaseni

Obr. ¢. 9: Populace vybranych mikroorganigribehem vyroby vina [17]
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2.5.2.Interakce mezi bakteriemi ml&ného kvaseni

Paadi bakterialnich drdhbéhem alkoholového kvaseni Ize vydit rozdily v citlivosti
k interakcim s kvasinkami. Stasré vSak musi existovat interakce mezi bakteriemicmééo
kvaSeni. Bakterie jabl@o-ml&ného kvasSeni, stejnjako ostatni mikroorganismy, mohou
syntetizovat a uvdbvat latky s antimikrobialni aktivitou. Tento prébh byl podrob#
prozkouman v miéném pamyslu, kde jsou nasledky va&ijsi. Bakteriociny jsou ffdou
proteini, jejichZ baktericidni aktivita m& obeconmezeny rozsahigobeni. Nkdy je dokonce
omezena nastejny druh jako je produkujici kmenklathi a aplikovany vyzkum
bakteriociri je na vzestupu a je znamo Siroké spektraohtd latek produkovanych mnoha
druhy laktobacit a koki. Lze si tedy pedstavit, Zze kazdy kmen produkuje specificky
bakteriocin. Kléem k prokézani jejich existence je nalezeni githvkmeri [17, 31].

U vinnych bakterii ml&ného kvasSeni tento probléfesili Rammelsberg a Radler (1990),
Lonvaud-Funel a Joyeux (1993) a Strasser de Skalblgivem (1996). Prvni Zthto praci
oznamila objev dvou bakteriocinbrevicin odLb. brevisa caseicin produkovariyb. casei
Prvni ma Siroky rozsahtipobeni a inhibuje kmen®. oenia P. damnosusron Lb. brevis
Caseicin je tinny pouze nd.b. casei Brevicin je malo termostabilni protein (3 kDalg &
stabilni v Sirokém rozmezi pH. Caseicin je m&tabilni, s mnohem vysSi molekulovou
hmotnosti (40 — 42 kDa). Stejni atit@apozorovali, zeLb. plantarum ma antimikrobialni
aktivitu via¢i mnoha bakteridlnim druiim, jak proti laktobaciim tak kokim, zejména
vaci O.oeni Strasser de Saad a kolektiv dokazali u kmé&hepentosaceusprodukci
baktericidniho proteinu, kterytpobi na #kolik kmeni Lb. hilgardii, P. pentosaceusa
O. oeni Tento bakteriocin, produkovany v hroznow&w ve velkém mnozstvi, je stabilni
v kyselém progedi a koncentraci etanolu typické pro vina [17, 31]

Stejre tak bylo testovano mnoho dalSich kmienalezejicich mezi druhy bakterii
izolovanych zvina aby byly potvrzeny mozné reakddejviditelngjSi &inky byly
zaznamenany UuP. pentosaceusa Lb. plantarum oba silg inhibuji nmist O. oeni
aL. mesenteroidesTato inhibice neexistuje pouze ve smiSenych kato, ale také kdyz je
do média pedfermentovanéhamito dwma druhy pidan O. oeni Byly provedeny iizné
pokusy za Gelem charakterizace moznych uloh peroxidu vodikd, g kyseliny miéné.
Pro dva druhy jsou inhitini molekuly, akumulujici se v kulti¢gaim médiu, peptidy, které
jsou termostabilni a jsou degradovany proteazaeijichl toxicky &inek je pouze deasny,
nepotl&uji bakterie, jenom snizuji rychlosistu [31].

Krome vlivu kvasinek a BMK mohou také ovlivnit vinné kakie ml&ného kvaSeni plign
a bakterie octoveho kvaSeritpmné na zkazenych hroznech. Médtadkultivovana &mito
mikroorganismy majitrzné dopady na mnozeni BMK [31].

V médiu se akumuluji organické kyseliny a polysaittyaa bul’ inhibuji nebo aktivuji
bakterialni fist. V praxi maji jen maly dinek. Dokonce i kdyZ jsou hrozny zkaZentavaji
tyto metabolity v nedostateé koncentraci aby mohly ovlivnit bakterie krého kvasSeni
[31].

2.6. Identifikace bakterii ve viné pomoci polymerazovéetézové reakce

VétSina bakterialnich  druh pritomnych v pibéhu vyroby vina byla identifikovana
tradicnimi  fenotypovymi technikami zaloZzenymi na morfdldgch, fyziologickych
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a biochemickych testech. Nicm&npouziti fyziologickych a biochemickych kritérii
pro identifikaci kmef bakterii ml€éného kvaSeni fZe @FinaSet nejasné vysledky, protoze
mnohé z&chto bakterii maji velmi podobné nuétri poZadavky atstové podminky. Tyto
tradicni fenotypové metody vyZaduji 60 — 90 tesproces je slozity &asow narany.
Fenotypové metody maji své omezeniuzatiu relativik Spatné reprodukovatelnosti
a nizkeho taxonomického rozliSeni, kt€esto umoituje rozliSeni pouze na urovni rodu [1,
17].

V poslednich dvou desetiletich jsme mohli bygdity vyvoje velké série na studiu DNA
zalozenych identifikénich a deteénich metod. Bezpochyby jednou z hlavnich vyhsmhto
metod je jejich nezavislost na Zm¢ rastovych podminek mikroorganism Genotypove
techniky vykazuji izny stupé diskriminani sily, od druhového rozliSeni po jednotlivé
kmeny. Mnoho &chto molekularnich technik je zaloZzeno na pringyolymerazovéetzové
reakce (PCR), kterd umidje selektivni amplifikaci specifickych fragm@&nbNA pomoci
oligonukleotidovych primér za kontrolovanych reg&kich podminek. Mezi modifikace
polymerazovéetzové reakce p#tnag. nested-PCR, RAPD, RFLP, AFLP a rep-PCR [1].

2.6.1.Polymerazovéretézova reakce

Polymerazovéietézova reakce je enzymova metoda slouzici k rychi&égze velkého
mnozstvi definovaného Useku DN/ vitro. Tato metoda, podobnjako molekulové
klonovani, umoznilatadu experimentalnichiistupi jez byly dive neproveditelné a pet
aplikaci PCR neustale wistd. PCR nachazi uplé&m pii syntéze fragmeifit DNA nebo
cDNA (DNA unxle ziskéana reversni transkripci mRNA)fi pdetekci infeknich
mikroorganisni a virni v potravinach, vod a pid¢, kontrole vyrobk, mapovani genoin
charakterizaci gan prenatalni diagnostic&dicnych chorob atd. [34]

Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné PGRZit pro zjisEni pritomnosti velmi
malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Zaklad Usgsné reakce je pouZiti
neporuseného useku DNA, ktery ma byt amplifikovgoninozen). Velmi d@ezitym
predpokladem pro Ugpnou reakci je navrzeni vhodnych prifndak, aby byla zajigha
specifita reakce. Jak navrh oligonukleotidovychranii tak programovani reékich kroki
vychazi z obecné znalosti struktury DNA a ze zrtalgekvence k niz jsoufislusné
oligonukleotidy komplementarni. Je tedy nutnéradnit, Ze pro PCR je nutno znat sekvence
alespa hrantnich usek fragmentu, ktery mé byt amplifikovan [34].

2.6.1.1.Princip PCR

DNA, kterd méa byt reprodukovana je tata (denaturovana) tak, aby doSlo k @ddi
dvou fetzca templatu. Poté jsou figlany dva primery, které jsou komplementarni
ke koncovym sekvencim oblasti jez ma byt amplifikoa. Bi ochlazeni na vhodnou teplotu
tyto primery nasednou na komplementarni Useky témplDale je fidana termostabilni
DNA polymerasa a sés deoxynukleotitl (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), které slouzi jako
stavebni kameny pro syntézu po dobu nutnou prorekd celého Useku [34].
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Cyklus je opakovan. Na@éwznikla vidkna slouzi rowz jako templaty pro syntézu dalSich
vlaken. Retézova reakce poskytuje exponencialni amplifikacigioéini DNA, kde poet
cykld (n) ukuje kolik kopii (2) je syntetizovano [34].

oddéleni synteéza
: : fetézch DNA a svazani DNA
oddéleni syntéza s primerem -
fetézcO DNA a svdzani DNA | Eeee— |
— s primerem = e=——
oddaleni synteza p_- _f ™
fetéxc DNA DNA / - EEeE.
pr|dém primeru \\\I 1‘ = il ]*F':,I@
N - .
W | = e,
o === | e
| [ == - ——=a
| B — E———=.
| \ L - | S— atd
I mmn DNA-oligonuklectidove b | =1 =
_
[ | ] Dnmerv - - -
bl [~ ] — j '/ - v
oblast = —— ]
dvouretzcové / M = ~
chromosornalnf WO == E———
DNA,
-~ mm :
kterou / Sy 1 [~ =
bt \_m [ e - E—
| e B —"—]
\ = R e |
W - mm
“a
prvni cykius druhy cyklus treti cyklus
(tvorba dvou dvoufetézcovych {tvorba &étyT dvoufetézcovych {tvorba osmi dvoufetézcowych
molekul DNA) molekul DNA) molekul DNA)

Obr. ¢. 10: Schéma polymerazoketezové reakce [35]

2.6.1.2.Komponenty PCR

PCR pufr

s

NejdileZitjsi slozkou PCR pufru jsou ionty Mg které ovliviuji specifinost i vytZzek
PCR. lonty h&tiku jsou potebné na udrzeni enzymatické aktivity Tag DNA polyasy,
pricemZ enzym vyZaduje dostupnost volnych domonty Mcf* jsou vazané nukleotidy (Mg
tvori s deoxyribonukleotidtrifosfatrozpustné komplexy, coz jeil@zité pro jejich zgazeni
do rettzce DNA), jako i jinymi latkami (nap EDTA), takZze p zvySené koncentracéthto
latek v reakci je feba zvysit i koncentraci M8 aby DNA polymerasaistala funkni.
Na druhé straf)y priliS vysokd koncentrace iaint hoiciku mize snizit pesnost
DNA polymerasy. VysSi koncentraceiiilku také stabilizuje duplex DNA (zvySuje teplotu
tani), coz nize vést k neuplné denaturaci DNA vipthu PCR a tim k nizSimu wku
reakce. VySSi koncentrace iiiku miZe stabilizovat i vazbu primérk nespecifickym
sekvencim, coz fize veést k tvorb nespecifickych prodult[36].

Kromé Mg®* jsou dileZitou slozkou PCR pufru i jiné soli, které poskjkoncentraci ionit
pottebnou na hybridizaci komplementarnich sekvenci DN@&j¢astji se pouziva KClI, jehoz
findlni koncentrace v PCR byva obvykle 50 mM. Vk&dch roztocich s KCI jsou vSak
n¢které templaty bohaté na guaninové a cytozinovédeotikly €Zko amplifikovatelné, coz je
mozné zlepSit pouzitim PCR pufru obsahujiciho Na&Ckterém se pravgbodobr zlepsi
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denaturace). VySSi koncentrace (nad 50 mM) KCI i¢#Gl pisobi nalag DNA polymerasu
inhibi¢ne [36].

Na udrZzeni pdgebného pH se jako tlumivy roztok pouZzivad obvyklaésTHCI s finélni
koncentraci v PCR 10 — 50 mM a pH 8,3. Vh@hu PCR vSak iive pH g vysokych
teplotach klesnout i pod hodnotu 7, coizm vést k poSkozeni DNA templatuii RysSich
teplotach (pozivanych v PCR) a nizSim pHiza napiklad dojit k fragmentaci DNA
(depurinace nebo depyrimidinace), nebo k deamiogcisinu na uracil, coz vede kiagni
nespravného nukleotidu DNA polymerasou [36].

DNA templat

Kvalita templatové DNA vyraznhovliviiuje &innost amplifikace. Vzorek DNA by tedy
mél byt dostaténé cisty, aby neobsahoval inhibitory PCRjg@mzZ méa obsahovatiméiené
mnozstvi DNA. Nkdy uz i zmrazeni vzorku ovliwje reprodukovatelnost PCR. Mezi
potencialni inhibitory, které mohou bytimmné ve vzorku pé#t nag. heparin, EDTA,
(PQy)? aniény aj. [36]

Mnozstvi DNA templatu vlozeného do PCR oiiliNe specifitu a vyizek reakce. Jestlize
je templatu pilis malo, je maly vytzek, kdyz je templatuipis hodré, mize vznikat mnoho
nespecifického produktu (vudledku péarovani primér na nespecifickych sekvencich).
Mnozstvi DNA vloZzené do reakce zavisi na charaktexarku. Jestlize jde o plazmid,
posta&uje 0,01 — 0,1 ng, protoZze templat je lehce apkitey (neni fitomna jind DNA).
Kdyz se jednd o komplexni templat, hapelkovou genomickou DNA, je pebné viozit
100 — 1000 ng, aby bylo mozné detekovat jednokgpgen v nadbytku jiné DNA [36].

Primery

Ve WtSire reakci je vhodna sekvence a koncentrace ptirparametrem rozhodujicim
o usgsSném vysledku. Pro navrh vhodnych prifngulati rekolik zasad. Jei¢ba vSak
zduraznit, Ze nejsou univerzalni ale pouze oriemit§34].

=  zpravidla obsahuji 18 - 24 nukleaiid
= neobsahuji sekundarni strukturu (nejsou v nichren¥eopakované sekvence)
*  nejsou vzijemhikomplementarni (net¥dovzajemr dimery)

* maji pijatelnou teplotu tani, ktera dovoluje jejichiigmjeni k templatu
(cca 55 °C — 65 °C) - vySsi teplota zpravidiedstavuje vySSi specifitu, oba
primery by n&ly mit podobnou teplotu tani

= jejich optimdlni koncentrace v reakci je zpravidlgl - 0,6uM, vySSi
koncentrace mohou vést ke vzniku nespecifickyclul ki

* na 5-konec je moZnéiidat nekomplementarni base (hapro zavedeni
restrikiniho mista)

Vzhledem k tomu, Ze se jedn&eaizovou reakci, tj. jedna molekula poskytuje dva gsek
nasledd vznikaji 4 a pak 8 atd., lze opakovanidistupiovych cykii dosadhnout az
10Pnasobného pomnoZentiem 2 — 3 hodin [34].
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Nukleotidy

Nukleotidy se do PCRimavaji ve fornd deoxyribonukleotidtrifosfdt (ANTP). Obvykla
koncentrace nukleotidv PCR je 20QuM, pii amplifikaci dlouhého produktu az 5@
(pticemZ je zarowe zvySend i koncentrace NI§. Tag DNA polymerasa katalyzuje
polymerizaci nukleotidl s vy3Si pesnosti, kdyZ je jejich koncentrace nizSi. Koncessr
nukleotidi nad 200uM vede ke zvySeni podilu molekul PCR produktu socliyzaazenymi
nukleotidy. Z&sobni roztoky nukleotidse obvykle fipravuji v koncentraci 10 mM {p

nizsich koncentracich jsou nestabilniji¢gpmz by nély byt neutralizované na pH 7 [36].

Termostabilni DNA polymerasa

Polymerazovéaetizova reakce vyuziva termostabilni DNA polymerasa ppakovanou
syntézu obou vidken. Podminka teplotni stabilitgyemu je dana tim, Ze jednim krokem
opakovanych cykl je denaturace DNA, tj. odteni komplementarnich viaken templatu
za vysoké teploty (cca 95 °C). Pokud by byla DNAypwrasa fi tomto kroku inaktivovana
(coz je gipad vSech &nych enzym), bylo by nutno je $ kazdém cyklu po denaturaci
pridat. V principu by byl tento postup mozny, metdjase vSak stala natolik nakladnou, Ze
by byla nepouzitelna [34].

PCR voda

PCR voda se pouziva na dogpin PCR smisi o pozadovaném objemu. Nejvheégi je
voda o odporu 18 K nebo voda pro injekce di&SN [37].

2.6.2.Detekce PCR produkfi

2.6.2.1.Elektroforéza v agarosovém gelu

K identifikaci, separaci a purifikaci fragm&nDNA ziskanych pomoci PCR se pouziva
elektroforéza v agarosovéri polyakrylamidovém gelu. Fragmenty DNA jsowlehy
v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikostTouto metodou ii¥e byt detekovan az
1 ng DNA. Rozdlené fragmenty DNA Ize izolovatifmo z gelu a pouZzit pro dalsi praci.
Volbou typu a koncentrace gelu lze zajistit vhognéminky pro dleni fragmeni v raznych
rozmezich molekulovych hmotnosti. Pro posouzenikesii jednotlivych fragmerit se
pouzivaji markery molekulovych hmotnosti, coz jdmmekné dostupné sksi fragmeni
DNA definovanych velikosti [34].

DNA vSak neni na agarosovém gelu moznétyig nutné ji obarvit nebo ozéia Jednou z
citlivych metod detekce je barveni DNA s latkougihathidium bromid), kterd po navazani
na DNA fluoreskuje v ultrafialovém stle [38].
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3. CiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo monitorovani a porovréaikového pétu bakterii mléného
kvaseni Bhem vyroby vina odidy Cabernet Moravia z ekologické vinice a iaty
Sauvignon z integrované a ekologické vinice. Dalgitem byla jejich rodova a druhova
identifikace.

Souasti prace byldeSeni nasledujicich bid
=  Stanoveni p&u burgk vysevem na misky s diferen¢rdm médiem
»  |zolacecistych kultur bakterii mi&ného kvaseni z kultur sfsnych
* |zolace a purifikace bakterialni DNA metodou fen@a@xtrakce
=  Provedeni rodayspecifické PCR pro rodactobacillus

=  Provedeni druhavspecifické PCR pro dru@. oeni Lb. caseiparacaseiLb.
paracasejLb. plantarumalb. fermentum
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material

4.1.1.Pouzité bakterialni kmeny a DNA

V experimentech byly pouZity bakteridlni kultury ghézejici z Ceské sbirky
mikroorganisni CCM — Czech Collection of Microorganisms (Masan&ainiverzita, Brno,

CR):
0

(0]

Lactobacillus plantarun€CCM 4281
Lactobacillus fermentur@CM 7192
Lactobacillus caseCCM 4791
Oenococcus oeiliCM 2834

Lactobacillus paracaseiubsp paracaselCCM 1753

DNA kmeni Oenococcus oenCCM 2834 alactobacillus paracasesubsp.paracasei
CCM 1753 byla ziskana od Ing. &tanky Trachtové a Ing. Katiay lllkové. Dale byly
v praci pouzity bakterie vyizolované zvinného nwo&difidy bilého vina Sauvignon
Z ekologické a integrované vinice a ady cerveneho vina Cabernet Moravia z ekologické
vinice. Dodavatelem vzotkbylo vinastvi Holanek, sidlici v obci Iwav mikulovské vinéské
oblasti.

4.1.2.Chemikalie

Pro gipravu médii a roztakbyly pouZzity nasledujici chemikalie:

O 0O 00000000000 O0OO0OO0OO

Agar (Lachema, Brn&;R)

Agarodza pro elektroforézu DNA (Serva, HeidelberigN$
Destilovana voda (FCH VUT, BrnéR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Bra®)

Ethanol (Lachema, Brn€,R)

Ethidium bromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Servajd¢lberg, SRN)
Fenol (pH 7,8) (Lachema, BrnGR)

Hydroxid sodny (Lachema, BrnéR)

Chloroform (Lachema, Brn@;R)

Izoamylalkohol (Lachema, Brn@;R)

Kyselina borita (Lachema, BrnGR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, BricR)

Lysozym (Reanal, Budap&dviad’arsko)

MRS Broth (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)

Tomato Juice Medium Base (HiMedia, Mumbai, Indie)
Lactobacilli Suplement, Modified (HiMedia, Mumbémdie)
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Octan sodny (Lachema, BrnoR)

Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

RNaza A (Reanal, BudapgdMad'arsko)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresgolon, USA)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tri€€H (Amresco, Solon, USA)

O O 00O

4.1.3.Kultiva éni média

o Tomato Juice Medium Base {@né pro Lactobacilli ve vif)
Médium bylo gipraveno podle navodu od vyrobce. V 1000 ml degditee vody bylo
rozpuséno 40,0 g pipravku, konéné pH média bylo 5,0. Poté bylo médium sterilizavan
v autoklavu pi 121 °C po dobu 20 minut. K500 ml vysterilizovlnémeédia byl pidan
rehydratovany Lactobacilli Suplement, Modified. déde o antibiotikum tené k selektivni
izolaci Lactobacilh z vina.

0 MRS meédium s fidavkem cysteinu (0,5 g/l)
V 1000 ml destilované vody bylo rozp&so 52 g M.R.S. Broth (Oxoid), pH média bylo
upraveno na hodnotu 6,5. Poté bylo médium stevifimo v autoklavu ip 121 °C po dobu
20 minut. Po zchladnuti média bylo stefilpiidano 10 ml cysteinu (zasobni roztok 5% byl
100x zZeckn na vyslednou koncentraci 0,05%).

0o MRS agar s fidavkem cysteinu (0,5 g/l)
Do MRS média byl idan agar v mnozstvi 15 g/l, pH média bylo upravaachodnotu 6,5.
Poté bylo médium sterilizovano v autoklavii 21 °C po dobu 20 minut. Po zchladnuti
média bylo sterilty pridano 10 ml cysteinu (zasobni roztok 5% byl 108edn na vyslednou
koncentraci 0,05%).

4.1.4.Roztoky

4.1.4.1.Roztoky pro pipravu hrubych lyzatu buek a izolaci bakterialni DNA

o 0,5MEDTA (pH 8,0)
186,1 g EDTA bylo rozpudho v 800 ml destilované vody, pH bylo upraverra@nim asi
20 g NaOH. Nejprve bylofano 15 g NaOH a poté zbytek za stalé kontrolyrpktoku.
EDTA bylo rozpousdtno @i hodnot pH 8 za stadlého michani na magnetické ntioha
Roztok byl doplén destilovanou vodou na 11, raten do alikvotnich podil a poté
sterilizovan v autoklavu (121 °C/20 min).

0 1 M Tris-HCI (pH 7,8)
121,1 g Tris-baze bylo rozpgéb v 800 ml destilované vody, pH roztoku bylo umae
pomoci koncentrované HCl na hodnotu 7,8. Roztok dgplnin destilovanou vodou
na objem 1 |, roz&len do alikvotnich podil a poté sterilizovan v autoklavu (121 °C/20 min).

0 Lyzaeni roztok A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, p8i0)

Roztok byl gipraven smichanim 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 1 ogb M EDTA (pH 8,0)
a 98 ml sterilni destilované vody. Kipraw byly pouZzity sterilni zasobni roztoky.
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0 Lyzaeni roztok B (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, p80; lysozym 3 mg/ml)
K lyzacnimu roztoku A byl gidan lysozym na vyslednou koncentraci 3,0 mg/ml.

0 SDS (10 %, 20 %)
10 (20) g SDS bylo rozpugto v 90 (80) ml sterilni destilované vodi powtasnem zativani
na 68 °C, pH roztoku bylo upraveno na hodnotu Gfckntrovanou HCI. Poté byl roztok
doplrén destilovanou vodou na objem 100 ml a #bed do alikvotnich podil Roztok neni
nutné sterilizovat.

o Proteinasa K (10Qg/ml)
100 pg proteinasy K bylo rozpudto v1 ml sterilni destilované vody. Roztok byl
uchovavan p — 20 °C.

o Ciz
Smes chloroformu a isoamylalkoholu v peém 24:1.

o 3 M octan sodny
40,81 g CHCOONa - 3HO0 bylo rozpusdino v 80 ml destilované vody, pH bylo upraveno
ledovou kyselinou octovou na hodnotu 5,2. Roztokdmoplnén na vysledny objem 100 ml
a poté sterilizovan v autoklavu (121 °C/20 min).zid& byl sterili rozctlen do alikvotnich
podili a uchovavanipteplot 4 °C.

0 1 xTE pufr
Sterilre byl smichan 1 ml 1 M Tris (pH 7,8), 0,2 ml 0,5 MDEA (pH 8,0) a 98,8 ml
destilované vody. Roztok se ratiddo alikvotnich podil. Pred pouzitim se 10xtedil sterilni
destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 0,0Irigl a 0,001 M EDTA.

o 1M NaOH
40 g NaOH bylo rozpu&ho v 800 ml destilované vody. Roztok byl dapirdo 1 | a rozélen
do alikvotnich podil.

4.1.4.2.Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

o0 DNA standard (100 bp)
Obsahuje fragmenty o délce: 100, 200, 300, 400, 500, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1500 bp.

o 5 x TBE pufr
54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpong v 600 ml destilované vody. Poté bylo
piidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok byl doginna objem mensi nez 1 I, pH bylo
upraveno 1 M NaOH na hodnotu 8,0 a kimeobjem byl doplén na 1 |. Lze fefiltrovat
a sterilizovat v autoklavu.iBd pouzitim se TBE pufr 10tedi destilovanou vodou.

o Agarosovy gel
0,8%: 0,8 g agarosy se rozvee 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru

37



1,8%: 1,8 g agarosy se rozivee 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru

o Ethidium bromid (0,5ug/ml)
100ul roztoku EtBr o koncentraci 2,5 mg/ml sedi 500 ml sterilni vody.

4.1.5.Komponenty pro PCR

o

Voda pro PCR — voda pro injekE€SL 4 (Biotika, Slovenska Lu@a, SR)

Reakni pufr kompletni prdaqDNA polymerasu 1.1 (10 x koncentrovany) (Top-
Bio, PrahaCR)

dNTP snés (10 mM) (Top-Bio, Prah#&R)

Oligonukleotidové primery (100 pmal) (Bitech, Hradec KralovéR)

Taq polymerasa 1.1 (1) (Top-Bio, PrahaCR)

MgCl, (25 mM) (Top-Bio, Praha&R)

DNA matrice

(@)

o O O0OO0Oo

4.1.6.Pristroje a pomicky

Centrifuga (Eppendorf AG, Hamburgg¢idecko)

Centrifuga MINI Spin 13 400 mih(Eppendorf, Hamburg, dinecko)

Sterilni box Aura mini (Bioair, Italie)

Trinokularni mikroskop INTRACO MICRO SM — 5 (Merdrno, CR)
Fotoaparat Polaroid CD 34 na film T667 (Cambridgelka Britanie)
Laboratorni vahy (Kern & Sohn,dhecko)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20 ul, 200ul, 1000ul (Discovery HTL,
VarSava, Polsko)

Mikrovinna trouba SMW 5020 (SencdtR)

Minicentrifuga C1301 (Labnet international, IncSA)

Cycler RG 6000 (Corbett Research, Australie)

NanoPhotometr (Implen, &hecko)

Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

Transluminator TVR 3121 (Spectroline, ParamountAUS

Zarizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Ovik&tific, USA)

Zdroj elektrického naii Lighting volt Power Supply, model OSP-300 (Owl
Scientific, USA)

Bézné laboratorni sklo a paroky

O 0O O0OO0OO0OO0Oo

O O0OO0OO0OO0OO0OO0O0o

o

4.2.Metody

Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy pealeny podle skript Analyza vybranych
druhi bakterii miéného kvaSeni pomoci metod molekularni biologie.[37]
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4.2.1.Stanoveni p@tu bunék bakterii mlééného kvaSeni u odiéd vina

Na stanoveni pdu Zivotaschopnych bgk byla pouzita plothova metoda pat
mezi nepimé metody peéitdni burk. Tato metoda je zaloZena na zjist paitu kolonii
vyrostlych na ztuzenychipach za fedpokladu, Ze kazda kolonie vznikla z jednékyu[39].

K tomu, aby bylo dosazeno pozadovanéhétypdolonii na Petriho misce (30 — 300) byl
vzorek naedn postupnym desitkovym #pobem. Nejtive byla ghipravenarada sterilnich
zkumavek s 0,9 ml sterilni vody @galsuSené agarové plotny. Poté bytengseno sterilni
pipetou 0,1 ml vzorku do prvni zkumavky s 0,9 mérgni vody a obsah byl tdkladne
promichan. DalSi sterilni pipetou bylademeseno 0,05 ml tohotiedni na povrch prvni
agarové desky a 0,1 ml do dalSi zkumavky s 0,9 t@tilisi vody. Vznikly obsah byl
promichan a novou sterilni pipetou byltepeseno 0,05 ml druhéliedni na povrch druhé
agarové desky a 0,1 ml do dalSi zkumavky. Takto bgbumany vzorekiedn az
do potebného kongného Zedéni. Behem prace byly dodrZzovanyipre aseptické podminky.

Vzorek na agarovych deskach byl rdeet sterilni skleénou tyinkou zahnutou do tvaru
hokejky gimocarym i krouzivym pohybem aZz do Uplného vsaknutidkiay. Poté byly
Petriho misky ulozeny v termostatu dnem wmzha byly inkubovany # teplo 37 °C. Pdet
vyrostlych kolonii byl zjiovan po 24 — 72 hodinach kultivace. Z vysledku dpatalelnich
misek ze redéni poskytujici vyhovujici p&et kolonii (tj. 30 — 300 na jedné Petriho miscd) by
vypaocitan aritmeticky pimér, ktery byl poté pepaiten na 1 ml fivodniho vzorku.

4.2.2.1zolace bakterii ml&ného kvaseni Eizovym roztérem na plotnu a¢isténim pomoci
jedné kolonie

Izolace Kizovym roz€rem byla pouzita pro ziskaristych kultur bakterii mi&ného
kvaSeni z kultur sgsnych, které byly ziskany kultivaci v termostatu pi@dsuSenych
agarovych plotnachip37 °C po dobu 24 — 72 hodin. 8sma kultura bakterii byla ndjge
vhodre naredna. Ve sterilnim boxu byly nachystany 3 zkumavkgo-prvnich dvou bylo
napipetovano 10 ml sterilni vody a do posledni zkuky pouze 9 ml. Pomoci
bakteriologické kikky byly z Petriho misky se sfanou kulturou odebrana évocka
a prenesena do prvni zkumavky obsahujici 10 ml stemiody. Obsah zkumavky byl
dukladré promichan na vortexu. Po promichani bylo z prkuinzavky pomoci mikropipety
odebrano 5Qul suspenze do druhé zkumavky s 10 ml sterilni vodgledovalo promichani
na vortexu. Poté byl z druhé zkumavky odebran lvmiliklé suspenze daeti zkumavky
s 9 ml sterilni vody. Po promichani bylo z posleadkiimavky mikropipetou fig@neseno
50 ul suspenze na Petriho misku, obsahujici tuhou agarpidu, a pomoci bakteriologické
Klicky rozeteno Kizovym rozeérem.Takto pipravené Petriho misky byly uloZzeny
v termostatu dnem vzhu a inkubovany $ 37 °C po dobu 24 — 72 hodin. Po kultivaci byly
jednotlivé kolonie peatkovany na novou Petriho misku tak, Ze byly rézey po celé ploSe
a ogt vloZeny do termostatu a inkubovany 24 — 48 hqifil37 °C.

Cely postup byl opakovarckolikrat az do té doby nez byly ziskadigté kultury bakterii
mléného kvaSeni za sgasné kontroly pomoci mikroskopu. Takto ziska&isée kultury byly

pireatkovany do tekutého MRS média 8davkem cysteinu a uchovavanyi p80 °C
v 15% glycerolu.

39



4.2.3.1zolace DNA

4.2.3.1.Lyze burgk

1.

Kultura burgk (1 ml) narostla v tekutém Zzivném meédiu MRS bylgernesena
do Eppendorfovy zkumavky. iipravena suspenze byla centrifugovana b 000
otatkach po dobu 3 minut. Supernatant byl opasiit a sediment nechan okapat.

Sediment bakterialnich begik byl poté resuspendovan v 1 ml lymého roztoku A,
ziskana suspenze byla épcentrifugovana i 15 000 otdkach po dobu 3 minut,
supernatant byl opatérslit a sediment nechan okapat.

K sedimentu bylo fidano 500ul lyza¢niho roztoku B a byl ikladné resuspendovan.
Vzorky byly inkubovany i laboratorni teplat po dobu 1 hodiny za ¢hsného
promichani.

K suspenzi bylo fidano 25ul 10% SDS a &l proteinasy K (10Qug/ml) a vSe bylo
dukladre promichano. Vzorky byly inkubovanytip55 °C do druhého dne
(5 — 15 hodin).

Poté bylo ke vzorkim priddno 10ul RNasy A (100ug/ml) a po promichéani byly
inkubovany pi 37 °C po dobu 30 minut.

Takto lyzované bitky jsou ozna&ovany jako hruby lyzat bakterialnich kikn Z hrubého
lyzatu se izoluje DNA.

4.2.3.2. Fenolova extrakce

1.

K 500 pl hrubého lyzatu busk byl pfidan stejny objem fenolu (pH 7,8) a &rbyla
kyvavym pohybem opatépromichavana po dobu 4 minut.

Smes byla centrifugovanaipl5 000 ot./3 minuty.

Pomoci Spiky s ustizenym hrotem byla nasleéinodebrana vodni faze s DNA
do ¢isté Eppendorfovy zkumavky.

K takto odebrané vodni fazi s DNA byldiggno 700ul CIZ a snés byla opatra
promichavana kyvavym pohybem 4 minuty.

Centrifugace p 15 000 ot./3 minuty.
Vodni faze s DNA byla aft odebrana deéisté Eppendorfovy zkumavky.

4.2.3.3.Piesrdzeni DNA ethanolem

40

1.

Ke vzorku DNA byla pidana 1/20 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl
promichan.

Byl pfidan 1 ml (2,5 nasobek objemu) 96% ethanoluwsshyla dikladné promichana.
DNA se nechala vysrazetip20 °C po dobu 15 minut.



4. Smes byla centrifugovanaipl5 000 ot./15 minut. Poté byl opadrslit supernatant.
5. Sediment obsahujici DNA byl suSen v exsikatoru (czaninut).
6. Na zawr byla DNA rozpu&tna v 200ul TE pufru.

Takto izolovana DNA byla pouZita pro spektrofotorid® stanoveni koncentrace
acistoty DNA, agarosovou gelovou elektroforézu a jakatrice pro rodo¥ a druho¥
specifickou PCR.

4.2.4.Spektrofotometrické stanoveni koncentrace &istoty DNA

Koncentrace a Ccistota izolované DNA byla wfena spektrofotometricky
na NanoPhotometru pomoci specialnich Label GaretkyMeieni probihalo f laboratorni
teplo€. Vzorky DNA vytemperované na laboratorni teplotylybpied vlastnim réenim
dukladre promichany. Jako referémi vzorek byl pouzit TE pufr. Byla &ena absorbance
vinovych délek 230, 260, 280 a 320 nm. KoncentrBd¢A byla stanovena z hodnoty
absorbance #o a to na zaklatl poznatku, Ze DNA o koncentraci 50 pgma @i vinové
délce 260 nm absorbanci rovnou 1.

Cistota DNA byla stanovena z pém hodnot A260/A280, podn absorbancéisté DNA
se pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,0. Jestlize vzoredabbje proteiny, je po¥n mensi nez 1,8,
jestlize vzorek obsahuje RNA, je pénabsorbanci&tsi nez 2,0.

4.2.5.Agarosova gelova elektroforéza

Agarosova gelova elektroforéza s 0,8 % gelem bylazjvana k o¥feni @itomnosti
a intaktnosti izolované chromosomalni bakterialiAD

4.2.5.1.PFiprava agarosového gelu

1. Na pipravu 0,8% agarosového gelu bylo 0,8 g agarospugtno ve 100 ml
0,5 x koncentrovaného TBE pufru.

2. Vznikl4d suspenze byla pévé rozvaena v mikrovinné troub za opakovaného
michani.

3. Poté byl roztok nalit do vagky s rebinkem poloZené na vodorovné ploSe.

4. Gel byl ponechan zatuhnodit paboratorni teplat (priblizné 30 minut).

5. Pred nanaSenim vzaikna gel byl lebinek opatr&vyjmut.

4.2.5.2.NanaSeni vzork na gel, provedeni geloveé elektroforézy a barveni

1. Pfed nanesenim do kdmky gelu bylo smichano na podloZce (prouzek polyletiu)
10 ul DNA s 5ul TE pufru (nebo sterilni vody) a;@8 nanaseciho pufru.

2. Takto vznikla smis byla nanesena do kdnky gelu (ve sriéru zprava doleva).
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3. Gel byl vloZzen do elektroforetické vanyjeprstven 0,5 x koncentrovanym TBE
pufrem do vysky 2 — 3 mm nad gel &pojen k stejnoskrnému proudu tak, aby
z&porre nabita DNA migrovala k aned

4. Elektroforéza byla spufta zapnutim zdroje nastaveného na 80 V. Separabépia
obvykle cca 60 minut (do 2/3 gelu).

5. Po skowkeni elektroforézy byl gel obarven ethidium bromid&rb pg/ml) po dobu
30 minut.

Obarveny gel byl poté oplachnut v destilovanédadrohlizen na transluminatoru v UV
swtle (305 nm). Fotografickd dokumentace gelu bylavpdena digitalnim fotoaparatem
nebo Polaroid kamerou na film Polaroid 667.

4.2.6.Polymerazovaretézova reakce

VSechny komponenty PCR reakce bylyeg pouzitim vzdy zkontrolovany, opatrn
promichany a kratce centrifugovany. PCRésnbyla michana v boxu vysterilizovaném
UV zaenim a to bd pro jednotlivé vzorky zvlaSdo 200ul eppendorfovych zkumavek
(pti optimalizaci PCR) nebo bylipraven master mix. Master mix byfipraven smichanim
jednotlivych reaknich komponent vynasobenychc¢pem vzorki. 1 ul DNA matrice (pokud
neni uvedeno jinak) bylrgéan jednotli¥ ke 24ul ptislusné master mix sfsi jako posledni.
Vysledny objem PCR s&si byl vzdy 25ul.

Programy amplifikace pouzivané v této praci jsowedeny v tabulkach u podkapitol
vénovanych PCR. Jednotlivddky znamenaji nasleduijici kroky:

1. Denaturace DNAfed prvnim cyklem
2. Denaturace DNA

3. Hybridizace primek

4. Syntézaettzci DNA

5. Pcatet cykli (opakovani krok 2 az 4)

6. Dosyntetizovanfetézci v poslednim kroku

4.2.6.1.PCR pro doménu Bacteria

Amplifikace PCR produkt byla uskuténéna pomoci primér F eub a R eub specifickych
pro doménuBacterig sekvence primér je uvedena v Tabulcg. 1. Amplifikoval se
specificky PCR produkt o velikosti 466 bp. Mnozgednotlivych komponent PCR €8i je
uvedeno v Tabulce 2, pouzity program v Tabulce 3.
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Tabulkac. 1: Specifické primery pro doménu Bacteria

: : o Velikost PCR :
Primer Sekvence primeru (57-3") produkiu (bp) Zdroj
F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 [40]
Reub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTGTT
Tabulkac. 2: SloZzeni PCR sfsi pro doménu Bacteria (28)
Komponenta PCR Objem ful)
PCR voda 19,5
10 x reakni pufr kompletni 2,5
smEs dNTP (10 mM) 0,5
primer F eub (10 pmall) 0,5
primer R eub (10 pmall) 0,5
TagDNA polymerasa (1Ud) 0,5
DNA matrice 1,0

Tabulkac. 3: Program pouzity i PCR pro doménu Bacteria

Krok Doména Bacteria
1. 94 °C/5 min
94 °C/30 s
58 °C/30 s
72 °C/1 min
28
72 °C/5 min

ok wN

4.2.6.2.RodoV specifickd PCR pro rod Lactobacillus s purifikovan DNA matrici

Rodov specifickh PCR byla uskutetna pomoci primér LbLMA 1-rev a R16-1
specifickych pro rodLactobacillus sekvence primér je uvedena v Tabulc€. 4. Byl
amplifikovan specificky PCR produkt o velikosti 25p. PCR srs byla gipravena dle
Tabulky¢. 5, amplifikani program je uveden v Tabul&e6.
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Tabulkac. 4: Specifické primery pro rod Lactobacillus

: . o Velikost PCR :
Primer Sekvence primeru (57-3") produktu (bp) Zdroj
LbLMA 1-rev CTC AAA ACT AAACAAAGT TTC 250 [41]
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
Tabulkac. 5: SloZzeni PCR sfsi pro rod Lactobacillus (2pl)
Komponenta PCR Objem ful)
PCR voda 19,0
10 x reakni pufr kompletni 2,5
smés dNTP (10 mM) 0,5
primer LbLMA 1-rev (10 pmoldl) 0,5
primer R16-1 (10 pmakll) 0,5
TagDNA polymerasa (1Uf) 1,0
DNA matrice 1,0
Tabulkac. 6: Program pouzity f# PCR pro rod Lactobacillus
Krok Rod Lactobacillus
1. 95 °C/5 min
2. 95°C/30 s
3. 55°C/30 s
4. 72 °C/1 min
5. 30
6. 72 °C/10 min

4.2.6.3.RodoV specifickd PCR pro rod Lactobacillus z jedné baidni kolonie

Pro rodo¥ specifickou PCR pro rodactobacillusz jedné bakterialni kolonie byla do PCR
smesi misto templatové DNAfmana DNA uvolgna lyzi burk z jedné bakterialni kolonie.
Kolonie byla resuspendovana ve 100/ody pro PCR a 10 minut pokena. Pro PCR byly
pouzity shodné primery, sloZzeni PCRésma amplifik&ni program jako pro PCR pro rod
Lactobacilluss DNA matrici (viz 4.2.6.3., Tabulka 4, 5 a 6).

4.2.6.4.Druhové specifické PCR

V praci byly provedeny druh&v specifické PCR pro druhyOenococcus oeni
Lactobacillus caseiparacasei Lactobacillus paracasej Lactobacillus plantarum a
Lactobacillus fermentumPrimery pouZzité pro druhevspecifické PCR jsou uvedeny
v Tabulcec. 7, sloZzeni PCR s#si v Tabulce. 8 a pouzité programy v Tabulée9.
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Tabulkac. 7: Druhow specifické primery

Druh Velikost PCR produktu (bp) Zdroj
Oznaseni primeti Sekvence primeru (5°-3")
O. oeni 1025 [42]
Onl TAATGT GGT TCT TGA GGA GAA AAT
On2 ATC ATC GTC AAACAAGAG GCCTT
Lb. paracasei 290 [43]
Y2 CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT
paracasei CAC CGA GAT TCA ACATGG
Lb. plantarum 318 [44]
planF CCG TTT ATG CGG AAC ACC TA
pREV TCG GGA TTA CCA AAC ATC AC
Lb. fermentum 900 [45]
FERM1 GTT GTT CGC ATG AAC AAC GCT TAA
LOWLAC CGA CGA CCATGA ACC ACCTGT
Lb. casei/paracasei 200 a 400 [46]
Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G
Cas I GCG ATG CGAATTTCT TTT TC

Tabulkac. 8: SloZeni PCR sfsi (25ul)

Oznateni primera

Komponenta PCR

Onl Y2 planF FERM1 Pr
On 2 paracasei pREV LOWLAC Casll
PCR voda 11,5 15,5 19,5 19,5 15,5
10 x reakni pufr kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
smés dNTP (10 mM) 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0
MgCl; (25 mM) 4,0 3,0 - - 2,0
primery (10 pmoldl) 1,0 0,5 0,5 0,5 1,0
TagDNA polymerasa (1Uf) 2,0 1,0 0,5 0,5 1,0
DNA matrice 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Tabulkac. 9: Programy pouZité pro druhespecifické PCR
Druh

Krok

Oenococcus Lactobacillus. Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
oeni paracasei plantarum fermentum casei/paracasei

1 95 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/3 min 95 °C/10 min94 °C/5 min

2 95°C/30s 94 °C/30 s 94 °C/30s 95°C/30s @3&0 s

3. 55°C/30 s 58 °C/30 s 56 °C/10 s 50°C/30 s @G80 s

4, 72 °C/2 min 72 °C/1 min 72°C/30 s 72 °C/1 min 2 °T/1 min

5

6

35 30 30 35 30
72 °C/10 min 72 °C/5 min 72 °C/5min 72 °C/10wmi 72 °C/5 min

4.2.6.5.Agarosova gelova elektroforéza PCR prodiakt
Pro detekci PCR produktbyl pouzit 1,8 % agarosovy gel, bykigraven stejnym
postupem jako gel v kapitole 3.2.5.1.

Na gel bylo nanaSeno 18 PCR produktu, ktery bylfedtim smichan s @ stop pufru.
Vedle PCR produkt bylo na gel do zvlastni jamky nanaSenal Sstandardu Malamité
(100 bp zeticek) slouziciho k fesnému ufeni velikosti amplifikovaného produktu.

DalSi postup byl shodny jako v kapitole 3.2.5.2.
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5.VYSLEDKY

5.1.Sledovani pd&tu bakterii miéé¢ného kvaSeni ve vzorcich hroznového mostu
béhem alkoholového kvaseni u jednotlivych odid

Vzorky hroznového mostu, oitly Cabernet Moravia z ekologické vinice a tatr
Sauvignon z integrované a ekologické vinice, bytielmirany Bhem alkoholového kvaSeni
ve zvolenych¢asovych intervalech (tj. do 21. dne po dvou dn@ch2l. dni po 10 dnech)
a monitorovany z pohledu celkovéhocpo bakterii mléného kvaSeni, ipdevSim bakterii
rodu Lactobacillus BMK byly sledovany na Tomato Juice Medium Bastrk je svym
sloZzenim a pH vhodny pro izolaci a identifikaci teak roduLactobacillus

P vyrobe vina vSech odid nebyly pouzity Zadné startovaci kokrérkultury takze jak
alkoholové, tak i malolaktické kvaSeni probihalorsanrs.

5.1.1.Celkovy pcket bakterii mlééného kvaSeni Bhem vyroby ¢erveného vina odidy
Cabernet Moravia z ekologické vinice

Celkovy paet bakterii mléného kvaseni byl sledovan od prvniho podtatyricaty den
vyroby ¢erveného vina oddy Cabernet Moravia z ekologické vinice a to ve lemgch
casovych intervalech (Graf 1).

Populace bakterii mlééného kvaseni Cabernet Moravia eko
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Graf ¢. 1. Paty bakterii mléného kvaseni v hroznovém mo&hem vyrobyerveného vina
odridy Cabernet Moravia z ekologické vinice

=> Zgrafu¢. 1 je patrné, Ze se et bakterii mléného kvaSeni v hroznovém mosStu
na za&atku kvaseni snizoval. Prvni den bylgpo BMK (7,25 + 0,50) - 10CFU/mI, picemz
paty den jiz nebylo ziskano @tatelné mnozstvi. K vyrazfsimu zvyseni celkového piu

a7



baterii ml€éného kvaSeni doSlo jedenacty den. Od jedenactéhalgyatenacty den se
populace BMK pohybovala v rozmezi (5,88 + 0,060*a¥ (2,50 + 0,25) - FCFU/m.

5.1.2.Celkovy poket bakterii mlééného kvaseni Bhem vyroby bilého vina u odidy
Sauvignon z ekologické vinice

Vyskyt bakterii mléného kvaSeni byl sledovan od prvniho podtiastyiicaty den vyroby
bilého vina odidy Sauvignon z ekologickeé vinice (Graf2).

Populace bakterii mlééného kvaseni Sauvignon eko
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Graf ¢. 2: Patty bakterii mléného kvaSeni v hroznovém moSthdm vyroby bilého vina
odrizdy Sauvignon z ekologické vinice

=> Z grafu¢. 2 je Zejmé, Ze na zatku alkoholového kvaseni dochazelo k poklesu eglko
poitu BMK. Prvni den byl peet bakterii mléného kvaseni (6,13 + 0,08) -*1GCFU/mI.

K vyraznému zvySeni celkového ¢to BMK doslo tinacty den. Od iinactého dne
po devatenacty den se populace bakterii ¢ndBo kvaSeni pohybovala vrozmezi
(3,03 £ 0,25) - 1¥az (20,50 + 1,00) - FCFU/mI.

5.1.3.Vyskyt bakterii mlééného kvaSeni Bhem vyroby bilého vina u odidy Sauvignon
Z integrované vinice

Vyskyt bakterii mléného kvaSeni v hroznovém mostwhem vyroby vina byl
monitorovan u odrdy Sauvignon z integrované vinice od prvniho doctetyticatého dne
(Grafc¢. 3).
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Populace bakterii mlécného kvaseni Sauvignon integrovany
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Graf ¢.3: Patty bakterii mléného kvaseni v hroznovém mosSthdm vyroby bilého vina
odridy Sauvignon z integrované vinice

=> Z grafu¢. 3 je patrné, Ze na &aku alkoholového kvaSeni dochazelo k poklesttypo
kolonietvornych bakterii. Od sedmého gmdcty den nebylo ziskano §tatelné mnoZzstvi
BMK. Patnacty den doslo ke zvySeni¢po kolonietvornych bakterii mé@ého kvaseni a to
na hodnotu (5,83 + 1,58) - ACFU/mI. Nicmér od sedmnactého dne aZ po #edtyficaty
jiz nebylo ot ziskano péitatelné mnozstvi bakterii.

5.1.4.Srovnani celkového pétu bakterii mlééného kvaseni u odidy Cabernet Moravia
z ekologické vinice a odiidy Sauvignon z ekologické a integrované vinice

V grafu¢. 4 je zndzoréno srovnani pdtu bakterii mléného kvaSeni v hroznovém mostu
béhem vyroby vina u oddy Cabernet Moravia z ekologické vinice a tatr Sauvignon
z ekologické a integrované vinice.

=> Z grafuc. 4 je patrné, ze u vSedh odrid vina se p&et BMK na z&atku kvaseni snizoval.
NejvysSi pdet bakterii mléného kvasSeni, jak na gétku tak i Bhem alkoholového kvaseni
se vyskytoval ucerveného vina ofdy Cabernet Moravia z ekologické vinice. Zatimco
u odiidy Cabernet Moravia z ekologické vinice byl¢pb BMK prvni den vyroby vina
(725 + 050) - 10 CFU/mI, u odidy Sauvignon z ekologické vinice
(6,13 +0,08) - 1D CFU/ml a u odkdy Sauvignon z integrované vinice byl jejich&pb
(7,43 £ 0,28) - TDCFU/mI. Pget bakterii mléného kvaseni byl prvni den u édy Cabernet
Moravia z ekologické vinice dad vySSi oproti odidée Sauvignon jak z ekologické tak
I z integrované vinice. V pozgi fazi alkoholoveho kvaSeni se ggv BMK pohyboval
u odidy Cabernet Moravia v rozmezi (5,88 + 0,06) * 4D (2,50 + 0,25) - POCFU/mI,

u odifidy Sauvignon z ekologické vinice (3,03 +0,25) ® ad (20,50 + 1,00) - F@CFU/mI

a u odtidy Sauvignon z integrované vinice byly bakterie ¢n&#ho kvaSeni detekovany
béhem alkoholového kvaseni pouze patnacty den ptitu (5,83 + 1,58) - FOCFU/m.
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Graf ¢. 4. Srovnani pdu bakterii mléného kvaSenidnem vyroby vina oddy Cabernet
Moravia z ekologické vinice a aitty Sauvignon z ekologické a integrované vinice
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5.2.1zolace¢istych kultur bakterii mlé éného kvaSeni

Kazda plotna se sfanou kulturou bakterii mé@ého kvaSeni, ziskanackmvanim
odebraného vzorku hroznového moStu na Tomato jagar @i sledovani jejich p&u
béhem alkoholového kvaSeni, byla pouzita pro izol&sté kultury. Nadist kolonii
po kultivaci vzorku hroznového moStu je znazornna Obrazku¢. 11 a ¢ 12.
Na Obrazkw. 11 a¢. 12 mizeme vidt, Ze na Tomato juice agaru rostly kolonie s hladky
povrchem a smetanovym zabarvenim a di#esrzbarvené zelené kolonieni&em kolonii se
pavodni sw¥tle modrozelena barva agaru odbarvovala dé&étlesvziutého az bezbarvého
zabarveni. Odbarvovani agafistem kolonii je dofe patrné na Obrazku 12. Tyto kolonie
vSak netvdily pouze bakterie mimého kvaseni. #® mikroskopovani bylo zjignho, Ze
smetanov zbarvené kolonie twdy kvasinky a zele& zbarvené kolonie paty mlécnym
bakteriim mléného kvaseni. Ukazka mikroskopického profilu kvakinarostlych na Tomato
juice agaru je znazo¥na na Obrazkd. 13. Na Obrazkue. 14 je znazorna ukazka
mikroskopického profilu bakterii mé@ého kvaSeni narostlych na Tomato juice agaru.

Jednotlivé kolonie bakterii miéého kvaSeni, liSici se makroskopickymi znaky -vday
tvarem, profilem a okraji, byly potéigotkovany na novou Petriho misku tak, Ze byly
rozeteny po celé ploSe a inkubovany dnemiarzh24 — 48 hodin ip 37 °C. Ri samotné
izolaci ¢istych kultur byl pouzivan MRS agar s 0,05% cystgin Narostla kultura byla poté
vhodre naredéna a Kizovym roz&rem pomoci bakteriologické kky rozetena na novou
Petrihno misku a aft inkubovana 24 — 48 hodintip37 °C. Cely postup byl opakovan
nékolikrat az do té doby nez byly ziska&igté kultury BMK. Takto bylo z hroznovych mast
ziskano celkem 39 bakterialnich knie(KIV1 aZz KIV39). Ukazka jiz izolovanyckistych
kultur bakterii mléného kvasSeni je znazama na Obrazkud. 15.

Obr. & 11: Sndsna kultura kvasinek a bakterii rdig€ho kvasSeni n@akovana na Tomato
juice agar
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Obr. ¢ 12: Sndsna kultura kvasinek a bakterii rdigho kvaSeni s naznakem odbarvovani
Tomato juice agaru

ol “ > /
‘a.o \,\""’

Obr. ¢. 13: Mikroskopicky snimek kvasinek narostlych memdto juice agaru (2Seni
10x60)
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Obr. ¢. 14: Mikroskopicky snimek gemé kultury bakterii miéaého kvaSeni na&ovanych
na Tomato juice agar (2t8eni 10x60)

Obr. ¢. 15: Rist izolovanychcéistych kultur bakterii miéného kvaSeni nakovanych
na MRS agar s 0,05% cysteinem
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5.3.ldentifikace izolovanych bakterialnich kmeni pomoci PCR

5.3.1.Kultivace bakterii pro izolaci DNA

Precistené bakterialni kmeny izolované z hroznového mo&t\1 az KIV39) a 3 shirkové
kmeny rodu Lactobacillus byly kultivovany v tekutém MRS médiu s 0,05% cysten.
Kultivace probihala aeroknpii 37 °C po dobu 24 — 48 hodin. Takto narostlé badde
kultury byly roz@&kovany metodou #Zového roztru na pevném MRS médiu s obsahem
0,05% cysteinu a kultivovany aerabpii 37 °C po dobu 24 — 78 hodin.

Z bakteridlni kultury narostlé v tekutém médiu byyi burgk ziskany tzv. hrubé lyzaty
a z nich poté metodou fenolové extrakce DNA. Kyltmarostlé na pevném MRS médiu byly
pouzity pro kontroluc¢istoty a u 39 bakterialnich kménizolovanych z vina pro rodév
specifickou PCR z jedné bakterialni kolonie.

5.3.2.1zolace DNA

DNA byla z kultur bakterialnich km@&nKIV1 az KIV39 izolovana metodou fenolové
extrakce. Kvalita a intaktnost izolované DNA bylaéiena pomoci agarosové gelové
elektroforézy (Obraze& 16).

Obr. ¢. 16: Agarosova gelova elektroforéza DNA (@P 39 bakterialnich kmehKIV1 az
KIV39 izolovanych éhem vyroby vina a 3 sbirkovych kmaeBNA byla izolovana metodou
fenolové extrakce

ledgsss 5 6 g7 8 9 SO TIHIEE 1415 161718 19 202122 23 24 2526 27 28 2,
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30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

Lh

Béh DNA kmene D[e)tﬁ'lz\ce Pozn. Béh DNA kmene Dgtﬁlz\ce Pozn.
1 KIV1 + deg. 22 KIV22 + int.
2 KIV2 + int. 23 KIV23 + deg.
3 KIV3 + int. 24 KIV24 + deg.
4 KIV4 + int. 25 KIV25 + deg.
5 KIV5 - - 26 KIV26 + deg.
6 KIV6 + deg. 27 KIV27 + deg.
7 KIV7 + int. 28 KIV28 + deg.
8 KIV8 + deg. 29 KIV29 + int.
9 KIV9 + deg. 30 KIV30 + deg.
10 KIV10 + int. 31 KIV31 - -
11 KIV11 + deg. 32 KIV32 + int.
12 KIV12 + int. 33 KIV33 + int.
13 KIV13 + int. 34 KIV34 + deg.
14 KIV14 + deg. 35 KIV35 + deg.
15 KIV15 + int. 36 KIV36 + int.
16 KIV16 - - 37 KIV37 + int.
17 KIV17 + deg. 38 KIV38 + int.
18 KIV18 + deg. 39 KIV39 + int.
19 KIV19 + deg. 40 Lb. plantarumCCM 4281  + int.
20 KIV20 + int. 41 Lb. caseiCCM 4791 + int.
21 KIvV21 + int. 42 Lb. fermentunCCM 7192 + int.

+onns DNA byla detekovana
—— DNA nebyla detekovana
int. ....intaktni DNA

deg. ...degradovana DNA

=> Ze vSech bakterialnich kmiemyla vyizolovana DNA, u 21 vzotkbyla DNA relativré
intaktni, u 18 vzork byla DNA degradovana a u 3 vzérkebyla DNA na gelu detekovana.
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5.3.3.Spektrofotometrické stanoveni koncentrace &istoty DNA

U DNA vSech 39 bakterialnich kmén(KIV1 az KIV39) izolovanych z vina
a 3 shirkovych kmen izolované metodou fenolové extrakce, byla spétometricky
zmétena absorbance. Ze giané absorbance §6 nma Avso nn) Dyla stanovena koncentrace
a bylo vyp@itano celkové mnozstvi izolované DNA jednotlivyckovki. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulcé. 10.

Tabulka ¢. 10: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rezstvi DNA izolované z
39 KIV kme#i a 3 shirkovych kmén

Koncentrace A260 Azgo Mnozstvi
DNA kmene DNA (ng/ul)  (nm)  (nm)  /\260280 [();Il\lg/?
KIV1 58,5 0,119 0,07 1,721 11,7
KIV2 179,0 0,357 0,21 1,700 35,8
KIV3 221,0 0,444 0,255 1,747 44,2
KIV4 231,0 0,464 0,271 1,717 46,2
KIV5 52,5 0,249 0,158 1,576 10,5
KIV6 181,0 0,364 0,211 1,732 36,2
KIV7 274,0 0,566 0,333 1,737 54,8
KIV8 124,0 0,25 0,146 1,722 248
KIV9 98,5 0,411 0,219 1,885 19,7
KIV10 211,0 0,424 0,227 1,876 42,2
KIV11 96,0 0,193 0,108 1,794 19,2
KIV12 236,0 0,476 0,253 1,896 47,2
KIV13 182,0 0,366 0,196 1,881 36,4
KIV14 203,0 0,411 0,248 1,671 40,6
KIV15 194,0 0,389 0,206 1,897 38,8
KIV16 44,0 0,259 0,143 1,817 8,8
KIV17 64,0 0,127 0,074 1,707 12,8
KIV18 144,0 0,297 0,176 1,729 28,8
KIV19 142,0 0,291 0,168 1,759 28,4
KIV20 358,0 0,718 0,441 1631 716
KIV21 322,0 0,645 0,405 1,596 64,4
KIV22 125,0 0,253 0,133 1,93 25,0
KIV23 211,0 0,422 0,223 1,896 42,2
KIV24 457,0 0,915 0,564 1,625 91,4
KIV25 461,0 0,903 0,552 1,616 922
KIV26 580,0 1,137 0,584 1,913 116,0
KIV27 597,0 1,172 0,631 1,828 119,4
KIV28 477,0 0,931 0,546 1,677 95,4
KIV29 400,0 0,777 0,47 1,623 80,0
KIV30 376,0 0,739 0,457 1,599 7572
KIV31 52,5 1,025 0,54 1,86 10,5
KIV32 450,0 0,879 0,503 1,719 90,0
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Pokracovani Tabulkac. 10: Spektrofotometrické stanoveni koncentracenazstvi DNA
izolované z 39 KIV kmeéra 3 sbhirkovych kmén

Mnozstvi
DNA kmene lé?\ln:e(rr_:glicl)e (An?;(; (An?TBI(; Azeo/zgo [()lll\|g;§\
KIV33 150,0 0,274 0,154 1,670 30,0
KIV34 238,0 0,453 0,279 1,578 47,6
KIV35 132,0 0,238 0,134 1,654 264
KIV36 128,0 0,23 0,133 1,614 256
KIV37 156,5 0,146 0,085 1,545 31,3
KIV38 143,0 0,119 0,063 1,659 28,6
KIV39 135,0 0,102 0,046 1,836 27,0
Lb. plantarumCCM 4281 511,0 1,02 0,594 1,715 102,2
Lb. caseiCCM 4791 514,0 1,012 0,548 1,824  102,8
Lb. fermentunCCM 7192 223,0 0,122 0,065 1,877 44,6

....... pravétpodobré znegisténi DNA proteiny

=> DNA byla izolovdna u vSech kmérnv koncentraci 44,0 az 597,0 pb/a v celkovém
mnozstvi 8,8 az 119,4g. Pongr absorbanci AsdAzso U izolované DNA se pohyboval
v rozmezi 1,545 az 1,930. U 28 vzotiyla DNA pravépodobré zngistené proteiny.

5.3.4.Rodow specifickd PCR pro rodLactobacillusz 1 bakterialni kolonie

Pro rodo¢ specifickou PCR pro rotlactobacillusz 1 bakterialni kolonie byla pouzita
DNA 39 studovanych kmeén(KIV1 az KIV39) uvolréna lyzi burk z jedné bakterialni
kolonie narostlé na tuhém MRS médiu. Pro PCR buglyzity primery LbLMA1-rev a R16-1,
byl amplifikovan produkt PCR o velikosttiplizné 250 bp. Vysledky rodavspecifické PCR
izolovanych kmed jsou uvedeny na Obrazkul7.

Obr. ¢. 17: Agarosova gelova elektroforéza rodmpecifickych produktPCR (asi 250 bp)
s primery LbLMAl-rev a R16-1. Amplifikovana byla AN 1 bakterialni kolonie 39 KIV
kmeni. Na gel bylo nanaSeno 1bprodukt: PCR.

1.2/ 3 @56 9891041 12 13 14 5 46 (17 18 19 @0 2122 23 24125126127 28 29 30 3132

e
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33 343536 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

Detekce PCR Detekce PCR

Béh DNA kmene Béh DNA kmene

produktu produktu
1 KIV1 - 25 KIV25 +++
2 KIV2 +++ 26 KIV26 +++
3 KIV3 ++ 27 KIV27 +++
4 KIV4 +++ 28 KIV28 -
5 KIV5 - 29 DNA standard 100 bp Ziétek
6 KIV6 +++ 30 NK -
7 KIV7 +++ 31 NK -
8 KIV8 - 32 PK +++
9 KIV9 +++ 33 KIV29 +
10 KIV10 +++ 34 KIV30 -
11 KIV1il - 35 KIV31l -
12 KIV12 +++ 36 KIV32 -
13 KIV13 +++ 37 KIV33 -
14 KIV14 +++ 38 KIV34 -
15 KIV15 +++ 39 KIV35 -
16 KIV16 - 40 KIV36 -
17 KIV17 +++ 41 KIV37 -
18 KIV18 +++ 42 KIV38 -
19 KIV19 +++ 43 KIV39 -
20 KIV20 - 44 DNA standard 100 bp Ziétek
21 KIvV21 - 45 NK -
22 KIV22 ++ 46 NK -
23 KIV23 ++ 47 PK +++
24 KIvV24 +++

+++....PCR produkt byl detekovan siln

L PCR produkt detekovaretelrs

+ . PCR produkt detekovan skab

— PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola (actobacillus salivariusd0 ngful)

=> Specifické produkty PCR o velikostiiplizné 250 bp byly detekovany u 21 izolovanych
bakterialnich kmein (KIV2 az KIV4, KIV6, KIV7, KIV9, KIV10, KIV12 az KIV15, KIV17
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az KIV19, KIV22 az KIV27, KIV29). Rodo¥ specificky produkt PCR nebyl detekovan
u kmeni KIV1, KIV5, KIV8, KIV11, KIV16, KIV20, KIV21, KIV2 8, KIV30 az KIV39.

5.3.5.Rodow specifickd PCR pro rodLactobacilluss purifikovanou DNA matrici

Rodow specifickh PCR pro rodLactobacillus byla taktéZz provedena s DNA
39 studovanych kmén (KIV1 az KIV39) izolovanou metodou fenolové extcak
o koncentraci 10 ngl. Pro PCR byly pouzity primery LbLMAl-rev a R16<pecifické
pro rodLactobacillus byl amplifikovan produkt PCR o velikosttiplizné 250 bp. Vysledky
rodow specifické PCR izolovanych kmémsou uvedeny na Obrazku18.

Obr. ¢. 18: Agarosova gelova elektroforéza rodmpecifickych produktPCR (asi 250 bp)
s primery LbLMA1-rev a R16-1. K amplifikaci bylaugga DNA 39 KIV kmehpurifikovana
metodou fenoloveé extrakce o koncentraci 1@Indfa gel bylo nanaseno 15 produki: PCR.

1" 02 5 3eednE e eSO T2 13e il 4 L he L 67 IR0 18 209152293 040 0518 2629/ 28
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Detekce PCR Detekce PCR

Béh DNA kmene Béh DNA kmene

produktu produktu
1 KIV1 - 24 KIvV24 ++
2 KIV2 +++ 25 KIV25 ++
3 KIV3 +++ 26 DNA standard 100 bp Zekicek
4 KIV4 +++ 27 NK -
5 KIV5 - 28 PK ++
6 KIV6 +4++ 29 KIV26 +++
7 KIV7 ++ 30 KIV27 ++
8 KIV8 ++ 31 KIV28 ++
9 KIV9 +++ 32 KIV29 ++
10 KIV10 +4++ 33 KIV30 -
11 KIV11 ++ 34 KIV3l +++
12 KIV12 ++ 35 KIV32 -
13 KIV13 +++ 36 KIV33 ++
14 KIV14 ++ 37 KIV34 ++
15 KIV15 +++ 38 KIV35 +++
16 KIV16 - 39 KIV36 +++
17 KIV17 ++ 40 KIV37 -
18 KIV18 +4++ 41 KIV38 +++
19 KIV19 +++ 42 KIV39 +++
20 KIV20 +++ 43 DNA standard 100 bp Zekicek
21 KIV21 - 44 NK -
22 KIV22 ++ 45 PK ++
23 KIV23 ++

+++....PCR produkt byl detekovéan siin

...... PCR produkt detekovatetelrs

+ o PCR produkt detekovéan skab

— PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola lactobacillus salivarius.0 ngful)

=> U rodow specifické PCR pro rodactobacilluss DNA izolovanou fenolovou extrakci byl
specificky produkt PCR o velikostifiplizné¢ 250 bp detekovan u 32 z celkovéhottpo
39 izolovanych bakterialnich kmén Rodow specificky produkt PCR nebyl detekovan
u kmeni KIV1, KIV5, KIV16, KIV21, KIV30, KIV32 a KIV37.
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5.3.6.Zarazeni kmeni do rodu Lactobacillus na zakladk rodové specifické PCR
s vyuZzitim riznych DNA matric

Zarazeni kmefi do rodulLactobacillusna zaklad rodow specifické PCR provedenych

s DNA matrici z jedné bakterialni kolonie a purifianou DNA je uvedeno v Tabuléell.

Tabulkac. 11: Souhrnné vysledkyizzeni 39 KIV kmehdo rodu Lactobacillus na zéaklad
rodow specifické PCR

DNA . DNA z fenolové Rodova
DNA z 1 kolonie . .
kmene extrakce identifikace
KIV1 - - N
KIV2 + + Lactobacillus
KIV3 + + Lactobacillus
KIV4 + + Lactobacillus
KIV5 - - N
KIV6 + + Lactobacillus
KIV7 + + Lactobacillus
KIV8 — + Lactobacillus
KIV9 + + Lactobacillus
KIV10 + + Lactobacillus
KIV1i1 - + Lactobacillus
KIV12 + + Lactobacillus
KIV13 + + Lactobacillus
KIV14 + + Lactobacillus
KIV15 + + Lactobacillus
KIV16 - - N
KIV17 + + Lactobacillus
KIV18 + + Lactobacillus
KIV19 + + Lactobacillus
KIV20 - + Lactobacillus
KIvV21 - - N
KIvV22 + + Lactobacillus
KIV23 + + Lactobacillus
KIV24 + + Lactobacillus
KIV25 + + Lactobacillus
KIV26 + + Lactobacillus
KIvV27 + + Lactobacillus
KIV28 - + Lactobacillus
KIV29 + + Lactobacillus
KIV30 - - N
KIV31l — + Lactobacillus
KIV32 - - N
KIV33 — + Lactobacillus
KIV34 — + Lactobacillus
KIV35 — + Lactobacillus
KIV36 — + Lactobacillus
KIV37 - - N
KIV38 - + Lactobacillus
KIV39 - + Lactobacillus

N....kmen nebyl pomoci rodévspecifické PCR identifikovan, +....PCR produkt bytekovan, —...PCR
produkt nebyl detekovan
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=> Na zaklad rodow specifické PCR bylo 32 kmérz celkového p&u 39 bakterialnich
kmeni izolovanych z vina Zazeno do rodu.actobacillus Do rodu Lactobacillus nebyly
zaazeny kmeny KIV1, KIV5, KIV16, KIV21, KIV30, KIV32a KIV37.

5.3.7.PCR pro doménuBacteria

PCR pro doménwacteria byla provedena zacalem owieni amplifikovatelnosti DNA
se 7 bakterialnimi kmeny (KIV1, KIV5, KIV16, KIV21KIV30, KIV32, KIV37), u nichz
nebyl detekovan rodéwspecificky produkt PCR (asi 250 bp) pro doactobacillus Pro PCR
byly pouzity primery F eub a R eub, velikost spekého produktu PCR bylafiplizne
466 bp. K amplifikaci byla pouzita DNA o koncentrd® ngfl. Vysledky jsou uvedeny
na Obrazkw. 19.

Obr. ¢. 19: Agarosova gelova elektroforéza domenspecifickych produktPCR (466 bp)
s primery F eub a R eub. K amplifikaci byla pouZd&A 7 KIV kmef o koncentraci
10 ng/l. Na gel bylo nanaSeno 15 produki: PCR.

Detekce PCR

Béh DNA kmene produktu
1 KIV1l ++
2 KIV5 ++
3 KIV16 ++
4 KIvV21 ++
5 DNA standard 100 bp Z#bek
6 KIV30 ++
7 KIV32 ++
8 KIV37 +++
9 PK +4++
10 NK -
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+++....PCR produkt byl detekovéan siin

++... PCR produkt detekovatetelrs

+ .. PCR produkt detekovan skab

— PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola Lactobacillus salivarius.0 ngful)

=> Specificky produkt PCR pro doméBacteriao velikosti 466 bp byl detekovan ve vysoké
intenzi€ u vSech 7 kman(KIV1, KIV5, KIV16, KIV21, KIV30, KIV32, KIV37).

5.3.8.Druhové specificka PCR proOenococcus oeni

Pro druho¥ specifickou PCR pro drul®enococcus oenibakterii ml€ného kvaSeni
prevazre ridici malolaktické kvaSeni¢hem vyroby vina, byla pouzZita DNA bakterialnich
kmeni, u nichz nebyl detekovan rodbwspecificky produkt PCR (asi 250 bp) pro rod
Lactobacillusa u nichz byla osfena amplifikovatelnost DNA pomoci PCR pro doménu
Bacteria Pro PCR byly pouzity primery Onl a On2, veliksgecifického produktu PCR byla
priblizn¢ 1025 bp. Kamplifikaci byla pouzita DNA vybranychakteridlnich kmein
o koncentraci 10 ngl. Vysledky jsou uvedeny na Obraz&u20.

Obr. ¢. 20: Agarosova gelova elektroforéza specificky€@iRRproduké pro druh Oenococcus
oeni (1025 bp) s primery Onl a On2. AmplifikovagelDNA o koncentraci 10 ng/ Na gel
bylo nanaseno 15l produkt: PCR.
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Detekce PCR

Béh DNA kmene produkiu
1 KIV1 ++
2 KIV5 ++
3 KIV16 ++
4 KIvV21 ++
5 KIV30 ++
6 KIV32 ++
7 KIV37 ++
8 DNA standard 100 bp z&bek
9 PK ++
10 NK -

+++....PCR produkt byl detekovan siln

o PCR produkt detekovaretelrs

+ . PCR produkt detekovan skab

— PCR produkt nedetekovan
NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola Qenococcus oeri0 ngfil)

=> V druho\ specifické PCR pro dru®enococcus oerbyl detekovan specificky produkt
PCR (asi 1025 bp) u vSech 7 testovanych baktecialkiner (KIV1, KIV5, KIV16, KIV21,
KIV30, KIV32, KIV37).

5.3.9.Druhova identifikace bakterii rodu Lactobacilluspomoci PCR

V druhow specifickych PCR pro #azeni bakterii mi#ého kvaSeni roduactobacillus
byla pouzita DNA 32 KIV kmet izolovanych Bhem vyroby vina a identifikovanych jako
kmeny roduLactobacillus

5.3.9.1.Druhové specifickd PCR pro Lactobacillus casei/paracasei

Druhow specifickh PCR pro druhyactobacillus caséparacasei byla uskuténéna
pomoci primel Prl a Casll, amplifikovaly se dva produkty PCR @ikosti @iblizné 400
a 200 bp. K amplifikaci byla pouzita DNA 32 bak&nich kmed, identifikovanych jako
kmeny roduLactobacillus o koncentraci 10 ngl. Vysledky agarésové gelové elektroforézy
produkti PCR jsou uvedeny na Obrazkw21.
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Obr. ¢. 21: Agarosova gelova elektroforéza specifickycadpktz PCR (400 a 200 bp)
pro druhy Lb. casei/paracasei s primery Prl a Ca®llamplifikaci byla pouzita DNA 32 KIV
kmeni rodu Lactobacillus o koncentraci 10 pfy/Na gel bylo nanaseno 14 produkt: PCR.

1 2 .34 2546707 48 #9051 18812881 S8 AR 581 6 861 768l S| OR0 Q2 1869 J80 389 48D S8 80 782 88 ) 98 0

318325 332 3435836837838

Béh DNA kmene Detekce PCR Béh DNA kmene Detekce PCR
produktu produktu
1 KIV2 - 20 KIV24 +++
2 KIV3 - 21 KIV25 +++
3 KIV4 - 22 KIV26 +++
4 KIV6 +++ 23 Kiv27 +++
5 KIVY - 24 KIV28 -
6 KIV8 - 25 KIV29 -
7 KIV9 +++ 26 KIV3l +++
8 KIV10 ++ 27 KIV33 -
9 KIV11 - 28 DNA standard 100 bp Zel¢ek
10 KIV12 +++ 29 NK -
11 KIV13 +++ 30 PK +++
12 KIV14 - 31 KIV34 +++
13 KIV15 - 32 KIV35 -
14 KIV17 - 33 KIV36 -
15 KIV18 - 34 KIV38 -
16 KIV19 - 35 KIV39 -
17 KIV20 +++ 36 DNA standard 100 bp Zekicek
18 Klv22 +++ 37 NK -
19 KIV23 - 38 PK +++

+++....PCR produkt byl detekovéan siin
. PCR produkt detekovatetelrs
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+ o PCR produkt detekovéan skab

- PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola lactobacillus casel0 ngfil)

=> V druhow specifické PCR praactobacillus caséparacaseibyly detekovany specifické
produkty PCR (400 a 200 bp) u 13 knefiKIV6, KIV9, KIV10, KIV12, KIV13, KIV20,
KIV22, KIV24, KIV25, KIV26, KIV27, KIV31, KIV34).

5.3.9.2.Druhové specifickd PCR pro Lactobacillus paracasei

Druhow specificka PCR pro Lactobacillus paracasei byla provedena s DNA
32 bakterialnich kmen u nichz byl detekovan rod®wspecificky produkt PCR (250 bp)
pro rodLactobacillus Pro PCR byly pouZzity primery Y2 a paracasei akesk specifického
produktu byla fiblizné 290 bp. K amplifikaci byla pouzita DNA o koncerdrdO ngful.
Vysledky jsou uvedeny na Obrazk&u22.

Obr. ¢. 22: Agarosova gelova elektroforéza specifickyadpkt: PCR (asi 290 bp) pro druh
Lb. paracasei s primery Y2 a paracasei. Amplifikevédoyla DNA 32 KIV kmenrodu
Lactobacillus o koncentraci 10 ng/ Na gel bylo nanaSeno 15 produki: PCR.

o /% G O% 108118 128 138 148 158 168 178188 108208 218 278 )38 2485826827528 £29 330
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Detekce PCR Detekce PCR

Béh DNA kmene produkiu Béh DNA kmene produktu
1 KIV2 - 20 KIvV24 +4++
2 KIV3 - 21 KIV25 +4++
3 KIV4 - 22 KIV26 +++
4 KIV6 +++ 23 Kiv27 +++
5 KIV7 - 24 KIV28 -
6 KIV8 - 25 KIV29 -
7 KIV9 +++ 26 KIV3l +++
8 KIV10 +4++ 27 KIV33 -
9 KIV11 - 28 DNA standard 100 bp Zeficek
10 KIvV12 +4++ 29 NK -
11 KIV13 +++ 30 PK +++
12 KIV14 - 31 KIV34 +++
13 KIV15 - 32 KIV35 -
14 KIV17 - 33 KIV36 -
15 KIV18 - 34 KIV38 -
16 KIV19 - 35 KIV39 -
17 KIV20 +++ 36 DNA standard 100 bp Zeticek
18 Klv22 +++ 37 NK -
19 KIV23 - 38 PK +++

+++....PCR produkt byl detekovan siln

. PCR produkt detekovatetelrs

+ o PCR produkt detekovéan skab

— PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola (actobacillus paracaseiO ngfil)

=> V druhow specifické PCR prhactobacillus paracasdiyl detekovan specificky produkt
PCR (290 bp) u 13 kmén(KIV6, KIV9, KIV10, KIV12, KIV13, KIV20, KIV22, KIV24,
KIV25, KIV26, KIV27, KIV31, KIV34) z 32 bakterialrdh kmeri identifikovanych jako
kmeny roduLactobacillus

5.3.9.3.0ptimalizace druhow specifické PCR pro druh Lactobacillus plantarum

DNA z ¢isté kultury Lactobacillus plantarumCCM 4281, izolovana metodou fenolové
extrakce, byla nedkna TE pufrem na koncentraci 10 ng/pl a nasiedmplifikovana
s druho¥ specifickymi primery planF a pREV, velikost spead&ho produktu PCR byla
piiblizné 318 bp. B optimalizaci bylo hledano optimalni sloZzeni PCRiési, slozeni
pouzitych PCR sksi je uvedeno v Tabulae 12. Vysledky agarosové gelové elektroforézy

druhow specifickych produki PCR ziskanych ip optimalizaci jsou uvedeny
na Obrazku«. 23.
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Tabulka ¢. 12: Slozeni PCR sfsi pouzitych f optimalizaci druho¥ specifické PCR
pro druh Lb. plantarum

Komponenta PCR

Béh

1 2

3

4

5

6 7

8 9 10 11 12

10 x reakni pufr
kompletni (1)

PCR vodafl)

25 25

smss dNTP(ul) 1,0 1,0

Primery (ul) 1,0 1,0
TanN,*A 10 1,0

polymerasaul)

DNA matrice

(10 ng/ul) ()

10 O

17,5 18,5 18,5 19,5 18,5 19,5 19,5 20,5 18,0 19,0 19,0 20,0

25 25 25 25 25 25 25 25 25 25

1,0 10 05

05 05 1,0

10 1,0 05

1,0

0

1,0

0,5 05

1,0 05

0,5 05

0 1,0

05 10 10 05 05

05 10 10 05 05

05 05 05 10 10

0 10 O 10 O

koncentrace PCR komponent viz kap. 4.1.5.

Obr. ¢. 23: Agarosova gelové elektroforéza specifickyaddpkt: PCR (318 bp) pro druh Lb.
plantarum s primery planF a pREV ziskanych gptimalizaci PCR s@si. Amplifikovana
byla DNA Lactobacillus plantarum CCM 4281 o koncaait 10 ng/ul. Na gel bylo nanaSeno
15 ul produkt: PCR

Komponenta PCR snési (ul)

Béh| DNA kmene (10 ngal) | dNTP* Primery* pgl?/?neDrI:?a* Df)trilé%ektZCR
1 Lb. plantarumCCM 4281 1,0 1,0 1,0 ++++
2 NK 1,0 1,0 1,0 -
3 Lb. plantarumCCM 4281 1,0 0,5 1,0 +++
4 NK 1,0 0,5 1,0 -
5 Lb. plantarumCCM 4281 0,5 1,0 0,5 +++
6 NK 0,5 1,0 0,5 -
7 Lb. plantarumCCM 4281 0,5 0,5 0,5 +++
8 NK 0,5 0,5 0,5 -
9 Lb. plantarumCCM 4281 1,0 1,0 0,5 +++

[o)]
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Komponenta PCR snési (ul)

Béh| DNA kmene (10 ngal) |dNTP* Primery* Taq DNA Detekce PCR
polymerasa* produktu

10 NK 1,0 1,0 0,5 -

11 Lb. plantarumCCM 4281 0,5 0,5 1,0 +++

12 NK 0,5 0,5 1,0 -

13 DNA standard 100 bp Zétek

...... koncentrace PCR komponent viz kap. 4.1.5.
++++....PCR produkt byl detekovan velmi siln
+++....PCR produkt byl detekovan siln
o PCR produkt detekovaretelrs
+ . PCR produkt detekovan skab
— PCR produkt nedetekovan
NK...negativni kontrola

=> Jako optimalni sloZeni PCR &sn pri optimalizaci druho¥ specifické PCR pro druh
Lb. plantarumbylo zvoleno sloZzeni PCR $8i produktu PCR vdhu¢. 7 (19,5ul PCR vody,
2,5 ul 10 x reakniho pufru kompletniho, 0,5l dNTP, 0,5ul primeni, 0,5 ul Tag DNA
polymerasy a 1,0l DNA matrice).

5.3.9.4.Druhové specifickd PCR pro Lactobacillus plantarum

PCR pro druhLactobacillus plantarumbyla provedena s DNA 32 bakterialnich kragn
u nichz byl detekovan rodeévspecificky produkt PCR (asi 250 bp) pro rbdctobacillus
véetne kmeri, u nichZz byl detekovan specificky produkt PCR (@90 bp) pro druh
Lactobacillus paracaseke (&elem owieni, zda nereaguji Bkers. PCR byla provedena
za pouziti primer planF a pREV, velikost specifického produktu PGRalpriblizné 318 bp.
K amplifikaci byla pouzita DNA o koncentraci 10 pf/ Vysledky jsou uvedeny
na Obrazk. 24.

Obr. ¢. 24: Agarosova gelova elektroforéza specifickyobdpki: PCR (318 bp) pro druh
Lb. plantarum s primery planF a pREV. Amplifikovahgla DNA 32 KIV kmeh rodu
Lactobacillus o koncentraci 10 nd/ Na gel bylo nanaseno 1% produki: PCR.

3% 5.6 7:8+:9.10:1112.13,141516.:17 18 19 20 2122 23 24 25.26: 2726 29 30
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31 32 :33¢34435:36, 3758

Detekce PCR

Detekce PCR

Béh DNA kmene produktu Béh DNA kmene produktu
1 KIV2 +++ 20 KIvV24 -
2 KIV3 +++ 21 KIV25 -
3 KIvV4 +++ 22 KIV26 -
4 KIV6 - 23 KIV27 -
5 KIV7 +++ 24 Klv28 +++
6 KIV8 - 25 KIV29 +++
7 KIV9 - 26 KIV31l -
8 KIV10 - 27 KIV33 -
9 KIV11 - 28 DNA standard 100 bp zdbek
10 KIV12 - 29 NK -
11 KIV13 - 30 PK +++
12 KIV14 - 31 KIV34 -
13 KIV15 +++ 32 KIV35 -
14 KIV17 - 33 KIV36 -
15 KIv18 +++ 34 KIV38 -
16 KIV19 +++ 35 KIV39 -
17 KIV20 - 36 DNA standard 100 bp zdbtek
18 KIV22 - 37 NK -
19 KIv23 +++ 38 PK +++

+++....PCR produkt byl detekovéan silin
...... PCR produkt detekovatetelrs
..... PCR produkt detekovéan skab

PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola
PK...pozitivni kontrola llactobacillus plantaruniO ngful)

=> V druhow specifické PCR praactobacillus plantarunbyl detekovan specificky produkt
PCR (asi 318 bp) u 10 kmeerfKIV2, KIV3, KIV4, KIV7, KIV15, KIV18, KIV19, KIV2 3,
KIV28, KIV29) z 32 bakterialnich kménidentifikovanych jako kmeny roduactobacillus
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5.3.9.5.0ptimalizace druho¥ specifické PCR pro druh Lactobacillus fermentum

DNA z ¢isté kultury Lactobacillus fermentun€CCM 7192, izolovana metodou fenolové
extrakce, byla nedkna TE pufrem na koncentraci 10 ng/pl a nasiedmplifikovana
s druho¥ specifickymi primery FERM a LOWLAC, velikost spéckého produktu PCR
byla giblizné 900 bp. Cilem optimalizace bylo nalezeni optintédnglozeni PCR s&si,
sloZzeni pouzitych PCR ssi je uvedeno v Tabulcé. 13. Vysledky agarosové gelovée
elektroforézy druho¥ specifickych PCR produktziskanych fi optimalizaci jsou uvedeny
na Obrazk&. 25 ac. 26.

Tabulka ¢. 13: SloZzeni PCR s pouZzitych @ optimalizaci druhoy specifické PCR
pro druh Lb. plantarum

Béh
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Komponenta PCR

PCR vodal) 17,5 18,5 18,5 19,5 18,5 19,5 19,5 20,5 18,0 19,0 19,0 20,0

10 x reakni pufr

] 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
kompletni (1)

smis dNTP (ul) 10 10 10 10 O5 O5 05 05 10 10 05 0,5

Primery (ul) 10 10 05 05 10 10 05 05 10 10 05 05
TagDNA 10 10 10 10 05 05 05 05 05 05 10 1.0
polymerasgul)
DNAmatr(icl‘;(long/“')lo O 10 0O 10 O 10 0 10 0 10 O
u b b ] H b b

...... koncentrace PCR komponent viz kap. 4.1.5.

Obr. ¢. 25: Agarosova gelova elektroforéza drudi@pecifickych produkt PCR (900 bp)
pro druh Lb. fermentum s primery FERM a LOWLACaigkh @i optimalizaci PCR s#si.
Amplifikovana byla DNA Lactobacillus fermentum CCZM2 o koncentraci 10 ng/ul. Na gel
bylo nanaseno 15l produkii PCR.

10 11 12 13

ﬂ

71



Komponenta PCR snési (ul)
Taq DNA Detekce PCR

Béh| DNA kmene (10 ngal) | ANTP*  Primery* polymerasa* produktu
1 Lb. fermentunCCM 7192 1,0 1,0 1,0 +4++
2 NK 1,0 1,0 1,0 -

3 Lb. fermentunCCM 7192 1,0 0,5 1,0 +4+++
4 NK 1,0 0,5 1,0 -
5 Lb. fermentun€CCM 7192 0,5 1,0 0,5 ++++
6 NK 0,5 1,0 0,5 -
7 Lb. fermentunCCM 7192 0,5 0,5 0,5 ++++
8 NK 0,5 0,5 0,5 -
9 Lb. fermentunCCM 7192 1,0 1,0 0,5 +4+++

10 NK 1,0 1,0 0,5 -

11 Lb. fermentunCCM 7192 0,5 0,5 1,0 ++++
12 NK 0,5 0,5 1,0 -

13 DNA standard 100 bp Zétek

...... koncentrace PCR komponent viz kap. 4.1.5.
++++....PCR produkt byl detekovan velmi siln
+++....PCR produkt byl detekovéan silin
. PCR produkt detekovatetelrs
+ o PCR produkt detekovéan skab
— PCR produkt nedetekovan
NK...negativni kontrola

Obr. ¢. 26: Agarosova gelova elektroforéza drubi@pecifického produktu PCR (900 bp)
pro druh Lb. fermentum s primery FERM a LOWLACaisko pi optimalizaci PCR s#si.
Amplifikovana byla DNA cisté kultury Lactobacillus fermentum CCM 7192
o koncentraci 1 ng/ul. Na gel bylo nanasenq/l®roduktu PCR.

ool p
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Komponenta PCR snési (ul)
Taq DNA Detekce PCR

Béh| DNA kmene (1 ngpl) dNTP*  Primery*

polymerasa* produktu
1 Lb. fermentunCCM 7192 0,5 0,5 0,5 ++
2 NK 0,5 0,5 0,5 -
3 DNA standard 100 bp Zagtek

...... koncentrace PCR komponent viz kap. 4.1.5.
++++....PCR produkt byl detekovan velmi siln
+++....PCR produkt byl detekovan siln
o PCR produkt detekovaretelrs
+ o PCR produkt detekovéan skab
— PCR produkt nedetekovan
NK...negativni kontrola

=> F¥i pouziti DNA o koncentraci 10 ng/ul byl ve vSedhipadech specificky produkt PCR
pro druhLb. fermentumdetekovan §li$ silné. Produkt PCR ziskany po ieakni DNA
na koncentraci 1 ng/ul fippouziti PCR srési obsahujici 0,5 pl dNTP, 0,5 pl priniex 0,5 pl
Tag DNA polymerasy) byl fi agarosové gelové elektroforéze detekovan v opiiméa
mnozstvi. Jako optimalni sloZzeni PCResirbyla zvolena PCR sim obsahujici 20,51 PCR
vody, 2,5ul 10 x reakniho pufru kompletniho, 0,8 dNTP, 0,5ul primeni, 0,5ul Tag DNA
polymerasy a il DNA matrice o koncentraci 1 ng/

5.3.9.6.Druhové specifickd PCR pro Lactobacillus fermentum

V druhow specifické PCR proLactobacillus fermentumbyla pouzita DNA vSech
32 bakterialnich kmen které byly na zéaklad rodow specifické PCR Zazeny do rodu
Lactobacillus véetné kmeni, které jiz byly zé&azeny do jinych druha to za delem owteni
zda nereaguji zkert. PCR byla provedena sprimery FERM1 a LOWLAC, byl
amplifikovan specificky produkt PCR o velikostilizné 900 bp. K amplifikaci byla pouzita
DNA o koncentraci 1 ngl. Vysledky jsou uvedeny na Obraz&u27.

Obr. ¢. 27: Agarosova gelova elektroforéza specifickygirodukiz PCR (900 bp)
Lb. fermentum s primery FERM1 a LOWLAC. Amplifikavéyla DNA 32 KIV kmeinrodu
Lactobacillus o koncentraci 1 nd/ Na gel bylo nanaseno 16 produkt: PCR.

1 22 #3104 85 a6y S0 AT ORI 28 T8 T4 'S 631 A Sl S8 202 22823 2425 26274 28 29 30
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Detekce PCR Detekce PCR

Béh DNA kmene produktu Béh DNA kmene produktu
1 KIV2 - 20 KIV24 -
2 KIV3 - 21 KIV25 -
3 KIv4 - 22 KIV26 -
4 KIV6 - 23 KIV27 -
5 KIV7 - 24 KIV28 -
6 KIV8 - 25 KIV29 -
7 KIV9 - 26 KIV31l -
8 KIV10 - 27 KIV33 +++
9 KIV11 +++ 28 DNA standard 100 bp zZidtek
10 KIV12 - 29 NK -
11 KIV13 - 30 PK +++
12 KIV14 - 31 KIV34 -
13 KIV15 - 32 KIV35 -
14 KIV17 - 33 KIV36 -
15 KIV18 - 34 KIV38 -
16 KIV19 - 35 KIV39 -
17 KIV20 - 36 DNA standard 100 bp zZidtek
18 KIV22 - 37 NK -
19 KIv23 - 38 PK +4++

+++....PCR produkt byl detekovéan siin

++... PCR produkt detekovatetelrs

+ o PCR produkt detekovéan skab

— PCR produkt nedetekovan

NK...negativni kontrola

PK...pozitivni kontrola lactobacillus fermenturfh ngful)

=> V druhow specifické PCR praactobacillus fermenturhbyl detekovan specificky produkt
PCR (asi 900 bp) u 2 kmén(KIV11 a KIV33) z 32 bakterialnich kméridentifikovanych
jako kmeny rodu.actobacillus
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5.3.9.7.Zaifazeni kmeii KIV1 — KIV39 do druhi na zakla@& druhow specifickych PCR

Na zaklad druhow specifickych PCR byly bakterialni kmeny KIV izolawé z vina
zarazeny do druinO. oeni Lb. paracaseiLb. plantarumalb. fermentum(Tabulka¢. 14).

Tabulkac. 14: Souhrnna tabulka rodové a druhové identifék88 bakterialnich kmén

s :
3 : % E S ,
DNA . Roglpva 3 o < = c . Dru'h.ova
kmene identifikace =~ @ = Q ® *% £ identifikace
2 ¢ 8§ & 13 &
8 ¢ S5 &8 =8 =3
KIV (1) - + + O. oeni
KIV (2) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (3) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (4) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (5) - + + O. oeni
KIV (6) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (7) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (8) Lb. - - - - N
KIV (9) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (10) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (11) Lb. - - - + Lb. fermentum
KIV (12) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (13) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (14) Lb. - - - - N
KIV (15) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (16) — + + O. oeni
KIV (17) Lb. - - - - N
KIV (18) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (19) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (20) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (21) — + + O. oeni
KIV (22) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (23) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (24) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (25) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (26) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (27) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (28) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (29) Lb. - - + - Lb. plantarum
KIV (30) — + + O. oeni
KIV (31) Lb. + + - - Lb. paracasei
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Pokracovani Tabulka®. 14: Souhrnna tabulka rodové a druhové identifék88 bakterialnich

kmeni —
)
o i
Rodova % % f § *% Druhova
odova o = ruhovéa
DNAKMmene jjenifkace B _ 8 8§ £ 2 identfikace
g § 8 & 3 @
8 ¢ 5 85 3 3
KIV (32) - + + O. oeni
KIV (33) Lb. - - - + Lb. fermentum
KIV (34) Lb. + + - - Lb. paracasei
KIV (35) Lb. - - - - N
KIV (36) Lb. - - - - N
KIV (37) - + + O. oeni
KIV (38) Lb. - - - - N
KIV (39) Lb. — — — — N

+....PCR produkt byl detekovan

—....PCR produkt nebyl detekovan

Pokud neni uveden zadny znak, znamena to, Ze lnd&méene PCR nebyla provedena
N...neidentifikovano do zadného z testovanych druh

=> Na zaklad druhow specifickych PCR bylo do drithzaazeno 32 kmeah KIV
z celkového pétu 39 kmeii izolovanych Bhem vyroby vina. 7 kménidentifikovanych jako
kmeny roduLactobacillusnebylo na zakladdruhow specifickych PCR zazeno do druin
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5.4.Druhové zastoupeni bakterii ml€éného kvaSeni @i vyrobé vina u jednotlivych
odrad

5.4.1.Druhové zastoupeni bakterii mléného kvaSeni u odédy Cabernet Moravia
z ekologicke vinice

Druhové zastoupeni bakterii mifeho kvaSeni vyskytujicich sé& pyrob¢ vina u odidy
Cabernet Moravia z ekologické vinice je znazomv Tabulce. 15.

Tabulkac. 15 Druhové zastoupeni bakterii nit@ho kvasSeni u oddy Cabernet Moravia
z ekologické vinice

Druh
Den Oenococcus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Nelgreunr??gg;/any
oeni paracasei plantarum fermentum Lactobacillus

1 + (KIV1) - + (KIV2) - -

3 - + (KIV10) - + (KIV11) —

11 - + (KIV26) + (KIV15) - + (KIV39)
13 + (KIV16) + (KIV20) - - + (KIV17)
15 + (KIV21) + (KIV22) + (KIV23) - -

17 + (KIV30) - - - -

19 + (KIV32) - - - -
+ (KIVX)......... druh byl v dany den detekovan, v zavojeauvedeno ozri@ni kmene

.................... druh v dany den nebyl detekovan

=> V prvnich dnech (od 1. do 3. dne) vyral®rveného vina Cabernet Moravia z ekologické
vinice byly v moStu identifikovany bakterialni dul®. oeni Lb. paracasej Lb. plantarum
alLb. fermentum Od 11. do 15. byly v hroznovém moStu detekovamyhg O. oeni

Lb. paracasei Lb. plantaruma bakterie rodlLactobacillus které nebyly na zaklgddruhow
specifické PCR zZazeny do Zadného z testovanych dru®d 17. do 19. dne uz byly
v hroznovém mostu identifikovany pouze bakteriehdrQ. oeni

5.4.2.Druhové zastoupeni bakterii miéného kvaSeni u odidy Sauvignon z ekologické
vinice

Druhové zastoupeni bakterii magho kvaSeni vyskytujicich se v hroznovém mostu
pii vyrob¢ bilého vina odidy Sauvignon z ekologické vinice je uveden v Tabulcdl6.
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Tabulka ¢. 16 Druhové zastoupeni bakterii mifgho kvaSeni u oddy Sauvignon
z ekologické vinice

Druh
Den Oenococcus Lactobacillus Lactobacillus  Lactobacillus Nelgreunr??ggtj/any
oeni paracasei plantarum fermentum .
Lactobacillus

1 - — + (KIV3) - -

3 + (KIV5) + (KIV31) + (KIV4) - -

5 - + (KIV12) + (KIV18) - —

13 - + (KIV24) - - -

15 - + (KIV27) + (KIV28) - + (KIV38)
17 - + (KIV34) - + (KIV33) + (KIV35)
19 + (KIV37) - - - -
+ (KIVX)......... druh byl v dany den detekovéan, v zavojeauvedeno ozrigni kmene

e druh v dany den nebyl detekovan

=> Na z&atku alkoholové kvaSeni, tzn. od 1. do 5. dne vyngia, byly v hroznovém mostu
piitomny bakterie druh. oeni Lb. paracasej Lb. plantarum Od 7. do 11. dne nebylo
ziskano poitatelné mnozstvi bakterii migého kvasSeni. Od 13. do 17. dne byly v hroznovém
moStu detekovany bakterieb. paracasej Lb. plantarum Lb. fermentuma bakterie rodu
Lactobacillus které nebyly identifikovany. 19. den jiz byly vos§tu identifikovany pouze
bakterie druhuD. oeni

5.4.3.Druhové zastoupeni bakterii mléného kvaseni u odiéidy Sauvignon z integrované
vinice

Druhové zastoupeni bakterii magho kvaSeni vyskytujicich se v hroznovém moStu
pii vyrob¢ bilého vina odidy Sauvignon z integrované vinice je uveden v Teddil 17.

Tabulka ¢. 17 Druhové zastoupeni bakterii rg@ho kvaSeni u oddy Sauvignon
Z integrované vinice

Druh
Den Oenococcus Lactobacillus  Lactobacillus Lactobacillus Nelgreunr??ggtj/any
oeni paracasei plantarum fermentum .
Lactobacillus
1 - + (KIV6) + (KIV7) - + (KIV8)
3 — + (KIV9) - - + (KIV36)
5 — + (KIV13) + (KIV19) - + (KIV14)
15 - + (KIV25) + (KIV29) - -
+ (KIVX)......... druh byl v dany den detekovan, v zavojeauvedeno ozri@ni kmene

T TP druh v dany den nebyl detekovan



=> V prvnich dnech alkoholového kvaSeni, tzn. oddd.5. dne, byly v moStuippomny
bakterieLb. paracasei Lb. plantaruma bakterie rodl.actobacillus které pomoci druhayv
specifické PCR nebyly identifikovany. Od 7. do #i8e nebylo ziskano pibatelné mnoZzstvi
bakterii ml€éného kvasSeni. 15. den byly v mosStu detekovany biakteb. paracasei
aLb. plantarum

5.4.4.Srovnani druhového zastoupeni bakterii ml&ného kvaseni u jednotlivych odid
vina béhem alkoholového kvaseni

Druhové zastoupeni bakterii magho kvasSeni vyskytujicich se v hroznovém mosStu
pii vyrob¢ jednotlivych odéd vina je uvedeno v Tabul¢e18.

Tabulkac. 18: Druhové zastoupeni bakterii @ého kvaSenipvyrobe vina u jednotlivych
odrid

Druh

Den Odrida Neidentifikovany

OenococcusLactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
druh rodu

oeni paracasei  plantarum  fermentum Lactobacillus
CME + (KIV1) - + (KIV2) — —
1 SE - - + (KIV3) - -
Sl - + (KIV6) + (KIV7) - + (KIV8)
CME - + (KIV10) - + (KIV11) —~
3 SE + (KIV5)  + (KIV31)  + (KIV4) — —
Sl - + (KIV9) - - + (KIV36)
CME — — — — —
S SE - + (KIV12) + (KIV18) - —
Sl - + (KIV13) + (KIV19) — + (KIV14)
CME - + (KIV26)  + (KIV15) - + (KIV39)
11 SE - — — - —
Sl - — — - —
CME + (KIV16) + (KIV20) - - + (KIV17)
13 SE — + (KIV24) - - -
Sl - — — - —
CME + (KIV21) + (KIV22) + (KIV23) - —
15  SE - + (KIV27)  + (KIV28) - + (KIV38)
Sl - + (KIV25)  + (KIV29) — —
CME + (KIV30) — - - -
17 SE - + (KIV34) - + (KIV33) + (KIV35)
Sl — — — — —

CME + (KIV32) —~ - - -
19 SE  + (KIV37) — - - _
Sl — — — — —
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CME......... Cabernet Moravia z ekologické vinice

SE............ Sauvignon z ekologické vinice
Sl Sauvignon z integrované vinice

+ (KIVX)......... druh byl v dany den detekovan, v zavojeauvedeno ozri@ni kmene
T TP druh v dany den nebyl detekovan

=> Druhové zastoupeni bakterii imé&ho kvaSeniip vyrob¢ vina se u jednotlivych otid
liSilo. Zatimco u obou odd vina z ekologické vinice byly izolovany vSechaemtifikované
druhy BMK (O. oeni Lb. plantarum Lb. paracasej Lb. fermenturp u odiidy bilého vina
Sauvignon z integrované vinice pouze drithy plantaruma Lb. paracasei O. oeni, bakterie
prevazre tidici malolaktické kvaSeni, nebyly u d@dy Sauvignon z integrované vinice
po celou dobu kvaSeni detekovany. U vSétlodrid pak byly kEhem alkoholového kvaseni
izolovany dalSi bakterie roduactobacillus které nebyly zzazeny do Zadného z testovanych
druha.
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6. DISKUSE

6.1.Sledovani pdtu a druhového zastoupeni bakterii miéného kvaseni u
jednotlivych odriad vina béhem alkoholového kvaseni

Celkovy pa@et bakterii mléného kvaSeni,iedevsim pak bakterii rodiactobacillus byl
sledovan od prvniho po d#éectyricaty den vyroby vina u oddy Cabernet Moravia
z ekologické vinice a oddy Sauvignon z integrované a ekologické vinice agavolenych
¢asovych intervalech.

6.1.1.Srovnani celkového potu bakterii mlééného kvaseni u odiddy Cabernet Moravia
z ekologické vinice a odiidy Sauvignon z ekologické a integrované vinice

U vSech ti odrid vina se p&et bakterii mléného kvasSeni na Zatku alkoholového
kvaSeni snizoval (viz 5.1.4., Gr&f 4). Tento jev byl prawpodobrg zpisoben genim
a antagonismem kvasinek na populaci BMK. Je znat8if) fe pdet kolonietvornych busk
bakterii mléného kvaSeni se na c¢&ku vyroby vina pohybuje vrozmezi
od 1¢ do 1d CFU/mI, gicemZ pidavek oxidu dicitého, ktery se aplikuje zacélem
potlateni nezadouci mikroflory, snizuje populaci BMK. sueky, které jsou méncitlivé na
siteni, naopak rychle rostou, mnozi se a zahajuji hmkwé kvaSeni. Z literatury [31]
vyplyva, Ze bakterie se nejen nemohou mnoZzZit, aleu jtaké casté&né eliminovany
kvasinkami, které &dhem zrychlenéhotstu na z&atku primarniho kvaseni ochuzuji médium
o0 aminokyseliny. Tyto jevy, spale¢ s toxickymi &inky metaboliti
uvolnénymi/produkovanymi kvasinkami (npmastné kyseliny, etanol, $0brani mnozeni
BMK.

NejvysSi pdet bakterii mléného kvaSeni jak na &#ku, tak i v pozési fazi
alkoholového kvaSeni byl pozorovati pyrobé ¢erveného vina ofidy Cabernet Moravia
z ekologické vinice (viz 5.1.4., Gr&f 4). U odfidy Cabernet Moravia z ekologické vinice
byl poset BMK prvni den vyroby vina (7,25 + 0,50) -*1GFU/ml, u odédy Sauvignon
z ekologické vinice (6,13 + 0,08) - lGFU/ml a u odikdy Sauvignon z integrované vinice byl
jejich poset (7,43 £0,28) - FOCFU/mI (viz 5.1.4., Grag. 4). Prvni den byl tedy pet
bakterii ml€éného kvaSeni u oddy ¢erveného vina Cabernet Moravia z ekologické vinice
o fad vysSi oproti odidé bilého vina Sauvignon jak z ekologické, tak i tegmované vinice.
Porovnanim odrdy Sauvignon z ekologické a integrované vinice gji§ttno, Zze zfisob
péstovani vinné révy neghvyrazny vliv na péet BMK prvni den vyroby vina.

V pozcjsi fazi primarniho kvaSeni se pohybovat@obakterii mléného kvaSeni u oddy
Cabernet Moravia z ekologické vinice vrozmezi §,8+ 0,06) - 16 az
(2,50 + 0,25) - 10CFU/mI, u odiidy Sauvignon z ekologické vinice (3,03 + 0,25) 2 ap
(20,50 + 1,00) - TOCFU/ml a u odidy Sauvignon z integrované vinice byly bakterie
mléného kvaSeni detekovanghem alkoholového kvaSeni pouze patnacty den aptu
(5,83 + 1,58) - 1DCFU/mI (viz 5.1.4., Graé. 4). Péet BMK v pozdjsi fazi vyroby vina byl
tedy o jeden azitiady vysSi u odidy Cabernet Moravia z ekologické vinice oproti
Sauvignon z ekologické vinice. Srovnanim tatir Cabernet Moravia z ekologické vinice
a Sauvignon z integrované vinice, kde byly BMK #etgny pouze patnacty den, byl jejich
pocet vySSi oityti rady u odildy Cabernet Moravia, kde se patnacty den vyskytoeplySsi
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pocet bakterii mléného kvaseni.iiPsledovani viivu zpsobu gstovani vinné révy u oddy
Sauvignon z ekologické a integrované vinice je rpgtize se BMK lépe vyvijely u oihty

z ekologické vinice. Bakterie nigého kvaSeni byly detekovany u ody z ekologické
vinice od tinactého po devatenacty den, utabyr z integrované vinice pouze patnacty den,
piicemz jejich pdet byl orad nizsi ve srovnani s ekologickou vinici.

Z téchto vysledk je tedy Zejmé, Ze nejvhodii§im ,substratem” pro tust bakterii
mléného kvaSeni byl@ervené vino odidy Cabernet Moravia z ekologické vinice. Podle
literatury [48] mohou mit wité technologické zasahy vliv na to, kdy a zda dojd
k malolaktickému kvaSeni. NakvaSovani, které sezpp@ugi vyrobé ¢ervenych vin, obeén
zvySuje frekvenci arychlost sekundarni fermentaegsné faktory nejsou znamy, ale
pravdépodobré zahrnuji @isobeni fendl jako elektronovych akceptiorv procesu oxidace
sacharid behem alkoholového kvaSeni. Tento jev by tedy mohkwtit pro¢ se
malolaktické kvaSendastji vyviji u ¢ervenych vin (s dlouhou macénmh dobou) nez u vin
bilych. DalSim faktorem, ktery ma nepochybriv na lepsi @ist bakterii mléného kvaSeni
ve virg a tedy na vyvoj malolaktického kvaSeni, je vySHi @tSiny ¢ervenych vin oproti
bilym vinam.

6.1.2.Srovnani druhového zastoupeni bakterii mléného kvaseni u jednotlivych odid
vina béhem alkoholového kvaSeni

U vSech ti hroznovych most (viz 5.11.4., Tabulk&. 18) byly na z&tku alkoholového
kvaSeni identifikovany bakterie ndléeho kvaSeni roduactobacillus BakterieOenococcus
oeni prevazre fidici malolaktické kvaSenifipvyrobé vina, byla detekovana na ¢asku
vyroby vina u odidy Cabernet Moravia z ekologické vinice a tmbr Sauvignon
z ekologické vinice. U oddy Sauvignon z integrované vinice bakte@eoeni béhem celé
vyroby vina nebyly detekovany.

V pozcjsi fazi kvaSeni vina byly u ol Cabernet Moravia a Sauvignon z ekologické
vinice identifikovany, jak bakterie roduactobacillus tak i bakterieO. oeni V poslednich
dnech, kdy byly jegtve virg bakterie detekovany, pak pouze baktédieoeni U odiidy
Sauvignon z integrované vinice byly bakterie inkho kvasSeni v pozdni fazi detekovany
pouze patnacty den, kdy byly v hroznovém moStu zeaslg ogt pouze bakterie rodu
Lactobacillus

Z literatury [17, 31, 49, 50] vyplyva, Ze baktenmdléhaji ve via prirodni selekci.
Zatimco az osmaznych druli bakterii mléného kvaSeni dZe byt zjiSéno v hroznovych
moStech na z#@tku vyroby vina, obvykle pouze jediny dru@, oeni maze byt izolovan
na konci alkoholového kvaSeni. Tento jev byl poxéro u odéd Cabernet Moravia
a Sauvignon z ekologické vinice. U ady Sauvignon z integrované vinice, jak jiz bylo
zmirgno, byly v pozdjSi fazi vyroby detekovany BMK rodilLactobacillus tedy nikoliv
0. oeni Fi vyrob¢ vina se u jednotlivych odid liSilo i druhové zastoupeni. Zatimco u obou
odrid z ekologické vinice byly izolovany vSechny testog druhy BMK Q. oeni Lb.
plantarum Lb. paracasei Lb. fermentuny u odidy Sauvignon z integrované vinice
z testovanych drudhpouzelb. plantarumalb. paracasei U vSechiti hroznovych mostu pak
byly izolovany dalSi bakterie rodlLactobacillus které nebyly zézeny do Zadného
Z testovanych druh
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Je znamo [17, 31, 49, 50], Ze mezi hlavni faktoygnezujici fist bakterii ve vié pati
teplota, pH a obsah etanolu. Vyskyt @&ti bakterii roduLactobacillusve virg je velmi
zavislé na pH a obsahu etanolui Pysoké hodnat pH vina (>3,5)¢asto tyto bakterie
pievazuji, zatimcoip nizSich hodnotach pH dominuiji jiné bakterie éniého kvaseni jako je
Oenococcusoeni U jednotlivych drufh se liSi etanolova tolerance. Ni#gad nist
Lb. plantarum se zastavuje ip koncentraci etanolu 5 — 6 obj. %, zatimco vicanetow
tolerantniLb. caseia Lb. brevis byly usgdné pouzity pro indukci malolaktického kvaSeni.
V naSem pipact u vSech ii hroznovych most byly bakterielLb. plantarum detekovany
naposledy patnacty den. Nasledujici dny uz bylagé@odobré koncentrace etanolu vysSi
néz 6 obj. %.

Podle literatury [17, 31, 49, 50] je tedyinodni vykEr ovlivnén predevSim postupnym
zvySovanim obsahu etanolghem kvasSeni a dalSich prodiuknetabolismu kvasinek. Jedna
se fedevsSim o mastné kyseliny, jako je kyselina kaptdna laurova, které jsou silnymi
inhibitory bakterialniho tstu. Nekteré kvasinky mohou také produkovat &m& mnozstvi
SO, diky metabolismu sirnych sldenin. Krong samotného zvySeni toxicity média
pro bakterie mléného kvasSeni, je v médiu nedostatek &min dusiku. Nicmeéh tento
nedostatek je pouzeigrhodny, protoZze kvasinky v zfrecné fazi alkoholového kvaSeni
uvoluji vitaminy, dusikaté baze, peptidy a aminokyseliBakterialni druhO. oeni
pravdEpodobré nejlépe pekonava tyto stresujici podmink§stu bakterii miéného kvaseni.
Nicmeérg, nékteré druhyPediococcus Lactobacillusmohou také fezit, coz bylo pozorovano
u odiidy Sauvignon z integrované vinice, kde byly pathat#n detekovany bakterie rodu
Lactobacillus zatimco bakteri®. oeninebyly detekovany po celou dobu vyroby vina.

6.2. Kultivace bakterii pro izolaci DNA

Celkem 39 pecistéenych a izolovanych bakterialnich kmiez vina a 3 sbirkové kmeny
rodu Lactobacillusbyly kultivovany v tekutém MRS médiu. MRS médiuen literatue [5]
popsano jak vhodné médium pro kultivaci bakteriigimého kvasSeni z vina. Kultivace
probihala aerolin pri teplot 37 °C po dobu 24 az 48 hodin. VSechny kmeny nigrost
pii aerobni kultivaci do dostateé hustoty buk pro izolaci DNA. U rkterych kmef byl
pozorovan silgSi a u rkterych slabSi nast. Podle literatury [17] jsou bakterie rodu
Pediococcusaerobni az mikroaerofolni, bakterie ro@enococcusfakultativre anaerobni
a bakterie rodu_actobacillusmikroaerofolni. V literatie je popsana kultivace bakterii rodu
Lactobacillusjak aerobni [43, 52] tak i anaerobni [5, 45].

Po nafistu byly bakterialni kultury narostlé v tekutém BlRnédiu rozékovany metodou
kiiZzového roztru na pevné MRS médium a kultivovany aemdlpi 37 °C po dobu 24 az
48 hodin. Na miskach narostly kolonie smetanovéib, stejného tvaru, lesklé, néptedne
a s pravidelnym ohratgnim.

6.3.1zolace DNA v kvalité vhodné pro PCR

Pomoci agarosové gelové elektroforézy bylo &jidt Zze DNA z 39 izolovanych
a precistéenych bakterialnich kmeén KIV a 3 sbirkovych kmel byla mizné kvality.
U 21 vzorki byla izolovand DNA relativh intaktni, u 18 vzork byla DNA degradovana
au3vzork nebyla DNA na gelu detekovana. Nigpmnost DNA na gelu byla
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pravéEpodobré zpisobena nizkou koncentraci izolované DNA, jejftgmnost ve vzorku
byla owiena spektrofotometrickym stanovenim koncentrace DM@y byla ngiena
absorbance v rozsahu vinovych délek 220 — 320 nonc&ntrace DNA bakterialnich kmien
se pohybovala v rozmezi 44,0 az 597,Quhglrakto velké rozdily v koncentraci izolované
DNA u jednotlivych kmefi byly pravdpodobr zpisobeny rozdilnym néstem kmen
pii kultivaci v tekutém MRS médiu nebo nedokonalyryzelvanim buacné sény pri izolaci
DNA.

Cistota DNA byla stanovena z pém hodnot absorbanci -4/Azs0 Pohybuje-li se
hodnota poréru absorbanci AdoAzs v rozmezi 1,8 — 2,0, Ize DNA povaZovat &atou.
Pokud je tento po#n vétSi nez 2,0 obsahuje vzorek RNAjtpmnost proteifi ve vzorku se
projevi poklesem po#énu pod hodnotu 1,8 [37]. Pam absorbanci AsdAzgo U izolované
DNA se pohyboval v rozmezi 1,545 az 1,930, coZ aaga, ze wkteré vzorky obsahovaly
zbytky proteir.

Po zngfeni koncentrace distoty byla izolovana DNA rniadna na 10 ngd a pouZzita
pro polymerazovéettzové reakce.

6.4. Rodowé specificka PCR pro rodLactobacillus

Rodow specificka PCR pro rotactobacillusbyla provedena jak s DNA uvalnou lyzi
burgk z jedné bakterialni kolonie, kdy byla kolonieusgendovana v PCR v&a@ povdena,
tak i s DNA izolovanou z hrubého lyzatu irfenolovou extrakci. Pomoci rodbsgpecifické
PCR pro rodLactobacillus z 1 bakteridlni kolonie bylo ¥azeno do rodu.actobacillus
21 z celkového pttu 39 bakterialnich kmeénizolovanych z hroznovych masb¢hem vyroby
vina, zatimco po amplifikaci DNA izolované fenolavextrakci to bylo 32 kmén Tyto
rozdily v rodo¥ specifické PCR mohly byt #gobeny Spatnym odebranim kolonie, kdy
naslednou lyzi bufk nebylo ziskano dostatee mnoZzstvi DNA pro amplifikaci
nebo @itomnosti inhibitoi PCR, které se do vzorku mohly dostat z kulihiao média. DalSi
moznou picinou je nedostatma lyze bakterialni kolonie pokenim. Je znano, Ze bitmé
stny jednotlivych kmefi rodu Lactobacillusse mohou liSit a ¢které kmeny druln rodu
Lactobacillusse obtiza lyzuji [53, 54]. Na zaklatlrodow specifické PCR nebylo do rodu
Lactobacilluszatazeno 7 bakterialnich kmerfKIV1, KIV5, KIV16, KIV21, KIV30, KIV32
a KIV37).

6.5. PCR pro doménuBacteria

PCR pro doménBacteria byla provedena zacalem ovieni amplifikovatelnosti DNA
a vyloweni gitomnosti inhibitofi PCR s bakterialnimi kmeny (KIV1, KIV5, KIV16, KIVE,
KIV30, KIV32 a KIV37), které pomoci rode@vspecifické PCR nebyly ¥azeny do rodu
Lactobacillus Specificky amplikon 466 bp [40] byl detekovan seeh sedmi testovanych
bakterialnich kmein coz vyl&uje piitomnost inhibitoh PCR ve vzorcich DNA a potvrzuje
amplifikovatelnost DNA. Pomoci doménbgpecifické PCR bylo prokadzano, Ze tyto kmeny
pati do doményBacteriaavsak do jiného rodu né&actobacillus
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6.6. Druhové specifické PCR

Bylo provedeno 5 druhayv specifickych PCR pro #azeni 39 bakterialnich kmén
izolovanych z hroznovych mast béhem vyroby vina, do druhuO. oeni skupiny
Lb. caselparacasej dale do drut Lb. paracasejLb. plantarumalLb. fermentum

Druhow specifickd PCR pro dru®. oenibyla provedena se 7 bakterialnimi kmeny, které
na zaklad rodow specifické PCR nebyly ¥azeny do rodu actobacillusa u nichz byla
amplifikovatelnost DNA o¥tena pomoci doménévspecifické PCR. Specificky amplikon
1025 bp [42] byl detekovan u vSech 7 testovanydtidoginich kmefi. Na zaklad toho byly
testované kmeny ¥azeny do druh®. oeni

Do skupiny Lb. caselparacasei bylo pomoci druhov specifické PCR zazeno
13 bakterialnich kmen z celkového p&tu 32 kmer, identifikovanych jako kmeny rodu
Lactobacillus u nichz byly amplifikovany dva specifické prodykPCR o velikosti 400
a 200 bp [46].

Téchto 13 bakterialnich kmérzarazenych do skupinib. caselparacaseibylo nasleda
pomoci druho¥ specifické PCR, kdy byl amplifikovan specifickyoplukt PCR o velikosti
290 bp [43], identifikovano jakbb. paracasei

Pri druhow specifické PCR pro drubb. plantarumbyl amplifikovan specificky produkt
PCR o velikosti 318 bp [44] u 10 bakterialnich krinaédentifikovanych jako kmeny rodu
Lactobacillus Do druhu Lb. fermentumbyly na zaklad druhow specifické PCR [45]
zarazeny 2 bakterialni kmeny.

Dle publikovanych vysledk pati mezi nefasgjSi druhy bakterii migného kvaSeni
izolovanych z vinaO. oeni z druhi rodu Lactobacillus pak Lb. casej Lb. plantarum
Lb. brevis Lb. paracasei Lb. fermentum alb. hilgardii, zrodu Pediococcus byva
v hroznovych mostechifpomny P. parvulusaP. pentosaceu$s, 31, 55]. Vysledky ziskané
v této praci jsou ve shéd publikovanymi vysledky.

Na zéklad druhow¥ specifické PCR bylo do drihzaazeno celkem 32 bakterialnich
kmeni. U Zadného z testovanych kniemebyla detekovana #ikena reakce. Pomoci drukov
specifické PCR nebylo razeno celkem 7 KIV kmén identifikovanych jako kmeny rodu
Lactobacillus do Zzadného z testovanych diiuh
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7.ZAVER

Cilem diplomové prace bylo monitorovani celkovéhmtp bakterii mléného kvasSeni
vyskytujicich se v hroznovém mosStéhiem alkoholového kvaSeni. Studie byla provedena
u odiidy cerveného vina Cabernet Moravia z ekologické viniceodidy bilého vina
Sauvignon z ekologické a integrované vinice.

NejvySSi paet bakterii mléného kvaSeni jak na &itku, tak i v poz&si fazi primarni
fermentace se vyskytoval u ddy cerveného vina Cabernet Moravia z ekologické vinice.
U odmidy Cabernet Moravia z ekologické vinice byl prvniend pget BMK
(7,25 + 0550) - 1D CFU/ml zatimco u oddy Sauvignon z ekologické vinice
(6,13 +0,08) - THCFU/ml a u odidy Sauvignon z integrované vinice byl &b bakterif
mlésného kvaseni prvni den (7,43 +0,28) 2 XOFU/mI. V pozdjsi fazi alkoholového
kvaSeni se pmt BMK u odidy Cabernet Moravia z ekologické vinice pohybovabxmezi
(5,88 + 0,06) - 1baz (2,50 +0,25) - PCFU/mI, u odiidy Sauvignon z ekologické vinice
(3,03 £ 0,25) - 198z (20,50 + 1,00) - 2CFU/mI a u odidy Sauvignon z integrované vinice
byly bakterie mléného kvaSeni detekovanghem alkoholového kvasSeni pouze patnacty den
a to v pétu (5,83 + 1,58) - TFOCFU/mI. Z experimentélnich vysledlksrovnanimservené
a bilé odady vina z ekologické vinice, tj. ol se stejnym zisobem pstovani vinné révy,
vyplyva, Ze nejvhod§jSim prostedim pro #st bakterii mléného kvaSeni byla otlla
cerveneho vina Cabernet Moravidi posouzeni vlivu zfisobu @stovani a tedy porovnanim
odrady bilého vina Sauvignon z ekologické a integroveiméce, bylo zjis¢no, Ze se piet
BMK prvni den alkoholového kvaSeni u édrvyrazré neliSil. Nicmér v pozdjsi fazi
primarni fermentace bakterie jatt®-ml&ného kvaSeni |épe rostly u édy bilého vina
Z ekologicke vinice.

DalSim cilem prace byla rodova a druhova identifikazolovanych 39 bakterialnich
kmeni (KIV1 — KIV39). Na zaklad rodow specifické PCR pro rodactobacillus bylo
z 39 izolovanych bakteridlnich kmiedo roduLactobacilluszaazeno 32 kmah U 7 kmeri,
které nebyly zgazeny do rodu_actobacillus byla provedena doméndspecifickd PCR
pro doménuBacteria za &elem owieni amplifikovatelnosti DNA. dchto 7 bakterialnich
kmeni bylo nasledd pomoci druho¥ specifické PCR identifikovano jako kmeny druhu
Oenococcus oenbakterie pevazri tidici malolaktické kvasSeni. Kmeny iazené do rodu
Lactobacillusbyly nasleds identifikovany pomoci 4 druh@vspecifickych PCR pro skupinu
Lb. caseiparacasei Lb. paracasej Lb. plantaruma Lb. fermentumtj. pro druhy, které p#t
mezi nef¢astji izolované z hroznového mosStu ¢hem alkoholového kvaseni.
Z 32 bakteridlnich kmen rodu Lactobacillus bylo zd&azeno 13 kmeah do druhu
Lb. paracasei 10 kmeri do druhulb. plantarum 2 kmeny do druhu_b. fermentum
a 7 kmeid nebylo na zaklad druhow specifické PCR zazeno do Zadného z testovanych
druhi.

Nasledr bylo posuzovano druhové zastoupeni bakteriicndio kvaSeni v hroznovém
mostu khem alkoholového kvaSeni u jednotlivych wdirZatimco u obou odd z ekologické
vinice byla bakteri€D. oeniizolovadna na zstku i na konci alkoholového kvaseni, u i
Sauvignon z integrované vinice tato bakterie nelddéekovana éhem celé vyroby vina.
Z bakterii rodulLactobacillus byly béhem alkoholového kvaSeni hroznového mostet op
u obou odid z ekologické vinice izolovany vSechny testovaméhg, tj. Lb. paracasei
Lb. plantarum a Lb. fermentum u odfdy Sauvignon zintegrované vinice pak pouze
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Lb. plantarum a Lb. paracasei U vSech odrd pak byly je&t detekovany bakterie rodu
Lactobacillus které na zaklad PCR nebyly zgazeny do Zadného ztestovanych druh
Porovnanim jednotlivych ofld bylo zjiS€no, Ze zjfsob gstovani vinné révy ma vliv na
druhové zastoupeni bakterii ih&ho kvasSeni vyskytujicich se v hroznovém mostein
alkoholového kvaseni.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

AFLP
ASVK
BMK
bp
CCM
CFU
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dTTP

EDTA

Lb.
MRNA

MRS

PCR
RAPD
Rep-PCR
RFLP

RNA

polymorfizmus délky amplifikovanych fragmént

aktivni susené virtaké kvasinky

bakterie ml€ného kvaSeni

par bazi (base pair)

Ceska sbirka mikroorganign{Czech Collection of Microorganisms)
paet kolonietvornych jednotek (colony forming unit)
deoxyadenintrifosfat

deoxycytosintrifosfat

deoxyguanosintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidtrifosfat
deoxytymidintrifosfat

etylendiamintetraoctova kyselina

Leuconostoc

Lactobacillus

mediatorova RNA

Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium)

Oenococcus

Pediococcus

polymerazoveéetizova reakce

nahodna amplifikace polymorfni DNA
interrepetitivni PCR

polymorfizmus délky restrtkich fragment

ribonukleova kyselina
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SDS
TBE

TE
Tris-HCI

tRNA
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Saccharomyces

dodecylsulfat sodny

Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochtbri

transferova RNA
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Cast vysledlt byla publikovana ve forthabstraktu a bude prezentovana formou posteru na
konferenciChemistry and Lifee dnech 14. — 16. #&011 v Brg.

Occurence of lactic acid bacteria in grape must diing
alcoholic fermentation

Markéta ValicovaJiiina Omelkova, $panka Trachtova,
Alena Spanova

Vysoké deni technické v Ben Fakulta chemicka,
Purkyiova 464/118, 612 00 Brno
xcvalicova@fch.vutbr.cz

Winemaking can be summarized as
the biotransformation of must into wine, which &rmed
out principally bySaccharomyces cerevisiarains during
A secand

fermentation, the soalled malolactic fermentation (MLF),

the primary, i.e. alcoholic, fermentation.

assures biodeacidification that is also often eramed,
since it improves wine stability and quality. Malotic
fermentation usually takes after alcoholic
but

with the primary fermentation. During the fermerdat

place
fermentation, may also occur simultaneously
lactic acid bacteria metabolize malic acid to folaatic
acid and C@. Strain of lactic acid bacteria isolated
from wine belong to the genetactobacillus Oenococcus
and Pediococcus although MLF is largely controlled
by Oenococcus oehi

The aim of this work was to monitor the total numbe
of lactic acid bacteria occurring in grape mustinigiwine
production. The study was performed on the whitaewi
grape variety Sauvignon from both organic and irsttegl
vineyards. The isolation of pure cultures of lactcid
bacteria from mixed cultures and subsequently their
identification by polymerase chain reaction (PCR) alas
subject of the thesis. Of the total number of 2#fizal
bacterial strains isolated during the alcoholiarfentation,
22 strains were identified into the genuactobacillus

by the genus-specific PCR and the remaining 2 strains

as specieDenoccocus oenby the species-specific PCR.
Subsequently, from 22 bacterial strains of the genu
Lactobacillus9 strains were classified a$bc. paracasei
7 strains a&bc. plantarum and 1 strain akbc. fermentum

The

into species yet.

remaining 5 strains have not been identified
Then, the analysis explored the effect of the way
of wine growing (organic and integrated) on species
representations of lactic acid bacteria in grapstrduring
the primary fermentation. The experimental resshsw
that the method of wine growing had an impact othbo
the number of viable cells as well as the species
representation of lactic acid bacteria during thmlolic
fermentation of grape must. Whereas onthe firsy da
of alcoholic fermentation the number of lactic abatteria
did not differ significantly, in the later stage mimary
fermentation lactic acid bacteria developed better
in the variety from organic vineyard. SimilarlyetBpecies
representation varied; in the variety from orgariieeyard
were isolated all four tested species, while in vaeety

from integrated vineyard were isolated only two.
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