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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim vlivu kvasinek na chemické a senzorické
vlastnosti vyrabéného vina. Cilem experimentalni ¢asti bylo pomoci metody SPME-GC-MS
identifikovat aromaticky aktivni latky v kvasicim mostu a viné odridy Hibernal a ve viné
Rulandské bilé. U obou odrid byla pii vyrobé vyuzita autochtonni kvasinka izolovana v nasi
laboratofi z povrchu bobuli odridy Hibernal. Bylo zjisténo, ze ob¢€ vyrabéna vina maji pii
pouziti nasi kvasinky podobny aromaticky profil. K dal$im cilim patfilo sledovani zmén
chemickych parametri u téchto vzorkd s vyuzitim spektrofotometrickych metod a metod
HPLC. Poslednim cilem byla izolace a identifikace kvasinek z vina Rulandské bilé metodou
PCR-RFLP a porovnani téchto kvasinek s kvasinkami izolovanymi z mostu odridy Hibernal.
Identifikace byla provedena amplifikaci 5,8S-ITS tsekti DNA pomoci primerti ITS1 a ITS4 a
pro restrik¢ni analyzu byly vyuzity restrikéni endonukleazy Haelll, Hinfl, Hhal a Tagl”.

ABSTRACT

The thesis deals with monitoring of the yeast's impact to the chemical and sensorial
characteristics of produced wine. The aim of experimental part was obtaining of the aroma-
active substances in the fermenting must and wine Hibernal and wine Pinot Blanc. SPME-
GC-MS methods were used for identify wines and must aroma. The same autochthonous
yeasts were used for wine production. This yeast was isolated from surface of grapes in our
laboratory. It was found that both wines have a similar aromatic profile. The next aim was the
monitoring of chemical parameters of samples and their changes. For this measurement were
used spectrophotometric methods and HPLC methods. The last goal of the thesis was the
isolation and identification of yeasts from wine Pinot Blanc by PCR-RFLP. These yeasts were
then compared with yeasts isolated from Hibernal must. Identification of yeasts were done by
amplification 5,8S-ITS DNA stretches using primers ITS1 and ITS4. Restriction

endonuclease Haelll, Hinfl, Hhal and Taql“. were used for restriction analysis then.
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1 UVOD

Vino je alkoholicky napoj, ktery vznikd kvasenim mostu z hroznll révy vinné. Tato
kulturni plodina rostla zfejm¢ uz v obdobi druhohor a nejstarsi archeologické nalezy vina,
které pochazi z oblasti dne$niho franu a Irdku, jsou asi 7000 let staré. Dal§i nalezy pochazeji
ze starovékého Egypta, Recka a Rima. V Cechach a na Moravé se vinafstvi rozsifilo
s ptichodem Rimant asi ve 2. az 3. stoleti a v souasné dobé zaujimaji plochy vinic v Ceské
republice témét 18 000 ha. Vinohradnictvi a vinafstvi patii v posledni dobé k obortim, které
se velmi rychle rozviji. Spolu s timto rozvojem roste také poptavka po kvalitnim
a originalnim vinu, které bude mit zddané senzorické vlastnosti [1].

Na vzniku aromatickych latek ve viné se velkou mirou podileji kvasinky, které
patii kvasinky rodu Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia a Rhodotorula. K identifikaci
kvasinek se vyuziva cela fada biochemickych i mikrobiologickych metod. V posledni dob¢ se
¢im dal Castéji vyuzivaji molekuldrni techniky napiiklad PCR, sekvenovani, DNA-DNA
hybridizace, RFLP chromosomalni a mitochondrialni DNA aj [2, 3].

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci aromatickych latek v mostu a vin¢ odrady
Hibernal, ktery byl zaocCkovan autochtonni kvasinkou. Pro porovnani byly promeéieny
i vzorky vina Rulandské bilé, které byly zaoCkovany stejnou kvasinkou. VSechny tyto vzorky
pochézely z vinafstvi Stépana Matidka ze Zadovic. Dale byly také pro srovnani zméfeny
vzorky vina Rulandské bilé, které pochazely od soukromého vinate, ktery pti vyrob¢ tohoto
vina vyuzil spontanni kvaSeni. K identifikaci aromatickych latek byla pouzita metoda
mikroextrakce tuhou fazi a plynova chromatografie s hmotnostni detekci.

Déle se tato prace zabyva sledovanim zmén chemickych parametrii, jako jsou
polyfenoly, anthokyany, antioxida¢ni aktivita, ethanol, kyseliny a sacharidy v mostu odrudy
Hibernal v pribéhu kvasného procesu a ve viné odridy Rulandské bilé s vyuzitim
spektrofotometrickych metod a metod HPLC.

V préci byla také pro izolaci a identifikaci kvasinek z vina odridy Rulandské bilé
vyuzita metoda stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmentd u produkti PCR
(RFLP-PCR). Pti analyze DNA kvasinek byly vyuzity primery ITS1 a ITS4, které amplifikuji
rDNA v oblasti 5,8S-ITS. Ziskané PCR produkty byly S$tépeny pomoci restrikénich
endonukleaz Haelll, Hinfl, Hhal a Taqgl®. Ziskané fragmenty byly po elektroforetické

vizualizaci zpracovany v programu BioNumerics.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vino a réva vinna

Réva vinna (Vitis vinifera) je rostlina, ktera patii do celedi révovitych. Doriista
do vysky az 4 m a primér kmene mize dosahnou 50 cm. Kofeny mohou dosahnout délky
ptes 10 m. Plodem jsou bobule o priméru 0,4 - 1,5 cm [1].

Vino je produktem alkoholového kvaseni mostu, ktery je vyroben z hroznii révy vinné
(Vitis vinifera). Charakteristické vlastnosti vina jsou dany odridovymi vlastnostmi révy
vinné, také kvalitou hroznti pouzitych pfi vyrob¢, pribéhem kvaseni a zranim vina. Na jakost
vina maji velky vliv i klimatické podminky, hlavné slune¢ny a teply podzim bez vyraznych
srazek. Dulezita je také poloha vinice, dostatek spodni vody a pfiznivé ptidni podminky [4].

Pro tuto praci byla zvolena odriida Hibernal. Jedna se o bilou interspecifickou odridu
vyslechténou v Némecku, ktera vznikla mezidruhovym  kiizenim odrad 7053
Seibel x Ryzlink rynsky klon 239 Gm - F2 generace. Je to pozdni odrida odolna proti mrazu,
kterd vyzaduje, aby se hrozny nechaly na kefich del§i dobu. Hibernal dosahuje skliznové
zralosti asi v prvni poloviné fijna. Odrida je také odolna proti napadeni houbovymi
chorobami. Roste na suchych stanovistich a kete této odrudy byvaji stfedniho vzristu, stfedné
az hust¢ olistnéné. Hrozny jsou stfedni, volné az husté s malymi kulatymi bobulemi, které
maji pevnou slupku Sedoriazové barvy [5].

Vina této odridy jsou plné a kotenité aromatickd. Vyznacuji se vonnymi a chutovymi
znaky piipominajici grapefruit, jablko, meruiiku, broskev a luéni kvéty [6]. Pouzivaji se ¢asto

k vyrob¢ vin z pozdnich sbérti a vybéra a také k vyrob¢ biovin a barikovych vin [5].




2.2 Technologie vyroby bilych vin

Zdravé a kvalitni hrozny jsou sesbirdny ruéné nebo mechanicky a jsou pievezeny
na misto zpracovani. Poté dochdzi v mlynkoodzriovaci k odstopkovani a k oddéleni trapin
od hroznd. Ttapiny by mohly zpiisobovat nezadouci travnaté chuté ve viné. V soucasné dobé
se do provozu zavadéji nové typy separaCnich zafizeni, které jsou schopny velmi Setrné
odd¢lit bobule od ttfapin, aniz by doslo k mechanickému poskozeni bobuli. K takovymto
novym odstopkovacim zafizenim patii naptiklad Euroselect vyrobeny firmou Scharfenberg.
Toto zatizeni, jehoZ schéma je uvedeno na obr. 2-2, se sklada z vibra¢niho dopravniku,
na ktery navazuje sitovy pasovy dopravnik. Nad timto dopravnikem jsou umistény dvojice
rotorti, které jsou osazeny prstovymi hvézdicemi. Velkym piinosem tohoto zafizeni je,

ze dokaze vytiidit bobule v zavislosti na stupni jejich vyzralosti [8, 9].

Obr. 2-2:Schéma odstopkovaciho zaiizeni Euroselect[9]

Dalsim typem moderniho odstopkovaciho zatizeni je SELECTIV PROCES WINERY,
ktery byl vyroben firmou PELLENC. Toto zatizeni, jehoz schéma je uvedeno na obr. 2-3, je
tvofeno dvéma ¢astmi vibraéniho prutového ustroji, které je umisténo nad roStovym
dopravnikem. Mezi pruty kapkovitého tvaru jsou piivadény dopravnikem sklizené hrozny.
Pomoci vibraci prutové Ustroji odd€luje jednotlivé bobule od tfapin, bobule pak propadavaji
otvory v dopravniku na rost, ktery je tvofeny horizontalnimi souhlasné rotujicimi htideli.
Na rostu jsou plastové segmenty, které tvoii mezery a umoziuji propad bobuli na vynaseci

pasovy dopravnik [9].
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Obr. 2-3:Schéma odstopkovaciho zarizeni SELECTIV PROCESS WINERY (1-rostovy dopravnik, 2-
vibracni sekce, 3-Femen s prsty, 4-aktivni rost, 5-odvod primési z aktivniho rostu, 6-odvod tFapin a
primési z rostového dopravniku) [9]

.....

kvasinek, zabranuje oxidaci a utlumuje ¢innost oxidacnich enzymi. Pro tento proces se mize
vyuzit spalovani sirnych plat, nebo aplikace disifi¢itanu draselného, ktery se sype piimo
na hrozny [8, 10].

Naslednym krokem je lisovani, které piimo ovliviiuje kvalitu vina. Pii tomto kroku
dochazi k oddéleni mostu od vylisované slupky. Lisy se déli na zakladé principu lisovani
na mechanické, hydraulické a pneumatické. V zavislosti na dané odrid¢, ro¢niku, zralosti
a zpusobu lisovani Ize v priméru ziskat ze 100 kg hroznit 75 az 80 litri mostu. V modernich
provozech se v posledni dobé vyuzivaji nejCastéji lisy pneumatické, které jsou velmi Setrné
k lisovanym produktiim a snizuji riziko uvolnéni senzoricky nezadoucich latek [10, 11].

Odpadnim produktem po lisovani jsou vylisované slupky, které tvoii 25 % matoliny.
K dal8im slozkdm matoliny patii semena (8 %), stopky a tlomky tfapin (10 %) a dfefi bobuli
(57 %). Matolina obsahuje dusik, fosfor, draslik a vapnik v poméru 4:1:4:4 a obsahuje také
velké mnoZstvi organickych kyselin. MnoZstvi matoliny zavisi ptfedev§im na zplsobu
lisovani. V priméru lze ziskat jednu tunu matoliny ze tfi tun zpracovanych hroznd.
V poslednich letech se ¢im dal tim castéji uplatiiuji rizné technologie zpracovani matoliny.

Patii k nim napiiklad vyroba matolinového vina, vyroba grappy, separace semen a jejich
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lisovani k ziskani oleje, vyroba krmiv pro hospodaiska zvitata, energetické vyuziti matolin
a vyroba kompostu [9].

Vylisovany mos$t se musi zbavit zbytkd semen, duziny, tfapin, nezadoucich
mikroorganismil nebo zbytkd ochrannych piipravkl. Vyuziva se k tomu diskontinualni nebo
kontinualni odkaleni. Pfi prvnim zptsobu dochazi k sedimentaci kali v nadobé a stoceni
¢istého mostu. U kontinualniho odstifedéni se vyuziva odstiediva sila [10].

Pied kvaSenim se musi jes$té upravit cukernatost a obsah kyselin dle platné legislativy.
Ve vinai'ské oblasti Cechy lze zvy3ovat pfirozeny obsah alkoholu maximalné o 3 % obj., coz
odpovidd navyseni cukernatosti mosti a rmutli maximalné o 5 °NM a ve vinaiské oblasti
Morava lze zvySovat pfirozeny obsah alkoholu maximalné€ o 2 % obj., coZ odpovida navySeni
cukernatosti mostd a rmutti maximalné o 3,4 °NM [12].

Nasleduje proces kvaseni, ktery miize probihat bud’ spontanné nebo tizené. Po kvaseni
nasleduji metody Skoleni a zrani vina, které zahrnuji staeni vina, Cifeni vina a filtraci vina

[8].

2. ODSTRAPENI, it
1. HROZNY e 4. LISOVAN{
REPNY CUKR,
ENZXMY ZAHUSTENY MOST
5. ODKALENI .
e 6. CUKREN( 7. FERMENTACE —|
8. ODKALEN( 9. CIRENI 10. FILTRACE —|
11. ZRAN( 1

@7 13. KONZUM

12. LAHVOVAN(

Obr. 2-4: Schéma vyroby vina

2.2.1 Kvaseni

v v s

proces se uskute¢iiuje pomoci vinnych kvasinek, které preménuji cukr v mostu na ethanol,
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za vzniku oxidu uhli¢itého a tepla. Kvasinky béhem kvaseni také produkuji velké mnozstvi
novych aromatickych latek a také pfeménuji aromatické prekurzory piitomné v moStu.
Ktémto vedlejsim produktim patii napiiklad aceton, diacetyl, acetaldehyd, 2,3-butandiol,
vyssi alkoholy, glycerol, estery, kyselina citronova, octova a jantarova, které jsou podrobné
popsany v kapitole 1.4 [8].

Kvaseni mostu mize byt zahdjeno spontanné a nebo pomoci Cistych kultur kvasinek
pti fizeném kvaseni.

Spontanni kvaSeni

Pokud probiha kvaSeni spontann¢, do procesu se zapojuji kvasinky, které se pfirozené
vyskytuji v mostu a také ve sklep€, kde probihd kvasny proces. Spontanni kvaseni zahajuji
takzvané apikulatni kvasinky, které jsou pfirozenou soucasti mikroflory hroznt.
K nejvyznamngjs$im apikulatnim kvasinkam patii napiiklad rody Candida, Hanseniaspora
a Kloeckera apiculata. Pti postupném zvyseni koncentrace ethanolu je rist téchto kvasinek
inhibovan a ve fermentaci pokrac¢uji kvasinky rodu Saccharomyces. Vyhodou tohoto zptisobu
je pozitivni vliv enzymt nesaccharomycetnich kvasinek na aromatické vlastnosti vina. Vino si
zachovava sviij odrudovy charakter [10].

Soucasné vyzkumy se zabyvaji alternativami spojeni vyhod ptivodni vinohradnické
mikroflory s vyhodami pii pouziti ¢istych kultur kvasinek. Takovym zptisobem je také vyuziti
autochtonnich kvasinek, coZz jsou kvasinky izolované z prostfedi vinice, které jsou
vyselektované, pomnozené a pouzité k zakvaseni moStu. Také je zkoumano vyuzivani
smiSenych kultur kvasinek, napiiklad smiSené kultury Saccharomyces cerevisiae a Klockera
apiculata. Usp&sné byla také pouzita apikulatni kvasinka Hansenia vineae jako inokulaéni
startér pi1 fermentaci. Takto vyrobena vina byla porovndvana s viny vyrobenymi spontannim
kvasenim a s viny, u kterych byly vyuzity komer¢ni saccharomycetni kmeny. Vina vyrobena
s vyuzitim kvasinky H. vineae méla vyraznéjsi ovocny charakter, intenzivngjsi prichuté a plné

t&lo [13, 14, 15].

Rizené kvaseni

Pti fizeném kvaSeni se vyuzivaji €isté kultury kvasinek, které¢ se komeréné ziskéavaji
ve form¢ aktivnich suchych vinnych kvasinek. Tyto aktivni suché vinné kvasinky jsou
specialné vyslechténé Cisté kultury kvasinek, které jsou piesné definované. Je znama jejich
charakteristika i to, jaké senzoricky aktivni latky produkuji. Jako startovaci kultury se obvykle
vyuzivaji kvasinky S. cerevisiae, po jejichz ptidani je zajisténo dostate¢né mnozstvi kvasinek

uz od zacatku kvasného procesu. Kvaseni s vyuzitim téchto Cistych kultur kvasinek je Cisté,
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rychlé a bez postranich tont, ale velkou nevyhodou je, Ze vina vyrobena timto zptisobem maji

uz§i aromaticky profil, ztraceji odridovost a ¢asto jsou uniformni [13].

2.3 Kvasinky

Kvasinky jsou nejvyznamnéjsi slozkou kvasného procesu. Jsou to jednobunécné,
heterotrofni, eukaryotni organismy, které se zafazuji mezi houby. Maji sacharolytické
schopnosti a Casto se proto vyskytuji na surovinach obsahujicich cukr. Tvar a velikost
kvasinek miize byt rizny. Zavisi to na zptisobu vegetativniho rozmnozovani, na kultiva¢nich
podminkach a také na stafi bunck. Nejcastéji se vyskytuje tvar elipsoidni, vejcity, kulovity,
nékteré rody maji tvar citronovity, trojuhelnikovity nebo valcovity [16]. Velikost bunek je
Vv rozmezi 5-14 um. Nékteré rody mohou vytvafet pseudomycélia s blastosporami a nékteré
mohou tvofit pravé mycélium. VétSina druhli kvasinek tvofi na kultiva¢nich pidach bélave
zbarvené kolonie. Vyskytuji se ale také cervené nebo rizové kvasinky, naptiklad kolonie rodu
Rhodotorula. Nékteré kvasinky tvoii také tmavé zbarvené az Cerné kolonie, napiiklad rod
Aureobasidium [10, 17].

Kvasinky se na hroznu vyskytuji nejvice na povrchu slupky bobuli. Velkym zdrojem
kvasinek je také puda. Z vinice se do mostu dostane jen asi 1 az 3 % pozadovanych kvasinek,
ale velké mnozstvi kvasinek se do moStu dostane ze sklepa, ve kterém probihd zpracovani
hrozni a vyroba vina. Jedna se o 16 druht, z nichz ale jen 5 dokaze zcela prokvasit most.
Rozmanitost kvasinek ma velky vliv na senzorické vlastnosti vina. Kvasinky mtizeme podle
kvasného vykonu délit na:

e slabé kvasici,

e velmi dobfe kvasici,

e kiisotvorné [10].

Slabé kvasici kvasinky se pfirozené vyskytuji v mosStu a oznacuji se jako divoké
kvasinky nebo také apikulatni kvasinky. Na zac¢atku kvaseni se vyskytuji ve velkém mnozstvi
a svou cinnost konc¢i pfi koncentraci ethanolu 5 az 6 %. Pak pfebiraji kvaseni uslechtilé
kvasinky rodu Saccharomyces. Tyto typy kvasinek mohou rist za aerobnich i anaerobnich
podminek a podle téchto podminek mohou vytvaret rizné latky. K témto latkam patii
sekundarni produkty jako jsou jiz vySe zminéné vysSi alkoholy, glycerol, estery kyselin
a karbonylové slouceniny. Tvorbou téchto produkti se slabé kvasici kvasinky zna¢né podileji

na konecném buketu vina. Pfi nepfiznivych podminkéch kvaSeni mohou ale produkovat
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I zvySsené mnozstvi kyseliny octové, kterda mize mit negativni vliv na aroma vina. Zastupci
této skupiny jsou Kloeckera apiculata, Candida a druhy Metchenikowia [10, 13, 18].

Pti zvysujici se koncentraci ethanolu piebiraji hlavni roli v kvasném procesu velmi
dobie kvasici kvasinky, ke kterym patii pfedev$im uslechtilé kvasinky druhu Saccharomyces
cerevisiae. Tyto kvasinky tvofi velké mnozstvi alkoholu i zadané vedlejsi produkty [10].

Ptitomnost kiisotvornych kvasinek je naopak nezadouci, protoze produkuji senzoricky
neptijatelné produkty. Do této skupiny se tadi druhy Brettanomyces, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, Zygosaccharomyces a Saccharomycodes. Kiisotvorné
kvasinky potiebuji pfistup kysliku, a proto se vyskytuji na hladiné vin s nizkym obsahem
alkoholu [10, 17].
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Obr. 2-5: Aromaticky profil charakterizujici rizné druhy kvasinek: ISM =
isoamylalkohol; ISB = isobutanol; PR = n-propanol; ETAC = ethylacetat; ADE =
acetaldehyd; BUT = 2,3-butandiol; ACE = acetoin [18]
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2.3.1 Cytologie kvasinek

Buiika kvasinek se skladd z bunécné stény, pod ni se nachdzi cytoplazmaticka

membrana, ktera uzavird cytoplazmu s jaddrem a dal§imi organelami.

Obr. 2-6: Schéma buriky kvasinek [19]

Bunééna sténa

Na povrchu kvasinek je silna, pevna a pomérné elasticka bunécéna sténa. Tvofii 15-
25 % suché hmotnosti buniky. DrZzi tvar buniky a chrani ji pfed mechanickym poskozenim
a pred osmotickym Sokem. Hlavni sloZzkou buné¢né stény jsou glukany a mannoproteiny,
u n€kterych kvasinek ji tvoii i mensi mnozstvi glukosaminu a chitinu. Glukan tvoii 60 %
hmotnosti suché bunééné stény a chemicky se déli do tii kategorii:

e vlaknity B-1,3 glukan-je nerozpustny ve vodé, kyselin¢ octové a alkaliich a jeho

hlavni funkci je zajisténi tvaru a tuhosti bunécné stény, je vzdy piipojen k chitinu,
e amorfni B-1,3 glukan-je nerozpustny ve vodg, ale rozpustny v alkaliich, dodava

bunécné sténé pruznost a slouzi k zakotveni manoproteind,
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e [-1,6 glukan-je amorfni a rozpustny ve vodé€, spojuje slozky bunécné stény

dohromady a je mistem pro receptor killer faktoru.

Mannoproteiny tvoii 25-50 % hmotnosti bunééné stény. Chitin piedstavuje 1-2 %
bunécéné stény. V bunécéné sténé se také muize nachdzet malé mnozstvi lipidi, fosfolipida
a fosfore¢nan. Buné¢nou sténu tvoii 3 vrstvy. Vnéjsi vrstvu tvoii mannoproteiny. Ty jsou
ptipojeny k amorfnimu -1,3 glukanu, ktery spolu s vlaknitym B-1,3 glukanem tvofi vnitini
vrstvu. Vnitini vrstva je pfipojena k malému mnozstvi chitinu. B-1,6 glukan pusobi jako

cement mezi vrstvami [16, 22].

Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmaticka membrana tvoii asi 7 nm tenkou vrstvu slouzici jako osmotické
rozhrani mezi buiikou a vné€jSim prostiedim a je také sidlem transportnich mechanismil. Je
slozena z lipida a proteinti. U kvasinky S. cerevisiae obsahuje 40 % tukd a 50 % bilkovin.
V malém mnozstvi jsou také pritomny glukany a mannany. K lipidim patii hlavné fosfolipidy
a steroly. Ke tfem hlavnim fosfolipidim plazmatické membrany patii fosfatidylethanolamin,
fosfatidylcholin a fosfatidylinositol. Hlavnim sterolem plazmatické membrany je ergosterol.

V mens$i mife se vyskytuje také 24(28) dehydroergosterol a zymosterol [22].

Cytosol

Cytosol tvoii vnitini prostfedi buiiky. U mladych bun€k je prihledny a homogenni,
u starSich se objevuji zrnicka a vakuoly. Cytosol ma pH mezi 5 a 6. Obsahuje rozpustné
enzymy, glykogen a ribozomy. Probihd zde velké mnozstvi biochemickych reakci, které jsou
dulezité pfi vyrobé vina [16].

Endoplazmatické retikulum

Jedna se o systém dvojitych membran napojenych na jadernou membranu
a zasahujicich az k cytoplazmatické membrané. Membrany endoplazmatického retikula mayji
velké pory a na vnéjSim povrchu se nachazeji zrnicka polynomil s ribozomy, ve kterych se
syntetizuji bilkoviny. Tyto bilkoviny pak mohou zlstdvat ve vakuole, na plazmatické

membrané, nebo mohou byt vylu¢ovany do vnéjsiho prostiedi [22].

Mitochondrie

Mitochondrie jednotlivych bun&k se mohou lisit svou velikosti i tvarem. Casto jsou
to kulovité nebo tyové organely obklopené dvojitou membranou. Vngj$i membrana ma
hladky povrch. Vnitini membrana tvoii vychlipeniny (kristy) do mitochondrie. Jsou sloZeny

hlavné¢  z bilkovin, lipidi a  fosfolipidi  (fosfatidylcholin,  fosfatidylglycerol
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a fosfatidylethanolamin). Obsahuji také Cetné steroly, proteiny a enzymy. Obsahuji RNA
a malé mnozstvi DNA, kterd slouzi jako nositel mimojaderné dédicnosti. Hlavni funkce

mitochondrii je, Ze jsou sidlem dychacich enzymti a systému oxida¢ni fosforylace [17].

Vakuola

Velikost vakuol se zvySuje se staiim buiniky. Ma vétSinou kulovity tvar a jeji primérna
velikost je 0,3 az 3 pm. Je obalena jednou membranou. Vakuoly slouzi jako zasobnik latek.
Obsahuji v sobé hydrolytické enzymy, polyfosfaty, draselné ionty, aminokyseliny, adenosin,

kyselinu mo¢ovou a puriny [16].

Golgiho aparat
Jedna se o membranovy apardt slouzici k transportu prekurzori bunécné stény

Z cytoplazmy pies cytoplazmatickou membranu [22].

Jadro

Jadro kvasinek ma kulovity tvar, je umisténo ve stfedu bunky a je od cytoplazmy
oddéleno dvojitou jadernou membranou. Na povrchu membrany je mnoho pord, které
umoziuji vyménu malych proteinii mezi jadrem a cytoplazmou. Velikost jadra je 1-2 pm.
RozliSeni chromozomu v jadfe kvasinek je obtizné. U kvasinky S. cerevisiae bylo zjisténo
pomoci genetickych studii 16 chromozomi v haploidnim jadie. V jadie druhu Saccharomyces
cerevisiae je také nizkomolekularni DNA délky 2 um, ktera ma kruhovou strukturu
podobnou bakteridlnim plazmidim a vyuziva se v genovém inzenyrstvi. V jadru se nachazi

také jadérko, které ma srpkovity tvar a je ulozeno tésné pod jadernou membranou [16, 22].

2.3.2 Vybrané rody kvasinek
Kvasinky se mohou rozmnozovat vegetativné¢ pucenim, nebo pohlavnim zptasobem
tvorbou askospor nebo exospor. Podle zplisobu sexualniho rozmnoZovani se kvasinky déli
na tii hlavni skupiny:
e rody tvofici askospory,
e bazidiomycetni kvasinky,
e rody u nichz neni znama tvorba pohlavnich spor [16].
K rodim kvasinek, které jsou dualezit¢é z potravinaiského hlediska patii rod,

Saccharomyces, Candida, Pichia, Kluyveromyces a Kloeckera.

Rod Saccharomyces
Jedna se o nejznaméjsi a nejprozkoumanégjsi rod kvasinek. Rod Saccharomyces

obsahuje 7 druhti. Tyto druhy zkvasuji vétSinou vice cukrli, jako zdroj uhliku nevyuzivaji
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laktozu a jako zdroj dusiku nevyuzivaji NO3'. Jejich tvar je vétSinou elipsoidni, vejcity nebo
protahly. Spaji se izogamné a askospory jsou ulozeny po 1 - 4 v asku [16].

slouzi jako modelovy organismus. Vegetativné se rozmnozuje vyhradné¢ pucenim. Bunky
nejsou patogenni a maji ovalny tvar. Na vhodné pid¢ tvoii kolonie bélavé krémové barvy,
jsou vyvysené, hladké, lesklé s kruhovitym nevlaknitym okrajem. Vyznacuje se vyraznymi

fermentac¢nimi schopnostmi. Zkvasuje glukozu, galaktézu, maltézu i sachardzu [17, 21].

Rod Candida

Rod Candida obsahuje 160 druht. Patii sem kvasici i nekvasici druhy. Candida utilis
se nejcastéji vyuziva k vyrobé krmného drozdi. Buiikky maji ovalny, vej¢ity nebo cylindricky
tvar. Kolonie jsou Sedavé bilé, nizké a ploché. Uprostied jsou mirné vyvySené a okraje kolonii
jsou kruhové nebo lalo¢naté. Druh Candida boidinii vyuziva jako zdroj uhliku methanol,
Candida kefyr vyuziva laktézu a je imperfektnim stadiem druhu Kluyveromyces marxianus.
Do tohoto rodu patii ale i patogenni druhy, napiiklad Candida albicans, ktery je fakultativni
patogen [16].

Rod Pichia

Rod Pichia tvofi protahlé vegetativni buriky, které tvoii pseudomycelia. Vyznacuje se
nizkymi kvasnymi schopnostmi a c¢asto tvofi kontaminaci vina nebo piva. Na povrchu
tekutiny vytvari vzlinavou blanku, ktera se nazyva kiis. Mezi tento rod se zatazuji napiiklad

druhy Pichia farinosa a Pichia membranaefaciens [17].

Rod Kluyveromyces

Rod Kluyveromyces se vyznaCuje  nepfitomnosti hexosové represe dychani
a vegetativni faze je vétSinou haploidni. Kmeny tohoto rodu maji velkou metabolickou
rozmanitost a vysoky stupeni vnitrodruhového polymorfismu. Tvoii bélavé kolonie s vyrazné
zlutohnédym nadechem uprostied. Povrch maji hladky a leskly, mize byt ale 1 bradavi¢naty,
matny a slizky. Maji zna¢né biotechnologické vyuziti, naptiklad vyroba kefirt, syrt s plisni,
jsou schopny snizovat obsah laktéozy a produkovat enzymy z aromatickych sloucenin

a ethanolu. Patii sem Kluyveromyces marxianus , ktery je soucasti kefirovych zrn [16, 17].

Rod Kloeckera
Rod Kloeckera se vyskytuje na nezralych hroznech nebo v pidé vinice. Kvasinky
tohoto druhu snasi velmi kyselé prostiedi a zkvaSuji jen glukézu. Vyskytuji se na povrchu

hroznti a Casto zahajuji fermentaci. Vyznamnym druhem je Kloeckera apiculata. Tvofi
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kvasinky citronovitého tvaru. Rozmnozuje se bipolarnim pucenim. Kolonie jsou krémové

zbarvené, hladké a pomérné ploché [17].

2.4 Chemické slozeni hroznového mosStu a vina

Obsah riznych latek v mostu je ovlivnén pocasim, vyzralosti hroznti a také samotnou
odridou. Slozeni moStu ma poté vliv i na kvalitu vina, které se z n¢ho vyrobi. Hlavnimi
slozkami mostu je voda, sacharidy, kyseliny, mineralni latky, dusikaté slouc¢eniny, polyfenoly
a aromatické latky. Béhem kvaSeni dochazi ke zméné téchto latek, nékteré jsou zcela

odstranény a vznikaji i nové slouceniny [4].

2.4.1 VVoda

Voda je hlavni sloZkou mogtu. Jeji prim&rna koncentrace je 780-850 g-dm™. Piisobi

jako rozpoustédlo chemickych sloucenin [10].

2.4.2 Sacharidy

Sacharidy se vyskytuji v mostu v koncentraci 120-250 g-dm™. Zvy3uji plnost, texturu
a sacharoza. Glukoza a fruktéza se nachazeji v mostu ve stejném poméru a jsou kvasinkami
preménény na ethanol a oxid uhli¢ity. Glukoza je zkvasovana jako prvni. Sacharoza je
pritomna v bobulich jen v malém mnozstvi a pied zkvasenim musi nejdiive dojit k jejimu
uplnému Stépeni na glukézu a fruktdzu. V mostu se také mohou vyskytovat pentdzy, které ale
kvasinky nezpracovavaji a musi byt stanoveny samostatné jako redukujici cukry. Obsah cukru

je zakladnim kritériem klasifikace vin a odviji se od néj obsah alkoholu [8, 10].

2.4.3 Kyseliny

Koncentrace kyselin v mostu je 6-15 g-dm™

. Obsah organickych kyselin patii

k nejdulezitéjsim kvalitativnim parametrim pfi vyrobé vina a ma vyznamny vliv na barvu,

chut’ a stabilitu vina. SlouZzi také jako konzervaéni ¢inidla. Dominantnimi kyselinami jsou

kyselina vinna a kyselina jable¢na. Pfedstavuji 70-90% celkové kyselosti hroznt [10, 23].
Kyselina vinna

mikrobidlné¢ 1 metabolicky stabilni. Koncentrace kyseliny zistava relativné konstantni

i béhem zrani bobule a zfejmé nesouvisi s klimatickymi podminkami. Z kyseliny vinné vznika
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spolu s chloridem draselnym S$patné rozpustny hydrogenvinan draselny. V této formé se

vysrazi asi 0,5 az 1,5 g-dm™ kyseliny vinné [24].

Kyselina jable¢na

Koncentrace kyseliny jable¢né se béhem zrani zvysuje od 1 grdm™ do 10 g-dm™ a je
zavisla na klimatickych podminkach. Na obsah kyseliny jable¢né ma vliv také odriida hroznt.
Tato kyselina je transformovana na kyselinu mléénou béhem jable¢no-mlécného kvaseni a jeji
vysoké koncentrace mohou mit negativni vliv na organoleptické vlastnosti vina. Kyselina

jable¢na mize byt také pfeménéna kvasinkami na alkohol [24, 25].

Kyselina citronova

Je ptitomna v moStu a ve vin€ v relativné nizkych koncentracich 50 az 300 mg-dm’s,
ale mad pfimy vliv na organoleptické vlastnosti vina a je dilezitd v fizeni a rozvoji chuti
béhem a po jable¢no-mlééném kvaseni. Béhem tohoto kvaSeni je pfeménovana na diacetyl,

ktery ma maslovou chut’ [10, 24].

Kyselina mlééna
Vznika v malém mnozstvi pti jableCno-mlééném kvasSeni z kyseliny jable¢né a také

kvasinkami z kyseliny pyrohroznové [10].

Kyselina octova

Primarné vznika kyselina octova v aerobnim prostiedi oxidaci ethanolu na kyselinu
octovou. Tato kyselina mize vznikat i za anaerobnich podminek ¢innosti kvasinek v mnozstvi
0,3 a2 0,6 g-dm™. Kyselina octova je hlavni t¢kavou kyselinou vina. Pfi pomalé fermentaci se
zvySuje metabolicka aktivita kvasinek a mnozstvi této kyseliny mize byt vyssi. Pokud je
pritomna ve vysSich koncentracich, projevuje se zapachem po octu a mulze piispét
K nepfijemnym pocitim v ustech [23, 25].

Dalsi kyseliny

Ve viné se mlize v malém mnozstvi vyskytnout také kyselina jantarova, kterd vznika
odbouranim kyseliny jableéné kvasinkami a je také vedlej$i produkt kvaseni. Jeji obsah

ve ving se pohybuje v koncentraci od 0,6 az 1,2 g:dm™. Z dal3i kyselin se ve vin& v nizkych

koncentracich vyskytuje kyselina glukonova, kyselina slizova a kyselina fumarova [23, 24].

2.4.4 Mineralni latky a vitaminy
Minerélni latky jsou v mostu p¥itomny v koncentraci 2,5-5 g-dm™. Jejich mnozstvi je

ovlivnéno pocasim, druhem pudy, hnojenim, odridou a také vyzralosti hroznd.
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K nejdalezitéjSim minerdlnim latkdm patii draslik, ktery ptisobi jako aktivator enzymatickych
reakci, ovliviiuje tvorbu organickych kyselin a pH. Mezi dal$i mineralni latky patfi hot¢ik,
vapnik, sodik, také fosfore¢nany, sirany, chloridy a uhli¢itany. V malém mnozstvi miize most
obsahovat také bor, kiemik, mangan, zinek a zelezo. Minerdlni latky maji vliv na kvalitu
mostu a vina. Jejich obsah se mize snizit krystalizaci, vysrazenim nebo vyuzitim kvasinkami
[6, 8].

Vitaminy se ucastni biochemickych procest. V nejvétsim mnozstvi je pritomen
vitamin C, ktery pusobi jako antioxidant. Dale jsou zastoupeny vitaminy skupiny B, které

vyuzivaji kvasinky béhem kvaseni a jejich obsah se zvysuje pfi autolyze kvasinek [10].

2.4.5 Dusikaté slouceniny

Dusikaté sloudeni jsou obsaZeny v mostu v koncentraci 0,2-1,4 g-dm™. Jejich obsah je
zavisly na intenzité slunecniho zareni, mnozstvi srazek, teploté, pouzité agrotechnice a takeé
intenzité hnojeni révy dusikem. Dusik se vyskytuje ve slou¢eninach bilkovin, aminokyselin
a amonnych sloucenin. Tyto slouceniny jsou az ze 75 % spottebovany kvasinkami. Celkovy
obsah dusikatych slou¢enin v hotovém viné se pohybuje mezi 0,25 az 4,50 g-dm’3.
Ke zvysené koncentraci dusikatych sloucenin ve viné pfispiva pouzita vyziva pro kvasinky
a také autolyza kvasinek [5, 10, 26].

K dusikatym slou¢enindm vyskytujicich se v mostu patii:

Aminokyseliny

Volné aminokyseliny jsou prekurzory aromatickych sloucenin a maji velky vliv
na vysledné aroma vina. Dusik v aminokyselinach je dilezity pro vyzivu kvasinek a jejich
rozmnozovani. Pokud je obsah dusiku ve form¢ aminokyselin nizky, mize dochazet
K poruchim kvaseni a mohou vznikat nezadouci aromatické latky. K nejhojnéji se

vyskytujicim aminokyselindm patii prolin a arginin [23, 26].

Enzymy

Z bilkovin jsou dulezit¢ enzymy, které jsou biokatalyzatory chemickych reakei.
V mostu se vyskytuji pektindzy, které $tépi pektin a snizuji viskozitu mostu. Dale se v mostu
nachéazi oxidazy, které transportuji kyslik, invertazy $tépici sacharézu na glukézu a fruktdézu
a glykosidazy, které S$tépi glykosidické vazby a umoziuji uvolnéni aromatickych latek

do mostu a vina [10, 23].
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Mineralni dusik
V mostu se mize dusik vyskytovat také ve formé iontd NH,". Dusik v této formé

slouzi také pro vyzivu kvasinek [8].

2.4.6 Alkoholy

Ethanol

Po vod¢ je ethanol druhou nejvice zastoupenou slozkou vina. Pramérny obsah
ethanolu ve viné je 12,6 % objemovych. Vyjimecné mize dosahnout az 16 % objemovych.
Ethanol je ve viné produkovan hlavné kvasinkami béhem alkoholické fermentace cukrii
v mostu. Obsah ethanolu je dalezitym kritériem jakosti. Ma vliv na plnost vina a podporuje

aroma ve viné [23].

Methanol
Methanol je zastoupen ve viné ve velmi malém mnozstvi mezi 30 a 35 mg-dm'3.
Netvoii se alkoholovym kvaSenim ale vyhradné enzymatickou hydrolyzou methylovych

skupin pektinid. Nema vliv na organoleptické vlastnosti vina [10].

Vyssi alkoholy

Nekteré vyssi alkoholy jsou produkovany béhem fermentace, vznikaji jako odchylka
v metabolismu aminokyselin. Dosahuji koncentrace 150 a7 550 mg-dm®. Casto jsou
pod limitem detekce, ale jsou prekurzorem esterti, které maji intenzivni viing a hraji dalezitou
roli ve vin¢ a pfispivaji k jeho slozitosti. Patii sem napiiklad 2-methylpropan-1-ol
(izobutanol), n-propanol, propan-2-ol (izopropanol), n-butanol, 3-methylbutanol, 2-

methylbutanol, n-hexanol, 2-fenylethanol a n-amylalkohol [23].

Glycerol

Glycerol patii k dilezitym primarnim produktiim alkoholového kvaSeni. Minimalni
koncentrace ve ving je 5 g-dm™ ale mize dosédhnout az 15-20 g-dm™. Jeho obsah zavisi
na fermentaénich podminkach. Casto je vytvafen divokymi kvasinkami na za¢atku kvaSen.

Glycerol dodava vinu plnost a mékkost [23, 27].

2.4.7 Acetaldehyd

Obsah acetaldehydu ve ving je 500 az 100 mg-dm™. Je meziproduktem alkoholového
kvaSeni. Vznika dekarboxylaci pyruvatu. Ve velké mife je redukovan na ethanol, ale malé

mnozstvi muze prechdzet do vina. Acetaldehyd muize vznikat také chemickou nebo
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biologickou oxidaci z ethanolu. Acetaldehyd se vyznacuje charakteristickou vini, kterd mize

ptispivat k dojmu, ze je vino zoxidované [25].

2.4.8 Acetoin, 2,3-butandiol, diacetyl

Koncentrace acetoinu ve vin& je kolem 100 mg-dm™

. 2,3-butandiol je obsazen
v koncentraci 0,3 az 1,8 g-dm™® a souvisi s obsahem kvasinek. Diacetyl se vyskytuje
v koncentracich 1,3 az 2,8 mg-dm™, senzoricky vyznam mé p¥i koncentraci 2 az 4 mg-dm>,
Acetoin a diacetyl se vyznacuji maslovym aroma. Latky vznikaji kondenzaci pyruvatu
s acetaldehydem. Reakci vznik4 acetolaktat, ten je dale dekarboxylovan. Pfi oxidac¢ni
dekarboxylaci vznika diacetyl, jinak vznika acetoin. Ten vznika i redukci diacetylu. 2,3-

butandiol vznika redukci acetoinu [4, 25].

diacetyl
Hroznova stava -~  _— — T—__ .

diacetyl NAD
i T NAD*
cukry franspo cukry '\%‘
: acetolaktat .
- R acetoin ................ » acetom
V
acetaldehyd -f---f- '\

-

kyselima. . (S8
octova

i s ssiansaplassan > kyseljna jantarOVé

Obr. 2-7: Metabolicky piivod vedlejsich produktit alkoholového kvaseni [25]
2.4.9 Aromatické slouceniny

Aroma je jednim z hlavnich charakteristik, které urcuji kvalitu vina. Celkové aroma

vina je tvofeno vzdjemnym plsobenim stovek riznych vonnych a chutovych latek. Tekavé
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slozky vina tvoti az 1000 sloucenin s Sirokym rozpétim koncentrace od né€kolika miligramti az
nanogramil a toto mnoZzstvi se u rtiznych odrid li$i. Aroma vina je smés latek, které pochazeji
z hrozni, vznikaji jako vedlej$i produkty kvaseni a nebo pii starnuti vina. Podle toho
rozeznavame tii zakladni aromata, ktera vznikaji v prub¢hu zrani a vyroby vina [8].

Primarni aroma je tvofeno latkami, které jsou ptitomny ptimo v bobulich hrozni. D¢l
se na aromatické latky, které jsou typické pro danou odridu a dodavaji vinu odridovy
charakter, a na aromatické prekurzory, které jsou také typické pro danou odridu, ale projevi
se az po kvaSeni mosStu. Toto aroma tvofi pfevazné osm az deset terpenovych alkoholt,
napriklad geraniol (0,3 mg-dm™, prahova koncentrace ve ving 0,1 mg-dm™), nerol
(0,1 mg-dm™, prahova koncentrace ve ving 0,4 mg-dm?), linalool (0,4 mg-dm?, prahova
koncentrace ve ving 0,1 mg-dm™), linalooloxid (0,1 mg-dm™, prahovéa koncentrace ve ving 3-
7 mg-dm?) a o-terpinel (0,1 mg-dm™, prahova koncentrace ve vin& 0,5 mg-dm™). Tyto
monoterpenové alkoholy se projevuji sladkym, ovocnym, kvétinovym az kofenitym aroma
[8, 28].

Sekundarni aroma vznika cinnosti kvasinek pii alkoholovém kvaSeni a také
pii jablecno-mlééném kvaseni ze sacharidi. Schopnost tvofit aroma zdvisi nejen na druhu
kvasinek, ale 1 na konkrétnim kmenu. Vybér kvasinkového kmene je proto kriticky
pro pozadovany styl vina. Tyto latky se projevi az po kvaseni mostu v mladém viné. Jsou také
charakteristické pro danou odrudu. K dulezitym latkam, které maji vliv na sekundarni aroma
patii vyssi alkoholy, které pii nizSich koncentracich zaokrouhluji vysledné aroma, ale pii
vyssich koncentracich mohou mit negativni vliv na celkové aroma. Casto se vyskytuji ve viné
ve veétSim mnozstvi nez odpovida prahové koncentraci. Sekundarni aroma je tvoieno také
mastnymi kyselinami, estery, aldehydy a ketony [10].

Tercidlni aroma zptsobuji chemické reakce, které probihaji az pfi procesu zrani vina.
Dilezitou chemickou reakei jsou esterifikace, ve kterych reaguji alkoholy a karboxylové
kyseliny a vznikaji estery [10].

K vyznamnym aromatickym latkdm ve viné patfi:

Sirné slouceniny, zejména tékavé thioly

Tyto slouceniny vykazuji velmi vyrazné aroma a jsou Casto pti¢inou organoleptickych
vad vina. Bylo také ale zjiSténo, Ze nékteré typy thiold dodavaji vinu piijemné bylinné,
ovocné, mineralni nebo koufové aroma. Casto se také popisuji jako aroma zelené¢ho pepfe,
zimostraze, eukalyptu, ¢erného rybizu, rebarbory, kopfivy, grapefruitu, ovoce, broskve,

angreStu a také akitového dfeva. Ve starSim vin€ se aroma rozviji a miize pfipominat vini
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peceného masa a dokonce lanyzi. Thioly se uvoliuji v pribé¢hu macerace a béhem kvaseni.
Nejvic téchto latek bylo identifikovdno v hroznech odridy Sauvignon blanc.
K identifikovanym latkdm patii napiiklad 4-methyl-4-sulfanyl-pentan-2-on, vyskytujici se
v koncentraci jednotek az stovek ng-dm, 3-sulfanylhexylacetat o koncentraci nula az nkolik
set ng-dm™, 4-methyl-4-sulfanylpentan-2-ol, 3-sulfanylhexan-1-ol o0 koncentraci ngkolika set
ng-dm?, a 3-methyl-3-sulfanylbutan-1-ol [25].

Estery

Estery ve viné patii k nejdulezitéj$im aromatickym latkdm. Vznikaji enzymatickou
esterifikaci béhem procesu fermentace, nebo chemickou esterifikaci v pritbéhu dlouhodobého
starnuti z alkoholti a organickych kyselin. Mnozstvi esterti je zavislé na kmenu kvasinek.
Pii produkci esterd maji vyznam nesaccharomycetni kvasinky. Napiiklad ethylacetat je
produkovan prevazné kvasinkami Hansenula anomala, Candida crusei, Hanseniospora
uvarum, Metschenikowia pulcherrima a Issatchenkia orientalis. Vyznamnou esterifika¢ni
¢innosti se vyznacuji také kvasinky kmene Apiculatus. K nejvyznamnéj$im esterim ve viné
patii ethylacetat, jeho koncentrace pies 150 az 200 mg-dm™ se miZe projevit nepiijemnymi
zépachy po lepidlu a octu. K dal§im dualezitym esteriim patii izoamylacetat, izobutylacetat,
hexylacetat, 2-fenylethylacetat, ethylbutanoat, ethylhexanoat, ethyloktanoat a ethyldekanoat.

Tyto estery jsou charakteristické ovocnym a kvétinovym aroma [25, 30].

Terpeny

V hroznech révy vinné bylo identifikovano asi 50 terpenovych sloucenin. Nejvice jsou
zastoupeny monoterpeny. Ty se v mensi miie vyskytuji ve formé jednoduchych uhlovodikd,
ale pfevazné ve formé terpenickych alkoholi. K nejvyznamnéj$im slou¢eninam patii linalool,
geraniol, nerol, terpinol, citronelool, limonen a myrcen. Tyto latky maji pfevazné kvétinovou
vini a jejich ¢ichové prahové hodnoty jsou velmi malé. Jejich obsah ve viné se liSi
v zavislosti na odridé a mize dosahovat koncentrace vyssi nez 6 mg-dm™ u intenzivnd

aromatickych muskatovych odrad [23, 31].

Methoxypyraziny

Methoxypyraziny patfi mezi vyznamnou skupinu pyrazini vyskytujici se ve viné. Tyto
latky vznikaji jako sekundarni produkty pii pfeméné a tvorbé aminokyselin a i pfesto, Ze se
vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (35-10° ng-kg, Sauvignon blanc), maji velky vliv
pfi dotvéafeni chuti i viiné u nekterych odriild vina. Nejdominantnéjsi slouc¢eninou je 2-

methoxy-3-isobutylpyrazin, ktery se projevuje bylinnym, travnatym, paprice podobnym
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aroma. Mize také pripominat aroma zeleného pepie nebo chiestu a vyskytuje se prevazné

Vv odridach Sauvignon, Cabernet Sauvignon, Cabernet Moravia a Merlot [1, 25].

Norisoprenoidy

Norisoprenoidy vznikaji oxidativni degradaci karotenoidd. Nejvyraznéjsi aromatické
vlastnosti maji norisoprenoidy se 13 atomy uhliku. Z chemického hlediska je mizeme délit
na megastigmany a non-magastigmany. Megastigmany jsou oxidované C13 norisoprenoidy.
Do této skupiny patii B-ionon, jehoz aroma ptipomina fialky nebo maliny (prah vnimani
ve vode 7 ng-dm'g) a B-damascenon, ktery se projevuje kvétinovym a tropickym aroma (prah
vniméni ve vod& 2-4 ng-dm™). Dale se miiZe ve ving vyskytovat 3-hydroxy-p-damascon a 3-
oxo-a-ionol. Non-megastigmany neobsahuji v boénim fetézci kyslik. K nejvyznamnéjsim
zastupcum této skupiny se fadi 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen (TDN). Tato latka se
projevuje petrolejovym aroma a jeji prah vnimani je 20 ug-dm'3. K dalsim latkam
vyskytujicim se ve viné patii vitispiran a actinodol, které maji viini pfipominajici kafr a 4-
(2,3,6-trimethylfenyl)buta-1,3-dien (TPB), jehoz aroma pfipomina pii nizkych koncentracich

posekanou travu, ve vysSich koncentracich ma spise Stiplavé az technologické viiné [23, 29].

2.4.10 Polyfenoly

Obsah fenolickych latek zavisi na odrtidé€ vina a je velky rozdil ve slozeni fenolickych
latek mezi bilymi a Cervenymi viny a také mezi starymi a mladymi viny. Polyfenoly se
nachazeji ve velkém mnozstvi v tfapin€, duziné, ve slupce bobuli a také v semenech. Odtud se
pak dostavaji i do vina. Obsah polyfenolickych latek ve viné je ovlivnén pouzitou technologii
pii vyrobé vina, naptiklad maceraci rmutu, alkoholovou fermentaci, oxidaci, ¢ifenim, filtraci
a zranim. Fenolické latky maji vliv na antioxida¢ni vlastnosti vina, hoikou a trpkou chut,
u ¢ervenych vin odpovidaji za barvu a u bilych vin se mohou podilet na oxidativnim hnédnuti.
K nejvice zastoupenym fenolickym latkam ve ving patii fenolové kyseliny, flavonoly, flavan-
3-oly, stilbeny a anthokyany [8, 23].

K fenolickym kyselindm obsazenych ve vin€ patii predev§im derivaty kyseliny
skoficové a kyseliny benzoové. Obsah téchto kyseliny se u bilych vin pohybuje v rozmezi 10-
15 mg-dm™, u Gervenych vin 100-200 mg-dm™. Do této skupiny se fadi napiiklad kyselina p-
kumarova, kyselina kdvova, kyselina ferulova dale pak kyseliny p-hydroxybenzoova, kyselina
vanilinova, kyselina gallova a kyselina salycilova [10, 33].

Flavonoly se ve viné Casto vyskytuji ve form¢ glykosidi. K nejvice zastoupenym
flavonoliim ve vin¢ patii kvercetin, jehoz koncentrace se v moravskych vinech pohybuje

v rozmezi 0,25-5,34 mg-dm™, dale myricetin, rutin, kaemferol a isorhamnetin [34, 35].
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Ze skupiny flavan-3-oli se ve viné vyskytuje v nejvysSich koncentracich katechin
a epikatechin. Primérna koncentrace katechinu v bilém ving je 28 mg-dm?, v &erveném ving
46 mg-dm®. U epikatechinu se koncentrace u bilého vina pohybuje okolo 34 mg-dm™
a U erveného vina okolo 33 mg-dm™ [36].

Ze stilbend je ve viné nejvice zastoupen resveratrol. Koncentrace trans-resveratrolu se
ve francouzskych &ervenych vinech pohybuje okolo 0,9 az 3,8 mg-dm?®, u bilych vin
do 0,2 mg-dm™. V moravskych vinech ve velkopavlovické oblasti byl zjistén obsah trans-
resveratolu az 7,8 mg-dm™. Cis-resveratrol vznika na pocatku kvaeni a v pribshu dalsiho
kvaSeni jeho obsah klesa. Koncentrace cis-resveratrolu byla u ¢ervenych francouzskych vin
naméFena okolo 0,9 mg-dm™ [34, 36, 37].

Anthokyany jsou Cervena barviva hroznl. Nachazeji se pifevazné ve slupkach. Jejich
mnozstvi je specifické pro rizné odrudy. Nejzastoupenéjsi je malvidin. Jeho koncentrace je
na po¢atku kvaseni u Gervenych vin na arovni 100 a7z 1500 mg-dm™ a po prob&hlém kvaseni
a starnuti vina dosahuje koncentrace 0-50 mg-dm™. Dale se ve vin& vyskytuje cyanidin,

petunidin, peonidin a delphinidin [23].

2.5 Metody pro analyzu aromatickych latek

K vyznamnym metodam stanoveni aromatickych latek patii dvoukrokova analyza.
Prvnim krokem je mikroextrakce tuhou fazi. Naésleduje plynova nebo kapalinova
chromatografie. K nejpouzivanéjSim detektorim patii plamenové ioniza¢ni detektor

a hmotnostni detektor.

2.5.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Metoda mikroextrakce tuhou fazi (SPME) byla vyvinuta v roce 1989 J. Pawliszynem.
Mikroextrakce tuhou fazi je jednoducha izola¢ni metoda, ktera spojuje proces vzorkovani
a proces extrakce. Tato technika je moderni, G¢inna, dochazi pti ni k redukci organickych
rozpoustédel a podstatné je pii ni zkrdcena doba extrakce. Je také pouzitelnd v Sirokém
koncentra¢nim rozsahu. Pofizovaci a provozni naklady SPME jsou nizké. Nejcastéji se tato
metoda vyuziva ve spojeni s plynovou nebo kapalinovou chromatografii. Pti pouziti vhodné
detek¢ni metody je metoda selektivni a citlivd. Metoda SPME se vyuZivd pro stanoveni
kvalitativni i kvantitativni [38, 39].

Principem metody je expozice malého mnozstvi sorbentu nadbytkem vzorku. Analyty
jsou sorbovany na vlakng, dokud neni dosazeno rovnovahy. Zatizeni pro vzorkovani pomoci

SPME se skladé z kfemenného vldkna dlouhého 1 cm, které je umisténo uvniti duté ocelové
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jehly. Fotografie vlakna pofizena v laboratofi je na obrazku 2-8. Vlakno je pokryté riznymi
typy stacionarnich fazi. Tyto stacionarni faze se mohou lisit polaritou i sorpénimi vlastnostmi.
Ocelova jehla chrani vldkno ptfed mechanickym poskozenim a slouzi také k propichnuti septa
v zatce vialky. Jehla se zasune do vzorku, vlakno se vysune z jehly pomoci pistu a dochazi
k sorpci. Po dosazeni sorpéni rovnovahy se vlakno zasune pistem zpét dovniti jehly a cela
jehla se vytahne ze zkumavky, vlozi se do nastfikového prostoru chromatografu a vldkno se
pistem opé&t vysune. Analyt se tepeln¢ desorbuje a je unasen na GC kolonu [38, 40].

Metoda SPME je citlivd a je ovlivnéna velkym mnozstvim faktord, kterymi jsou
naptiklad polarita a tlouStka stacionarni faze, teplota vzorku, zpiisob vzorkovani, michéani

a objem vzorku, iontova sila roztoku a hodnota pH.

Obr. 2-8: SPME vidkno

Rozlisuji se tti zakladni typy extrakce:

e extrakce piima (Direct Immersing SPME, zkratka DI-SPME) - vlakno se pfimo
ponoii do vzorku, tato metoda je vyuzivana piedevsim pro kapalné vzorky,

e extrakce headspace (Headspace SPME, zkratka HS-SPME) - dochazi k extrakci
analytu z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadob&, metoda se vyuziva pro
extrakci tékavych latek,

e membranov¢ chranéna extrakce (Membrane protected mode) - extrakéni faze je

od vzorku oddélena membranou [38, 39, 40].
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Obr. 2-9: Schéma primé SPME a headspace SPME [41]
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2.5.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je zalozena na rozdé€leni slozek vzorku mezi dvé vzajemné
nemisitelné heterogenni faze, fazi pohyblivou - mobilni a fazi nepohyblivou - stacionarni.
Mobilni fazi je nosny plyn. Stacionarni faze u napliovych kolon miize byt pevna latka nebo
vysokovrouci kapalina nanesend na pevném inertnim nosi¢i. U kapildrnich kolon je
stacionarni fiaze nanesena v tenké vrstvé pfimo na sténu kapilary. Vzorek se nastfikuje
do nastiikové komory, kde se odpafi a ve formé par je proudem plynu unasen na kolonu.
V kolon¢ pak dochazi k rozdéleni slozek postupnym zachytdvanim na stacionarni fazi.
Nejdiive kolonu opousti latky méné zachytavané. Slozky, které opousti kolonu jsou
detekovany na detektoru. Po vyhodnoceni signalu z detektoru a z ¢asového prubéhu intenzity
signalu se ur¢i kvantitativni zastoupeni a druh slozek. Vysledkem grafického zdznamu jsou
chromatogramy [42, 43, 44].

Plynova chromatografie je rychla, citlivd, je potfeba malé mnozstvi vzorku a dochazi
pfi ni k ufinné separaci latek. Nejcastéji se pouziva k analyze tékavych latek, plynd,
nedisociovanych kapalin, pevnych organickych latek a organokovovych slou¢enin [42,

43, 44].

Obr. 2-10: Pouzity GC/MS
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Schéma plynového chromatografu je uvedeno na obr. 2-11. Plynovy chromatograf se

sklada z téchto ¢asti:

zdroj nosného plynu - tlakova lahev obsahujici vodik, dusik, helium nebo argon,
Cistici zafizeni - zachycuje vlhkost a neCistoty v nosném plynu,

regulacni systém - zajist'uje staly nebo naprogramovany prutok nosného plynu,
davkovaci zatizeni - slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu, mize se
jednat o pfimy nastiik do kolony, nastiik pomoci délice toku a bezdélicovy nastiik,
chromatografickd kolona - obsahuje stacionarni fazi a dochdzi v ni k separaci
slozek, mize byt napliova nebo kapilarni,

termostat - zajistuje dostateéné vysokou teplotu davkovace, kolony i detektoru,
zajistuje izotermickou analyzu i analyzu s programovanou zménou teploty,
detektor - slouzi k detekci latek v nosném plynu, detektory v plynové
chromatografii  jsou tepelné-vodivostni, plamenové ionizacni, detektor
elektronového  zachytu, fotoioniza¢ni, spojeni plynové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem (GC/MS), ve kterém jsou ionty analyzovany
kvadrupolovym analyzatorem nebo iontovou pasti, pro kazdou slozku smési lze
ziskat jeji hmotnosti spektrum, porovnat s knihovnou spekter a identifikovat ji,
zafizeni pro zpracovani signalu detektoru a jeho zaznam,

zatizeni na vyhodnoceni analyzy [44].

Nosny plyn Pomocné plyny Vstup vzorku Detektor Signal

A
J

|

Termostat

Obr. 2-11: Schéma plynového chromatografu [45]

2.6 HPLC s ELSD detektorem

Pro kvalitativni i kvantitativni analyzu rGznych parametrti ve vin€ se vyuZiva cela fada

analytickych metod. Siroce vyuzivané jsou chromatografické metody, které jsou u¢inné
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amaji vysokou specifitu. K témto metodam patii také vysoce uCinnd kapalinova

chromatografie.

Vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography

- HPLC) pouzivé jako mobilni fazi kapalinu. Stacionarni faze obsahuje velmi malé Castice

pravidelného tvaru, které homogenné¢ vypliuji kolonu a pritok mobilni faze musi byt proto

pod vysokym tlakem.

Tato metoda se vyuziva pro analyzu polarnich i nepolarnich latek, pro malo tékavé,

tepelné nestabilni i vysokomolekularni latky. Vyhodou je, Ze 1ze ovlivnit separaci slozenim

mobilni faze.

Jednotlivé ¢asti kapalinového chromatografu jsou:

zasobniky mobilni faze s odplyiiovacem

vysokotlaké ¢erpadlo

davkovaci zafizeni - nejCastéji se vyuziva Sesticestny ventil s vymeénitelnou
Spickou plnény injekcni stiikackou

kolona - vyhradné napliova

detektor - fotometricky, refraktometricky, fluorescen¢ni, FTIR detektor,

elektrochemické detektory, spojeni s hmotnostni spektrometrii, ELSD [44].

2.6.1 ELSD

Evaporative Light Scattering HPLC Detector se vyuziva k detekci latek, které

neobsahuji chromofor ani fluorofor. Metoda se pouziva napiiklad k detekci sacharidd,

fosfolipidi a aminokyselin. Detektor je univerzalni, 1ze pouzit i pro gradientovou eluci a je

destruktivni. Princip metody je zaloZen na zaznamenavani rozptylu svétla na Casticich

analytu, které vznikly pfi zmlzeni eluentu a odpaienim rozpoustédla [46, 47].

5

9

Obr. 2-12:ELSD detektor, 1-vstup eluentu, 2-vstup inertniho plynu, 3-odpad
eluentu, 4-zmlzovac, 5-zmlzeny eluent se solutem, 6-evaporacni komiirka, 7-
optickd komiirka, 8-zdroj zareni, 9-fotodetektor [47].
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2.7 Polymerazova retézova reakce

Metody izolace a identifikace kvasinek prochazeji v poslednich letech vyraznymi
zménami. Klasické biochemické a mikrobiologické metody jsou nahrazovany modernimi
molekularnimi metodami, které jsou snadné a rychlé. Jednou z téchto metod je i metoda PCR-

RFLP.
Polymerazova fetézova metoda (PCR) je metoda, diky niz je mozno amplifikovat

specificky tisek DNA in vitro. Umoznuje ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci DNA
Vv mnoha identickych kopiich.

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézcl vybranych
usekd dvoufetézcové DNA ve smér 5'—=3". Tato syntéza je katalyzovana DNA-polymerazou.
Usek nukleotidové sekvence vybrany k amplifikaci je vymezen pfipojenim dvou primert,
které se navazou na protilehlé¢ fetézce DNA tak, Ze jejich 3'-konce sméfuji proti sobeg.
Po ptfidani DNA-polymerazy a nukleotidi probiha syntéza novych vldken na obou

matricovych fetézcich protismérné [48].

2.7.1 Pribéh PCR

Pti PCR se v zavislosti na teploté reak¢ni smési pravideln€ sttidaji tii kroky. Prvnim
krokem je denaturace dvouietézcovych molekul, nasledujicim krokem je piipojeni primert
k oddélenym fetézciim a poslednim krokem je syntéza novych fetézci DNA prostfednictvim
DNA-polymerazy.

e Denaturace dvouretézcové DNA

Pti denaturaci dochazi k rozruSeni vodikovych miistkii v molekule DNA a vznikaji dvé
jednotliva vlakna. Tento krok probiha pii teploté¢ 94 °C a trva 20 az 30 sekund. V prvnim
cyklu byva denaturace prodlouzena, aby mohla probéhnou uplna a kompletni denaturace
templatu.

e Annealing-pfipojeni primerd

Pti tomto kroku dochazi k nasedani primerii na specifickd mista oddélenych fetézct
templatové DNA. D¢j probiha po dobu 20 az 40 sekund pfti teploté 50 az 60 °C. Teplota zavisi
na teploté tani primerd. Pro vznik stabilnich vodikovych mistki musi byt sekvence
komplementarni s primery.

e Elongace-prodluzovani primeri

Pti elongaci dochdzi k pfirtistani vlakna DNA, které je komplementarni k ptivodni
molekule DNA, ve sméru 5 konce ke 3" konci. Syntéza novych fetézcli DNA je katalyzovana

DNA-polymerazou a teplota tohoto kroku proto zavisi na pouzit¢ DNA-polymeraze.
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K nejcastéji vyuzivanym patii Taq-polymeraza, kterda ma optimalni aktivitu pii 75 az 80 °C.
Pfi optimalnich podminkéach je v kazdém kroku elongace mnozstvi DNA zdvojnasobeno.
V poslednim cyklu dochédzi k prodlouzeni syntézy na 5 az 15 minut, aby byl fetézec plné
dosyntetizovan a vyloucil se vyskyt netiplnych fragmentt [48, 49].

Tyto tfi kroky se cyklicky opakuji. Optimalni pocet cykli se vétSinou pohybuje
vrozmezi 25 az 35 cykli a je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA.
Exponencialng se syntetizuje aZ 10° kopii vybraného useku DNA, ktery je definovéan primery.
Vysledny produkt PCR se nazyvd amplikon. Reakce probihaji v termocykléru, coz je
termostat ve kterém se automaticky méni teplota v naprogramovanych casovych intervalech

[49, 50].

5 3’
3 5
‘L DENATURACE

vytvorfi jednofetézcové
molekuly DNA

95°CM5 s

ANNEALING/NASEDNUTI
primerl na jednofetézcovy
templat DNA

62°CM min l

primer A
5 5
% 5

primer B

ELONGACE

72°C/1 min 30's 'L syntéza novych fetézcli DNA

5 5 — 1
C S— 5 5

30x V kazdem cyklu se pocet 30x
molekul zdvojnasobi

Obr. 2-13: Schéma PCR [51]

2.7.2 Komponenty pro PCR smés

Reak¢ni smés po polymerazovou fetézovou reakci o obvyklém objemu 25-100 pl se
sklada z téchto komponent:
e PCR voda - redestilovana voda se pouziva na doplnéni PCR smési na pozadovany
objem.
e PCR pufr - je dodavan spolu s enzymem a zajistuje optimalni podminky pro

maximalni aktivitu enzymu. Jeho dilezitou slozkou jsou ionty Mg®" které jsou
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potiebné pro udrzeni enzymatické aktivity DNA-polymerazy. Dale pufr obsahuje
tris-HCl a KCI.

dNTP - 3'-deoxynukleosid-5'-trifosfaty tvofi zakladni stavebni kameny nové
syntetizované DNA. Obvykle smés obsahuje ekvimolarni mnozstvi kazdého
nukleotidu o vysledné koncentraci 200 az 250 uM. ZvySena koncentrace dNTP
miize inhibovat PCR.

primery - jsou dva chemicky syntetizované oligonukleotidy slozené obvykle z 18
aZ 24 nukleotidd. Musi byt komplementarni k templatové DNA urcené
k amplifikaci, m¢ly by obsahovat stejné mnozstvi vSech ¢tyf bazi s rovnomérnym
zastoupenim cytosinu a guaninu, nemély by obsahovat sekundarni strukturu
anemély by byt vzdjemné komplementarni. Oba primery musi mit podobnou
teplotu tani, kterd se obvykle pohybuje okolo 55 °C az 65 °C. Optimalni
koncentrace primerit ve smési je v rozmezi 0,1 az 0,6 uM. Volbou spravnych
primert se urci specifita reakce.

DNA polymeraza - katalyzuje syntézu nového fetézce DNA ve sméru 5'—3" podle
sekvence nukleotidii v komplementarnim fetézci templatu DNA od mista navazani
primeru. Na zacatku cyklu dochazi k denaturaci templatové DNA pii teploté
95 °C, proto se pouzivaji termostabilni polymerdzy. K nejcastéji vyuzivanym patii
Tag-polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus, ktery Zije
V horkych pramenech. Kromé této polymerazy se také pouzivaji Pwo a Pfu DNA-
polymerazy, které jsou izolované z Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus. Tyto
enzymy maji polymerazovou aktivitu, ale také 3'—5" exonukledzovou aktivitu.
Tyto polymerazy ale nejsou schopny syntetizovat dlouhé useky DNA.

templatova DNA - jedna se o usek izolované DNA, ktery zahrnuje sekvenci
vymezenou ob&éma primery. Touto DNA mulze byt napiiklad fragment DNA,
genomovd DNA, rekombinantni plazmid, DNA bakteriofaga, nebo jakykoliv
vzorek, ktery obsahuje DNA. Optimalni koncentrace templatové DNA je
u kvasinek 10 ng-ul™ [48, 49, 52].



PTC-100" Programmable Thermal Controller

Obr. 2-14: Pouzity termocyklér

2.7.3 Zpusoby vyhodnoceni PCR

K cCastym zplsobiim identifikace a purifikace PCR produktl se vyuziva elektroforéza
Vv agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Gel je tvofen siti polymernich molekul s pory.
Principem této metody je migrace elektricky nabitych castic v elektrickém poli. Elektrické
pole je tvofeno vlozenim konstantniho elektrického napéti mezi elektrody. Jedna se
0 nedestruktivni metodu, kterou Ize detekovat az 1 ng DNA.

Pti pfipravé gelu je dulezité zvolit vhodnou hustotu, aby doslo k optimalnimu
rozdé€leni fragmenti DNA. Pomoci hiebinku se pfi tuhnuti vytvoii jamky, do kterych jsou
davkovany produkty PCR. Po vlozeni napéti jsou produkty PCR déleny na zaklad¢ své
molekulové hmotnosti. Dochazi k separaci ve sméru prochazejiciho napéti od katody k anodé.
Doba separace je 2 az 3 hodiny. Po separaci dochdzi k obarveni gelu nejcastéji ethidium
bromidem, ktery se vaze do struktury DNA. Po ozéafeni UV zafenim o vlnové délce 260 az
360 nm cerveno-oranzové fluoreskuje. Diky tomu je umoZnéna vizualizace a detekce
vysledkli gelové elektroforézy DNA. Velikost PCR produktll je porovnavana s DNA
standardem (tzv. Zebtfickem), ktery obsahuje fragmenty o znamé velikosti. Standard se voli
podle velikosti délenych fragmentt [44, 52].

K dal§im zptsobiim vyhodnoceni PCR patii naptiklad kvantitativni PCR v redlném
Case, hybridizace na DNA-Cipech, stanoveni sekvence DNA, elektroforetickd separace
produktti za specifickych podminek pro detekci sekvenénich polymorfizml denaturaéni
gradientovou elektroforézou (DGGE), imobilizace PCR-produktli na membrané a teckova

hybridizace se znacenymi alelové specifickymi oligonukleotidy (ASO) nebo zpétna teckova
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hybridizace s riznymi ASO imobilizovanymi na membrang, hybridizace s neradioaktivné
znaCenou sondou komplementarni k ¢asti sekvence amplifikovaného tuseku a detekce
enzymoimunoanalyzou v mikrotitra¢ni desticce (PCR-EIA/ELISA), analyza polymorfizmu
konformace jednofetézcovych forem (SSCP) a polymorfizmus délky restrik¢nich fragmentt
(RFLP) [48].

Obr. 2-15: Probihajici elektroforéza

2.7.4 Stanoveni polymorfizmu délky restrikénich fragmentt u produkti PCR

PCR-RFLP je modifikaci standardni PCR. Tato metoda je pouzivana k typizaci cilové
sekvence genu, ktery obsahuje sekven¢ni polymorfizmus. Pfi PCR-RFLP je urcita sekvence
nukleové kyseliny amplifikovana pomoci PCR a poté je vznikly amplikon pomoci
specifickych enzymu nazyvanych restrikéni endokukleazy stépen podle specifickych sekvenci
v restrikénich mistech. Tato restrikéni mista jsou pomérné kratka a obsahuji 4 az 8
nukleotidovych pard. Pti $tépeni DNA jednim enzymem vznikaji v uréité ¢asti molekul DNA
pti kazdé analyze stejné specifické fragmenty. Podle téchto fragmentl dochéazi k identifikaci
dan¢ho mikroorganismu. Pocet a délka fragmentli je pro dany organismus specificka.
Fragmenty jsou vyhodnoceny pomoci gelové elektroforézy [48].

Pouzivané restrikéni endonukledzy jsou enzymy bakteridlniho plivodu které jsou
schopné $tépit dvoufetézcovou molekulu DNA hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb.
V soucasné dobé je znadmo asi 1500 bakterialnich restrikénich endonukleaz. Jejich nazev se
skladd z pocatecniho pismene rodového a prvnich dvou pismen druhového jména
mikroorganismu, ze kterého byly restrikéni endonukledzy izolovany. Pti identifikaci kvasinek
se naptiklad vyuziva restrikéni endonukleaza Hinfl, ktera byla izolovana z Haemophilus
influenzae [52, 53].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo pomoci metody SPME-GC-MS
identifikovat senzoricky aktivni latky pfitomné ve vzorcich kvaseného mostu odriidy Hibernal
a ve viné odridy Rulandské bilé. K dalSim cilim patfilo sledovani zmén chemickych
parametri v mostu v pribéhu kvasného procesu s vyuzitim spektrofotometrickych metod
i metod HPLC. Poslednim cilem byla identifikace kvasinek pfitomnych v mostu s vyuzitim

molekularné biologické metody.

3.1 Pouzité chemikalie, piistroje a pomucky

3.1.1 Chemikalie

e Agar, kvasni¢ni extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)

e Agardza pro elektroforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.0., CR)

e ADH Sigma 7011-7,5 KU

e Délkovy standard 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.0., CR)

e dNTP mix (Invitek, Némecko)

e DPPH (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Ethidium bromid (Serva Bitech, Némecko)

e Folin - Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta, CR)

e Komeréni sada Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth
Pharmacon spol.s.r.o., CR)

e Kyselina gallovéa (Penta, CR)

e Quant-iT™ ds DNA HS Assay Kit 0,2 — 100 ng

e Taq DNA polymerasa (Invitek, Némecko)

e 10x Taq pufr pro PCR mix (Invitek, Némecko)

e Primery ITS1, ITS4 (Invitek, Némecko)

e NanaSeci pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)

e Restrikéni endonukleasy — Hinfl, Haelll (BioLabs, TaKaRa)

e Ethanol, methanol, EDTA, Tris, H3;BO3, NaOH, CH3COONa, HCI, Na,COs

e Fruktoza, gluk6za, sachar6za (Lachema a.s., CR)

e Kyselina citronovd, vinna, jable¢n4, jantarovd, mlécné a octova (Lachema a.s.,
CR)

e Parafinovy olej

e Sladina (pivovar Brno)

e Sterilni a deionizovana voda
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3.1.2 Plyny

e Helium, &istota 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska
republika

3.1.3 Pristroje a pomiicky

e Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem
(ThermoFisherScientific Inc., Waltham, MA, USA)

e Hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole (ThermoFisherScientific
Inc., Waltham, MA, USA)

e Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)

e SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 pm, Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, USA

e HPLC Agilent Technologies 1200 Infinity Series

e HPLC Waters 2487

e Spektrofotometr HeAios Delta (Spectronic Unicam, UK)

e pH metr

e Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e Bakteriologické klicky

¢ Bunicita vata

e Bunsenilv kahan

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

e Elektroforeticka vana Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech
s.r.o., CR)

e Exsikator

e Laboratorni sklo

e Lednice a mrazdk k uchovani vzorkit DNA

e Mikropipety Biohit (Biotech s.r.0., CR)

e Mikropipety pipetdu (AHN Biotechnologie GmbH, Némecko)

e MikrovInna trouba ETA 1195 (CR)

e Mikrozkumavky Eppendorf

e Minicentrifuga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.o., CR)

e NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)

e Parafilm (American Nacional Can™, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Itélie)

e Plastové Petriho misky

e Predvazky EK - 600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)

e SuSarna (Binder, Némecko)

e Sterilni box pro mikrobiologickou préci
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e Termocyklér PTC - 100™, (MJ Research, Inc, USA)

e Termostat IP 100 - U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britanie)
e Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

e Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.0., CR)

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

3.1.4 Realné vzorky vina

Pro analyzu aromatickych a chemickych latek byly pouzity vzorky mosti odridy
Hibernal a vzorky mladého vina odridy Rulandské bilé. Oba mosty byly zakvaseny
autochtonni kvasinkou, ktera byla izolovana minuly rok z bobuli odriidy Hibernal. Tyto
vzorky poskytlo vinaistvi Stépana Manaka ze Zadovic. Vzorky odriidy Hibernal byly
odebrany v prabéhu kvasného procesu (HIB-0 az HIB-4), na pocatku zrani vina (HIB-5)
a po odlezeni vina na kvasinkach (HIB-6). Odbér HIB-0 je vzorek odebrany jesté pied
zakvasenim autochtonni kvasinkou. Poté byl most piefiltrovan a zaockovan autochtonni
kvasinkou. Vzorky HIB-1 az HIB-4 jsou odebrany v prubéhu kvasného procesu. U vzorku
HIB-5 se jednd o mladé vino na pocatku jeho zrani a vzorek HIB-6 je vzorek vina, které
leZzelo na kvasinkach. Vzorek vina RB je mladé vino, které vzniklo také s vyuzitim stejné
autochtonni kvasinky. Pro porovndni aromatického profilu byl zméfen 1 vzorek vina
Rulandské bilé¢ (RB-S), ktery pochazel od soukromého vinate a vznikl spontannim kvasenim.
Po odebrani byly vzorky zmraZzeny a uchovany v mrazicim boxu. Pfed kazdou analyzou byly
vzorky rozmraZzeny a ihned proméieny. Tab. 3-1 udava seznam odbéra vzorku.

Pro izolaci a identifikaci kvasinek byly pouzity vzorky mladého vina Rulandské bilé
(RB) z vinafstvi Stépana Matidka. Tyto kvasinky byly porovnany s kvasinkami
identifikovanymi ze vzorkli odridy Hibernal. Tyto vzorky byly piefiltrovany pies
bakteriologické filtry, které byly nasledné dany kultivovat na pevné médium do termostatu.

Tab. 3-1: Seznam odbérii mostu

Vzorek Datum odbéru
HIB-0 28.10.2015
HIB-1 2.11.2015
HIB-2 4.11.2015
HIB-3 6.11.2015
HIB-4 9.11.2015
HIB-5 23.11.2015
HIB-6 15.3.2016
RB 28.10.2015
RB-S 1.11.2015
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3.2 ldentifikace aromaticky aktivnich latek metodou GC

3.2.1 Podminky SPME-GC-MS
Podminky SPME extrakce

e Doba inkubace: 10 min

e Doba extrakce: 20 min

e Teplota extrakce a inkubace: 40 °C

e Agitator zapnuty 5 s, vypnuty 30 s

e Mnozstvi vzorku: 3 ml

e Hloubka ponofeni vlakna do vialky: 20 mm

Podminky GC-MS analyzy

e Kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 pum)

e Teplota injektoru: 240 °C

e Doba desorpce: 40 min

e Davkovani splitless, ventil uzavien 10 min

e Hloubka ponofeni vldkna do injektoru: 40 mm

e Nosny plyn - helium, pritok: 1 ml-min™

e Teplotni program: 40 °C s vydrzi 2 min., vzestupny gradient 3 °C/min.
do 130 °C s vydrzi 0 min., vzestupny gradient 5 °C/min. do 200 °C s vydrzi
0 min., celkova doba analyzy 46 min.

e Hmotnostni detektor v modu EI, energie ionizacnich elektroni 70 eV, teplota
iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 300-370 amu, rychlost

skenovani 0,2 s

3.2.2 Pracovni postup pfi analyze vzorki

Do vialky byly odméteny 3 ml vzorku mostu a vina, vialka byla uzaviena a ponechdna
inkubovat pfi teploté 40 °C po dobu 10 min. Poté probihala extrakce metodou SPME po dobu
20 min. Pak bylo vlakno pfesunuto do injektoru plynového chromatografu a probihala
GC/MS analyza po dobu 40 min. Extrahované aromatické latky byly identifikovany

porovnanim s knihovnou spekter a ptislusSnymi standardy.
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3.3 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek

3.3.1 Princip metody

Metoda je zaloZena na reakci s Folin-Ciocaltauovym ¢inidlem. Pti této reakci dochazi
ke zméné barvy a tato zména je sledovana spektrofotometricky pti 750 nm. Vysledek je

prepocditan na ekvivalent kyseliny gallové [54].

3.3.2 Priprava roztoki

7,5 % roztok uhli¢itanu sodného
Bylo navazeno 7,5 g Na,COj3 a navazka byla rozpusténa v destilované vodé. Roztok
byl kvantitativné pfeveden do odmérné¢ baiky o objemu 100 ml a doplnén po rysku

destilovanou vodou.

Zasobni roztok kyseliny gallové o koncentraci 1 g-1™
Bylo navéazeno 0,025 g kyseliny gallové a navazka byla rozpusténa v destilované vode.
Roztok byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky o objemu 25 ml a doplnék po rysku

destilovanou vodou.

3.3.3 Kalibraéni kiivka

Byly ptipraveny kalibra¢ni standardy o koncentracich 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 a 200,0
mg-1". Tyto standardy byly pfipraveny odméfenim prislusného mnozstvi kyseliny gallové
o koncentraci 1 g-1* do odmérné baiiky o objemu 50 ml a doplnénim bangk po rysku
destilovanou vodou. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny do zkumavek napipetovanim 0,1 ml
Folin-Ciocaltauova ¢inidla, 1,8 ml destilované vody a 0,1 ml jednotlivych kalibra¢nich
standardi. Zkumavky s kalibraénimi roztoky se promichaly na vortexu a nechaly se 5 minut
odstat. Poté k nim byl ptidan 1 ml 7,5% roztoku Na,COs;. Zkumavky byly opét promichany
na vortexu a nechaly se 2 hodiny reagovat. Byl ptipraven i slepy vzorek, u kterého byla misto
vzorku pouzita voda. Po uplynuti reakéni doby byla u kalibra¢nich roztokd meéfena
absorbance proti slepému vzorku pii vlnové délce 750 nm. Od kazdé koncentrace byly
pfipraveny tfi vzorky a kazdy vzorek byl proméfen tiikrat. Z naméfenych hodnot byly

stanoveny primeéry a z nich byla sestavena kalibra¢ni kiivka.

3.3.4 Pracovni postup p¥i méreni vzorku

Vzorky mosth byly prefiltrovany pies mikrofiltry a zfedény 1:1. Do zkumavek bylo

napipetovano 0,1 ml Folin-Ciocaltauova ¢inidla, 1,8 ml destilované vody a bylo piidano
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0,1 ml vzorku. Zkumavky byly promichdny na vortexu a nechaly se 5 minut odstat. Poté
k nim byl pfidan 1 ml 7,5% roztoku Na,COs, smés byla opét promichana a nechala se 2
hodiny reagovat. Pak byla méfena absorbance proti slepému vzorku pii vinové délce 750 nm.

Kazdy vzorek byl ptipraven tiikrat a kazdy z téchto tii vzorkl byl stanoven také ttikrat.

3.4 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv

3.4.1 Princip metody

Tato pH diferencialni metoda je zaloZena na tom, ze pfi zméné pH dochazi k reverzni
zméné struktury anthokyanti. Tato zména se projevuje zménou zbarveni, které je mozné

stanovit spektrofotometricky. Méti se pti 510 nm a 700 nm [54].

3.4.2 Priprava roztoki

0,025 M roztok chloridu sodného o pH 1

Bylo navazeno 1,86 g KCI a navazka byla rozpusténa v 980 ml destilované vody.
U takto ptipraveného roztoku bylo upraveno pH na hodnotu 1 pomoci koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Roztok byl kvantitativné pieveden do odmérné baiiky o objemu 1000 ml

a doplnén destilovanou vodou po rysku.

Acetatovy pufr o pH 4,5

Bylo navazeno 54,43 g octanu sodného a navazka byla rozpuSténa v 960 ml
destilované vody. U takto pfipravené¢ho roztoku bylo upraveno pH na hodnotu 4,5 pomoci
koncentrované kyseliny chlorovodikové. Roztok byl kvantitativné pieveden do odmérné

bariky o objemu 1000 ml a byl doplnén po rysku destilovanou vodou.

3.4.3 Pracovni postup pro méreni a stanoveni celkovych anthokyanovych barviv

Pro kazdy vzorek bylo pfipraveno 6 zkumavek. Do zkumavek bylo napipetovano
0,5 ml vzorku. Do tfech zkumavek od kazdého vzorku bylo ptiddno 7,5 ml acetadtového pufru
o pH 4,5 a do tfech zbyvajicich zkumavek od kazdého vzorku bylo ptfiddno 2,5 ml
chloridového pufru o pH 1. Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana voda. VSechny
zkumavky byly promichany na vortexu a ihned byla métena absorbance pii 510 nm a 700 nm.
Kazdy takto pfipraveny vzorek byl prométen tiikrat.

Z namétenych absorbanci byla vysledna absorbance A vypocitana podle vztahu (1):

A = (4510 nm — A700 nm Jpr 1,0 — (A510 nm — A700 nm IpH 4,5- (1)
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Koncentrace monomerniho pigmentu kyanidinu-3-glukosidu cya byla vypocitana
podle vztahu (2):
A-Mr-F-1000
el

Cma = [mg -171], (2
kde A je vypocitana vysledna absorbance, Mr je molekulova hmotnost kyanidinu-3-

glukosidu, F je faktor fedéni , ¢ je molarni absorp¢ni koeficient a | je tloustka kyvety.

3.5 Stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity

3.5.1 Princip metody
Pt1 reakci sloucenin, které maji antioxidacni G€inek, dochazi k redukci syntetického
radikalu DPPH (2,2-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Tato redukce se projevi zménou

barvy vzorku, kterou méfime spektrofotometricky pii 517 nm [54].

3.5.2 Priprava roztoki

Roztok DPPH
Bylo navazeno 0,0015 g DPPH. Navazka byla rozpusténa v methanolu a kvantitativné

pievedena do odmérné banky o objemu 25 ml a doplnéna methanolem po rysku.

3.5.3 Postup pro méreni a stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Vzorky mostu byly nejprve zifedény methanolem 1:2. Poté bylo do kyvety
napipetovano 1,5 ml zifedéného vzorku a 1,5 ml roztoku DPPH. Thned po smichani byla
kyveta vloZzena do spektrofotometru a byla odecCitdna absorbance v Case 0 sekund a pak
kazdych 10 sekund po dobu 6 minut pfi vlnové délce 517 nm. Jako slepy vzorek byl pouzit
methanol. Kazdy vzorek mostu byl proméfen ttikrat. Byla také zméfena absorbance smési
slozené¢ z 1,5 ml methanolu a 1,5 ml roztoku DPPH, kterd byla nutnd k vypoctu zhaSeci
aktivity.

Z naméfenych hodnot absorbanci byl sestrojen graf zavislosti poklesu absorbance
na Case a byla vypocitana zhaseci aktivita podle vztahu (3):

Ay — A
DPPH[%] = 21

- 100,
: ®)

kde Ao je absorbance smési methanol a DPPH, A; je absorbance vzorku, ve kterém je

pfitomen antioxidant.
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3.6 Enzymatické stanoveni ethanolu

3.6.1 Princip metody

Stanoveni je zalozeno na oxidaci alkoholu alkoholdehydrogenasou (ADH). Mnozstvi

alkoholu ve vzorku je imérné vzriistu absorbance pii preméné NAD" na NADH.

3.6.2 Priprava roztoki

0,1 M Tris-pufr o pH 10,0
Bylo navazeno 3,03 g Tris(hydroxymethyl)amin a navazka byla rozpusténa v 200 mli
destilované vody. pH roztoku bylo pomoci HCI upraveno na 10,0 a roztok byl kvantitativné

pieveden do odmérné banky 0 objemu 250 ml a dopInén po rysku destilovanou vodou.

ADH Sigma 7011-7,5 KU
Bylo navdzeno 10 mg pevného proteinu a navazka byla rozpusSténa v 500 ul Tris-

pufru. Protein byl rozdélen po 70 ul do mikrozkumavek a byl zamrazen.

Reakéni smés
Bylo navazeno 40 mg NAD" a navazka byla rozpusténa v 60 ml Tris-pufru. Reakéni
smes byla rozdélena do zkumavek po 3,5 ml a byla zamrazena. Pied stanovenim byla reak¢ni

smg&s temperovana na 20 °C.

3.6.3 Kalibraéni kiivka

Byly piipraveny kalibra¢ni standardy ethanolu o koncentracich 0,0025; 0,005; 0,01;
0,02 a 0,04 %obj. Kalibra¢ni roztoky byly ptipraveny do kyvety napipetovanim 500 ul
reakéni smesi, 10 pl prislusného standardu a 10 pl suspenze ADH. Obsah kyvety byl
promichan a po ukonceni reakce (asi 10 minut) byla odectena absorbance pii 340 nm proti
slepému vzorku. Slepy vzorek byl pfipraven do kyvety napipetovanim 500 pl reakéni smési,
10 pl vody a 10 pl suspenze ADH. Kazdy kalibraéni standard byl ptipraven tiikrat a kazdy

vzorek byl také proméfen tikrat.

3.6.4 Pracovni postup prfi méreni vzorki

Kazdy vzorek byl dle potfeby nafedén. Do kyvety bylo napipetovano 500 pl reakéni
smési, 10 pl vzorku a 10 pl suspenze ADH. Obsah kyvety byl promichan a po ukonceni
reakce (asi 10 minut) byla odectena absorbance pifi 340 nm proti slepému vzorku. Kazdy

ptipraveny vzorek byl proméfen tikrat.
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3.7 Stanoveni sacharidi pomoci HPLC

3.7.1 Podminky HPL.C
Kolona: Prevail Carbohydrates ES RP-C18; 250 x 4,6 mm; 5mm
Mobilni faze: acetonitril:voda (75:25)
Teplota: 30 °C
Objem nastiiku: 10 pl
1

Prutok mobilni faze: 1,25 ml-min’

Detektor: ELSD

3.7.2 Kalibra¢ni krivka
Byly pfipraveny kalibra¢ni standardy fruktozy, glukézy a sachardézy o koncentracich
10,0; 50,0; 100,0; 200,0 a 500,0 mg-1™. Kalibra&ni roztoky byly proméfeny na HPLC, vzdy t¥i

nastiiky pro danou koncentraci. Z primérnych hodnot byly sestaveny kalibra¢ni ki'ivky.

3.7.3 Priprava vzorku

Vzorky mostt byly ptefiltrovany pies mikrofiltry a tisickrat natfedény. Kazdy vzorek

byl proméfen tiikrat. Poté byla vypocitana koncentrace a stanovena smérodatna odchylka.

3.8 Stanoveni kyselin pomoci HPLC

3.8.1 Podminky HPLC

Kolona: Polymer IEX H form WARTREX; 8um
Mobilni faze: 10 mM H,SO,
Teplota: 30 °C

Objem néstiiku: 20 pl

Pritok mobilni faze: 1 ml'min™

Detektor: UV/VIS 210 nm

3.8.2 Kalibra¢ni krivky

Byly pfipraveny kalibra¢ni standardy kyseliny citronové, kyseliny vinné, kyseliny
jable¢né, kyseliny jantarové, kyseliny mlécné a kyseliny octové o koncentracich 0; 100,0;
250,0; a 500,0 mg-1™". Kalibragni roztoky byly proméfeny na HPLC, vzdy tfi nastiiky pro

danou koncentraci. Z prumérnych hodnot byly sestaveny kalibra¢ni kiivky.
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3.8.3 Priprava vzorku

Vzorky mosti byly pfefiltrovany pfes mikrofiltry a nafedény vodou v poméru 1:1.
Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a byla vypocitdna koncentrace a urcena smérodatna

odchylka.

3.9 Identifikace kvasinek vyskytujicich se v mostu

3.9.1 Kultiva¢ni média a pouzité roztoky

Kultivaéni médium

Jako kultivacni médium byl pouzit sladinovy extrakt. Sladina byla ziskéna z pivovaru
extrakci jeCcmenného sladu ve vod€. Pro laboratorni pouziti byla sladina upravena.
Do odmérného valce o objemu 500 ml bylo nalito 200 ml sladiny. Sladina byla zfedéna
destilovanou vodou na cukernatost 7 °CSN. pH roztoku bylo upraveno uhli¢itanem sodnym
na hodnotu 6,8. Takto piipraveny roztok byl rozlit do Erlenmayerovych ban€k a byla k nému
pridana agaréza o koncentraci 1-3 % hm. Smés byla varem promichana a nechala se
sterilizovat v autoklavu 20 minut. Takto ptipravené kultivatni médium bylo nalito do Petriho

misky a jako Sikmé agary do zkumavek.

Kultivaéni médium s antibiotikem

K pfipravenému kultivacnimu médiu bylo pfidano antibiotikum streptomycin sulfat
v mnozstvi 80 pg'ml’. Bylo navazeno 0,12 g streptomycinu sulfitu a navazka byla
rozpusténa v 10 ml destilované vody. Ptipraveny roztok antibiotika byl pfidan k 150 ml
sterilniho kultiva¢niho média do Erlenmayerovy banky. Médium bylo nalito na Petriho

misky.

0,5 M roztok EDTA 0 pH 8

Bylo navéazeno 9,36 g EDTA, navédzka byla rozpusténa v destilované vod¢ a pfevedena
kvantitativné do 50 ml odmérné barnky. Pomoci 0,5% roztoku NaOH bylo pH upraveno
na hodnotu 8 a odmérna barika byla dopInéna po rysku.

10x TBE pufr

Z ptipraveného 0,5 M roztoku EDTA o pH 8 bylo odebrano 40 ml do odmérné banky
o objemu 1000 ml. K roztoku bylo ptfidano 108 g Tris a 55 g H3BO3z. Smés byla rozpusténa
Vv destilované vodé a odmérna banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Takto

ptipraveny roztok byl pouZzivan jako zasobni.
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1x TBE pufr
Ze zésobniho roztoku 10x TBE pufru bylo odebrdno 100 ml do odmérné banky
0 objemu 1000 ml a baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Takto pfipraveny

roztok byl pouzivan pro ptipravu geli na elektroforézu.

Ethidium bromid
Bylo navazeno 10 mg EtBr do mikrozkumavky Eppendorf a tato navazka byla
rozpusténa v 1 ml destilované vody. Takto ptipraveny roztok byl pouzivan pro vizualizaci

fragmentli DNA na gelu.

1x TBE pufr s ethidium bromidem
K ptipravenému 1x TBE pufru v odmérné baiice o objemu 1000 ml bylo ptidano
100 pl ethidium bromidu. Takto pfipraveny roztok byl pouzivan jako vodivostni pufr pti

elektroforetické detekci fragmenti DNA.

2% agarézovy gel

Byly navazeny 2 g agar6zy na 100 ml 1x TBE pufru do 150 ml Erlenmayerovy bariky.
Smés byla rozpusténa opakovanym varem v mikrovinné troub€. Po zchladnuti k ni byl ptidan
ethidium bromid v poméru 1:10000 k celkovému mnozstvi gelu. Takto ptipraveny gel byl
pouzivan k elektroforetické detekci DNA fragmentii po PCR a také k elektroforetické detekci
DNA fragmentt po restrik¢éni analyze.

Délkovy standard 100 bp
Délkovy standard byl dodan ptipraveny a mohl byt proto rovnou pipetovan na gel.

Na gel byl nanasen v objemu 3 pl.

3 M octanovy pufr

Bylo navazeno 2,46 g CH3COONa a navazka byla rozpusténa v 7 ml destilované
vody. Bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 5,5 pomoci koncentrované HCI. Roztok byl
kvantitativné pfeveden do odmérné barnky o objemu 10 ml a doplnén destilovanou vodou

po rysku. Takto pfipraveny roztok byl uchovéavan pti teploté 4 °C.

80% ethanol
K 1,6 ml 96% ethanolu bylo pfiddno 0,32 ml destilované vody a smés byla kratce

zvortexovana. Takto pfipraveny roztok byl uchovavan pfi teploté -20 °C.

PCR smés
Pii ptipravé PCR smési byly PCR komponenty uvedené v tab. 3-2 pridavany

vV uvedeném potadi a smichany. K takto pfipravenému MasterMixu o objemu 147,9 ul bylo
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ptidano 1,5 pl templatové DNA a 0,6 pl termostabilni Taq polymerazy. Pti ptipravé negativni
kontroly byla misto templatové DNA pouzita sterilni voda o stejném objemu.

Tab. 3-2: PCR komponenty pro pripravu PCR smési

PCR komponenty Objem [pl]
sterilni voda 128,7
pufr 15,0
dNTP mix 3,0
primer ITS 1 0,6
primer ITS 4 0,6

3.9.2 1zolace ¢istych kultur kvasinek

Vzorky mladého vina odridy Rulandské bilé byly odebrany ve vinaistvi Stépan
Matiak ze Zadovic. Odtud pochazely také vzorky mosti odriidy Hibernal, které byly odebrany
v pribéhu kvasného procesu. Vzorky byly prefiltrovany pres bakteriologické filtry a tyto
filtry byly umistény na Petriho misky na sladinové zivné médium s antibiotikem.
Piefiltrované mosty a vino byly ulozeny k dal§imu zpracovani. Petriho misky se smésnymi
kulturami byly uloZeny v termostatu pii teploté 26 °C nékolik dni kviili dobrému namnozeni
kvasinkovych kultur.

Po namnozeni byly ze smiSenych kultur kvasinek izolovany cisté kultury kvasinek
n¢kolikanasobnou Kochovou zifed'ovaci metodou a kiizovymi roztéry. Pti prvnich tfech
fedéni byly pouzity pidy s antibiotikem, aby se vyloucily nezddouci bakterie. Proces fedéni
a kiizovych roztér byl opakovan Sestkrat a ziskané Cisté kultury kvasinek byly kontrolovany

mikroskopicky, aby se vyloucila kontaminace bakteriemi [57].

3.9.3 Kochova zred’ovaci metoda

Préace probihala ve sterilnim boxu. Nejdiive byla z Petriho misky se smésnou kulturou
odebrana dvé ocka a prenesena do zkumavky s 10 ml sterilni vody. Obsah zkumavky byl
promichén na vortexu a ze zkumavky bylo odebrano mikropipetou 50 pl a pteneseno do druhé
zkumavky s 10 ml sterilni vody. Obsah zkumavky byl znovu promichdn na vortexu
a ze zkumavky byl mikropipetou odebran 1 ml a pienesen do zkumavky s 9 ml sterilni vody.
Obsah zkumavky byl opét promichén na vortexu a ze zkumavky bylo odebrano mikropipetou
50 pl suspenze, kterd byla pfenesena na Petriho misku se sladinovym Zivnym médiem, byl
proveden kiiZzovy roztér a misky byly vlozeny do termostatu, ve kterém probihala inkubace tfi
dny pfi teploté 26 °C. Poté byly vybrané kolonie pfeockovany na malé misky a dikladné
rozetieny. Misky byly opét ponechdny v termostatu pii teplot€ 26 °C. Cely proces byl
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opakovan Sestkrat, dokud nebyly ziskany ¢isté kultury kvasinek. Ty byly pak uchovavany

Vv ledni¢ce na Sikmém agaru pod parafinovym olejem [57].

3.9.4 1zolace DNA

K izolaci kvasinkové DNA byl vyuzit komeréni set Ultra Clean'™ Microbial DNA
Isolation Kit. Bylo postupovano podle piilozeného navodu k pouziti.

Nejprve bylo do rozbijeci zkumavky (MicroBead tube) napipetovano 300 pl
rozbijeciho pufru (MicroBead Solution), ve kterém byly poté rozsuspendovany dvé ocka
odebrané z kvasinkové kultury. Pak bylo do rozbijeci zkumavky piidano 50 pl roztoku MD1.
Mikrozkumavky byly vloZeny Vv horizontalni poloze do vortexu a byly vortexovany pii
maximalni rychlosti 10 minut. Poté byla smés centrifugovana pii 10000 otackach a teploté
4°C 1 minutu. I vSechny ostatni centrifugace probihaly pifi téchto podminkéch.
Po centrifugaci bylo asi 350 pl supernatantu preneseno do ¢isté mikrozkumavky o objemu
2 ml, bylo k nému ptidano 100 pl roztoku MD2, smés byla kratce promichdna na vortexu
a inkubovana 5 minut pii teplot¢ 4 °C. Smés byla opét centrifugovana a asi 450 pul
supernatantu bylo pfeneseno do dalSi ¢isté mikrozkumavky, bylo k nému ptfiddno 900 pl
roztoku MD3 a smés byla opét kratce promichana na vortexu. 700 ul takto pfipravené smesi
bylo pteneseno na kolonku, centrifugovano a piefiltrovany roztok byl odstranén. Na stejnou
kolonku byl pfenesen zbytek smési o objemu asi 300 pl. Smés byla opét centrifugovana
a prefiltrovany roztok byl odstranén. Na kolonku bylo pak piidano 300 ul roztoku MD4 a opét
bylo centrifugovano. Prefiltrovany roztok byl odstranén a kolonka byla znovu centrifugovéna.
Nasledné byla kolonka opatrné pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a do stfedu bilé membrany
uvnitt kolonky bylo pfidano 50 pl roztoku MDS. Pak probihala opét centrifugace, po které
byla kolonka odstranéna a roztok DNA v mikrozkumavce byl pro dalsi pouziti uchovavan pti

teploté - 20 °C [57].

3.9.5PCR

K pfipravenému MasterMixu o objemu 147,7 ul bylo pfidano 1,5 pl templatové DNA
a 0,6 ul termostabilni Taq polymerazy. Byla pfipravena také negativni kontrola, u které bylo
misto templatové DNA ptidano 1,5 pl destilované vody. Smés byla promichana na vortexu
avlozena do termocykléru. Byl zvolen program podle teplotniho a ¢asového profilu PCR

reakce a pouzitych primert jak je uvedeno v tab. 3-3.
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Tab. 3-3: Teplotni a casovy profil PCR reakce

Jednotlivé kroky Teplota [°C] | Cas [min]
pocatecni denaturace 94 4
denaturace 94 1

pripojeni primerd | 25 cykld 48 0,5
polymerace 72 1
elongace 72 10

K amplifikaci v oblasti 5,8S-ITS rDNA byly vyuzity primery ITS1 a ITS4. Sekvence
jednotlivych primert jsou uvedeny Vv tab. 3-4 [57].

Tab. 3-4: Sekvence primeri

Primer Sekvence
ITS1 5'TCC GTA GGT GAA CCT GCGG3’
ITS4 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

3.9.6 Elektroforeticka detekce PCR produktii

Pro detekci PCR produktu byla pouzita horizontalni elektroforéza na 2% agardézovém
gelu, ke kterému byl pfidan ethidium bromid v mnozZstvi odpovidajici 1/10 objemu gelu v pl.
Velikost vany byla zvolena podle poctu vzorkd. Na malou vanu (14 jamek) bylo pouzito
40 ml gelu, na stfedni vanu (20 jamek) 60 ml gelu a na velkou vanu (50 jamek) 150 ml gelu.
Po zatuhnuti byly na gel nanaSeny vzorky s nandsecim pufrem v poméru 1 ul pufru a 5 pl
vzorku. Na obou koncich gelu byl nandSen délkovy standard 100 bp o objemu 3 pl. Podle
velikosti zvolené vany byly nastaveny podminky elektroforézy. Na velké vané probihalo
déleni fragmentt pii konstantnim napéti 65 V po dobu 2,5 hodin. Na stiedni vané probihalo
déleni fragmentii pti napéti 55 V po dobu 2 hodin a na malé vané pfi napéti 45 V také
2 hodiny. Po ukonceni elektroforézy byl gel pifenesen do transluminatoru a pod UV svétlem

byl vyfocen pomoci programu Scion Image.

3.9.7 Precisténi PCR produkti

Pti preciSténi PCR produktt pted restrikéni analyzou bylo 20 pul amplifikované DNA
smichano s 2 pl octanového mostu. Smés byla kratce promichana na vortexu a bylo k ni
pfidano 60 pl 96% ethanolu vychlazeného na teplotu - 20 °C. Smés byla centrifugovana 30
minut pti teploté 4°C pii 14000 otackach. Poté byl supernatant dekantovan a piebyteny
roztok byl slit. Do mikrozkumavky bylo k supernatantu pfidano 60 pl 80% ethanolu a smés
byla opét centrifugovana pii stejnych podminkach. Nasledné byl supernatant opét dekantovan,

piebytecny roztok byl slit a zbytek ethanolu v mikrozkumavkéach byl vysuSen v exikatoru

po dobu 10 minut [57].
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3.9.8 Restrikéni analyza

K piecisténym PCR produktim bylo pfidano 13,4 ul sterilni vody, 1,5 pl pufrua 0,1 pl
enzymu. Tyto objemy byly zvoleny na zakladé¢ piedchozich zkusSenosti. Vzorky byly
promichany na vortexu a inkubovany pii teploté 37 °C 16 hodin. Pak byla teplota na 20 minut
zvySena kvili inaktivaci enzymu. Pouzité enzymy a inaktivacni teploty jsou uvedeny v tab.
3-5. Produkty po restrikéni analyze byly elektroforeticky detekovany na 2% agar6zovém gelu
2,5 hodiny podobnym zptisobem jako PCR produkty [57].

Tab. 3-5: Pouzité restrikcni endonukledzy

Oznaceni Rozpoznavaci misto na BT W), Qluetsige)
enzvmu Producent enzymu P sekvenci [°C] [°C]
Y 16 hodin 20 minut
Haemophilus 5'..GG|CC... 3’
Haelll aegypticus 3'...CC1GG... 5’ 37 80
. Haemophilus 5'...G|ANTC... 3’
Hinfl influenzae 3"...CTNA1G... 5’ 37 80
Haemophilus 5..GCG|C... 3’
Hhal haemolyticus 3"...C1GCG... 5’ 37 65
" . 5..T|CGA... 3’
Taqgl Thermus aquaticus 3. AGCIT... 5" 37 80

3.9.9 Zpracovani vysledku v programu BioNumerics

Program BioNumerics je software urCeny k analyze biologickych dat predevsim
k vyhodnocovani fenotypt, sekvenci a geli. V tomto programu byl vytvoien dendrogram
genetické podobnosti identifikovanych kvasinek na zakladé UPGMA (unweighted pair-group
average) shlukové analyzy. Tato analyza shlukii neboli klastrova analyza se zabyva
rozdélenim vétSiho poctu proménnych do tiid neboli shlukli na zakladé jejich podobnosti.
Soubor dat se d¢li na shluky s ohledem na urCité znaky, kterymi jsou v programu
BioNumerics velikosti ozna¢enych fragmentl na elektroforetickych gelech. Pokud jsou tyto
znaky nemetrického charakteru, vyuziva klastrova analyza koeficient podobnosti, kterym je

pti hodnoceni genetické podobnosti identifikovanych kvasinek Jaccardiv koeficient (4):
a
ST atbtcrd (4)
kde a, b, ¢, d jsou pocéty shodnych znakd.
Metoda UPGMA patii k nejjednodusSim metoddm ziskani fylogenetickych
stroma (dendrogramy) a je zaloZena na tom, Ze bere za vzdalenost mezi dvéma shluky primeér

vzdalenosti mezi vSemi pary objektl téchto shlukli. Taxony, které jsou si nejvice podobné,

budou mit mezi sebou nejkratsi vzdalenost. Timto zplisobem vznikne grafické zpracovani
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hierarchicky uspotadanych shlukii ve formé dendrogrami. Tato metoda se vyuziva

k taxonomickému zafazeni organismu nebo k identifikaci nemoci a jejich stadii [55, 56].
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Identifikace aromaticky aktivnich latek

Aromatické latky ve vzorcich mosti byly izolovany metodou SPME a poté byly
detekovany pomoci GC-MS. Vyextrahované aromatické latky byly identifikovany

porovnanim s knihovnou spekter a porovnanim s retencnimi ¢asy standardi.

4.1.1 Analyza realnych vzorku

Metodou SPME-GC-MS byly identifikovany aromatické latky ve vzorcich mostu
odridy Hibernal a ve viné odriidy Rulandské bilé. Tyto vzorky pochézely z vinafstvi Stépana
Matidka ze Zadovic a byla pro jejich zakvaseni pouzita autochtonni kvasinka, ktera byla
izolovdna v na$i laboratofi minuly rok z bobuli odridy Hibernal. Vzorky odriidy Hibernal
byly odebirany v pribé¢hu kvasného procesu. U odriidy Rulandské bilé byl odebran az vzorek
mladého vina. Aromatické latky v odridé¢ Rulandské bilé byly porovnany s latkami
ptitomnymi ve vzorku vina, pochdzejici od soukromého vinafe. Seznam vzorkl je uveden
vtab. 3-1. Podminky a postup analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.2. ldentifikace
vyextrahovanych aromatickych latek byla provedena porovnanim s knihovnou spekter
a porovnanim reten¢nich ¢ast standardu.

Cilem bylo porovnat pfispévek nami vyizolované kvasinky, kterd byla pouzita
k zakva$eni, na aromaticky profil jednotlivych vzorkt kvasiciho mostu a vzorki mladych vin
Hibernal a Rulandské bilé. Identifikované aromatické latky byly porovnany také
s aromatickymi latkami pfitomnymi ve vzorcich vina Rulandské bilé, které pochazelo
od soukromého vinafe a vzniklo spontannim kvasenim. Ukazky chromatogramii jsou uvedeny

v priloze 1, 2,3 a4.

4.1.2 Aromaticky aktivni latky identifikované ve vzorcich

Ve vzorku HIB-0, coz byl vzorek odebrany jesté pied zakvaSenim autochtonni
kvasinkou, bylo identifikovano porovnanim s knihovnou spekter celkem 39 latek. Seznam
latek 1 s reten¢nimi Casy je uveden v ptiloze 5. Ukazka chromatogramu je uvedena v ptiloze 1.
V tomto vzorku bylo identifikovano 10 alkoholt, 6 aldehydu, 2 ketony, 4 estery, 2 kyseliny,
1 terpen a 14 dalsich latek, které nemaji vyznamny vliv na vysledné aroma, nebo se jedna
0 necistoty z kolony.

Ve vzorku HIB-1, coz byl vzorek odebrany na pocatku kvasného procesu

po zaockovani autochtonni kvasinkou, bylo identifikovano také 39 latek, z toho 4 alkoholy,
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21 estert, 3 aldehydy, 1 keton, 4 kyseliny, 1 terpen a 5 dalSich latek, které nemaji vyznamny
vliv na vysledné aroma, nebo se jednd o necistoty z kolony. Seznam téchto latek
I S reten¢nimi ¢asy je uveden v ptiloze 6.

Ve vzorku HIB-2 bylo identifikovano celkové 52 latek, z toho 5 alkohold, 23 estert,
3 aldehydy, 1 keton, 7 kyselin, 1 terpen a 12 dalSich latek které nemaji vyznamny vliv
na vysledné aroma, nebo se jedna o necistoty z kolony. Seznam téchto latek i s reten¢nimi
Casy je uveden v priloze 7.

Ve vzorku HIB-3 bylo identifikovano 59 latek, z toho 9 alkoholi, 29 esterq,
3 aldehydy, 1 keton, 4 kyseliny, 1 terpen a 12 dalSich latek, které nemaji vyznamny vliv na
vysledné aroma, nebo se jedna o necistoty z kolony. Seznam téchto latek i s retencnimi Casy
je uveden v ptiloze 8.

Ve vzorku HIB-4 bylo identifikovano 55 latek, z toho 7 alkoholi, 23 esterq,
3 aldehydy, 2 ketony, 4 kyseliny, 1 terpen a 15 dalSich latek které nemaji vyznamny vliv
na vysledné aroma, nebo se jedna o necistoty z kolony. Seznam téchto latek 1 s reten¢nimi
Casy je uveden v piiloze 9.

Ve vzorku HIB-5, coz je vzorek po prob&hlém kvaseni na pocatku zrani vin, bylo
identifikovano 48 latek. Z téchto latek bylo identifikovano 11 alkohold, 20 estert, 3 aldehydy,
1 keton, 4 kyseliny, 1 terpen a 8 dalsich latek, které nemaji vyznamny vliv na vysledné aroma,
nebo se jedna o necistoty z kolony. Ukazka chromatogramu je uvedena v piiloze 2. Seznam
téchto latek i s reten¢nimi Casy je uveden v ptiloze 10.

Ve vzorku HIB-6, coz je vzorek vina, které leZelo na kvasinkach, bylo identifikovano
39 latek. Z toho bylo 8 alkoholi, 15 ester, 3 aldehydy, 1 keton, 5 kyselin, 2 terpeny a
6 dalsich latek, které nemaji vyznamny vliv na vysledné aroma, nebo se jedna o necistoty
Z kolony. Seznam téchto latek i s retencnimi Casy je uveden v ptiloze 11.

Ve vzorku vina Rulandské bilé (RB), které pochazelo z vinaistvi Stépana Manaka
ze Zadovic a bylo zao¢kovano autochtonni kvasinkou pochézejici z odriidy Hibernal, bylo
identifikovano celkem 56 latek, z toho 8 alkoholi, 28 esterd, 3 aldehydy, 3 ketony,
3 kyseliny, 1 terpen a 10 dalSich latek, které nemaji vyznamny vliv na vysledné aroma, nebo
se jedna o necistoty z kolony. Ukazka chromatogramu je uvedena v ptiloze 3. Seznam téchto
latek 1 s reten¢nimi ¢asy je uveden v piiloze 12.

Ve vzorku vina Rulandské bilé (RB-S), které pochazelo od soukromého vinaie
a vzniklo spontannim kvasenim bylo identifikovano celkem 51 latek. Z toho bylo
13 alkoholt, 13 esterd, 4 aldehydy, 6 kyseliny, 1 terpen a 14 dalSich latek, které nemaji

vyznamny vliv na vysledné aroma, nebo se jednd o neCistoty z kolony. Ukdzka

54



chromatogramu je uvedena v ptiloze 4. Seznam vzork i s retencnimi ¢asy je uveden v piiloze
13.

Z chromatogrami vzorku HIB-5 a RB, kter¢ jsou uvedeny v ptiloze 2 a 3 je patrné, ze
ob¢ mladé vina maji podobny aromaticky profil. Lze tedy fici, ze na aroma mladého vina ma
vliv odruda, ale ve velké mife také pouzita kvasinka.

Porovnanim identifikovanych latek ve vzorku Rulandské bilé RB a ve vzorku
Rulandské bilé od soukromého vinate RB-S lze fici, ze aromaticky profil téchto vin neni
stejny. To mize byt zplisobeno tim, ze u vzorku RB-S bylo pfi kvaseni vyuzito piirozené

mikroflory a také tim, ze tento vzorek pochdzi z jin¢ho prostiedi.

Estery

K nejvyznamnéj$im aromatickym latkdm vyskytujicim se ve viné patii estery. Tyto
latky vznikaji reakci alkoholil s organickymi kyselinami a pfispivaji pfedev§im k ovocnému
charakteru vina. Estery vznikaji nejvice v prvni fazi kvaSeni, v dalSich fazich mize dochazet
k poklesu jejich koncentrace. Nejvice esterti bylo nalezeno ve vzorcich HIB-3 a RB, naopak
nejméné ester byla nalezeno ve vzorku HIB-0.

Nejveétsi vliv na senzorické vlastnosti vina maji estery kyseliny octové. Octan
cthylnaty byl identifikovan ve vSech vzorcich. Tento ester patii k hlavnim senzoricky
aktivnim latkam ve viné€ a projevuje se v niz8ich koncentracich ovocnymi az kyselymi tony,
ve vysSich koncentracich pfipomind jeho viné spiSe lepidlo a muze proto piispét
k negativnimu aroma ve ving. Vé&tsinou se pohybuje ve vin& v koncentraci 22,5 az 63,5 mg.I™
a jeho prahové koncentrace v 10% ethanolu je 7,5 mg.I™ [59]. Isoamylacetat byl identifikovan
ve vSech vzorcich kromé vzorku HIB-0 a ma bandnové nebo hruskové aroma, jeho prahova
koncentrace v 10% ethanolu je 0,03 mg.I™ a jeho obsah ve ving se pohybuje v koncentraci 0,1
az 3,4 mg.I" [59]. K dalsim esterd, identifikovanym ve vSech vzorcich kromé HIB-0, patil
hexylacetat, jehoz aroma je popisovano jako sladké az parfémové. Jeho prahova koncentrace
ve viné je stanovena na 0,7 mg.I™a vyskytuje se v koncentraci do 4,8 mg.I™ [58].

Z dalsich esterii, které maji vyznamny vliv na aroma vina, byl ve vSech vzorcich
identifikovan ethyldekanoat, jehoz obsah byva ve ving do 2,1 mg.l™ a jeho prahova
koncentrace v 10% ethanolu je stanovena na 0,2 mg.I™. Tento ester dodava vinu kvétinovou
az mydlovou vini [59]. Ethylbutanoat byl identifikovan ve vzorcich HIB-1 az HIB-6 a také
vV obou vzorcich odridy Rulandské bilé. Ve vin€ se ethylbutanoat vyskytuje v primérné
koncentraci 0,01 az 1,8 mg.I" a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je 0,2 mg.I™.

Aroma tohoto esteru je kvétinové az ovocné [59].
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V téchto vzorcich byl identifikovan také ethylhexanoat. Viing tohoto esteru pfipomina
zelené jablko a ve vind se vyskytuje v koncentraci 0,03 az 3,4 mg.l! a jeho prahova
koncentrace v 10% obj. ethanolu je 0,05 mg.I* [59]. Ethylheptanoat, ktery se vyskytoval
ve vzorcich HIB-1 az HIB-5 ma typické hroznové aroma a ve vysSich koncentracich se
vyskytuje u muskatovych odrid. Jeho prahovéa koncentrace v 10% ethanolu je 2,2 pg.I™ [58].

Ve vzorcich HIB-1 az HIB-6 a ve vzorku Rulandské bilé (RB) byl nalezen také
methyloktanoat, ktery svym aroma piipomind pomeran¢ a vyskytuje se ¢asto v muskatovych
nebo ryzlinkovych odridach. Jeho prahova koncentrace je stanovena na 200 pg.I™ [58].

Ethyloktanoat byl ptitomny ve vSech vzorcich a projevuje se mydlovym aroma. Jeho
koncentrace ve ving je v rozmezi 0,05 az 3,8 mg.I" a prahova koncentrace v 10% obj.
ethanolu je 0,02 mg.I" [59]. Ve stejnych vzorcich byl identifikovan také 2-fenylethylacetat,
jehoz aroma je ovocné, kvetinové a pripominajici rize. Ve viné byva obsazen v koncentraci
az do 18,5 mg.I™ a jeho prahova koncentrace v 10% obj. ethanolu je 0,25 mg.I™ [59].

Isopentylhexanoat byl nalezen ve vzorcich HIB-1 az HIB-3 a ve vzorcich RB. Tento
ester dodava vinu aroma sladkého ovoce a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je
1 mg.I" [58].

9-ethyldekanoat byl identifikovan ve vSech vzorcich kromé vzorku HIB-0. Prahova
koncentrace tohoto esteru je v 10% ethanolu 100 pg.l™ a jeho viné je po rizich. Ve stejnych
vzorcich byl stanoven také ethyldodekanoat, ktery dodéva vinu sladké, kvétinové nebo
ovocné aroma a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je 3500 pg.I™ [58].

Ethylnonanoat byl nalezen ve vzorcich HIB-2 az HIB-5 ve vzorku RB. Ester se
projevuje ovocnym nebo kvétinovym aroma a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je
stanovena na 1300 pg.I™ [58].

Isoamyloktanoat, ktery byl stanoven ve vzorcich HIB-1 az HIB-6 a ve vzorku RB,
dodava vinu sladké, ovocné, n€kdy syrové nebo olejové aroma. Jeho prahova koncentrace
Vv 10% ethanolu je 152 pg.I™ [58]. Methyltetradekano4t byl nalezen ve vzorcich HIB-3, HIB-4
a RB a miiZze vinu dodédvat voskové aroma. Ve vzorku Rulandské bilé byl jeste identifikovan
ethylhexadekanoat, jehoz prahova koncentrace je v 10% ethanolu 1500 pg.I" a dodavéa vinu
ovocné, sladké, nekdy pronikavé a tukové aroma [58]. Ve vzorku Rulandské bilé
od soukromého vinafe byl navic identifikovan ethyl-2-hexenoat, jehoz aroma je ovocné
a ananasové a diethylbutandioat, jehoz aroma je ovocné a prahova koncentrace v 10%

ethanolu je 1200 pg.I* [58].
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Vyssi alkoholy

Vyssi alkoholy se v bilych vinech vyskytuji v koncentraci 150 az 550 mg-dm™.
V nizsich koncentracich dodavaji vinu plnost a kompletnost, ve vyssich koncentracich mohou
vést k silné az sviravé chuti a viini vina. Tyto latky vznikaji v pribéhu fermentace a jejich
prekurzorem jsou aminokyseliny. Pfitomnost dusiku mé tedy velky vliv na koncentraci
vyssich alkoholii ve viné. Také ptitomnost riznych kmenti kvasinek a nesaccharomycetnich
kvasinek vede k vy$si koncentraci a rozmanitosti vyssich alkohol [60].

Nejmensi zastoupeni alkohold (4) bylo ptitomno ve vzorku HIB-1, naopak nejvice
(13) alkoholil bylo identifikovano ve vzorku Rulandské bilé od soukromého vinare.

Ve vSech vzorcich byl nalezen 3-methylbutan-1-ol. Tento alkohol se projevuje
ovocnou nebo bananovou vuni. Jeho koncentrace ve viné se V literatufe pohybuje od 6,0
do 490 mg.I™. A jeho prahova koncentrace je stanovena fadové v mg.I" [59]. Dale se ve viech
vzorcich vyskytoval hexan-1-ol, ktery se projevuje bylinnym az travnatym aroma a ve viné se
vyskytuje obvykle v rozmezi koncentraci 0,3 az 12,0 mg.I"* s prahovou koncentraci v 10%
obj. ethanolu 4 mg.I" [59]. K dal§im alkoholim nalezenym ve viech vzorcich patii 2-
fenylethylalkohol. Viné tohoto alkoholu je ovocna, kvétinova a muze pfipominat rize.
Zpravidla se ve vin& vyskytuje v obsahu 4,0 az 197 mg.I"* a jeho prahova koncentrace v 10%
obj. ethanolu 10 mg.I™ [59].

Ve vzorcich HIB-2 az HIB-6 a v obou vzorcich Rulandského bilého byl dale nalezen
2,3-butandiol, ktery ma ovocné aroma a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je
150 mg.I™ [58]. Ve vzorku HIB-0 byl nalezen také 1-okten-3-ol ktery mé aroma pripominajici
kastanovy kvt a jeho prahova koncentrace je 1 pg.l™*, dale 2-nonanol, jez se projevuje
ovocnym aroma a jeho prahova koncentrace je stanovena na 58 ug.I™ [58]. Benzylalkohol byl
identifikovan ve vzorcich HIB-0 a Rulandské bilé od soukromého vinate. Tento alkohol se
projevuje sladkym a ovocnym aroma a mtize se vyskytovat i ve vyssich koncentracich, jeho
prahova koncentrace v 10% ethanolu je 200 mg.I" [58].

Ve vzorku HIB-0 byl identifikovan také (Z)-2-hexen-1-ol, jehoz aroma je bylinné
atravnaté a napiiklad ve viné Chardonay byl tento alkohol identifikovan v koncentraci
70 ug.I™ a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je 400 pg.I* [58]. Ve vzroku HIB-3 byl
navic identifikovan 1-dodekanol, ktery ma v nizSich koncentracich kvétinovou vuni, ale
ve vys$sich koncentracich mize byt jeho aroma nepfijemné. Ve vzorcich HIB-5 a Rulandské
bilé od soukromého vinafe byl identifikovan 3-(methylthio)-1-propanol, ktery vykazuje vini

po vafené zelening, ve viné Chardonay byl nalezen v koncentraci 28,35 pg.I™ [58].

57



K dal$imu identifikovanému alkoholu patii isobutanol, ktery byl nalezen ve vzorcich
Rulandské bilé od soukromého vinafe a ve vzorku HIB-6. Aroma tohoto alkoholu je
kvétinové a pripomina rtze. Jeho primérna koncentrace ve viné se pohybuje od 90
do 174 mg.I"* a jeho prahové koncentrace v 10% ethanolu je 40 mg.I”* [59]. Ve vzorcich RB
od soukromého vinafe byl ptitomen jesté 2-ethyl-1-hexanol, jehoz aroma je kvétinové a
po sladkém ovoci. Jeho koncentrace napiiklad ve viné Chardonay byla stanovena na
12150,1 pg.I" [58].

Aldehydy

Nejvice aldehydu (6) bylo identifikovano ve vzorku HIB-0, v ostatnich vzorcich byly
identifikovany 3 az 4 aldehydy.

Acetaldehyd tvofi az 90 % celkovych aldehydd ptfitomnych ve viné a patfi
k nejdiilezit&jsim senzorickym slozkam vina. Jeho primérny obsah ve ving je 30 az 300 mg.I™
a jeho prahova koncentrace v 10% ethanolu je 100 az 125 mg.I™ [59]. Je tvofen kvasinkami
a bakteriemi oxidaci ethanolu, jeho celkové mnozstvi zavisi teda na druhu a kmenu kvasinek.
Pfi nizSich koncentracich mé acetaldehyd pfijemné ovocné aroma, ale ve vysSich
koncentracich mize byt aroma velmi pronikavé, pal¢ivé a mize ptipominat shnila jablka.
V tomto métfeni byl acetaldehyd ptitomny ve vzorcich HIB-1 az HIB-6 1 v obou vzorcich
Rulandského bilého.

Ve vsech vzorcich byl pfitomen benzaldehyd. Tento aldehyd ma mandlovou vini
a naptiklad ve vin& odriidy Chardonay byl obsaZen v koncentraci 56,12 pg.I™ [58].

Ve vzorcich HIB-0 a HIB-4 a v obou vzorcich Rulandského bilého byl nalezen
oktanal, ktery ma tukové aroma a jeho koncentrace napiiklad ve viné Chardonay byla
8,51 pg.I*. Ve vzorku HIB-0 byl nalezen také hexanal, ktery mé sladké aroma pripominajici
pomerang¢, dale (E)-2-hexenal, (Z2)-2-heptenal a 4-ethylbenzaldehyd, které maji ovocné aroma
a ve viné Chardonay byla jejich koncentrace od 9 az do 50 pg.I™ [58]. Ve vzorku HIB-6 byl
nalezen jest¢ nonanal, jehoZz aroma je kvétinové a citrusové a jeho koncentrace ve viné

Chardonay byla 42,09 pg.I™ [58].

Ketony
K identifikovanym ketoniim patii 2-tridekanon. Tento keton byl pfitomen ve vzorcich

HIB-0 az HIB-5 a vzorku Rulandské bilé (RB) a vyznacuje se mléénym a ofiSkovym aroma
[58].
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Kyseliny

Az 90 % kyselin ve viné je tvofeno kyselinou octovou, kterd je produkovana
kvasinkami jako meziprodukt glykolyzy. Nadmérnd koncentrace této kyseliny je vétSinou
zpuisobena metabolickou aktivitou divokych kvasinek a také oxidaci ethanolu aerobnimi
octovymi bakteriemi. Jeji koncentrace se ve ving pohybuje v rozmezi 0,2 az 0,6 g.I".
V koncentraci nad 0,7 az 1,1 g.I" dodava vinu 3tiplavé aZ octové aroma [59]. V tomto mé&feni
byla tato kyselina pfitomna ve v§ech vzorcich, kromé vzorku od soukromého vinafte.

Ve vsech vzorcich byla identifikovana kyselina oktanova, ve vzorcich HIB-1 az HIB-6
a ve vzorku RB byla nalezena kyselina hexanova a ve vSech vzorcich kromé HIB-0 byla
identifikovana kyselina dekanova. Tyto kyseliny vznikaji v metabolismu lipidii a také mohou
byt tvofeny katabolicky z mastnych kyselin s dlouhymi fetézci. Kvasinky mohou vyuzivat
tyto katabolické zdroje na zacatku kvasného procesu. Tyto Kyseliny jsou ve viné obsazeny
v koncentraci fadové mg.I". Prahova koncentrace kyseliny hexanové byla stanovena v 10%
obj. roztoku ethanolu na 3000 pg.I*, u oktanové kyseliny to je 10 000 pg.I* a u dekanové
6 pg.I". Pokud je koncentrace t&chto kyselin ve ving rovna prahové koncentraci, nebo je pod
timto prahem, pfispivaji tyto kyseliny ke slozitosti vinného aroma. V koncentraci nad
prahovou koncentraci se projevuji zluklou viini nebo vini po syru a mohou mit negativni vliv
na celkové aroma vina. V nékterych pracich se uvadi, ze kyselina hexanova, oktanova
a dekanova maji dohromady pii urcitych koncentracich pozitivni vliv na buket mladého vina
[58, 61].

Ve vzorku HIB-2 byla dale identifikovana kyselina 3-methylbutanova, undekanova
a nonanova. Prahové koncentrace kyseliny 3-methylbutanové v 10% ethanolu je 3000 pg.I™
a jeji aroma je kyselé. Prahova koncentrace nonanové kyseliny v 10% ethanolu je také
3000 pg.I*. Kyselina nonanova a undekanova se projevuje tukovym aroma. Ve vzorku
Rulandské bilé od soukromého vinafe byla navic identifikovdna kyselina pentanova, jejiz

prahova koncentrace je 3000 pg.1™" a ma syrové aroma [58, 61].

Dalsi latky

Z dalsich latek, které se ve velké mife podileji na celkovém aroma vina, byl ve vSech
vzorcich nalezen linalool. Tento monoterpenicky alkohol se ve velké mife podili
na primarnim aroma. Je tedy pfitomen uz v hroznech, kde je glykosidicky vazan na glukozu
a pusobenim glukosidaz se uvoliuje v prub&hu fermentace. Tato latka dodava vinu sladké,
citrusové, kvétinové aroma, Casto pripominajici riize. Koncentrace ve viné se uvadi mezi 1,7

az 10 pg.I" a jeho prahova koncentrace je ve ving stanovena na 1,5 ug.1™ [28, 59].
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K dalSim terpenim nalezenym ve vzorku HIB-6 patfi o-Terpineol. Prahova
koncentrace tohoto monoterpenového alkoholu je 1000 pg.1™ a vinu dodava sladké, kvétinové

aroma [58].

4.2 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek

Obsah celkovych polyfenolickych slouc¢enin byl stanoven spektrofotometricky
po reakci s Folin-Ciocaltauovym c¢inidlem. Postup stanoveni je uveden v kapitole 3.3.
Absorbance vSech vzorkl byla méfena pii vinové délce 750 nm a byla odecitana s presnosti
na 3 desetinnd mista. Koncentrace celkovych polyfenolickych slouc¢enin byla vypocitana
pomoci regresni rovnice kalibraéni kiivky kyseliny gallové. Tuto kalibra¢ni kiivku zobrazuje

graf 4-1.
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Graf 4-1: Kalibracni kiiivka stanoveni polyfenolu

Graf 4-2 a tab. 4-1 zobrazuje obsah celkovych polyfenolickych slou¢enin ve vzorcich
mostu odridy Hibernal v prib&hu kvasného procesu a pfi zrani vina a ve vzorku mladého
vina odridy Rulandské bilé. VSechny vzorky byly proméfeny ttikrat, byla vypocitdna

koncentrace a stanovena smérodatnd odchylka.
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Tab. 4-1: Koncentrace celkovych polyfenolit

Vzorky ¢ [mgT']
HIB-0 331,78 + 1,23
HIB-1 304,19 + 7,15
HIB-2 297,52 + 9,62
HIB-3 293,18 + 8,06
HIB-4 280,39 + 8,76
HIB-5 277,59 + 6,14
HIB-6 276,76 + 5,87
RB 248,06 + 8,25
350,00 -
300,00 - I I
I I I I
250,00 -
T 200,00 -
o0
£
< 150,00 -
100,00 -
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Graf 4-2: Zména koncentrace celkovych polyfenolii behem kvasného procesu

Primérny obsah polyfenoli v mostu je v literatufe uvadén v koncentraci 0,1 az
2,5 g-'1? [10]. Celkové polyfenolické slouceniny v odriidé Hibernal byly naméteny v rozsahu
276,76 - 331,78 mg-1™. Nejvyssi koncentrace dosahoval vzorek HIB-0 (331,78 + 1,23 mg-1™),
coz je vzorek odebrany jesté pied zakvaSenim autochtonni kvasinkou. V prabehu kvasného
procesu doSlo k mirnému snizeni koncentrace celkovych polyfenold na hodnotu 276,76 +
5,87 mgI* u vzorku HIB-6. V mladém ving odriidy Rulandské bilé byla koncentrace
polyfenoll stanovena na hodnoté 248,06 + 8,25 mg-l'l,

4.3 Stanoveni celkovych anthokyanovych barviv

Celkové anthokyanova barviva byla stanovena postupem uvedenym v kapitole 3.4.
Vsechny vzorky byly proméfeny tiikrat a celkova absorbance byla vypocitana podle rovnice
(1). Poté byl obsah pigmentu ptepocitan na kyanidin-3-glukosid podle rovnice (2). Praimérné

vysledky koncentrace i se stanovenou smérodatnou odchylkou zobrazuje graf 4-3 a tab. 4-2.
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Tab. 4-2: Koncentrace anthokyanii

Vzorky Koncentrace anthokyanii [pg-1']
HIB-0 164,69 + 3,63
HIB-1 153,07 £4,74
HIB-2 142,21 +£3,59
HIB-3 131,16 £2,89
HIB-4 127,23 £3,12
HIB-5 122,46 +£ 4,16
HIB-6 122,31 +£ 4,56
RB 107,03 +2,13
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Graf 4-3: Zména koncentrace anthokyanii béhem kvasného procesu

Anthokyany jsou Cervenda barviva hroznid. Davaji barvu rizovému a cCervenému
vinu.V hotovém &erveném vin& je obsah anthokyanti do 50 mgl™. V bilém ving se tyto
barviva vyskytuji minoritné. Monomerni pigment v moStu a viné odriidy Hibernal byl
stanoven v rozmezi 12231 + 4,56 az 164,69 + 3,63 pgl™. Nejvyssi koncentrace
monomerniho pigmentu bylo stanoveno ve vzorku HIB-0 (164,69 + 3,63 pg-1™), coZ je vzorek
odebrany pied zakvaSenim autochtonni kvasinkou a mohou se v ném vyskytovat anthokyany
ze slupky. Slupky hrozni odridy Hibernal jsou Sedé¢ az nartzovélé [4]. Poté dochazi
k poklesu koncentrace v prubéhu kvasného procesu a zrani vina na hodnotu 122,31 =+
4,56 pg-I™ u vzorku HIB-6. U vzorku vina Rulandské bilé (RB) byla koncentrace anthokyani
stanovena na hodnot¢ 107,03 £ 2,13 ;,Lg-l'l.

4.4 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.5 byla stanovena antioxida¢ni aktivita u vzorka

mostu Hibernal v pribéhu kvasného procesu a také na pocatku zrani a u vzorku hotového vina
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odridy Hibernal a u vzorku mladého vina odridy Rulandské bilé. Pti reakci syntetického
radikalu DPPH s antioxidantem dochdzelo k redukci radikalu. Tato redukce byla provazena
zménou zbarveni a tato zména byla métena pii 517 nm. Kazdych 10 sekund po dobu 6 minut
byla odecitana absorbance s piesnosti na 3 desetinnd mista. Kazdy vzorek byl proméien
tiikrat. ZhaSeci aktivita byla poté vypocitana z rovnice (3) v 90 s a vyjadiena v procentech.
Vsechny vzorky byly pfed méfenim nafedény methanolem v poméru 1:2, aby byl zajistén
optimalni ¢asovy prubéh reakce. Vypocitané hodnoty zhaseci aktivity jsou uvedeny v tab. 4-3.
Graf 4-4 ukazuje zavislost absorbance na Case. Graf 4-5 znazornuje celkové srovnani zhaseci
aktivity béhem kvasného procesu a pfi zrani vina.

Tab. 4-3: Stanovena antioxidacni aktivita

Vzorky Antioxidacni aktivita [%]
HIB-0 29,94 + 3,30
HIB-1 4,29 + 0,62
HIB-2 1,43 + 1,08
HIB-3 2,70 +0,96
HIB-4 11,74 £2,99
HIB-5 34,11 + 1,33
HIB-6 55,62 £ 1,70
RB 23,60 + 1,57
16 -
14 -
1,2 -
1,0 - HIB-0
. —HIB-1
< 08 7 ——HIB-2
——HIB-3
06 1 ——HiIB-4
——HIB-5
04 1 ——HIB-6
0,2 -
0'0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100120140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Cas [s]

Graf 4-4: Zména zavislosti absorbance na c¢ase behem kvasného procesu
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Graf 4-5: Zména antioxidacni aktivity v prithéhu kvasného procesu

Pied zacatkem kvasného procesu u vzorku HIB-0 byla zhasSeci aktivita stanovena na
29,94 + 3,30 %. V priubéhu kvaseni doSlo ke snizeni zhdSeci aktivity na hodnotu 1,43 +
1,08 %. Od vzorku HIB-4 doslo k prudkému nartuistu zhaseci aktivita az na hodnotu 55,62 +
1,70 % u vzorku HIB-6. Ke zvyseni antioxida¢ni aktivity pfispiva i metabolicky systém
kvasinek. Ve vzorku mladého vina odridy Rulandské bilé (RB) byla zhaseci aktivita

stanovena na hodnot¢ 23,60 + 1,57 %.

4.5 Enzymatické stanoveni ethanolu

Obsah ethanolu byl stanoven enzymaticky podle postupu uvedeného v kapitole 3.6.
Absorbance vSech vzorkl byla métena pii vinové délce 340 nm a byla odecitana s piesnosti
na 3 desetinna mista. Koncentrace ethanolu byla vypocitana pomoci regresni rovnice

kalibra¢ni ki'ivky. Tuto kalibra¢ni kiivku zobrazuje graf 4-6.
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Graf 4-6: Kalibracni kifivka stanoveni ethanolu

Graf 4-7 a tab. 4-4 zobrazuji obsah ethanolu ve vzorcich mostu odridy Hibernal

Vv pribéhu kvasného procesu a vzorku mladého vina odridy Rulandské bilé. VSechny vzorky

byly prométeny tfikrat, byla vypocitana koncentrace a stanovena smérodatnd odchylka.

V prubéhu kvaseni dochazelo k postupnému zvySovani koncentrace ethanolu az na hodnotu

12,98 + 0,05 obj. %. Obsah ethanolu v mladém viné odridy Rulandské bil¢ (RB) byl

stanovena na 11,97 + 0,02 obj. %. Primérny obsah ethanolu ve viné je v literatufe uvadén
na 12,6 obj. % [23].

Tab. 4-4: Koncentrace ethanolu

Vzorky Obj. % ethanolu
HIB-0 0,01 £0,01
HIB-1 1,07 0,09
HIB-2 4,32 +0,07
HIB-3 8,43 £ 0,05
HIB-4 12,26 +£0,36
HIB-5 12,70 £ 0,09
HIB-6 12,98 £ 0,05

RB 11,97 £ 0,02
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Graf 4-7: Narust koncentrace ethanolu v priibéhu kvasného procesu

4.6 Stanoveni sacharidi pomoci HPLC

Pro stanoveni sacharidi byla pouzita metoda HPLC s mobilni fazi acetonitril:voda
(75:25) a pro detekci byl vyuzit ELSD detektor. Podminky a postup stanoveni jsou uvedeny
v kapitole 3.7. Koncentrace celkovych sacharidii byla vypocitana pomoci regresnich rovnic

kalibra¢nich ki¥ivek, které zobrazuji graf 4-8, graf 4-9 a graf 4-10. Ukazky chromatogramu

jsou uvedeny v priloze 14 a v piiloze 15.
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Graf 4-8: Kalibracni kiiivka fruktozy
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Graf 4-9: Kalibracni krivka glukozy
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Graf 4-10: Kalibracni kifivka sacharozy

Graf 4-11 a tab. 4-5 zobrazuji vypocitanou koncentraci sacharidi a jejich zmény
béhem kvasného procesu. V mostu a ve viné byla identifikovana fruktéza a glukoza,
sachar6za piitomna nebyla. Pied zah4jenim kvageni obsahoval mogt 279,7 + 2,8 g™ fruktozy
a208,1 + 1,5 g'I'* glukézy. B&hem kvaseni a zrani vina doglo k poklesu koncentrace fruktozy

na 41,0 + 0,7 g'1* a glukézy na 6,0 = 0,1 g-l'l. Tomuto poklesu sacharidii odpovida nartst
g g y
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obsahu ethanolu jak uvadi graf 4-7. V mladém viné odridy Rulandské bilé byla koncentrace
fruktozy stanovena na 24,8 £1,9 g-I" a koncentrace glukozy na 8,1 + 0,3 g™

Tab. 4-5: Koncentrace sacharidi

Fruktoza Glukoza
Vory | e 1]

HIB-0 279,7+228 208,1+1,5
HIB-1 188,8 +2,8 96,5+1,8
HIB-2 135,0+6,5 60,5+ 1,5

HIB-3 81,5+1,9 24,1 +2,1
HIB-4 60,5 £2,2 14,8 1,5
HIB-5 455+0,9 6,5+0,5
HIB-6 41,0+0,7 6,0+0,1
RB 24,8 +1,9 8,1+0,3
300,0 -
I
250,0 -
X
200,0 -
I
T 150,0 | fruktoza
) L .
glukoza
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Graf 4-11:Pokles koncentrace sacharidii béhem kvasného procesu

4.7 Stanoveni kyselin pomoci HPLC

Pro stanoveni kyselin byla pouzita metoda HPLC s mobilni fazi 10 mM H,SO4 a pro
detekci byl vyuzit UV/VIS 210 nm detektor. Podminky a postup stanoveni jsou uvedeny
v kapitole 3.8. Koncentrace kyselin byla vypocitana pomoci regresnich rovnic kalibraénich
kiivek, které zobrazuji graf 4-12, graf 4-13, graf 4-14. Dalsi kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny

v ptiloze 17, 18 a 19. Ukazka chromatogramu je uvedena v piiloze 16.
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Graf 4-12: Kalibracni kifivka kyseliny citronové
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Graf 4-13: Kalibracni kifivka kyseliny vinné
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Graf 4-14: Kalibracni kifivka kyseliny octové
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Graf 4-15: Zména koncentrace kyselin behem kvasného procesu




Tab. 4-6: Stanovend koncentrace kyselin

Vzorky Kyselina vinna | Kyselina octova | Kyselina citronova

[mg-1'] [mg-1'] [mg-1']
HIB-0 | 3026.76 = 125.64 | 172,00+ 12,26 | 196,07 + 17,40
HIB-1 | 276541 <4638 | 239,77+5,13 14934 + 2,08

HIB-2 | 1659,74 + 128,29 | 181,09+ 17,93 133,89 + 3,07
HIB-3 | 1379,87 + 130,84 | 283,03 + 34,49 132,63+ 14,24

HIB-4 | 1283,64 +£ 142,73 | 214,03+ 5,45 128,27 + 1,99
HIB-5 | 1269,46 + 15,09 | 291,22 + 15,78 91,49 + 14,18
HIB-6 | 1249,23+ 78,33 | 300,75+ 12,07 74,68 + 8,66

RB 1262,09 £ 108,56 | 289,96 + 18,03 86,75 £ 14,15

Graf 4-15 zobrazuje stanovené koncentrace identifikovanych kyselin a jejich zmény
béhem kvasného procesu. V moStu byla identifikovana kyselina vinna, kyselina citronova
a kyselina octova. Obsah kyseliny vinné se v literatufe pohybuje okolo 6 g1 v severngjsich
Hibernal byl stanoven obsah této kyseliny pfed =zahdjenim kvaseni na hodnoté
3,03 £ 0,13 g™, V pribshu kvaseni a zrani vina doglo k poklesu koncentrace z diivodu
vysrazeni kyseliny ve formé vinného kamene na hodnotu 1,25 + 0,08 g-1'. V mladém ving
odridy Rulandské bilé byl stanoven obsah kyseliny vinné na 1,26 + 0,11 g-1™.

Kyselina citronova byva pfitomna v mostu v relativné nizkych koncentracich 50 az
300 mg-I* [25]. B&hem kvageni mize byt preménéna na diacetyl. V mostu Hibernal bylo
pred zalatkem kvageni identifikovano 196,08 + 17,40 mg.I*. V pribshu kvaseni doglo
k mirnému poklesu koncentrace na hodnotu 74,68 + 8,66 mg.I™. U vzorku Rulandské bilé byl
obsah této kyseliny stanoven na 86,75 + 14,15 mg.I™.

Kyselina octova byva ve ving pritomna v mnoZstvi 0,3 az 0,6 g-1*. V koncentraci
nad 0,7 az 1,1 g.I" dodava vinu §tiplavé aZ octové aroma, které je nezadouci [59]. V mostu
Hibernal byla identifikovana kyselina octova v koncentraci 172,00 £ 12,26 mg-1*. V prab&hu
kvaSeni doSlo k mirnému narustu koncentrace na hodnotu 300,74 + 12,07 mg-l'l. U vzorku

Rulandské bilé byl obsah této kyseliny stanoven na 289,96 + 18,03 mg-I™.

4.8 Identifikace kvasinek v moStu

Cilem bylo identifikovat a taxonomicky zafadit kvasinky izolované z bilého vina
odridy Rulandské bilé a porovnat je s kvasinkami izolovanymi a identifikovanymi ze vzorkt
odrtidy Hibernal. Viechny vzorky pochazely z vinaistvi Stépana Manaka ze Zadovic a byly
zaoCkovany autochtonni kvasinkou, kterd pochdzela z bobuli odriidy Hibernal a byla

vyizolovana a vyc¢isténa minuly rok.
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4.8.1 Kultivace kvasinkovych kultur

Vzorky byly pro izolaci a néslednou identifikaci pfitomnych kvasinek odebrany
do sterilnich lahvi. Seznam je uveden v tab. 3-1. Poté byly steriln¢ piefiltrovany pies
bakteriologické filtry. Odfiltrované smésné kultury byly kultivovany na Petriho miskéch
na sladinovém Zivném médiu s antibiotikem v termostatu pii teploté 26 °C po dobu nékolik
dni. Z téchto smésnych kultur byly ziskany Ccisté kultury kvasinek nékolikandsobnou

Kochovou metodou a kiizovymi roztéry jak je uvedeno v kapitole 3.9.2 a 3.9.3.

4.8.2 l1zolace DNA

K izolaci DNA z &istych kultur kvasinek byl vyuzit komer&ni set Clean™ Microbial
DNA Isolation Kit. Izolace probihala postupem uvedenym v kapitole 3.9.4. Pro dalsi pouziti
byla vyizolovana DNA uchovavana v mrazaku pii teploté -20 °C a byla pouzita k amplifikaci

a restrikéni analyze.

4.8.3 Amplifikace DNA pomoci PCR

Izolovana DNA byla amplifikovdna pomoci PCR postupem uvedenym v kapitole
3.9.5. K amplifikaci byly pouzity nespecifické fragmenty ITS1 a ITS4. PCR produkty byly
elektroforeticky rozdéleny na 2% agar6zovém gelu postupem uvedenym v kapitole 3.9.6.
Po vyhodnoceni byly ziskany fragmenty o délce 880 bp. Porovnanim velikosti fragmenti
s databazi lze usoudit, Ze se jedna o kvasinku rodu Saccharomyces. Délky jednotlivych
fragmentt jsou uvedeny v tab. 4-7. Ukazka elektroforeogramu PCR produktd je uvedena
Vv ptiloze 20.

Tab. 4-7: Velikost amplikonii oblasti 5,8S-1TS

Vzorky Velikost PCR produktu [bp]
RB-2 880
RB-9 880
RB-10 880
RB-14 880
RB-18 880

4.8.4 Restrikéni analyza

Naamplifikované useky DNA byly pfecistény postupem uvedenym v kapitole 3.9.7
a byly podrobeny restrikéni analyze. Byly pouzity 4 restrikéni endonukleazy a to Haelll,
Hinfl, Hhal a Tagl”. Postup restrikéni analyzy je uveden v kapitole 3.9.8.
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Restrikéni endonukleaza Haelll
Restrikéni endonukleaza Haelll ma rozpoznévaci misto pro sekvenci 5'...GG|CC ... 3'
DNA. Zjisténé velikosti fragmentd jsou uvedeny v tab. 4-8. Ukazka elektroforeogramu

restrikénich fragmenti je uvedena v priloze 21.

Tab. 4-8: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych Stépenim
PCR produktu restrikcni endonukleazou Haelll

Vzorky | Velikost PCR produktu [bp] RF [bp]
RB-2 880 330+240+180+140
RB-9 880 330+240+180+140

RB-10 880 330+240+180+140
RB-14 880 330+240+180+140
RB-18 880 330+240+180+140

Restrikéni endonukleaza Hinfl
Jako dalsi restrik¢éni endonukledza byla pouzita Hinfl. Tento enzym ma rozpoznavaci
misto pro sekvenci 5' ...GJANTC... 3' DNA. Zjisténé velikosti fragmentl jsou zobrazeny

v tab. 4-9. Ukazka elektroforeogramu restrikénich fragmenti je uvedena v ptiloze 22.

Tab. 4-9: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych Stépenim
PCR produktu restrikéni endonukledzou Hinfl

Vzorky | Velikost PCR produktu [bp] RF [bp]
RB-2 880 370+130
RB-9 880 370+130

RB-10 880 370+130
RB-14 880 370+130
RB-18 880 370+130

Restrikéni endonukleaza Hhal
Jako tieti v pofadi byla pouzita restrikéni endonukleaza Hhal, kterd ma rozpoznavaci
misto pro sekvenci 5'...GCG|C ...3' DNA. Z;jistén¢ velikosti fragmentti jsou uvedeny v

tab. 4-10. Ukazka elektroforeogramu restrikénich fragmenti je uvedena v ptiloze 23.

Tab. 4-10: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych
stepenim PCR produktu restrikcni endonukleazou Hhal

Vzorky | Velikost PCR produktu [bp] RF [bp]
RB-2 880 370+340+150
RB-9 880 370+340+150

RB-10 880 370+340+150
RB-14 880 370+340+150
RB-18 880 370+340+150
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Restrikéni endonukleaza Taqgl”
Jako posledni byla pouzita restrikéni endonukleaza Taql”, kterd ma rozpoznavaci
misto pro sekvenci 5'...T|CGA ...3' DNA. Zjisténé velikosti fragmentt jsou uvedeny v

tab. 4-10. Ukazka elektroforeogramu restrikénich fragmentu je uvedena v ptiloze 24.

Tab. 4-11: Velikost restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim
PCR produktu restrikcni endonukledzou Taql”

Vzorky | Velikost PCR produktu [bp] RF [bp]
RB-2 880 300+280+150+110+70
RB-9 880 300+280+150+110+70
RB-10 880 300+280+150+110+70
RB-14 880 300+280+150+110+70
RB-18 880 300+280+150+110+70

4.8.5 Geneticka podobnost kvasinek izolovanych z mladého vina odridy Rulandské bilé

s kvasinkami izolovanymi z moSti a vina odrady Hibernal.

Ziskané elektroforeogramy z jednotlivych restrikénich analyz byly upraveny
a zpracovany ve statistickém programu BioNumerics. Tento program na zaklad¢é klastrové
analyzy (UPGMA) fragmenti DNA po restrikéni analyze porovnava genetickou podobnost
analyzovanych kvasinek.
Porovnanim délek restrik¢énich fragmentd uvedenych na obr. 4-1 a srovnanim s databazi
a dalSimi studiemi lze urcit, ze se ve vzorcich mladého vina odridy Rulandské bilé
pravdépodobné nachazi kvasinka rodu Saccharomyces.
Tato kvasinka byla porovnana s kvasinkami izolovanymi z mostu odridy Hibernal
Vv pribéhu kvasného procesu. Obé odriidy byly pfed zakvasenim piefiltrovany a na jejich
zakvaseni byla pouzita autochtonni kvasinka, ktera byla izolovana z prostiedi vinice odrudy
Hibernal. Porovnanim restrikénich fragmentd kvasinek izolovanych z odridy Rulandské bilé
(popsané v piedchozich kapitolach) s restrikénimi fragmenty kvasinek izolovanych z mostu
odridy Hibernal tab. 4-12 je patrné, ze v obou odriadach byla opravdu izolovana
a identifikovana stejna kvasinka rodu Saccharomyces.

Haelll Hhal Hinfl Tagl
| mg
»| m10
| m14
“I m2
“ m18

Obr. 4-1: Porovnani délek restrikcnich fragmentii kvasinek izolovanych ze vzorkit RB
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Tab. 4-12: Velikost PCR produktii a restrikcnich fragmentii kvasinek izolovanych z mostu Hibernal v

pribéhu kvasného procesu

Velikost Velikost Velikost Velikost
Odbér Oznaceni PCR restrikénich restrikénich | restrikénich | Velikost restrik¢nich
vzorku | produkt | fragmenta Haelll | fragmenta fragmenti | fragmenti Taql” [bp]

[bp] [bp] Hinfl [bp] Hhal [bp]
HIB-1 6 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
22 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
HIB-2 8 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
25 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
1 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
15 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
HIB-3 16 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
17 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
19 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
3 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
4 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
HIB-4 11 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
12 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
13 880 330+240+180+140 370+130 370+340+150 | 300+280+150+110+70
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim vlivu kvasinek na chemické a senzorické
vlastnosti vyrabéného vina. Teoretickad Cast se vénuje v prvni ¢asti popisu odridy Hibernal
a technologii vyroby vina se zaméfenim na kvasny proces. Dale je v této Casti popsana
cytologie kvasinek a detailn¢ jsou popsany i vybrané rody kvasinek, které jsou dulezité
z potravinaiského hlediska a to rod Saccharomyces, Candida, Pichia, Kluyveromyces
a Kloeckera. Dalsi kapitoly se vénuji popisu chemického slozeni hroznového mostu a vina se
zaméfenim na aromatické latky. V zavéru teoretické Casti prace jsou popsany metody
stanoveni aromatickych latek pomoci SPME-GC-MS, dale HPLC a metody pro identifikaci
kvasinek PCR-RFLP a PCR, kter¢ byly vyuzity v experimentalni ¢asti diplomové prace.

K analyze vzorkll byla pouzita metoda SPME-GC-MS. Analyzovany byly mosty
ziskané v prabehu kvasného procesu a vino odridy Hibernal, dale také mladé vino odrady
Rulandské bilé. U obou téchto odriid byla na zakvaSeni vyuzita autochtonni kvasinka, ktera
pochazela z prostiedi vinice Hibernal. Vzorky pochazely z vinaistvi Stépana Mataka
ze Zadovic. Dalsi vzorek vina Rulandské bilé pochazel od soukromého vinate, ktery pii
vyrob¢ tohoto vina vyuzil kvaSeni spontannim zptisobem.

V pribéhu kvasného procesu dochazelo u mosti odriady Hibernal ke zvySeni poctu
identifikovanych esteri a kyselin. Na zacatku kvaSeni doSlo ovSem k poklesu poctu
identifikovanych vysSich alkoholi. Béhem dalSiho kvaseni jejich pocet opét naristal.
V pribéhu zrani vina na kvasinkach doSlo ke snizeni poctu identifikovanych aromatickych
latek. Aromaticky profil vina Rulandské bilé, které vzniklo s vyuzitim stejné kvasinky, je
podobny aromatickému profilu mostu a vina Hibernal. V obou odridéch bylo identifikovano
velké mnozstvi estert, které dodavaji vinu svézi, ovocné a kvétinové tony. Lze tedy fici, ze na
aroma vina se krom¢ odridovosti velkou mirou podileji vyuzité kvasinky. Ve viné, které
pochazelo od soukromého vinate, bylo identifikovano méné esterd, ale vice vysSich alkoholt
nez u predchozich vzorkli a bylo zjiSténo, ze aromaticky profil tohoto vina je odliSny od
ostatnich vzork.

U mostu Hibernal byly v prubéhu kvasného procesu sledovany ruzné chemické
parametry. Nasledn€ byly tyto parametry stanoveny i v mladém ving této odridy a odridy
Rulandské bilé. Pii porovnani mladych vin lze fici, ze mladé vino Hibernal (HIB-5)
obsahovalo vice polyfenold, anthokyantli, ethanolu, kyselin a sacharidi neZ mladé vino

Rulandské bilé a mélo také vyssi antioxidacni aktivitu.
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K izolaci a identifikaci kvasinek byly pouzity vzorky mladého vina Rulandské bilé,
které byly odebrany 28.10.2015. K amplifikaci byla zvolena oblast 5,8S-ITS rDNA a pouzity
primery ITS1 a ITS4. Poté byly PCR produkty podrobeny restrikéni analyze, ke které byly
vyuzity restrikéni endonukleazy Haelll, Hinfl, Hhal a Tagl”. Bylo zji§téno, Ze v mladém viné
odridy Rulandské bilé jsou pritomny kvasinky rodu Saccharomyces. Porovnanim
s kvasinkami izolovanymi z mostii Hibernal v pribéhu kvasného procesu bylo zjisténo, ze se

jedna o stejnou kvasinku rodu Saccharomyces.
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(2,2-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Ethylacetat

Evaporative Light Scattering Detector

Ethidium bromid

Gas chromatography (plynovéa chromatogratie)

Gas chromatography-mass spectrometry (plynova chromatografie
shmotnostni spektrometrii)

High Performance Liquid chromatography (vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie

Headspace solid-phase microextraction (Headspace mikroextrakce
tuhou fazi)

Isoamylalkohol

Isobutanol

Stupné normované¢ho mostoméru

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

n-propanol

Restriction fragment length polymorphism (Polymorfismus délky
restrikénich fragmentil)

Ribonukleova kyseliny

Solid-phase microextraction (mikroextrakce tuhou fazi)

Trisborat EDTA pufr

1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaftalen
4-(2,3,6-trimethylfenyl)buta-1,3-dien

Ultrafialové zafeni
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Priloha 5: Latky identifikované ve vzorku HIB-0

Identifikované latky Retenc¢ni ¢as
Kyslik 2,20
Ethylacetat 4,22
Ethanol 5,10
Hexanal 9,51
Dekamethylcyklopentasiloxan 11,20
3-methylbutan-1ol 14,67
(E)-2-hexenal 15,31
Oktanal 18,46
3TMS derivat kyseliny fosfonooctové 18,64
(2)-2-heptenal 20,10
Hexan-1-ol 21,30
Methansulfinylfluorid 21,81
2-pentyn-4-on 22,76
(2)-2-hexen-1-ol 23,75
1-okten-3-ol 25,67
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-hexadecamethyloktasiloxan 25,89
Kyselina octova 26,80
TBDMS derivat isovanillinu 28,09
(E)-2-hepten-1-ol 28,35
2TMS derivat kyseliny 3-hydroxybenzoové 28,60
Benzaldehyd 29,18
Linalool 29,90
3TMS derivat kyseliny fosfonooctové 30,40
Dimethylsulfoxid 31,03
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethylheptasiloxan 32,60
Ethyldekanoat 33,63
4-ethylbenzaldehyd 34,38
2-nonanol 34,54
a-terpinylacetat 36,08
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethylheptasiloxan 38,61
2,5-dimethylhexan-2,5-diol 38,87
2-tridekanon 40,43
Ethyloktanoat 42,83
Benzylalkohol 43,21
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11-dodecamethylhexasiloxan 43,96
2-fenylethylalkohol 44,46
1-(1-hydroxy-1-heptyl)-2-methylene-3-pentylcyklopropan 49,58
Kyselina oktanova 49,96
2,4-ditertbutylfenol 57,97
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Priloha 6: Latky identifikované ve vzorku HIB-1

Identifikované latky Reten¢ni ¢as
(2-Aziridinylethyl)amine 2,19
Ethylacetat 4,22
Acetaldehyd 4,89
Ethanol 5,05
Ethylbutano4t 7,94
Hydrazid kyseliny octové 9,88
Isoamylacetat 11,13
3-methylbutanol 14,67
Ethylhexanoat 15,92
Styren 17,11
Hexylacetat 17,70
Oktanal 18,48
4-hexen-1-0 lacetat 19,33
4-hexen-1-yl hexanoat 19,33
Ethylheptanoat 20,42
1-hexanol 21,29
Heptylacetat 22,26
Methyloktanoat 22,99
Ethyloktanoat 25,17
Isopentylhexanoat 25,98
Kyselina octova 26,55
Nonyloktanoat 28,64
Benzaldehyd 29,16
Linalool 29,90
Methyldekanoat 31,89
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-tetradecamethylheptasiloxan 32,60
Ethyldekanoat 33,72
Isoamyloktanoat 34,41
9-ethyldekanoat 35,84
N,N-dihexyl-2-(2-thiophenyl)ethylamin 36,33
Methyldodekanoat 40,12
2-tridekanon 40,44
2-fenylethylacetat 40,90
Ethyldodekanoat 41,64
Kyselina hexanova 42,37
2-oktyloktanoat 42,82
Fenylethanol 44,46
Kyselina oktanova 49,87
Kyselina dekanova 56,87




Priloha 7: Latky identifikované ve vzorku HIB-2

Identifikované litky Retencni Linalool 29,9
cas Isobutyloktanoat 29,99

(2-Aziridinylethyl)amine 2,19 Pentylcyklopropan 30,3
Ethylacetat 4,2 Hexadekan 31,63
Acetaldehyd 4.8 Methyldekanoat 31,89
Ethanol 5,1 Hexylhexanoat 32,45
Ethylbutanoat 8,08 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-
cis-2-methyl-3-tetrahydro- 989 tetradecamethylheptasiloxan 32,59
furanthiol ’ Ethyldekanoat 33,75
Isoamylacetat 111 Isoamyloktanoat 34,41
Methylacetat 13,87 9-ethyldekanoat 35,82
3-methylbutanol 14,69 Karbohydrazid 36,32
Ethylhexanodt 15,92 Methyldodekanoat 40,11
Kyselina fenylbutandiova 17,12 2-tridekanon 40,42
Hexylacetat 177 2-fenylethylacetat 40,89
Oktanal 18,52 Ethyldodekanoat 41,63
Cyklohexylhexanoat 19,74 Kyselina pentanova 42,34
Ethylheptanoat 20,42 2-oktyloktanoat 42,82
1-hexanol 21,29 Fenylethanol 44,45
Heptylacetat 22,26 2-ethyl-4,5-dihydro-4-methyl-1H- 16.17
Methyloktanoat 22,99 imidazol ’
Ethyloktanoat 25,19 1-(1-hydroxy-1-heptyl)-2- 49,58
113355779911111313151 | ¢ oo methylene-3-pentylcyklopropan
5-hexadecamethyloctasiloxan ’ Kyselina oktanova 49,85
Isopentylhexanoat 25,98 Kyselina undekanova 52,64
Kyselina octova 26,56 Kyselina nonanova 53,44
Nonadecan 27,36 N-acetyl-N-benzoylglukosamin 54,1
Propyloktanoat 28,62 Kyselina dekanova 56,86
Benzaldehyd 29,17
Ethylnonanoat 29,35
2,3-butandiol 29,63
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Priloha 8: Latky identifikované ve vzorku HIB-3

Identifikované litky G Hexadekan 31,63
£ay Methyldekanoat 31,89
(2-Aziridinylethyl)amine 2,19 11335577991111,13,13-
Ethylacetat 4,20 tetradecamethylheptasiloxan 32,59
Acetaldehyd 4,82 Ethyldekanoat 33,80
Ethanol 5,09 Isoamyloktanoat 34,42
Ethylbutanoat 7,94 9-ethyldekanoat 35,82
hydrazid kyeliny octové 9,89 {3-Pyridinecarboxamide, N-
AT 36,32
Isoamylacetat 11,16 phenyl-]Nicotinanilide
3-methylbutanol 14.68 4-ethyldekano§1t 37,00
Ethylhexanoat 15,91 'Sot)lftﬁ-ziﬁ-@t'fluom-3- 38,21
N-Methoxy-N-hydroxymethyl-N- ey Denzoa -
methylamine 16,86 trans-1,3-dimethylsilacyclohexan 38,85
Styren 17,10 Methyl-a-D-glukopyranosiduronat 40,11
Hexylacetat 17,68 2-tridekanon 40,43
2-ethylcyklohexanol 18,46 2-fenylethylacetat 40,89
Oktanal 18,61 Ethyldodekanoat 41,64
Methansulfinylfluorid 19,32 Kyselina hexanova 42,34
Cyklohexylacetat 19,75 2-oktyloktanoat 42,82
Ethylheptanoat 20,44 Methyl-cis-5-dodekanoat 43,26
1-hexanol 21,29 Fenylethylalkohol 44,45
Heptylacetat 22.26 1-dodekanol 46,16
Methyloktanoat 22,98 (2)-ethylpentadec9-enoat 43,64
Ethyloktanoat 25,21 Methyltetradekanoat 47,63
1,1,3355779911111313,151 | - o0 Fenol 47,98
5-hexadecamethyloctasiloxan ’ Ethyltetradekanoat 48,95
2-methylbutytihexanoat 25,98 1-(2-methylen-3-
49,57
Kyselina octové 26,48 pentylcyklopropyl)-1-heptanol
Tetradecan 27,37 Kyselina oktanova 49,87
Propyloktanoat 28,63 Ethyl-9-tetradekanoat 50,28
Benzaldehyd 29,16 5-hydroxymethylfurfural 53,10
Ethylnonanoét 29,36 Kyselina dekanova 56,86
2,3-butandiol 29,62
Linalool 29,90
Isobutyloktanoat 29,99
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Priloha 9: Latky identifikované ve vzorku HIB-4

Identifikované litky Retenéni Methyldekanoat 31,85
cas Hexylhexanoat 32,41
(2-Aziridinylethyl)amine 2,34 3TMS derivat kyseliny 2,6- 3257
Ethylacetat 4,18 dyhydroxybenzoat ’
Acetaldehyd 4,86 Ethyldekanoat 33,74
Ethanol 5,14 Isoamyloktanoat 34,38
Ethylbutanoat 7,89 9-ethyldekanoat 35,75
Kyslik 10,3 Karbohydrazid 36,29
Hydrazid kyeliny octové 10,58 Cyklohexyl-2,6-difluoro-3- 36.97
Isoamylacetat 10,9 methylbenzoat :
p-xylen 11,58 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,1_3,13,15 38,57
3-methylbutanol 14,77 i\%l‘r’e;ﬂs’l‘ﬁ%?methy'o"tas"Oxa”
Ethylhexanoét 15,77 alukopyranosiduronat 40,09
Styren 16,99 2-tridekanon 40,4
1,3,5,7-cyklooktatetraen 17,15 2-fenylethylacetat 40,86
Hexylacetat 17,58 Ethyldodekanoat 41,61
Oktanal 18,38 Kyselina hexanova 42,33
Hex-4-yn-3-on 19,27 1-methylheptyloktanoat 42,78
Ethylchlorofluoroacetat 19,67 Fenylethylalkohol 44.42
Ethylheptanoat 20,37 N-allylcaprolaktam 46,13
1-hexanol 21,28 Methyltetradekanoat 47,59
Heptylacetat 22,23 Ethyltetradekanoat 48,91
Methyloktanoat 22,93 1-(2-methylen-3- 19,54
Ethyloktanoat 25,12 pentylcyklopropyl)-1-heptanol ’
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,:!.3,13,15 25 86 Kyselina oktanova 49,83
,15-hexadecamethyloctasiloxan ’ 5-hydroxymethylfurfural 53,04
Kyselina octova 26,45 Methyldiethanolamin 53,7
2TMS derivt ky§ehny 4 28,58 Kyselina dekanova 56,82
hydroxybenzoové Glycerol 58.03
Benzaldehyd 29,14 :
Ethylnonanoat 29,3
2,3-butandiol 29,61
Linalool 29,87
Hexadekan 31,59
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Priloha 10: Latky identifikované ve vzorku HIB-5

Identifikované litky Retencni Ethylnonanodt 2931
cas 2,3-butandiol 29,62
(2-Aziridinylethyl)amine 2,16 Linalool 29,87
Ethylacetat 4,20 Hexadekan 31,58
Acetaldehyd 4,89 Methyldekanoat 31,84
Ethanol 5,14 Ethyldekanoat 33,75
Methanol 10,28 Isoamyloktanoét 34,38
Isoamylacetat 10,89 9-ethyldekanoat 35,77
3-methylbutanol 14,78 3methyl-5-nitrofenol 36,28
Ethylhexanoét 15,82 3-(methylthio)-1-propanol 36,97
Styren 17,05 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13- 3857
Hexylacetat 17,61 tetradecamethylheptasiloxan ’
2-ethylcyklohexanol 18,41 Methydodekanoat 40,08
3TMS derivat kyseliny 18.60 2-tridekanon 40,39
fosfonooctové ’ 2-fenylethylacetat 40,85
cis-3-hexenylacetat 19,27 Ethyldodekanoat 41,61
4-hexen-1-yl-hexanoat 19,68 Kyselina hexanova 42,31
Ethylheptanoat 20,35 2-oktyloktanoat 42,78
1-hexanol 21,29 Fenylethylalkohol 44,43
Heptylacetat 22,20 2,5-furandicarboxaldehyd 47,12
Methyloktanoat 22,93 Ethyltetradekanoat 48,91
Ethyloktanoat 25,10 1-(2-methylen-3- 49 55
1,1,3,3)5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,1 25 86 pentylcyklopropyl)-1-heptanol '
5-dodecamethylhexasiloxan ' Kyselina oktanové 49,82
Kyselina octova 26,64 Kyselina dekanova 56,58
TBDMS derivat isovanillinu 28,08 Glycerol 58,09
2TMS derivat kyseliny 4-
, 28,58

hydroxybenzoové
Benzaldehyd 29,13
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Priloha 11: Latky identifikované ve vzorku HIB-6

Identifikované latky Reten¢ni ¢as
(2-Aziridinylethyl)amine 2,17
Ethylacetat 4,17
Acetaldehyd 4,90
Ethanol 5,05
Ethybutyrat 7,80
Isobutanol 9,72
Isoamylacetat 10,85
3-methylbutanol 14,27
Ethylhexanoat 15,38
Styren 16,53
Hexylacetat 17,07
Dodekamethylcoklohexasiloxan 18,02
1-hexanol 20,53
Methyloktanoat 22,10
Nonanal 22,31
Ethyloktanoat 23,97
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15-hexadecamethyloktasiloxan 25,06
Kyselina octova 25,54
2,3-butandiol 28,38
Linalool 28,65
Undekan-2-on 30,64
3,7-dimethyl-1,5,7-oktatrien-3-ol 31,19
Ethyldekanoat 21,15
Benzaldehyd 32,61
Isoamyloktanoat 32,87
3-methylbutanoat 33,98
9-ethyldekanoat 34,18
a-terpineol 34,47
2-fenylethylacetat 38,91
Ethyldodekanoat 39,67
Kyselina hexanova 40,44
Fenylethylalkohol 42,28
Kyselina oktanova 47,52
3-methylbutanoat 48,38
Pentylpentanoat 49,38
Kyselina benzoova 51,05
2-Methoxy-4-vinylphenol 51,55
Kyselina dekanova 54,02
2,4-ditertbutylpenol 54,92
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Priloha 12: Latky identifikované ve vzorku RB

Identifikované ltky LA Hexadekan 31,60
cas Methyldekanoat 31,85
(2-Aziridinylethyl)amine 2,14 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13-
Ethylacetat 4,21 tetradecamethylheptasiloxan 32,55
Acetaldehyd 4,86 Ethyldekanoat 33,83
Ethanol 5,15 Isoamyloktanoat 34,40
Ethylbutanoat 7,88 Decylacetat 35,30
Isoamylacetat 10,93 9-ethyldekanoat 35,77
3-methylbutanol 14,75 Propyldekanoat 36,97
Ethylhexanoat 15,85 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13- 3855
Styren 17,05 tetradecamethylheptasiloxan '
Hexylacetat 17.63 2-tridekanon 40,38
Octanal 18,42 2-fenylethylacetat 40,84
2-pentyn-4-on 19,28 Ethyldodekanoat 41,63
(2)-3-hexen-1-ol acetat 19,69 4-hydroxy-2-methylacetofenon 42,03
(2)-dimethyl-2-butenedioat 20,36 3-methylbutylpentadekanoat 42,25
n-pentylmethylfosfonofluorodat 20,95 2-ethylhexyloktanoat 42,79
1-hexanol 21,27 9-ethylhexadekanoat 43,22
Heptylacetat 22,21 (2)-ethylpentadekanoat 43,61
Methyloktanoat 22.94 Fenylethylalkohol 4441
Ethyloktanoat 25,18 Methyltetradekanoat 47,60
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15 Ethyltetradekanoat 48,91
25,85 -

,15-hexadecamethyloktasiloxan 1-(1-hydroxy-1-heptyl)-2 49.54
Isopentylhexanoat 25,94 methylene-3-pentylcyklopropan ’
Kyselina octova 26,59 Kyselina oktanova 49,83
TBDMS derivat vanillinu 28,07 5-hydroxymethylfurfural 52,95
Ethylnonanoat 29,31 Kyselina dekanova 56,80
Benzaldehyd 29,14 Ethylhexadekanoat 55,64
Linalool 29,85 2,4-ditertbutylfenol 57,92
Isobutyloktanoat 29,95 Glycerol 58,07
1-oktanol 30,26
2,3-butandiol 31,16
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Priloha 13: Latky identifikované ve vzorku RB-S

Identifikované latky Retenéni 1,1,3,3,5,57,7,9,9,11,11,13,13- 3057
Vzorek RB-S cas tetradecamethylheptasiloxan ’
Hydrazinkarboxamid 2,27 Ethyldekanoat 33,60
Ethylacetat 4,17 1,3-diethoxy-1,1,3,3-
o 35,15
Acetaldehyd 4,87 tetramethyldisiloxan
Ethanol 5,16 Diethylbutandioat 35,28
Ethylbutanoat 7,90 3-methylpentanoat 35,59
Isobutanol 10,46 9-ethyldekanoat 35,77
Isoamylacetat 10,91 3-(methylthio)-1-propanol 36,97
3-methylbutanol 14,78 Kyselina acetohydroxamova 37,78
Ethylhexanoat 15,83 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13- 38,57
HexvIaceiat 17 61 tetradecamethylheptasiloxan ’
Oct;]nal 18’42 2,5-dimethyl-2,5-hexandiol 38,83
— - : 4-O-methylmannosa 40,31
3TMS derivat kyseliny -
fosfonooctové 18,63 2-fenylethylacetat 40,85
2-ethylhexenoat 20,96 Ethyldodekanoat 41,59
1-hexanol 21,28 Kyselina hexanova 42,33
3-methylcyklopenten 21,80 2-oktyloktanoat 42,79
Kyseliny 17-oktadecynova 23.16 Benzylalkohol 43,17
Hydrazin 24,23 Fenylethylalkohol 44,42
Ethyloktanoat 24.93 2,5-furandikarboxaldehyd 47,12
1,1,3,355,7,7,9,9,11,11,13 13,15, 1-(1-hydroxy-1-heptyl)-2- 49.54
i 2587 hylene-3-pentylcykl :
15-hexadecamethyloktasiloxan ’ methylene-3-pentylicyklopropan
Furfural 26,62 Kyselina oktanova 49,84
2-ethyl1-hexanol 27.35 5-hydroxymethylfurfural 52,91
TBDMS derivat isovanillinu 28,07 Kyselina dekanova 56,84
iva i - 2,4-ditertbutylfenol 57,92
2TMS derivat ky§elmy 3 28 58 y
hydroxybenzoové Glycerol 58,08
Benzaldehyd 29,21
2,3-butandiol 29,61
Linalool 29,87
1-oktanol 30,26
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P¥iloha 14: Chromatogram-kalibrace sacharidii
200 mg-l’l, 1-fruktoza, 2-glukoza, 3-sacharoza
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Priloha 15: Chromatogram stanoveni
sacharidi-vzorek HIB-1, 1-fruktoza, 2-glukéza
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Piiloha 16: Chromatogram stanoveni kyselin-vzorek HIB-1, 1-kyselina citronovd, 2-kyselina vinnd, 3-

kyselina octova
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Piiloha 17: Graf kalibracni kifivky kyseliny jantarové

99



1200000 -

1000000 -

800000 -
>
Z 600000 - y =1960,x - 14796
= R?=0,995
(]
=
& 400000 -
=

200000 -

0 ‘ T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
c[mg-1]
Priloha 18: Graf kalibracni kiivky kyseliny jablecné
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Priloha 19: Graf kalibracni krivky kyseliny madselné
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P¥#iloha 20: Elektroforeogram PCR produktii ziskany amplifikaci 5,8S-ITS oblasti izolovanych
kvasinek. S100-délkovy standard 100 bp, ¢isla 9,10, 14-oznaceni vzorkii

Priloha 21: Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych Stépenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Haell. S100-délkovy standard 100 bp, 14, 10, 9-oznaceni vzorki




Priloha 22: Elektroforeogram restrikcnich fragmentu ziskanych stepenim PCR produktu
restrikéni endonukledazou Hinfl. S100-délkovy standard 100 bp, 14, 10, 9, 2-oznaceni vzorki

Priloha 23: Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych stépenim PCR produktu
restrikcni endonukleazou Hhal. S100-délkovy standard 100 bp, 14, 10, 9-oznaceni vzorkii
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Piiloha 24: Elektroforeogram restrikcnich fragmentii ziskanych Stepenim PCR produktu restrikcni
endonukledzou Taql®. S100-délkovy standard 100 bp, 10, 9-oznaceni vzorkii
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