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ABSTRACT

The aim of our study was the characteristic of microbial community during fermentation of stum using classical plate
diluting method. In different groups of microorganisms we followed changes in total plate count number, number of
lactobacilli and changes in yeast number during fermentation. Samples were taken during the fermentation process in wine
factories and a private vineyard. During this period, were examined 30 samples of wine, Miiller Thurgau, Cabernet
Sauvignon, Chardonnay, Traminer Red and bio-wine. Samples were collected from stum non filtrated and filtrated, the
beginning of fermentation, fermentation, late fermentation and young wine. The statistical evaluation demonstrated that the
microflora presented during the fermentation process was not affected by grape variety, but by process of fermentation. On
the base of statistical evaluation was shown that in total plate count number and yeast event were reported highest values in
the stormy phase of fermentation. For total number of microorganisms of each variety in the bubbling ferment phase values
ranged from 14 to 176 cfu.ml™ and for the yeast values ranged from 19 to 150 cfu.ml™.In the case of lactobacilli, their
highest abundance was statistically confirmed during stormy fermentation, when the numbers were reaching almost the

initial value in grape-must non filtrated.
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UVOD

Vroku 1863 objavil Louis Pasteur podstatu
alkoholového kvasenia u vina a dokazal, ze prebieha na
zaklade mikrobidlnej aktivity. Alkoholové kvasenie
mustu pri vyrobe vina je zlozity biochemicky proces, na
ktorom sa moéze podielat az 15 rodov kvasiniek
(Pavlousek, 2006).

Kvasinky vylucuji enzymy, ktoré premieiiaju prirodzené
cukry hrozna v pomere skoro rovnakom mnoZzstve
alkoholu a oxidu uhli¢itého. Tento proces sa zastavuje,
ked’ zasoba cukru sa vyc€erp4, alebo ked hladina alkoholu
dosiahne taku Groven, ktora je pre enzymy kvasiniek
toxickd (normalne 15 az 16 %,niektoré kmene mozu
prezit’ aj 20 az 21 % (Stevenson, 1999).

Kvasenie je jednym zo zakladnych typov energetického
metabolizmu mikroorganizmov. Definujeme ho ako
metabolicky proces uvolfiujuci energiu, v ktorom
organické zluceniny su donormi (darcami) elektronov
ainé organické zluceniny su akceptormi (prijemcami)
elektronov (Kovag, 1990).

Kvasenie hroznového mustu je zlozity mikrobiologicko —
biochemicky proces, pri ktorom sa formuje kvalita
dordbaného  hroznového vina. Hroznovy cukor
V hroznovej $tave predstavuje nutri¢nt latku pre mnohé
mikroorganizmy, hlavne pre kvasinky, v mensej miere

pre baktérie. Mikroorganizmy v procese svojho
metabolizmu premienaji musty na vino (Hronsky,
2006).

Substratom pre etanolova fermentaciu si vacSinou
hex6zy. Saccharomyces cerevisiae metabolizuje glukozu
cez Embdenovu-Meyerhofovu-Parnasovu drahu (EMP),
tieZ oznacovanu ako hexozodifosfatova draha (RebroS et
al., 2005).

Vo vinnych mustoch byva obsah cukru 125 - 250 g.I"?,
kde suché vina mézu obsahovat’ aj menej nez 4 g.I"
zbytkového cukru (vyjadrené ako glukéza). Okrem
glukézy a fruktézy obsahujii vina v relativne vicSom

mnozstve tiez arabindzu, xylézu, galaktéozu a malé
mnozstvo d’al§ich monosacharidov a oligosacharidov
(Velisek, 2002).

Alkoholové  kvasenie je dynamicky, komplexny
mikrobialny proces, ktory zahfiia rozvoj réznych druhov
kvasiniek abaktérii mlie¢neho kvasenia. Prebicha
V kvasnych nadobach uzatvorenych kvasnymi zatkami,
ktoré st umiestnené v kvasiarni alebo na volnom,
niekedy zastreSenom  priestranstve, v ktorom st
vyhovujlce priestory a podmienky pre kvasenie mustu
(Toth et al., 2008).

Priebeh kvasenia mozno rozdelit' do troch faz: zaCiatok
kvasenia, burlivé kvasenie a dokvasovanie. Z hladiska
ovplyviovania kvality buducich vin je najdolezitejSie
burlivé kvasenie — tato faza je charakteristicka zvySenym
rozmnozovanim a rastom buniek kvasiniek, pricom sa
tvori velké mnozstvo CO, atepelnej energie.
V normalnych podmienkach trva 7-14 dni. KedZze
priebeh burlivého kvasenia ovplyviiuje kvalitu budacich
vin, toto Stddium  usmerniujeme viacerymi
technologickymi  operaciami, aby kvasny proces
prebehol pozvolnejSie ateplota mustu neprekrocila
hranicu 27 °C (Steidl, 2002).

Rozne druhy akmene kvasiniek metabolizuji zlozky
hroznovej stavy na Siroké spektrum prchavych
kone¢nych produktov, ktoré prispievaju k voni, chuti
ainym vlastnostiam vina. Hlavné prchavé produkty
metabolizmu kvasiniek ako etanol a oxid uhli¢ity maju
relativne maly prispevok k prichuti vina. Naopak
organické kyseliny, vyssie alkoholy, estery a v mensej
miere acetaldehyd predstavuju hlavné skupiny latok,
ktoré tvoria buket vina (Combina et al., 2005).
Kvasinky st zvinarsko — technologického hladiska
najdolezitejSie mikroorganizmy. Najviac kvasiniek sa
nachadza na trhlinich bob0l' hrozna, kde presakuje
hroznova S$tava. Na stopkach hrozna a uzavretych
bobulach hrozna, ktoré st obalené voskovou vrstvou sa
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nenachadzaji vhodné vyzivné latky, a preto sa v nich
kvasinky nezdrzuju (Vajczikova, Breierova, 2003).
Okrem kvasiniek maju velky vyznam pre akost’ vin aj
baktérie. Vo vinarstve rozliSujeme baktérie uzito¢né
(baktérie jabléno — mlie¢neho kvasenia) a Skodlivé
(slizovité baktérie, baktérie manitového kvasenia a.i.),
ktoré sposobuju neziaduce zmeny vo vinach. Po zbere
hrozna mozeme baktérie najst na zrelych bobuliach
spoloéne s kvasinkami  a mikroskopickymi  hubami.
Vseobecne mozno baktérie v kvasiacich mustoch
dokazat” uz po niekolkych dnoch. Ich aktivita je vSak
minimalna (Téth et al., 2008).

Mlie¢ne baktérie rodu Lactobacillus st fakultativne
anaerdbne baktérie. Ich pozitivnou vlastnostou je, ze
odburavaju  kyselinu jabléni (jablcno — mliecne
kvasenie). Ich negativnou vlastnostou je rozklad
kyseliny vinnej (zvrhnutie vina) a mlie¢ne kvasenie.
Priebeh kvasenia musi byt pomaly a intenzivny. Aby
vysledkom bolo kvalitné vino, musi sa kvasenie
regulovat’ a podla potreby ovplyviiovat. Ovplyvnenie
intenzity kvasenia poOsobi na syntézu enzymov
a odzrkadl'uje sa v rozmnozovani kvasiniek. Kvasinky
reaguju na rozliéné vonkajSie a vnitorné podmienky
a Cinitele, ktoré su z hl'adiska ich metabolizmu dolezité
(Hronsky, 2006).

Cielom prace bolo sledovanie zmeny mikrobidlneho
spolo€enstva vin pocas fermentacie.

MATERIAL A METODIKA

Testovanych 30 vzoriek bolo odobranych do sklenenych
vysterilizovanych flia§ o objeme 1,5 dcl pocas
spracovania hrozna a vyroby vina vroku 2009 pocas
celého vyrobného procesu v tychto fazach: neodkalena
stava (I), odkalena stava (II), zadiatok kvasenia (III),
burlivé kvasenie (IV), dokvasovanie (V) a stocené vino
(VI). Na testovanie sme pouzili vzorky odobraté z mustu
pri vyrobe (fermentacii) nasledovnych odrdéd vin: Miiller
Thurgau; Cabernet Sauvignon; Chardonnay; Tramin
Cerveny a biovino. Na vyrobu biovina bolo puzité
hrozno  z ekologického polnohospodarstva  (pocas
pestovania bol pouzity iba jeden postrek za rok na baze
modrej skalice). Kvasenie pri vyrobe tohto vina
prebiehalo spontanne na rozdiel od ostatnych odrod, kde
bolo kvasenie riadené pridavkom kvasiniek a nizSou
teplotou kvasenia.

Kvasenie odrod Miiller Thurgau, Cabernet Sauvignon,
Chardonnay a Tramin Cerveny prebiehalo pri teplotach
do 25 °C v anaerébnych podmienkach, a to tzv. riadenym
kvasenim, aby sa spracovatelia vyhli vzniku réznych
technologickych nedostatkov, ¢i je to uz pomalé
kvasenie, velké narastanie aerdbnej mikroflory alebo
rozmnozenie sa nevhodného druhu kvasiniek.

V odobratych  vzorkdch sme sledovali platiiovou
zried’ovacou metddou tri skupiny mikroorganizmov, a to
celkovy pocet mikroorganizmov (CPM), kvasinky
a laktobacily.  Pouzit¢ zivné pody a kultivacné
podmienky su uvedené v tabul’ke 1.

Tabulka 1 Pouzit¢ zivné pody a kultivacné
podmienky na stanovenie vybranych mikrobidlnych
skupin

Skupina Pouzita | Spdsob Teplota | Cas
mikroorganizmov | Zivna ofkovania
poda

Celkovy pocet | GTK Zaliatim 30°C 72h

mikroorganizmov

Kvasinky SA Zaliatim 25°C 5-7
dni

Lactobacillus spp. MRS zaliatim 30 °C 72h

GTK — agar s glukézou, tryptéonom a kvasniénym extraktom (Biomark
™), SA — sladinovy agar (Biomark ™), MRS — De Mana — Rogossa —
Sharpeho agar (Biomark ™)

Po wuplynuti casu kultivacie sme pocitali vyrastené
koloénie podl'a STN:

- stanovenie celkového poctu mikroorganizmov
STN ISO 4833

- stanovenie kvasiniek STN 7954

- stanovenie laktobacilov STN 560094
Na Statistické hodnotenie sme pouzili priemerné hodnoty
stanovenych  poctov  mikroorganizmov  metédou
jednofaktorovej analyzy variancie (ANOVA, LSD test,
P<0,05).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri  kvaseni hroznového mustu prebicha typické
etanolové kvasenie, pri ktorom sa spotrebuvaju cukry z
ktorych vznikd etanol a oxid uhli¢ity. Bunky sa musia
prisposobit’ nizkemu pH, vysokej osmolarite nového
prostredia, vysokému obsahu SO,, neskor nedostatku
zivin, teplotnym vykyvom a toxicite, ktoru spdsobuje
tvorba etanolu. Kvasenie mustu teda stvisi srastom
a rozmnozovanim kvasiniek. Z technologického hladiska
rozdel'ujeme  kvaseniec muStu do troch faz:
rozmnozovanie kvasiniek a zaciatok kvasenia (suvisi
s adapta¢nou fazou rastu kvasiniek); burlivé kvasenie
(stvisi s exponencialnou a logaritmickou fazou rastu
kvasiniek, trva 7 az 14 dni avyznacuje sa tvorbou
hlavnych produktov kvasenia — etanolu aCO, );
dokvasovanie (suvisi so stacionarnou fazou rastu
kvasiniek) (Hronsky, 2006).

Vysledky experimentu potvrdili, Ze najvysSie pocty
kvasiniek sme zaznamenali prave vo faze burlivého
kvasenia, ato najmd v pripade odrody Miiller Thurgau
(Obr. 1) vporovnani s dal$imi odrodami s riadenym
kvasenim. Poéty kvasiniek v tejto odrode sme stanovili
Vrozmedzi od 9 do 150 KTJml™. Pricom nulova
hodnotu sme zaznamenali az vo faze sto¢eného vina
(VI). V porovnani s ostatnymi vzorkami sme v tejto
odrode zaznamenali aj najvyssie hodnoty laktobacilov (s
max. 80 KTJ.mI™) ato vo faze burlivého kvasenia (IV),
tato skutocnost’ vSak modze ovplyvnit obsah kyselin
a kvalitu vina. Miiller Thurgau je odroda pre ktoru je
dolezit¢ na vytvorenie muskatovo-ovocnej aromy
kvasenie pri niz8ich teplotach (15-18 °C). V rokoch
steplym slneCnym pocasim a vysokou cukornatostou
treba preto kontrolovat’ aj obsah kyselin.

Zostavajuce tri  odrody  (Cabernet Sauvignon,
Chardonnay, Tramin Cerveny) nedosahovali stanovené
hodnoty poctov sledovanych skupin mikroorganizmov
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ako v pripade odrody Miiller Thurgau. Ani abundancia
kvasiniek vo faze burlivého kvasenia nedosiahla hodnoty

neodkalenej Stave sme vysSSie pocCty kvasiniek stanovili
v pripade odrdd Chardonnay a Tramin ¢erveny (Tab. 2).

odrody Miiller Thurgau, i napriek tomu, Ze v
Tabul’ka 2 Zhodnotenie mikrocendzy v hroznovom muste na zadiatku a konci kvasenia
Neodkalena stava Koniec fermentacie
Odroda CPM kvasinky laktobacily CPM Kvasinky Laktobacily
Miiller Thurgau 33,50 10,00 69,50 2,30 3,60 3,60
Cabernet Sauvignon 38,00 10,00 65,00 2,68 1,77 3,54
Chardonnay 21,16 24,65 9,20 6,00 3,88 1,52
Tramin cerveny 12,90 21,10 5,40 3,85 2,62 1,66
Biovino 58,50 70,50 72,50 2,32 4,96 2,16
Najvyssie hodnoty kvasiniek v neodkalenej Stave sme zabezpeCuju  tvorbu  Sirokého spektra prchavych

stanovili v pripade mustu pri vyrobe biovina. Vzorka
biovina vSak uz pocas fazy burlivého kvasenia mala
niz§ie hodnoty poctov kvasiniek ako odrody Miiller
Thurgau a Cabernet Sauvignon, ale vyssie ako v pripade
odrod Chardonnay a Tramin Cerveny. Kvasenie vak v
biovine mohlo prebehnut tiez v dostatocnej miere,
nakolko prirodzene sa vyskytujuce kmene vinnych
kvasiniek sa liSia od laboratornych kultivarov hlavne
tym, ze dokazu uplne premenit’ vSetok cukor v muste na
etanol vramci vinarskych podmienok (Pizarro et al.,
2007). Nase hodnoty pritomnych kvasiniek vSak
u vietkych odrdd boli nizsie ako 107 - 10° KTJ. mI™ ako
uvadzaju Shi-Li et al. (2010). Tieto kvasinky vsak
nepatrili  do rodu Saccharomyces, ale bolo zistenych
sedemnast’ réznych druhov kvasiniek patriacich do
6smich rodov, vratane rodov Hansenula, Cryptococcus,
Pichia, Candida, Hanseniaspora a d’al$ie. Na rozdiel od
naSich vysledkov Vajczikova a Breierova (2003)
konstatuju, Ze sa v nasich vinach nachadzaju hlavne tzv.
silno kvasiace mikroorganizmy rodov Saccharomyces,
dalej slabo kvasiace mikroorganizmy rodu Kloeckera,
Torulopsis  a kvasinkovité aerébne mikroorganizmy
rodov Candida, Pichia a Hansenula. Ockovanie
vybranymi  kmenmi  kvasiniek  znizuje  riziko
stagnujuceho  kvasenia  a prispieva K zvySovaniu
senzorickych vlastnosti a kvality vina. Vyber kultary
kvasiniek zavisi od hroznového kultivaru, zloZenia
mustu, vSeobecnych  podmienok  kvasenia aod
poziadaviek na kone¢ny vyrobok (Garre et al., 2009).

Malacrino et al. (2001) uvadza, ze v ml mu$tu sa
nachadza az 10" kvasiniek, na rozdiel od nagich
vysledkov je to radovo 10* viac. Vyssie pocty kvasiniek

kone¢nych produktov, ktoré prispievajii k voni, chuti
ainym vlastnostiam vina. Naopak organické kyseliny,
vyssie alkoholy, estery a Vv mensej miere acetaldehyd
predstavuji hlavné skupiny latok, ktoré tvoria buket
(Combina et al., 2005). Malacrino et al. (2001) v ml
mustu stanovili poéty baktérii 10* KTJ. ml™, &o méze
spdsobit’ vysoky obsah prchavych kyselin a neprijemnti
prichut’ vina. V pripade naSich vzoriek sme tak vysoké
poCty, najmid laktobacilov nezaznamenali. Du Toit
a Lambrechts (2002) konstatujt, Ze vyskyt baktérii
octového kvasenia v hroznovom muste mobze byt
v koncentraciach az od 10* do 10’ KTJ.ml™. Z octovych
baktérii sa v musStoch vyskytuji hlavne zastupcovia
rodov Gluconobacter, Acetobacter a Frateuria. Pocet
octovych baktérii méze podla tychto autorov klesnut’ z
10° — 10" KTJ.mlI™* pred inokulaciou kvasinkami na 10°
— 10* a v polovici, resp. na konci kvasenia na 10> — 10°
KTJ.ml®. Na ziklade nasich vysledkov sme aZ tak
vysoky pokles nezaznamenali, maximalne o 2 rady, a to
Vv pripade porovnania hodnét na zaciatku ana konci
kvasenia.

Statistickym zhodnotenim (Tab. 3) stanovenych poétov
mikroorganizmov sme potvrdili, Ze najvy$sie hodnoty
kvasinek, laktobacilov aj celkovy pocet
mikroorganizmov st pocas fermentacie hroznového
mustu vo faze buarlivého kvasenia (IV). Burlivé
kvasenie mustu, tzv. exponencidlna Cize logaritmicka
faza, trva 7 az 14 dni, priCom sa tvori velké mnozstvo
oxidu uhli¢itého a tepelnej energie, ktorou sa must
zohrieva na 25 az 28 °C (Drdak et al., 1996), a prave od
priebehu tejto fazy bude zaviset' aj kvalita samotného
vina.
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Tabul’ka 3
(ANOVA, LSD test, P<0,05)

Jednofaktorové analyza variancie sledovanych mikroorganizmov (KTJ.ml™) po¢as fermentacie vin

Sledované parametre Sledované mikroorganizmy

CPM Kvasinky | Laktobacily
Proces (n=5)
| 30,81% 27,25% 44,32°
I 20,432 20,04 13,90°
i 7,02% 23,80° 4,98°
v 76,37 71,70° 42,44°
\% 3,43 3,37° 2,50°
VI 3,79° 1,21% 0,44°
P-hodnota 0,0039 0,0081 0,0009
Odroda (n=6)
Miiller Thurgau 39,15% 43,43* 31,24%
Cabernet Sauvignon 24,70° 20,93% 23,79°
Chardonnay 11,04% 12,19% 5,37%
Tramin Cerveny 7,912 13,29° 6,58°
Biovino 35,42% 32,97% 23,50%
P-hodnota 0,5102 0,4957 0,2869

* Hodnoty v stipcoch oznaéené rovnakymi pismenami nie su §tatisticky preukazne rozdielne
neodkalena §tava (I), odkalena $t'ava (II), za¢iatok kvasenia (III), burlivé kvasenie (IV), dokvasovanie (V), stocené vino (VI).

Miiller Thurgau Cabernet Sauvignon
200 200
180 A 180
160 7\ 160
140 140
120 4 \\ 120
100 ]\ 100 .
80 / ]\ 80 VAR
T~ 77 7N\ 60 T PZANN
40 ~_ /7 I/ N\ 40 77 NN
T~ 77—\ X — .
0 . : T T
| I m v v Vi I I Il v \% Vi
Chardonnay Tramin ¢erveny
o
180
140 160
i
20 100
60
40 80
20 60
Ve .
40 ~_
| I i v v A 20 1 ————— e~
0 T T T T T 1
I I Il v \% VI
|_K\'15'i.ﬂl.'jr' Lactobacillus spp. = CPL |
neodkalena stava (I), odkalena stava (II), zaCiatok kvasenia (III),
burlivé kvasenie (IV), dokvasovanie (V), sto¢ené vino (VI).
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Obrazok 1 Zastupenie jednotlivych mikrobidlnych skupin vo vzorkach
Biovino
200
180
160
140
120
100
80
60 VAN
0 77\
20 | /\\
0 T T T T
| I [l \% \Y VI
| —— Kvasinky Lactobacillus spp. == CPM |
neodkalena $tava (1), odkalena $tava (II), zaciatok kvasenia (I1I),
burlivé kvasenie (IV), dokvasovanie (V), sto¢ené vino (VI).
Obrazok 2 Zastupenie jednotlivych mikrobidlnych skupin vo vzorke biovina
ZAVER HRONSKY, 8. 2006. Vindrstvo. SPU: Nitra, 2006, 128
Statisticky ~ preukazané  (P<0,05) hodnoty  sme s. ISBN 80-8069-774-4.

zaznamenali vo faze burlivého kvasenia pre vsetky
sledované skupiny mikroorganizmov (celkové pocty
mikroorganizmov, kvasiniek a laktobacilov). Stanovené
pocty mikroorganizmov sa pohybovali od 10° do 102
Statisticky preukazné rozdiely sme nezaznamenali medzi
jednotlivymi odrodami vina ateda ani riadenym
a neriadenym spdsobom fermentacie hroznového mustu,
¢o vSak eSte nepotvrdzuje dobri a vyrovnana kvalitu
vSetkych testovanych odrod, ktorG treba hodnotit’
v dozretom vine. Zhladiska vysledkov  nasho
experimentu bola dosiahnuta najlepSia  kvalita
Vv sto¢enom vine odrody Miiller Thurgau .
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