PRESLIA 1957
29: 269 —277

Anmna Kockova-Kratochvilova a Ludevit Drobnica:

Roztfidéni vinnych kvasinek

(Katedra technické mikrobiologie a biochemie chemické fakulty Slovenské vysoké skoly technické
v Bratislave)

Uz v diivéjsich pracich jsme se zabyvali vztahem mezi morfologickymi
a fysiologickymi vlastnostmi pivovarskych kvasinek (Kockova-Krato-
chvilova, Vavruchovdad, Novakova 1951) a kvasinek skupiny
,,cerevisiae a ,,carhbcrgonsis“ (Kockova-Kratochvilova a Ne-
¢asek 1952). Zjistili jsme, ze velky pocet kmenit pivovarskych kvasinek
Ize setadit podle pramérnych délek a giiek jejich bunék a podle tvarové vy-
rovnanosti do skupin, které se navzijem odlisuji také vlastnostmi fysiologic-
kymi, jako je na pi. hloubka prokvaseni, aglutinace, mnoziva energie a pod.,
a také délkou doby zZivota bohopnostl kmenu. U vinnych kvasinek jsme také
pozorovali, ze déle vydrzi pri zivoté kmeny zalité sterilnim parafinovym
olejem, které maji ruznotvarnéjsi bunky a vétsi sklon k tvoieni pseudomycelia
(obr. 1, 2, 3). Proto jsme se pokusili o roztiidéni vétsiho poctu ¢istych kultur
vinnych kvasinek do morfologickych skupin a sledovali jsme také nckteré
vlastnosti fysiologické.

Pouzity material a methody
. Pavod pouzitych kmenau

V1iaV2dodal Dr Rach,

V3—-V8 dodal doe. Hampl,

V9 dodal Dr Sala¢ (piavodnd pivovarska kvasinka),

V10 ptivodem z USA,

V11 pavodem z Kodané,

V12 puvodem z Vysoké skoly zemedélské v Praze,

V13 -—-V35 z Vyzkumného tstavu pro ovoce a zeleninu v Praze,

V36— V40 z Kvasného priemyslu v Trendéing,

V41-—-V43, V48, V49, V59 - V61, V64— V86 dodal Vyskumny ustav pre vinarstvo a vino-
hradnictvo v Bratislave,

V44 —-V47, V50—-V58, V62 a V63 pavodem z Vyzkumného ustavu ampelologického
v Budapesti.

Kmeny z Vyskumného ustavu pre vinarstvo a vinohradnictvo v Bratislaveé byly cerstveé
isolovény z vinnych hrozn, ostatni kmeny zde uvedené byly déle péstovany ve sbhirce. Proto pii
tiidéni jsme ¢erstve isolované bratislavské kmeny vedli oddélené. Tyto kmeny jsme obdrzeli bez
blizsi identifikace jako ,,vinné* kvasinky a jejich blizsim popisem a zafadénim se zabyvame
v dalsi praci.

2. Pouzité zivné pudy

Hroznovy mos§t (redukujici cukry 12,78 g/100 ml, celkovy dusik 0,054 g/100 ml,
dusik aminokyselin 0,0196 g/100 ml, celkové kyseliny 0,776 g/100 ml jako kyselina jable¢na,
tekavé kyseliny 0,0099 g/100 ml jako kyselina octovd, netékavé kyseliny 0,7661 g/100 ml jako
kyselina jable¢na, pH 3,5, extrakt 17,5 9,, spec. vdha 1,066, povrchové napéti 67,08 dyn/em,
popel 0,62 g/100 ml). Sladina (89, vah. extraktu, svétla, pH 4,8).
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3. Piiprava kmenu k méfeni

Kmeny byly pfeotkoviny na jednotny mostovy agar a inkubovény 3 dny pii 25 °C. K vlast-
nimu méfeni byla pouzita jednotnd sladina, abychom mohli vzajemné porovnivat i ostatni
technické kvasinky, které jsme v souc¢asné dob& posuzovali. Méreni jsme provadéli po tfech a po
deseti dnech. Kultury vinnych kvasinek se totiz na sladiné vyvijeji pozvolna. Abychom zjistili,
v jakém stadiu riastové krivky se kultura tretiho dne nachazela, zafadili jsme jestd métreni po
deseti dnech.
4. Stanoveni rozméru

Rozméry 100 bunék byly méteny okularovym mikrometrem tak, jako v predeslych pracich
(1951, 1952, 1955). Ze ziskanych hodnot byl vypoéten aritmeticky pramér a stredni chyba, délko-
sitkovy korelaéni koeficient, jako znak charakterisujici tvarovou vyrovnanost, pomér sitky
k délee a rozdily v aritmetickych pramérech byly podle potieby hodnoceny t-testem na prikaz-
nost.

5. Stanoveni odolnosti vac¢i alkoholu
Odolnost kmen viéi alkoholu jsme posuzovali v mostd s rozli¢nou koncentraei etanolu:
, X 1 , : )81 1
894, 1094, 1294, 1494, 169 a 189 obj. Po tiech a po sedmi dnech jsme stanovili celkovy pocet
bundk a také poéet mrtvych bunék podle vybarveni 0,01 9, methylenovou mod#i, pufrovanou
¥ Y. I p /0 3

na pH 4,6. Prvni koncentraci alkoholu, kterd zpusobila 1009, tmrtnost jsme brali jako charak-

teristickou pro orientacéni posouzeni. Podrobnéji jsme vysledky vyjadfovali procenty etanolu,
pii kterém byly v prostiedi nalezeny jesté zivé bunky, a procentem etanolu, p#i kterém bylo
piitomno 20 -+ 5 9¢ zivych bunék.
6. Posouzeni mnozivé energie a mno#%ivé schopnosti

Mnoziva energie (ME) a mnoziva schopnost (MS) vyjadiujici kolikrat se bunky rozmnozily
za dobu 3 dnti a za dobu 7 dnii od naotkoviani. Péstoviny byly v hroznovém mosté pii teploté 25°C.
7. Posouzeni zivotaschopnosti kultur

Kultury staré tii dny byly pieotkovany na sladinovy a mostovy agar. Po trech dnech
inkubace pii 25 °C byly prevrstveny sterilnim parafinovym olejem. Po roce byly odtud pteocko-
vany na sladinovy agar a bylo zjistovano, zda jesté zachovaly schopnost se rozmmozovat.
VXsledky pokusu

A. Roztiidéni kment vinnych kvasinek do morfo-
logickych skupin

Podle délkositkového poméru a primérného délkositkového korela¢niho
koeficientu se daji zkoumané kmeny vinnych kvasinek rozdélit do tii skupin:

I. Kulaté kvasinky

Délkosirkovy pomér od 1,0—1,1, pramérny délkositkovy korelacéni koefi-
cient 0,84 ‘

; D:l‘ll:u r Clislo kmene Charakteristika
|
| |
‘ 5,09 [ 0,75 V10 USA-Louisville
| 5,17 0,92 V62 Tokaj 7
5,25 0,88 /52 Tokaj 19
1 5,36 0.82 V58 Johannisberg
5,40 | 0,71 V49 Oporto
5,51 0,97 V47 Tokaj 4
5,64 0,88 V3 Sherry
| 5,72 0,82 Vil Bourgogne-Dansko
5,88 0,96 V26 Sherry
6,08 0,79 V4 Malaga
6,13 0,74 V41 Madeira
6,17 0,68 51 Figer 2
| 6,21 0,90 . Vi3 -Malaga
6,29 0,64 Vi35 Malaga




II. Ovalné kvasinky

Délkosiikovy pomér od 1,1—1,3, prumérny korelacni koeficient, r = 0,59

az 0,64.
a) Kratsi

Pramérny korelacni koeficient, r = €,39

Délka

b) Delsi

v r Clislo kmene Charakteristika
5,32 0,66 V24 Bourgogne

5,56 0,59 V28 Alzir

5,06 0,49 Vi2 Meélnik

5,65 0,34 V23 Meélnik-Bourgogne
5,67 0,49 Vi3l Mélnik-Bourgogne
5.82 0,58 753 Eger 1

5,98 0,42 Vis Melnik

5,99 0,42 '54 Chablis B

5,99 0,91 V17 ‘Wimmingen

6,08 0,97 V6l Steinberg

6,10 0,57 Va1 Wimmingen

6,18 0,38 V16 Mélnik-Bourgogne

Prumérny korelacni koeficient, r —= 0,64

L Dlouze ovalné kvasinky

Dvpl;n. r (lislo kmene Charakteristika
6,24 0,75 i Va6 Badacsony

6,36 0,70 | V57 Tokaj 12

6.40 0,54 V38 Sherry-Berlin
6,47 0,62 V18 Champagne

6,64 0,61 | V8 Neurokop

6,74 0,70 | Va5 Sauterne

Délkositkovy pomér 1,3 — vyse, praumérny délkositkovy korelaéni koefi-

cient, r — 0,44.

Délka

o (lislo kmene Charakteristika

o |

5,41 0,89 V21 Bourgogne

5,83 0,67 V59 Herrliberg

6,28 0,23 V40 Portugalské (7)

6,45 0,43 V5 Champagne

6,50 0,54 V7 Bordeaux

6,69 0,24 V20 Champagne

6,99 0,28 V19 kmen 4

7,16 0,19 V42 Valé d’Auge

7,31 0,43 V43 Valé d’Auge

8,06 0,61 V22 Champagne

8,27 0,23 V32 Malaga Cg

8,37 0,53 V9 Melitoferment

8,64 0,37 V30 Champagne
10,50 0,26 V33 Champagne




7 uvedeného piehledu se uz jevi vztah tvarovych vlastnosti k vlastnostem
funkénim. Tak na pt. v prvni skupiné, kde jsou kultury typicky kulaté, jsou
hlavné kmeny isolované z tézkych vin s vyssim obsahem alkoholu. Kratce
ovalné kmeny ze skupiny druhé jsou isolované vétsinou ze stolnich vin a dlouze
ovalné kmeny tteti skupiny z vin Sumjvych jako dokvasejici. Druha skupina b
tvoii prechod mezi prvni a tieti.

Kmeny ¢erstvé isolované Minarikem (1955)zbobuli vinnych hroznt
jsme posoudili oddélené. Jevily vétsi tvarovou riznorodost. Objevily se v prv-
nich dvou skupinach, skupina tteti zde nebyla zastoupena.

1. skupina

D‘f‘llllm i Cislo kmene Puavod i
S| _ e S
4,92 0,87 V48 Veltlin zeleny \
(Bratislava 1)
5,20 0,98 V60 Bratislava 0 (5 RP)
5,38 0,68 V71 Sv. Jur 1
5,65 0,71 V72 Sv. Jur 2 !
' 5,90 0,84 /75 Myslenice 1 {
I1. skupina «a
k| T T
Delia r Cislo kmene Puvod |
Vo ’
.| e | medaide |
5,12 0,44 V66 Radosina 2 ;
5,66 0,85 V65 Radogina 1 |
6,13 0,79 | V67 Bratislava 2 ’
II. skupina b
I — — S
Délka r } Cislo kmene Pavod
v ou |
i
| 6,30 0,82 V83 Bohata
[ 6.38 0,64 . V79 Topolcianky 4
6,57 | 0,76 V8l Koméarno 5
6,58 0,82 V71 | Zeliezovce 3
6,63 | 0,79 V70 Mala Tina 3
6,69 0,85 V69 Topoltianky 1
i 6,82 0,82 V80 . Vinicky 2

B. Fysiologické vliastnosti kmena vinnych kvasinek

Piehled odolnosti kmenu vuci alkoholu, mnoziva energie, mnozivé schop-
nosti a jejich rozdily:
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I. morfologicka skupina

[0
oo |t lonetn, |ttt
e kde j’SOll jaété | 20 1 5 o 0’ ME MS Rozdil
ZvE buiky - gicgen bunek
V1o 12 12 10,5 18,1 7,6
V62 16 16 8.8 12, 3,2
V52 12 12 15,3 22,1 6,8
V58 10 10 9,9 10,9 1
V49 12 12 11,5 16,6 5,1
V41 14 14 9,0 11,3 2,3
V3 18 16 NIP7 11,3 0.6
Vil 12 12 13,9 16,1 2,2
V26 14 14 15,9 17,3 1.4
V4 12 12 13,2 14,4 1,2
V4l 16 | 16 12,2 16,9 4,7
V51 12 12 7.4 10,4 3
Vi3 14 14 11,5 12,6 1.1
V35 16 16 10,2 10,5 0,3
Pramér 13,5 13.4 3.3
, 1 B B
Ila. morfologicka skupina
Gislo 0,’0 ulkohplu, ‘1(‘()1:1;((‘0:‘(:;11;;:
Lonois k(}p j’sou Jests 20 5 50 A ME MS Rozdil
bive iy zivych bunék
V24 16 14 12 13,6 1,6
V28 16 16 9,9 1,1 1,2
Vi2 16 12 15,4 21,6 6,2
V23 16 14 931 10,0 0,9
V31 16 14 7.6 11 3.4
V53 16 16 ‘ 13,1 16,5 3.4
V15 14 14 12,5 20,2 Tl
V4 16 14 12,8 17,6 4.8
vi7 16 16 14,7 21,4 6,7
Vel 16 16 10,4 12,2 1.8
V27 16 14 16,1 20 3,9
V16 14 14 12,3 13,2 0,9
Pramdér 15,7 14,5 3,5
IIb. morfologicka skupina
Bidlo 0/, alkoholu, Ok"’i:l;?;gl&’
Rmene kd_e jﬁou 'jeété 20 5o ’ ME MS Rozdil
Rive butiky zivych bunék
V56 18 18 | 13,2 17,5 4.4
/57 14 14 15 26,8 1.8
V38 16 14 12,1 14,3 2,2
Vi 16 16 ‘ 12,1 18,5 6.4
V8 12 12 } 12,4 18,9 6,5
V55 18 16 I 19,3 43
Primér 15,6 15 | 5,9




III. morfologickda skupina

Gao | astiohorn, | oty

L kde jsou jedtd 5o P ME MS Rozdil
mene zivé bunky | .70 =7 o

Y | 7zivych bunék
V21 12 12 15, 19,2 3.4
V59 12 12 38,9 56 17
V40 18 18 13,3 21,6 6.3
V5 16 16 28 33,8 5.8
V17 18 16 14,43 22 7,57
V20 18 18 9,1 16,6 7.5
V19 14 14 5,67 6,07 0,4
V42 16 16 37 48 11
V43 18 18 1 8,23 9,01 0,78
V22 18 16 12 16,84 | 4,84
V32 18 18 6,57 | 0,27 2,7 |
V9 18 18 16,44 | 25,77 9,23
V30 12 12 ‘ 9.15 | 13,4 4,25
V33 16 16 7.55 14,48 6,93
| | | |
Pramér ‘ 16 ‘! 15,7 ’ ‘ t 5.8
| | | |

U téchto starsich kmeni se ukazalo, Ze prumérné procento alkoholu, pii
kterém jsme nalezli v moste jesté zivé bunky, stoupa od prvni k tieti morfo-
logické skupiné. Podobné stoupa procento alkoholu, pii némz bylo v kultufe
nalezeno jesté 20 4 5 ©, zivych bunék.

\
! 1. skupina ITa. skupina ITb. skupina <‘ I11. skupina
‘ |
R . - B
Procenta alkoholu, kde ‘ '
jsou jesté zivé bunky | 13,50, j 15,70/, 15,69, ‘, 169,
|
\
MRS l B "
Procenta alkoholu, kde ‘ ‘
je jeste 20 £ 5 0/, %i- | 1 }
vych bunék ‘ 13,59 4 } 14,59/, 158855 15,7 9/,
|

v

timto smérem piibyva kmenam vlastnosti dokvaset

vy

<

timto smérem pribyva kmenim vlastnosti odolavat vyssi koncentraci
cukru a hloubéji prokvaset.

Mnozeni kultur jsme posuzovali rozdilem mezi mnozivou schopnosti
a mnozivou energii. Ukéazalo se, ze tento rozdil klesa, ¢im jsou kmeny schopny
hloubéji prokvaget a naopak vzrista, ¢im maji vétdi schopnost dokvaset.
Cim je tento rozdil vétdl, tim obydejné zbyva vice nezkvaseného extraktu po
hlavnim kvaseni. Tento mize slouzit k dokvaSovani, nebo muze byt také
vhodnym zdrojem bakterialni infekce.
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Pirehled fysiologickych vlastnosti
terstveé isolovanych kmenu:

0/ alkoho
Cislo Poalohiotn l/(:’lzall'l:\() lz(zltl(:‘
. kde jsou jesto 5 ) S ME MS Rozdil
kinene Zivé bunky 20 £ 65,
: 3 zivych bunék
I. skupina I
v 1 | ’ v
V48 | 14 | 14 9.6 11,6 2
V60 14 ' 14 8,4 10 1.6
V7l 16 14 23,25 25,57 2,32
V72 18 18 9,46 10,02 0,56
Vi5 14 14 4,96 5,38 0,42
Pramér 15,2 15 1.4
ITa. skupina
V66 16 14 14 15,33 1,33
V65 16 14 9,31 10 0,69
V67 16 14 1950, 14,17 3,07
- S S | R —— ‘ S
| Pramér [ 16 14 | 1,69
| | [
J .
ITbh. skupina
V83 16 16 10,9 11,4 0,49
V79 12 12 4,59 4,81 0,22
V8l 16 16 7,9 8,1 0,2
V71 18 18 14,33 17 2,67
V70 16 16 15,62 19 3.38
V69 16 14 23,42 26,65 3,23
V80 18 16 26,29 28,51 2,22
Primeér 16 15,4 }‘ 1,8

7 pravé uvedeného pirehledu plyne, ze kmeny cerstvé isolované z prirody
jevi méné odlisné vlastnosti navzajem, ze maji také vétsi schopnost hloubégji
prokvaset a snaset vyssi koncentrace cukru.

Souhrn vysledku

1. Podle poméru §itky k délee bunék a podle tvarové vyrovnanosti kultur
Ize rozdélit vinné kvasinky do ti1 morfologickych skupin: I. s butikami kula-
tymi, 1I. s bunikami stiedné ovalnymi a I1l. s buiikami protahlejsimi. Kva-
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sinky prvni skupmv byly isolovany prevalne Z tt‘/kych vin, kvasinky druhé
skupiny z vin stolnich a kvasinky tieti skupiny z vin sumivych.

2. Morfologické skupiny se také odrazeji ve zpu&,obu jak odolavaji vys-
simu procentu alkoholu v prostiedi. Ukazalo se, Ze kmeny kulaté odolavaji
lépe bohaté cukernatym mostim a hloubéji je prokvaseji, zatim co kvasinky
protahlé jsou schopny lépe dokvasovat.

3. Kvasinky ¢erstvé isolované z vinohradu nemaji vlastnosti ani tvarove,
ani fysiologicky specificky vyhranéné, maji vétsi sklon hloubéji prokvaset.
Zapadaji do skupiny prvni a druhé. Zda se, ze skupina tieti vznikla vice méné
umélym vyselektovanim.

4. 'Tieti skupum s bunikami protahlejsimi a tvarové méalo vyrovnanymi
odolava lépe nepriznivym podminkam konservace kment pod vrstvou parafi-
nového oleje. Ukazuje se tu zietelné zachovany kol pseudomyecelia.

, Doslo: 20. IV. 1956

Text k tab. XVIII

1 — kvasinky prvni morfologické skupiny rok pod parafinovym olejem. Fazovy kontrast.
2 — kvasinky druhé morfologické skupiny rok pod parafinovym olejem. Fazovy kontrast.
3 — kvasinky tfeti morfologické skupiny rok pod parafinovym olejem. Vytvorilo se zretelnd

pseudomycelium. Fazovy kontrast. (Foto Kut ko v 4.)
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A. KogroBa-Kparoxsumosa u JI. [poGuunia:
Raaecuuranusa BUHHBIX Jpoaikeii

1. CorstacHo OTHOLICHUIO INMPUHBL W JIUTIHBL KJICTOK 1 COTVIACHO BLIPABHU-
BAHMIO (GOPM KYJABTYP MOMHO Pas3feIuTh BUHIIBIC JPOAGKNI HA TpuUMophorori-
qeckue rpynmei: I — ¢ wuerkamu kpyrasmm, 11 — ¢ waerkamu moyosaiib-
neivn 1 11 — ¢ waerkamum mpoposnrosareivu.  Jlpoausu 1epBoil  rpymimes
UB0JIIPOBATICH IPEIMYUICCTBEHHO W3 TAMEILIX BIH, JPOHGKI BTOPOIl TPyt
U3 CTOJOBBIX BHH, a JIPOAMAI TPEThel I'PYIIIE I3 BIH HIMITYYNX.

2. Mopdoaornueckne rpynmnsr OTINYIAIOTCS TaKidke CIOCOOOM COMPOTIB-
JieHIA K 00J1ee BEICOKOMY IPOIEHTY aaR0OT0JA B epefe. OKasaioch, YTo ITaMMbL
KpyIiroit opmer OoJiee yerToifunBel K 00OTaTo caxapucTeIM cycJaaM no riayoie
UX IPORBANINBAIOT, TOTA KaK JAPOMKI IMIPOJOJATOBATHIE 00/IAfAI0T CITOCO0-
HOCTEIO JIy4llle JOKBANIMBATD.

3. Cpewmune JpodAGKI, M30IMPOBAHHBIE B BIUHOTPAjA, HE UMEIOT CBOWCTB,
nu K obpaszoanmo ¢dopm, HEI K PUBMOTOTHYECKN crerudiueckoii oryerin-
BOCTH, HOOO T a0T 00IbILeH clI0c0OHOCTLI0 TVTYD0KO TpoKBamuBaTL. OHI MOTYT
OBITH TPIUYMC/ICHB KAK K IepBoii, Tak u Kk Bropoii rpynnam. Tpersd e rpynma,
1o Beeil BepOATHOCTH, BO3HUKJIA 0oJlee WIN MeHee MCKYCCTBeHHON CemeRrIfueii.

4. Tperba rpymma ¢ KIeTkamMu [POJROATOBATLIMIL ¢ GOPMOIT MaTOBBIpaB-
HEHHOIT OoJiee  ycToWdnBBHL K HEOJIATONPUATHBIM  YCJAOBHSIM  KOHCEPBATIHI
nrraMMoB 1101 croem mapadumosoro macaa. B jgammoM cayuae sicHO BHHa
3alMTHAA 3ajada IICeBIOMUICIINs.
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A. Kockova-Kratochvilova und L. Drobnica:
Einteilung der Weinhefen

Nach dem Verhéltnis der Breite zur Linge und nach dem Korrelations-
koeffizient der Breite und Linge der Zellen kinnen wir die Weinhefen in drei
morphologische Gruppen einteilen:

I. Gruppe mit runden Zellen, II. Gruppe mit mittelovalen Zellen und
II1. Gruppe mit lianglichen Zellen. Die Hefe der ersten Gruppe wurde haupt-
siichlich aus schweren Weinen isoliert, die Hefe der zweiten Gruppe aus Tisch-
weinen und die Hefe der dritten Gruppe aus Schaumweinen.

2. Der Einteilung in morphologische Gruppen entspricht auch die Art
der Resistenz gegen einen héheren Alkoholgrad im Substrat. Iis zeigte sich, dass
die runden Stimme den zuckerreichen Mosten besser widerstehen und sie
tiefer durchgéren, die linglichen Hefen dagegen sind im Stande besser nach-
zugaren.

3. Die aus dem Weingarten frisch isolierten Hefen besitzen weder der
Form nach noch physiologisch spezifisch abgegrenzte Iigenschaften, sie haben
eine grossere Neigung tiefer durchzugiren. Sie gehoren in die erste und zweite
Gruppe. Es scheint. dass die dritte Gruppe durch mehr oder weniger kiinst-
liche Auslese entstand.

4. Die dritte Gruppe mit den linglichen und der Form nach wenig aus-
geglichenen Zellen widersteht besser den ungiinstigen Bedingungen der Kon-
servierung der Stimme unter der Paraffinolschichte. Es zeigt sich hier der
Erhaltungsdrang des Pseudomyzeliums.
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