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Stuhrn

Studia je zamerana na detekciu Torulaspora delbrueckii vo vzorkach pddy, listov a bobul’ hrozna a vzoriek odobratych z kvasiaceho mustu a mladého vina (odroda
Tramin Cerveny) VO vztahu K zistenym koncentraciam histaminu pocas fermentacného procesu. V skumanych vzorkach bol kultivacnym vySetrenim stanoveny pocet
kvasiniek a plesni (od 3,8 do 6,8 log cfu/g alebo ml). Najvyssia koncentracia histaminu a najvyssi pocet kvasiniek bol zisteny na 6. deni v skimanych vzorkach mustu.
Pomocou ITS-PCR-RFLP sa nasledne 1dentifikoval druh Torulaspora delbrueckii. Kvantitativne vySetenie potvrdilo variabilitu rastu Torulaspora delbrueckii pocas
orocesu fermentacie, v suvislosti S koncentraciou histaminu v skorych Stadiach procesu kvasenia mustu a mladého vina Traminu ¢erveného.
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Material a metodika

» Skumané vzorky boli odobraté z pody, bobul’, listov vinic¢a a z mustu . VVzorky boli odobraté z Vychodoslovenskej vinohradnickej oblasti,
Sobraneckého regionu a vo vinohradnickej obci Orechova. Vzorky boli odobraté v septembri 2022. VVzorka mustu s cukornatost'ou 21,5 °Brix bola naplnena
do 100 litrove] nerezove] nadoby. Nasledne doslo k spontannej fermentacii a v dnoch 0., 2., 4., 6., 8. a po 4 tyzdioch fermentacie boli z kvasiaceno mustu
odobraté vzorky na analyzu pritomnosti biogénneho aminu a mykobioty kvasiaceho mustu a mladé vino.

» Zasobna suspenzia a d’alsie 10-nasobné riedenia sa pripravili zo sterilnych 1 ml vzoriek podl'a pokynov normy .

» Kvantitativne stanovenie sa uskutoc¢nilo podl'a normy na agare Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol (DRBC) (Hi-Media, India).

» Identifikacia druhu Torulaspora delbrueckii sa uskuto¢nila pomocou pomocou podla .

» Ziskané produkty PCR boli Stiepené restrikénymi endonukleazami Hhal, Haelll a Hinfl (New England BioLabs®inc., USA). Velkosti jednotlivych
fragmentov boli zistované pomocou programu (verzia 14.0.0.0; Oracle Corporation, Kalifornia).

» Stanovenie biogénneho aminu vV muste a mladom vine bolo uskuto¢nené pomocou ultra vysokoucinnej kvapalinove] chromatografie s fluorescenénym
detektorom. Na analyzu biogénnych aminov (histaminu) bol pouzity spojeny S

fluorescenénym detektorom (FLD).
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Vysledky a diskusia

Kvantifikacia kvasiniek bola sledovana pri mikrobiologickom vysetreni vzoriek pody, listov, bobul’ a mustu. Pocet kvasiniek v kazdej vzorke (poda, list, bobule)
sa pohyboval od 3,8 + 0,1 do 5,3 + 0,1 log cfu/g. Vyssie pocty kvasiniek boli zistené vo vzorke pody 5,3 £+ 0,1 log cfu/g, po ktorej nasledovali vzorky listov
vinica SO zastupenim 5,0 £+ 0,1 log cfu/g. Z mustu boli odobraté vzorky pred fermentaciou (den 0) a v diioch 2, 4, 6, 8 a po 4 tyzdinoch fermentacie. PocCet
kvasiniek a plesni vo vzorke mustu sa pohyboval od 4,5 + 0,1 do 6,9 + 0,1 log cfu/ml. Pocas fermentacie mustu sa pocty kontinualne zvySovali do 6. dna
fermentacie. Nasledne dosSlo ku klesajucemu trendu az do 4 tyzdna kvasenia. Sucasne sa sledovala pritomnost @ zmena koncentracii biogénneho aminu
(histaminu) vV muste pocas fermentacie. Prudky narast koncentracie histaminu v muste bol zaznamenany medzi 2. a 6. dinom fermentacie mustu. NajvysSie
koncentracie sledovaného BA boli zaznamenané na 6. den, kde v tych istych vzorkach boli zaznamenané aj najvyssie pocty kvasiniek.

Nasledne bola vykonana presna identifikacia druhu Torulaspora delbrueckii metédou ITS-PCR-RFLP pomocou endonukleaz Haelll, Hinfl, Hhal. Jednotlivé
velkosti produktov PCR a restrikénych fragmentov su uvedené v tabul’ke 1.

Jednotlivé percenta kvasiniek Torulaspora delbrueckii po predchadzajuce;j
identifikacii boll prepocitané retrospektivne na zaklade fenotypovej expresie
a rastu kolonii na naoCkovanych platniach (tabulka 2). Ako vyplyva z

TabuPka 1: Produkt PCR a restrik¢ny vzor kvasiniek druhu Torulaspora delbrueckii (bp)

RFLP-ITS-PCR

Oruh kvasiniek PCR produkt | vysledkov detegovany druh bol pritomny vo vietkych skimanych vzorkéch.
bp Haelll allall Hhal Na zadiatku spontannej fermenticie boli zistené niz$ie percenta tohoto
Torulaspora delbruecki 350 a5 £10:380:100 210:130:100 druhu kvasiniek. NajvysSie percento vyskytu sa zistilo na 6. den

fermntacného procesu vina. Pri poslednom odbere vzoriek mladého vina po
4 tyzdiioch kvasenia bolo identifikované uz len 1 % tychto kvasiniek.

Tabul’ka 2: Percenta kvasiniek druhu Torulaspora delbrueckii v jednotlivych vzorkach

must a mladé vino

Druh kvasiniek od list bobule 8.
g O.defi 2.defi 4defi Gdeii . 4tyzdne
Torulaspora delbrueckii 2% 2% 3% 1% 11% 16% 22% 5% 1%

Z.aver

Studia potvrdila pritomnost druhu Torulaspora delbrueckii v odrode Tramin erveny pochadzajucej z vinohradnickej oblasti Vychodné Slovensko ako aj pocas skore;
fermentacie mladeého vina. Poukazala aj na suvislost’ medzi kvasinkami tohoto druhu a produkciou histaminu.

Tato praca bola podporena projektom VEGA 1/0156/21: Aplikacia viacnasobnej faktorovej analyzy na kvalitativne a kvantitativne ukazovatele vyrobeného vina pre dosiahnutie znizenia obsahu
biogennych aminov.



