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Streszczenie

Wiele szczepéw drozdzy posiada wiasciwosci osmofilne, niestety ich zdolnosci
fermentacyjne sa do$¢ stabe i rzadko sg w stanie wytworzy¢ duze ilosci alkoholu etylowego,
szczegolnie przy brzeczce miodowej ubogiej w zwiazki odzywcze.

Celem pracy byt dobér szczepu drozdzy Kluyveromyces do fermentacji
wysokocukrowych brzeczek miodowych. Przydatno$¢ drozdzy do fermentacji brzeczek
oceniono na podstawie szybkoSci wytwarzania etanolu oraz zdolnosci do syntezy ubocznych
produktéw fermentacji w zaleznos$ci od stezenia cukru w brzeczce.

Przebadano 4 szczepy drozdzy rodzaju Kluyveromyces z kolekcji ZP-IBPRS. Proces
fermentacji alkoholowej brzeczek miodowych o stezeniu 30, 35 i 40% ekstraktu prowadzono
w warunkach laboratoryjnych. Brzeczke przygotowano z miodu pszczelego z udziatem 10%
sacharozy z dodatkiem (NH4),HPO, — 0,2% i (NH4),SO, — 0,05%. Dodatek inokulum
wynosit 3,5%. Fermentacje prowadzono w temperaturze 25°C, na wstrzasarce, przez 12 dni.
Po fermentacji oznaczono stgzenie ubocznych lotnych produktow fermentacji metoda
chromatografii gazowej (GC) oraz zawartos$¢ alkoholu etylowego — metoda destylacyjna.

Stwierdzono znaczne rdznice w szybkosci fermentacji cukréw oraz w zawartosci
ubocznych produktéw fermentacji przez poszczegdlne szczepy drozdzy. Byto to szczegdlnie
widoczne przede wszystkim przy 40% poczatkowym stezeniu ekstraktu brzeczki. Najwyzsza
ilos¢ alkoholu etylowego (15,8% obj.) wytwarzal szczep nr 1 w brzeczce o zawartosci
ekstraktu 30%. Najstabsza zdolno$¢ fermentacyjng wykazywat szczep nr 3, ktory wytwarzat
ok. 9,0% obj. alkoholu etylowego, fermentujac brzeczki miodowe o najwyzszej (40%)
zawarto$ci ekstraktu.

W brzeczkach miodowych o zawartosci 35 i 40% eckstraktu badane szczepy wytwarzaty

zwickszone w poréwnaniu z brzeczka 30% ilosci n-propanolu, alkoholi amylowych
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(2 i 3-metylo-butanol) i aldehydu octowego.
Stowa kluczowe: drozdze Kluyveromyces, uboczne produkty fermentacji, wysokocukrowe

brzeczki miodowe, etanol

THE EFFECT OF YEAST STRAINS OF THE GENUS KLUYVEROMYCES AND
EXTRACT CONCENTRATION IN HONEY WORT ON THE ETHANOL AND
FERMENTATION BY-PRODUCTS CONTENT

Summary

A lot of of yeast strains have osmophilic properties, unfortunately their fermentation
capabilities are quite poor and they are seldom able to produce large amounts of ethanol,
particularly in poor in nutrients honey wort.

The aim of this study was the choice of Kluyveromyces yeast strain for fermentation
of honey woon broth with high sugar content. The usefulness of yeast strain was estimated
based on the rate of ethanol production and the ability for the synthesis of by-products
of fermentation depending on the concentration of extract in the wort.

Four Kluyveromyces yeast strains from the collection of ZP-IBPRS were examined.
Fermentation process of honey broth with a concentration of 30, 35 and 40% of the extract
was carried out under laboratory conditions. Broth was prepared with: honey, and 10%
sucrose with the 0.2 % addition of (NH,),HPO, and (NH,),SO, in the amount of 0.05%. The amount Of
inoculum was 3.5%. Fermentations were carried out at 25°C on a shaker for 12 days. After
fermentation, the concentration of volatile by-products of fermentation was determined by gas
chromatography (GC) and the ethanol content -by distillation.

It was found significant differences in the rate of fermentation of sugars and the content
of by-products of fermentation by different yeast strains, particularly evident at high (40%)
initial concentration of the broth extract. The highest concentration of ethanol (15.8% by
volume) produced a No 1 strain in the broth containing 30% of extract. The least fermentation
ability had No 3 strain, which produced a 9.0% volume of ethyl alcohol, in wort with the
highest (40%) content of extract.

In comparison with 30% honey broth, the honey worts containing 35 and 40% of extract,
examined strains produced increased amounts of n-propanol, 2 i 3-methyl-butanol and
acetaldehyde.

Key words: yeast Kluyveromyces, fermentation by-products, honey worts with high sugar

content, ethanol
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WSTEP

Drozdze z rodzaju Kluyveromyces zaliczane sg do mikroorganizméw zdolnych do
wytwarzania alkoholu etylowego z laktozy, glukozy, fruktozy i sacharozy. Nie wykazujg one
natomiast zdolnosci fermentacji maltozy i maltotriozy. Aktywnos$¢ fermentacyjna jest
obserwowana w zakresie temperatur 22-35°C. Ze wzgledu na brak mozliwosci asymilacji
azotanow wymagaja do wzrostu obecnosci fosforanéw lub siarczanu amonu. Niektore z nich
potrzebuja takze obecno$ci witamin [Baca 2005].

Drozdze z rodzaju Kluyveromyces zostaty wykorzystane przede wszystkim w technologii
utylizacji serwatki, a takze do usuwania laktozy ze Srodowisk o wysokim stezeniu biatka
mlecznego. Wykorzystuje si¢ ich rowniez do wytwarzania napojow fermentowanych
z serwatki oraz do produkcji drozdzy paszowych z produktow ubocznych przemystu
fermentacyjnego, ziemniaczanego i mleczarskiego [Baca 2005].

Poszczegodlne szczepy drozdzy Kluyveromyces roznig si¢ w sposob istotny wydajnoscia
wytwarzania biomasy drozdzowej i aktywnoscig fermentacyjng, zdolnoscig syntezy enzymow
(B-galaktozydaz i proteaz), zakresem tolerancji na wysokie stg¢zenia cukrow, rodzajem
i iloscig wytwarzanych w procesie fermentacji produktow ubocznych fermentacji. Zawartos¢
produktow ubocznych zalezy od rodzaju podtoza i warunkow fermentacji [Baca 2005].

Fermentacja nastawow wysokocukrowych (brzeczek miodowych) niesie ryzyko
przedwczesnego zatrzymania procesu, poniewaz drozdze narazone sg na niekorzystne
dziatanie wysokich stezen cukru i etanolu [Sawicka 1970, Wootten 1983, Gogol i Tuszynski
1996]. Przyczyna zaklocen mogg by¢ takze dodatkowe metabolity fermentacji, m.in. estry
etylowe [Bonin i Kolas 2009]. Kolejnym problemem moze by¢ rowniez zbyt mala ilos¢
przyswajalnych zwiazkéw azotowych. Jest to szczegdlnie wazne przy produkcji napojow
winopodobnych, ktére z racji znacznego rozcienczenia nie sg pozywka petnocenng dla
drozdzy [Gogol i Tuszynski 1996].

Zwigzki azotowe wystepuja W miodach zwykle w ilo$ciach 0,25-0,3%. Potowe
zwigzkdéw azotowych stanowig biatka pochodzace z organizméw pszczét oraz z pytku
kwiatowego. Poza biatkami i aminokwasami w miodach wystepuja enzymy, ktore rowniez nie
beda zrodtem azotu dla drozdzy [Popek 2001, Prabudzki 1998].

Do fermentacji nastawdéw wysokocukrowych zalecane jest stosowanie drozdzy opornych
na stosunkowo wysokie stezenia cukrow [ Bonin i Kolas 2009].

Od drozdzy osmofilnych oczekuje si¢ przede wszystkim zdolnosci do wytwarzania

duzych ilosci alkoholu etylowego, a takze estrow, czyli substancji odpowiedzialnych za bukiet
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winny fermentowanego napoju, ktory jest charakterystyczny dla kazdego rodzaju drozdzy.

Wysokie stezenie alkoholu etylowego wywiera silniejsze (ok. 4,5-krotnie) dziatanie
hamujace niz wysokie st¢zenie cukrow. Zdaniem Wzorka [Wzorek i wsp. 1992] zdolnosé
drozdzy do produkcji etanolu z cukrow jest czesto nie zalezna od ich opornosci na alkohol.
Niejednokrotnie szczepy, ktore byly oporne na wysoka zawarto$¢ alkoholu, nie wykazywaty
dobrych zdolno$ci do jego produkcji, a drozdze, ktére byly wrazliwe na wysokie stezenie
alkoholu, wykazywaty czesto bardzo dobrg zdolno$¢ jego wytwarzania. Uwaza on, ze
tolerancja drozdzy na etanol zalezy od wiasciwosci okreslonego gatunku czy rasy, a takze od
cech genetycznych i wieloletniej adaptacji [Wzorek i Pogorzelski 1998].

W trakcie fermentacji alkoholowej powstaje szereg produktéw ubocznych, m.in. wyzsze
alkohole, aldehydy, estry i ketony [Bonin i Kur 2008]. Ilosci ubocznych produktow
fermentacji powstajagcych w wyniku tego procesu zaleza od: szczepu drozdzy, rodzaju
weglowodandw, parametrow fermentacji (temperatury, pH, intensywnosci mieszania),
zawartos$ci zwigzkow azotowych [Wzorek i Pogorzelski 1998].

Istotng rolg w ksztalttowaniu cech sensorycznych gotowego produktu wykazuja estry.
Wiegkszo$¢ estrow powstaje gldéwnie podczas fermentacji burzliwej, po czym ich synteza
ulega zmniejszeniu. Na sktad jakosciowy i ilosciowy estrow w winie duzy wpltyw ma szczep
drozdzy, poniewaz w zalezno$ci od rasy uzyskuje si¢ produkty o réznej ilosci tych zwigzkow
[Sobczak i Konieczna 1981, Wzorek i Pogorzelski 1998, Cabredo-Pinillos i wsp. 2004,
Ktosowski i Czuprynski 2006]. Estry sa wazne dla jakosci wina, poniewaz nadajg mu
przyjemny owocowy aromat i smak, np. ananasowy, bananowy, brzoskwiniowy, albo nutg
ziotowa. NajczesSciej w winie wystepuja estry takie jak: octan etylu, octan izoamylu,
heksanian etylu, oktanian etylu. Wzrost zawartosci estrow w winie jest takze proporcjonalnie
skorelowany z iloscig zwigzkow azotowych dodanych do moszczu [Bonin i Kur 2008].

Do produktow ubocznych fermentacji alkoholowej nalezg takze aldehydy. Dominujacym
zwigzkiem w tej grupie jest aldehyd octowy, ktory tworzy si¢ gtdwnie we wczesnych etapach
fermentacji, a jego zawartos¢ w dalszym procesie zmniejsza si¢. Zawartos¢ powstajgcego
aldehydu octowego zalezna jest od szczepu drozdzy oraz od temperatury fermentacji — im
nizsza temperatura, tym wigcej powstaje aldehydu [Lipinska i Bonin 2011]. Regodon Mateos i
wsp. (2006) stwierdzili, ze w zaleznosci od zastosowanego szczepu drozdzy zawartos$¢
aldehydu octowego w winach wynosita 57,7-179,1 mg-1*. W winach stolowych,
a szczegdlnie w winach musujacych, wysoka zawarto$¢ aldehydéw nie jest wskazana,
natomiast w winach typu Sherry czy Madera odgrywaja one bardzo wazng rolg
W ksztaltowaniu cech smakowo-zapachowych [Wzorek i Pogorzelski 1998]. Innym
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zwigzkiem nalezagcym do produktow ubocznych fermentacji jest diacetyl, ktory powstaje
z kwasu-a-acetylomlekowego i jest produktem posrednim syntezy aminokwaséw (leucyny
i waliny). W zaleznosci od rodzaju napoju alkoholowego jego prog wyczuwalno$ci
sensorycznej miesci si¢ w przedziale 0,1-0,5 mg-1™* [Rose 1977].

Produktami ubocznymi fermentacji sg takze wyzsze alkohole alifatyczne i aromatyczne.
W grupie tej znajduja si¢ alkohole amylowe, izobutanol, n-propanol oraz B-fenyloetanol.
Wyzsze alkohole powstaja w efekcie przemian aminokwasow lub jako produkty uboczne
fermentacji cukrow. Ilos¢ alkoholi wyzszych w winach deserowych waha si¢ zakresie od 0,16
do 0,90%, a w stotowych od 0,14 do 0,42%. Niewielka ilo$¢ alkoholi wyzszych odgrywa
pozytywna role w ksztaltowaniu jakosci sensorycznej, jednak wicksze stezenia wplywaja
negatywnie na aromat i smak napoju.

W przypadku n-propanolu i izobutanolu w winach gronowych wystepuja one w iloSciach
odpowiednio 20-50 mg-1™ i 1541 mg'1™. Z kolei stezenie alkoholi amylowych miesci sie
w przedziale od 160 do 300 mg-1™ [Bardi i wsp. 1997].

Celem niniejszej pracy byt dobdr szczepu drozdzy Kluyveromyces do fermentacji
wysokocukrowych brzeczek miodowych. Przydatno$¢ drozdzy do fermentacji brzeczek
oceniono na podstawie szybkosci wytwarzania etanolu oraz zdolno$ci do syntezy ubocznych

produktéw fermentacji w zaleznos$ci od stezenia cukru w brzeczce.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiatem do badan byly cztery szczepy drozdzy z rodzaju Kluyveromyces z kolekcji
ZP-IBPRS, oznaczone numerami od 1 do 4.

W  do$wiadczeniach laboratoryjnych surowcem byla brzeczka cukrowo-miodowa
0 zawartosci  ekstraktu  30%, 35% i 40%, przygotowana z miodu pszczelego
wielokwiatowego, sacharozy, wuzupelniona dodatkiem soli amonowych w formie
dwufosforanu (0,2%) i siarczanu (0,05%).

Drozdze do fermentacji brzeczki inokulum namnazano w temperaturze 22—25°C w czasie
72 godzin, na wytrzasarce przy amplitudzie drgan 150-min™". Nastepnie dodawano je do
wyjalowionej brzeczki w ilosci 3,5%. Fermentacje w skali laboratoryjnej prowadzono
W kolbach stozkowych o pojemnosci 500 ml. Podczas fermentacji kolby zamknigte byly
rurkami fermentacyjnymi. Fermentacj¢ brzeczki prowadzono przez 12 dni w temperaturze od

22 do 25°C, na wytrzasarce przy amplitudzie drgah 80 min™>. Po fermentacji wykonywano
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oznaczenia ilosci lotnych produktéw fermentacji (aldehyd octowy, estry, alkohole alifatyczne

I aromatyczne) oraz alkoholu etylowego.

Oznaczenie zawartosci alkoholu etylowego wykonano odwolawcza metoda destylacyjna
wg procedury badawczej PB-ZP13 opracowanej w ZP w IBPRS. Zawarto$¢ lotnych
produktéw fermentacji wykonywano metodg chromatografii gazowej (GC) wg MEBAK IlI

1996,1.1. Badania prowadzono w dwdéch réwnoleglych powtorzeniach.

WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéow stwierdzono, ze badane szczepy drozdzy
Kluyveromyces roznity si¢ zdolnoscia fermentacyjng oraz zdolnoscia do wytwarzania
ubocznych produktéw fermentacji. Odnotowano znaczne roéznice w szybkosci fermentacji
cukréow przez poszczegblne szczepy drozdzy i szybkosci syntezy alkoholu etylowego.
W tabeli 1 zestawiono wyniki analizy zawartosci alkoholu etylowego otrzymanego po

fermentacji brzeczek o zawartosci ekstraktu 30%, 35% 1 40%.

Tabela 1. Wptyw stezenia ekstraktu w brzeczce miodowej i szczepu drozdzy na zawartos$é
etanolu
The effect of concentration of extract in the honey medium and of the yeast strain
on the ethanol content

Zawarto$¢ alkoholu, % obj.
Alcohol, % vol.
Szczep drozdzy Stezenie ekstraktu w podtozu
Yeast strain The concentration of extract in the medium
30% 35% 40%
1 15,8 13,4 11,5
2 15,0 12,6 10,9
3 14,7 11,2 9,2
4 15,4 13,0 11,3
Wartos$¢ Srednia
Mean value 15,2 12,6 10,7

Z danych zawartych w tabeli 1 wynika, Zze wzrost st¢zenia ekstraktu brzeczki z 30% do
40% wptywal hamujgco na ilos¢ wytworzonego etanolu. Drozdze Kluyveromyces najszybciej
przefermentowaty brzeczki 30% i wytworzyly najwiecej etanolu, tj. 14,7—15,8% obj., srednio
15,2% obj. Wzrost zawartosci ekstraktu brzeczki o 5% spowodowatl zmniejszenie szybkosci
fermentacji i wytworzona zawartos¢ etanolu obnizyta si¢ o od 2,4 do 4,6%, $rednio o 2,6%.

Srednia zawarto$¢ alkoholu etylowego w brzeczkach 35% wynosita 12,6%. Dalszy 5% wzrost
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iloéci ekstraktu w brzeczkach wptynal na zmniejszenie ilosci wytworzonego etanolu $rednio
ood 1,9 do 4,5%. Z rezultatow tych wynika, ze badane szczepy drozdzy Kluyveromyces sg
wrazliwe na podwyzszone cisnienie osmotyczne spowodowane stezeniem cukrow.
We wszystkich trzech brzeczkach zawierajacych 30, 35 1 40% ekstraktu najwiecej alkoholu
wytworzyly szczepy numer 1 i 4, a najmniej szczep numer 3. Zrdznicowang zdolnosé
wytwarzania etanolu i fermentacji wysokocukrowych brzeczek miodowych przez rozne
szczepy drozdzy Saccharomyces stwierdzili wezesniej Wzorek 1 wsp. (1992).

Zawarto$¢ ekstraktu w brzeczkach nastawnych wptyneta nie tylko na szybko$¢
wytwarzania etanolu przez drozdze, lecz takze na syntez¢ ubocznych produktow fermentacji
(tabele 2, 3, 4). Wraz ze wzrostem ste¢zenia ekstraktu brzeczki zwigkszata si¢ ilo§¢ wszystkich
ubocznych produktow fermentacji. Najbardziej niekorzystny wplyw na wlasciwosci
sensoryczne napojow fermentowanych wywieraja: izobutanol i alkohole arylowe (suma 2 i 3-
metylobutanolu), ktére powoduja nieprzyjemny rozpuszczalnikowy aromat i smak. Najmniej
tych zwigzkow oraz B-fenyloetanolu, aldehydu octowego, estrow, octanu etylowego
i izoamylowego oraz diacetylu wytwarzaty drozdze Kluyveromyces po 12-dniowej
fermentacji brzeczki 30%.

Badania sktadu chemicznego cieczy pofermentacyjnych wykazaty, ze podczas
fermentacji brzeczek o ekstrakcie 35% i 40% wszystkie cztery szczepy drozdzy wytwarzaty
zwigkszone ilosci aldehydu octowego, estrow, alkoholi alifatycznych, aromatycznych oraz
diketonéw, w poréwnaniu z brzeczkami o st¢zeniu 30% ekstraktu. Zwigkszona ilos¢ aldehydu
octowego po fermentacji alkoholowej byta wynikiem stresu spowodowanego wysokim
stezeniem cukrow i etanolu w fermentujacej brzeczce, 0 czym wzmiankowano w pracach.
Fermentacja wysokocukrowych brzeczek z udzialem drozdzy z rodzaju Kluyveromyces
generuje réznorodne stresy (m.in. osmotyczny, etanolowy oraz prawdopodobnie
spowodowany niedoborem niektorych sktadnikéw pokarmowych), wptywajace negatywnie
na metabolizm i wzrost drozdzy. Odpornos¢ poszczegdlnych szczepdéw jest zrdéznicowana

[Grajek i Szymanowska 2008].
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Tabela 2. Wpltyw szczepu drozdzy na zawarto$¢ ubocznych produktow w cieczy po
fermentacji brzeczki o zawarto$ci ekstraktu 30%

Influence of yeast strain on the by-products content after fermentation of medium
containing 30% extract

Produkty uboczne fermentacji Szczep drozdzy
Fermentation by-products Yeast strain
1 2 3 4

Aldehyd octowy, mgl'1
Acetaldehyde, mg-l

Octan etylu, mg-17

Ethyl acetate, mg-I*
n-propanol, mg-1™"
n-propanol, mg-I™*
Izobutanol, mg-1™
Isobutanol, mg-l’l

Octan izoamylu, mg-1™
Isoamyl acetate, mg-l’l

2 i 3-metylobutanol, mg-1™*
2 i 3-Methyl-butanol, mg-I*
Diacetyl, mg-1™

Diacethyl, mg-l’l
Acetoina, mg-1™

Acetoine, mg-l’l
2-fenyloetanol, mg-1™
2-Phenylethanol, mg-I*
Catkowita zawartos¢
produktow ubocznych

43,6 54,8 53,3 62,9

51,2 28,6 34,1 46,9

53,9 18,0 21,9 19,1

37,4 35,2 29,8 29,8

0,15 0,16 0,15 0,16

101,8 144,0 | 1412 141,2

0,08 0,05 0,07 0,06

0,29 0,29 0,28 0,26

4,0 4,8 4,9 4,7

292,42 | 2859 | 285,7 | 305,08
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Tabela 3. Wptyw szczepu drozdzy na zawarto$¢ ubocznych produktow w cieczy po
fermentacji brzeczki o zawartosci ekstraktu 35%
Influence of yeast strain on the by-products content after fermentation of medium
containing 35% extract

Produkty uboczne fermentacji Szczep drozdzy
Fermentation by-products Yeast strain
1 2 3 4

Aldehyd octowy, mgl'1
Acetaldehyde, mg-l

Octan etylu, mg-1™

Ethyl acetate, mg-l‘1
n-propanol, mg-1™"
n-propanol, mg-l‘1
Izo-butanol, mg-17"
I1so-butanol, mgT1

Octan izoamylu, mg-1™
Isoamyl acetate, mg-I™*

2 i 3-metylobutanol, mg-1™
2,3-Methyl-butanol, mg-I™*
Diacetyl, mg-1™"

Diacethyl, mg-l’l
Acetoina, mg-1™

Acetoine, mg-l’l
2-fenyloetanol, mg-1™
2-Phenylethanol, mg-T*
Catkowita zawarto$¢ produktow
ubocznych

67,4 80,8 90,3 90,0

47,1 45,5 61,0 36,1

98,6 72,2 | 115,2 88,4

40,1 38,7 60,5 33,6

0,18 0,18 0,16 0,18

129,0 | 1446 | 1291 155,6

0,09 0,08 0,10 0,11

0,31 0,26 0,27 0,26

5,2 6,1 5,7 5,8

387,98 | 388,42 | 462,33 | 410,05
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Tabela 4. Wptyw szczepu drozdzy na zawarto$¢ ubocznych produktéw w cieczy po
fermentacji podtoza o ekstrakcie 40%
Influence of yeast strain on the by-products content after fermentation
of medium containing 40 % extract

Produkty uboczne fermentacji Szczep drozdzy
Fermentation by-products Yeast strain
1 2 3 4

Aldehyd octowy, mgl'1

Acetaldehyde, mgll 9.4 100,7 102,5 9.1
22;‘?;2};‘;;“5;, i 588 | 459 | 1103 | 6L5
2:52521;215 I,Ej}j 794 | 1121 | 1044 | 989
ot o’ 150 | 483 | 54 | 640
Octan izoamylu, mg-1™ 0.25 0.5 0.23 0.24

Isoamyl acetate, mg-l’l

2 i 3-metylobutanol, mg-1™"
2 i 3-Methyl-butanol, mg-I*
Diacetyl, mg-1™"

237,7 148,5 160,5 263,3

Diacethyl, mg-T" 0,19 0,16 0,18 0,15
. . _l
?5:;311:2 nrzg-lh 0,29 0,30 0,31 0,26
$) : -l
2-fenyloetanol, mg-1 95 8.2 10.0 00

2-Phenylethanol, mg-I*
Catkowita zawarto$¢ produktow
ubocznych

597,53 | 464,41 | 543,82 596,45

Z danych zawartych w tabelach 2, 3 1 4 wynika, Ze najmniejsze ilosci ubocznych
produktéw fermentacji wytwarzat szczep nr 1 po 12 dniach fermentacji brzeczek 30%,
natomiast najwicksze ilosci ubocznych produktéw fermentacji — po fermentacji brzeczek
0 zawartosci ekstraktu 40%. W brzeczkach 30% najmniej izobutanolu i alkoholi amylowych
(suma 2 i 3-metylobutanolu) wytworzyt takze szczep nr 1 (139,2 mg-1%), dla pozostatych
szczepow wartosci te wahaty sie w zakresie od 171 do 179,2 mg-1™. Wzrost zawartosci cukru
w brzeczce z 30 do 35% spowodowal zwigkszenie syntezy ww. alkoholi przez szczep nr 1
0 30 mg-1"", natomiast przez pozostale szczepy o 4,2-18,6 mg-1™". Najbardziej wzrosta synteza
alkoholi amylowych i izobutanolu przy szczepach nr 1 i 4 w brzeczkach o najwigkszym
stezeniu ekstraktu (40%). W poréwnaniu z iloscig uzyskang w 30% brzeczkach zawarto$¢
tych zwigzkoéw zwigkszyta sie o 153,3% w przypadku szczepu nr 1 i 4 oraz do 55,1 i 113,2%
w przypadku szczepu nr 3 i 2.

Zawarto$¢ aldehydu octowego i1 diacetylu po fermentacji wzrosta bardzo wyraznie

w brzeczkach zawierajacych 40% ekstraktu (o ok. 100%) 1 w poroéwnaniu z brzeczka 30%
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ksztaltowata si¢ na poziomie odpowiednio 96,4—102,5 mg-l'1 i0,15-0,19 mg-l‘l.

Catkowita zawarto§¢ ubocznych produktow fermentacji dla czterech szczepow
ksztaltowata si¢ w zblizonym zakresie od 285,7 do 305,1 mg-1™. Wzrost stezenia cukrow
w brzeczkach miodowych do 35% wptynat na duze zwigkszenie wytwarzania ubocznych
produktoéw fermentacji (od ok. 77 do 177 mg-1™") przez badane szczepy drozdzy. Po 12 dniach
fermentacji brzeczek miodowych 40% obserwowano dalszy wzrost stezenia lotnych
produktéow fermentacji, a jednoczesnie wystapily znaczne roéznice w zdolnosci ich
wytwarzania przez poszczegdlne szczepy. W poréwnaniu z iloScig ubocznych produktow po
fermentacji brzeczek 30% catkowita zawarto$¢ tych zwigzkow po fermentacji brzeczek 40%
szczepami nr 1, 2, 3 i 4 wzrosta odpowiednio o ok. 305, 178, 258 1 291 mg'l'l. W porownaniu
z calkowitg iloscig lotnych produktéw po fermentacji brzeczek 35% wzrost zawartosci tych
zwigzkow po fermentacji brzeczek 40% wynosit odpowiednio o 209, 76, 82 i 186 mg-1™.
Z przedstawionych rezultatéw badan wynika, Ze zrdznicowana jest zarowno zdolnos¢
wytwarzania etanolu, jak 1 oporno$¢ roéznych szczepdéw drozdzy na wysokie ci$nienie
osmotyczne spowodowane duzym st¢zeniem cukrow. Sposrod badanych czterech szczepow
drozdzy Kluyveromyces wyrozniaja si¢ szczepy nr 1 i 4.

Wedtug Wzorka i Pogorzelskiego (1998) na ilos¢ wytwarzanego w czasie fermentacji
izobutanolu znaczacy wplyw ma rasa drozdzy, przy czym obnizenie ilosci wyzszych alkoholi
mozna osiggnaé przez stosowanie pozywek azotowych do fermentacji brzeczek. Brzeczki
miodowe cechuje mata ilo$¢ substancji azotowych.

Analizujac sumy zawarto$ci poszczegélnych grup produktow ubocznych fermentacji
(rysunki 1-3), zaobserwowano, ze wzrost ilosci cukru w brzeczce z 30 do 35% spowodowat
wzrost $rednio o ok. 160% zawarto$ci sumy wyzszych alkoholi, aldehydow u wszystkich
czterech badanych szczepéw drozdzy, natomiast w przypadku estrow wzrost ten dotyczyt

tylko dwodch szczepow numer 2 i 3.
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Rysunek 1. Wptyw szczepu drozdzy na zawartos¢ aldehydow, wyzszych alkoholi i estrow
w cieczy po fermentacji podtoza o ekstrakcie 30%
Influence of yeast strain on the content of aldehydes, higher alcohols and esters
in fermented medium containing 30% extract before fermentation
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Rysunek 2. Wptyw szczepu drozdzy na zawarto$¢ aldehydow, wyzszych alkoholi i estrow
w cieczy po fermentacji podtoza o zawartosci sacharozy 35%
Influence of yeast strain on the content of aldehydes, higher alcohols and esters
in fermented medium containing 35% sucrose before fermentation
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Rysunek 3. Wptyw szczepu drozdzy na zawartos¢ aldehydow, wyzszych alkoholi i estrow
w cieczy po fermentacji podtoza o ekstrakcie 40%
Influence of yeast strain on the content of aldehydes, higher alcohols and esters
in fermented medium containing 40 % extract before fermentation

Wzrost zawartosci ekstraktu do 40% spowodowal zwigkszenie zawartosci sumy
wyzszych alkoholi od 163 do 320%, estréw od 141 do 221%, a w przypadku aldehydéw
od 115 do 320% w stosunku do brzeczek o ekstrakcie 30%.

Wybierajac szczep drozdzy do zastosowania w produkcji, kierowano si¢ zawarto$cig
ubocznych produktéow fermentacji oraz zdolnoscig syntezy alkoholu etylowego. Sposrod
czterech przebadanych szczepoéw drozdzy Kluyveromyces wybrano dwa szczepy 1 i 4.
W przypadku tych szczepow drozdzy we wszystkich badanych stezeniach ekstraktow
brzeczek odnotowano najwicksze ilosci alkoholu etylowego (11,3-15,8% obj¢tosciowych),
wzrost ekstraktu brzeczki o 5% powodowal mniejsza synteze estrow, wyzszych alkoholi
i aldehydoéw (rysunki 1-3) niz przy szczepach nr 2 i 3. Zawarto$¢ estrow (octanu etylu
i octanu izoamylu) dla brzeczki 35% miescita si¢ w przedziale 36,3-47,3 mg-1™, wyzszych
alkoholi (n-propanolu, izo-butanolu i alkoholi amylowych) 272,9-283.4 mg-1™, a aldehydow
wynosila odpowiednio 67,5 mg-1* i 90,1 mg1™. Wyrazny wzrost ubocznych produktow
fermentacji dla szczepéw numer 1 1 4 widoczny byl dopiero przy najwyzszym stezeniu
brzeczki (40%). W tych warunkach ilosci wyzszych alkoholi (n-propanolu, izo-butanolu
i alkoholi amylowych) dla tych dwoch szczepow uksztattowala si¢ na poziomie 435,2—-441,6
mg-1? (szczepy nr4 i 1).

Najstabszy okazat si¢ szczep nr 3, ktory wytwarzatl przy wszystkich st¢zeniach ekstraktu
W brzeczce najmniejszg ilos¢ alkoholu etylowego (tabela 1) oraz syntetyzowal najwyzsze

ilosci ubocznych produktéw fermentacji w brzeczkach o stezeniu ekstraktu 35 1 40% (tabele
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3-4). Szczep ten cechowal sie¢ ponadto znacznie wyzsza produkcja estrow (61,2 mg-l’l;
110,5 mg'1™") odpowiednio dla zawartosci ekstraktu 35 i 40% i aldehydow (90,4 mg-1™

i 102,7 mg'1™") w poréwnaniu z pozostatymi badanymi szczepami (rysunki 2 i 3).

WNIOSKI

1. Zdolno$¢ drozdzy Kluyveromyces do wytwarzania etanolu i ubocznych produktow
fermentacji zalezy od szczepu drozdzy i stezenia ekstraktu w brzeczce.

1. Sposrod czterech badanych szczepdéw drozdzy z rodzaju Kluyveromyces najlepsza
aktywnos¢ fermentacyjng i odporno$¢ na wysokie stezenie cukru i etanolu wykazaty
dwa szczepy o numerach 11 4.

2. Warunki fermentacji brzeczek o zawartosci ekstraktu 35 i 40% byty stresujace dla
badanych szczepow drozdzy Kluyveromyces, co skutkowato wzrostem syntezy
aldehydu octowego, wyzszych alkoholi alifatycznych i diacetylu.

3. Wybrane szczepy drozdzy przy wszystkich stezeniach ekstraktu w brzeczce 30, 35

I 40% wytwarzaty najwigcej alkoholu etylowego.
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