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OCENA MOZLIWOSCI REDUKCJI STEZENIA MIKOTOKSYN
W PROCESIE PRODUKCJI ETANOLU Z ZIARNA KUKURYDZY
TECHNOLOGIA BUS I KLASYCZNA

Streszczenie

Oceniono mozliwo$¢ redukcji stgzenia mikotoksyn obecnych w ziarnie kukurydzy w procesie produk-
cji etanolu technologia klasyczna (parnik Henze’go) oraz BUS (bezci$nieniowe uwalnianie skrobi). Anali-
zowano wplyw operacji i procesow jednostkowych oraz drozdzy Saccharomyces cerevisiae na zmiany
stgzenia mikotoksyn w zacierach i wywarach. W technologii BUS wykazano zaleznos¢ redukcji stezenia
mikotoksyn od sposobu obrobki termicznej zacieru. Zastosowanie podgrzewaczy typu ,,jet-cooker” sprzy-
jato wiekszej redukcji stgzenia mikotoksyn, ktora wyniosta w odniesieniu do deoksyniwalenolu (DON)
maksymalnie ok. 20 %, a fumonizyn (FUM) do 21 %. W alternatywnym wariancie, uzycie ptytowych
wymiennikow ciepta (eliminacja kontaktu pary wodnej z zacierem) skutkowato mniejsza efektywnoscia
eliminacji mikotoksyn. W technologii klasycznej wykazano znaczng redukcj¢ stezen DON, zearalenonu
(ZEA) i FUM pod wptywem obrobki barotermicznej. Ostateczny bilans stezenia mikotoksyn w tej techno-
logii wykazat niemal catkowitg eliminacj¢ FUM, redukcje DON w okoto 77 - 97 %, natomiast ZEA od 95
do 100 %. W trakcie fermentacji nie stwierdzono wptywu tego procesu z udziatem drozdzy na redukcjg
stezen DON, ZEA i FUM. Rezultaty uzyskane w procesie technologicznym BUS wskazuja, ze nie nalezy
oczekiwaé pelnej eliminacji mikotoksyn. W specyficznych warunkach wykazano nawet trzykrotny wzrost
stezenia ZEA w wysuszonym wywarze w stosunku do surowca. Powinno to sktania¢ do kontroli wywaru
uzyskanego z przerobu surowcoéw zanieczyszczonych mikotoksynami, zwlaszcza w przypadku jego wyko-
rzystania w zZywieniu zwierzat.

Stowa kluczowe: biodegradacja mikotoksyn, fermentacja alkoholowa, etanol

Wprowadzenie

Coraz czgsciej skrobiowe surowce gorzelnicze stanowig partie produktow nie-
przydatnych do wykorzystania na cele paszowe, gdyz cechuje je znaczny stopien pora-
zenia przez patogeny grzybowe i bakteryjne. Istnieje wysokie prawdopodobienstwo
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wystepowania w nich podwyzszonego st¢zenia wtornych metabolitow tych mikroorga-
nizmoéw, zwlaszcza mikotoksyn. Problem ten jest obserwowany przy towarowej upra-
wie kukurydzy, ktdrej zbior na ziarno trwa nawet w poczatkach pory zimowej [1, 7,
25]. Po biokonwersji skrobi zawartej w surowcu na alkohol, a nastepnie jego oddesty-
lowaniu, pozostaje wywar podestylacyjny o trudnym do zdefiniowania stopniu skaze-
nia mikotoksynami lub ich metabolitami.

Mikotoksyny sa wtornymi metabolitami grzybow, nalezacych przede wszystkim
do rodzaju Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Moga powstawa¢ w wielu surowcach
rolnych w bardzo r6znych warunkach. Mikotoksyny wykazuja wielokierunkowe dzia-
fanie toksyczne, dlatego ich obecno$¢ w surowcach gorzelniczych stanowi potencjalne
zagrozenie dla przebiegu procesu fermentacji i jakosSci spirytusu surowego [8, 18, 19],
jak rowniez dla zwierzat zywionych wywarem gorzelniczym. Chociaz ostre efekty
toksyczne sg obserwowane tylko wyjatkowo, dlugotrwate narazanie nawet na mate
stezenia mikotoksyn moze powodowa¢ rézne niedyspozycje i dolegliwosci zwierzat.
Niebezpieczenstwo poteguje migracja mikotoksyn do produktow pochodzenia zwie-
rzgcego (mleko, migso, podroby, jaja). Metabolity grzybow plesniowych ze wzgledu
na niewielkie rozmiary czasteczek i réznorodne wilasciwosci toksyczne moga powo-
dowa¢ w organizmach efekty: mutagenne i kancerogenne (AF — aflatoksyny, OTA —
ochratoksyna A i fumonizyny — FUM), wptywac¢ na system hormonalny (zearalenon —
ZEA), uszkadza¢ system immunologiczny (AF, OTA i deoksyniwalenol — DON), po-
wodowac niedoczynnos¢ nerek (OTA, cytrynina) i wady rozwojowe (OTA) [27].

Zanieczyszczenie zywnos$ci moze nastgpi¢ bezposrednio poprzez wzrost komorek
grzybow plesniowych wytwarzajacych toksyny na artykutach spozywczych lub tez
posrednio poprzez przenikanie (droga carry over) mikotoksyn z paszy do organizmu
zwierzgcia, a stad do produktéw spozywczych pochodzenia zwierzecego [4, 5, 21].
Integralnos$¢ i kontrola tancucha zywnosciowego obejmujgca fizyczny i biologiczny
wplyw s$rodowiska na tancuch zywnosciowy/paszowy; zostat ujety w 7. Programie
Ramowym UE w sekcji — Zywno$¢, Rolnictwo, Ryboléwstwo i Biotechnologia. Zrea-
lizowane badania wpisujg si¢ w ten program, uznajacy za priorytetowe kierunki badan
nad wykorzystaniem odpadow rolno-przemystowych i produktéw ubocznych oraz
poprawe jakoSci, w tym bezpieczenstwa zywno$ci, napojow 1 pasz.

Zasadnicze znaczenie ma ustalenie, ktore mikotoksyny, jak czesto i w jakich ilo-
Sciach obecne sa w surowcach gorzelniczych, co wigze si¢ z coraz powszechniejszym
przetwarzaniem w gorzelnictwie surowcoéw o niskich parametrach jakosciowych lub
wrecz odpadowych.

Znane sa doniesienia naukowe o mozliwosci redukcji stezenia mikotoksyn
w trakcie proceséw mikrobiologicznych z udzialem miedzy innymi drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae [13, 22, 26]. Istotne wydaje si¢ zbadanie tego zagadnienia w odnie-
sieniu do procesOw fermentacyjnych w skali przemystowe;.
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Toksynotwoércze grzyby plesniowe mogg wzrasta¢ i produkowaé toksyny w zbo-
zach w czasie wegetacji roslin. Sg to gtownie toksyny fuzaryjne i trichoteceny np.
DON, ZEA 1 FUM [6, 9]. Podczas magazynowania ziarniakOw zboza w niewlasciwych
warunkach (np.: przy wilgotnosci powyzej 13 %) istnieje niebezpieczenstwo tworzenia
si¢ mikotoksyn wytwarzanych przez tzw. grzyby przechowalnicze, szczegolnie z ro-
dzaju Penicillium 1 Aspergillus. Jedng z nich jest OTA spotykana w zbozach klimatu
umiarkowanego, jak roéwniez aflatoksyna B, (AFB;) wykryta w magazynowanym wil-
gotnym ziarnie kukurydzy [10, 20].

Znaczenie ziarna kukurydzy jako surowca dla przemystu gorzelniczego wzrosto
w Polsce znaczgco w ostatnich latach. Poczawszy od 1995 r. areat kukurydzy uprawia-
nej z przeznaczeniem na ziarno zwickszyt si¢ ponad czterokrotnie. Ze wzgledow tech-
nologicznych jest to surowiec charakteryzujacy si¢ wieloma pozytywnymi wiasciwo-
$ciami, w tym wysoka zawarto$cig skrobi i zwigzang z tym duzg wydajnoscig alkoholu
o korzystnym skladzie produktow ubocznych i wlasciwosciach sensorycznych. Wa-
runki klimatyczne Polski sprawiaja, ze w momencie zbioru ziarno kukurydzy charakte-
ryzuje si¢ wysoka wilgotnoscia, wahajaca si¢ w granicach 30 - 38 % [28]. Z tego po-
wodu nie nadaje si¢ do dluzszego przechowywania bez koniecznosci dosuszenia, co
z kolei powoduje wzrost kosztow i ceny tego surowca. Niepozadane procesy mikrobio-
logiczne zachodzace w wilgotnym ziarnie powoduja spadek wydajnosci alkoholu (ok.
1 dm® EtOH/100 kg), a jednoczesnie postepuje jego porazenie rozwijajacymi sie inten-
sywnie ple$niami oraz zanieczyszczenie mikotoksynami silnie toksycznymi dla ludzi
izwierzat [17, 16].

W celu zwickszenia efektywnos$ci produkcji, oszczgdnos$ci energii, zmniejszenia
jednostkowych kosztéw produkcji spirytusu surowego, zastepuje si¢ w Polsce techno-
logi¢ klasyczng technologia BUS. Ziarno nie jest poddawane obrébce barotermicznej,
jak ma to miejsce w technologii klasycznej, lecz rozdrabniane mechanicznie. Tym
samym wyeliminowane zostaje dziatanie wysokiej temperatury (152 °C) na surowiec.
W metodzie klasycznej niektore mikotoksyny pod wptywem obrobki wysokotempera-
turowej moga ulega¢ transformacji do form pochodnych, np. DON do mniej toksycz-
nego DOM-1 [23, 24].

Wigkszos¢ wykonanych i opublikowanych w Polsce badan nad zawartoscig miko-
toksyn dotyczy oceny stopnia skazenia produktéw spozywczych oraz przetworzonych
przemystowych pasz i karmy dla zwierzat. Problem skazenia mikotoksynami surow-
coOw wykorzystywanych w przemysle fermentacyjnym oraz ich wptyw na samg fer-
mentacj¢ 1 jako$¢ produktu finalnego, jak rowniez stopien ewentualnej biodegradacji
w trakcie procesow fermentacyjnych, w tym produkcji etanolu byt dotychczas przed-
miotem nielicznych prac badawczych realizowanych w Polsce [8, 11, 12, 22].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie mozliwosci redukeji stezen mi-
kotoksyn zawartych w surowcu wyjsciowym podczas procesu technologicznego fer-
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mentacji alkoholowej prowadzonej z udziatem drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
z uwzglednieniem poszczegolnych operacji i proceséOw jednostkowych. W trakcie rea-
lizacji projektu dokonano oceny wystgpowania i stopnia zanieczyszczenia mikotoksy-
nami ziarna kukurydzy oraz oceniono pozostatosci mikotoksyn w wywarze podestyla-
cyjnym uzyskiwanym z réznych proceséw technologicznych (technologia klasyczna —
Henze'go oraz BUS — bezcisnieniowego uwalniania skrobi).

Materialy i metody badan

Probki surowca gorzelniczego — ziarno kukurydzy, jak rowniez uzyskane z tego
surowca probki zacieréw i wywaréw pochodzily z warunkéw petnoprodukcyjnych
gorzelni rolniczych stosujacych technologie klasyczng oraz bezci$nieniowego uwal-
niania skrobi (BUS). Pobrane w sposob reprezentatywny probki surowcow zabezpie-
czano w workach foliowych przed zmiang wlasciwosci podczas transportu. Probki
ptynne zacieréw i wywaréw pobierano do pojemnikéw szklanych o pojemnosci 1 dm®
na poszczeg6lnych etapach procesu produkcyjnego, po wczesniejszym wymieszaniu
zawarto$ci kadzi i zbiornikow wywarowych. Pobrany material po przewiezieniu do
laboratorium przechowywano w chtodni w temp. 4 - 8 °C (kilka do kilkunastu godzin)
do momentu wykonywania ekstrakcji mikotoksyn do analiz instrumentalnych. Probki
pobierano i analizowano w dwoch powtodrzeniach. Charakterystyke podstawowych
parametréw surowcow wykorzystywanych do produkcji w poszczegélnych gorzelniach
zestawiono w tab. 1.

Oznaczenie stezenia mikotoksyn wykonywano w Laboratorium Badawczym Mi-
kotoksyn Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy. Mikotoksyny izolowano
Z surowca, zacierow oraz wywarow z zastosowaniem kolumienek powinowactwa im-
munologicznego AflaTest”, FumoniTest™ i ZearalaTest® (Vicam) w przypadku afla-
toksyn (AF), FUM i ZEA oraz odpowiednio Donprep® i Ochraprep” (R-Biopharm
Rhéne) do izolowania DON i OTA — zgodnie z procedurami przewidzianymi przez
producentow kolumienek z modyfikacjami wtasnymi. Mikotoksyny oznaczano metoda
HPLC. Detekcj¢ AF i OTA prowadzono z zastosowaniem detektora fluorescencyjnego
(Merck-Hitachi system kolumna: LiChroCART 250-4, LiChrospher 100 RP-18;
250x4 mm, 5 um). AF oznaczano z zastosowaniem derywatyzacji pokolumnowe;j (sys-
tem Cobra Cell) i fazy ruchomej o sktadzie ACN:MeOH:H,O (1 : 1 : 3) z dodatkiem
kwasu azotowego i bromku potasu jako czynnika derywatyzujacego. W oznaczaniu
OTA faz¢ ruchoma stanowit roztwor ACN i 2 % CH3COOH (7 : 3). W obydwu przy-
padkach stosowano elucje izokratyczng z przeptywem 1 ml/min. DON, ZEA i FUM
byly oznaczane przy zastosowaniu podwoéjnej spektrometrii mas (MS/MS, 3200
QTRAP — Applied Biosystems) [3].
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Tabela 1l

Zestawienie podstawowych parametrow technologicznych oraz poziom zanieczyszczenia surowca miko-
toksynami.
List of major technological parameters and level of contaminating raw material by mycotoxins.

Podstawowe parametry Technologia BUS Technologia Henze’go
technologiczne kukurydzy PLS technology Henze’s (classic) technology
wykorzystywanej - - - - X X
w gorzelniach Gorzelnia | Gorzelnia | Gorzelnia | Gorzelnia | Gorzelnia | Gorzelnia
. . T B SY St C P
Major technological o o o o o o
parameters of maize used Distillery | Distillery | Distillery | Distillery | Distillery | Distillery
in distilleries T B SY St C P
0,
Sucha masa [SMY%] 74,35 86,33 64,16 63,32 84,42 62,89
Dry substance [DS%]
Wydajnos¢ [dm® EtOH ze
100 kg surowca]
29,0 36,75 28,0 24,5 32,5 23,5
Yield [dm® EtOH/100 kg ’
of raw material]
Poziom zanie- | ¥ AF 0,28 nw/nd nw/nd nw/nd nw/nd nw /nd
czyszczenia
mikotoksynami OTA nw / nd nw / nd nw / nd nw / nd <0,2 <0,2
[ppb] ZEA 18 8 8 28 156 572
Level of
contamination DON 452 452 351 972 3099 6059
by mycotoxins
[ppb] > FUM 1186 nw /nd 22 997 1518 2137

nw / nd — nie wykryto/not detected

Wydajnos¢ alkoholu ze 100 kg analizowanego surowca oznaczano metoda fer-
mentacyjng zgodnie z instrukcjg analityczng CLPR [14], z modyfikacja polegajaca na
zastapieniu hydrolizy kwasowo-termicznej (autoklawowanie) przez hydroliz¢ enzyma-
tyczng skrobi, z uzyciem handlowych amylolitycznych preparatoéw enzymatycznych
pochodzenia mikrobiologicznego firmy Novozymes (Dania) tj.: Termamyl S.C. oraz
SAN Extra. W warunkach podanej metody wydajnos¢ alkoholu ze skrobi wynosi okoto
91 % w stosunku do teoretycznej (71,9 %), czyli ze 100 kg czystej skrobi otrzymuje si¢
65,4 dm’ alkoholu. Wilgotno$¢ analizowanych probek surowcow (materiat zmielony
w miynie laboratoryjnym) oraz zacierdw i wywaréw oznaczano w dwoch powtorze-
niach, z zastosowaniem wagosuszarki firmy RADWAG typ WPS-30.
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Wiyniki i dyskusja

Okreslenie stopnia redukcji stezenia mikotoksyn w probach zacierow i wywarow
pochodzqgcych z procesu technologicznego w gorzelniach stosujgcych technologie BUS

Wyniki badan, dotyczace biodegradacji mikotoksyn w procesie technologicznym
w gorzelniach stosujacych technologie BUS, wykazujg zroznicowanie w zaleznosci od
zaktadu 1 wystepujacych roznic w sposobie obrobki termicznej surowca.

Wyniki oznaczania stezenia mikotoksyn w wywarach podestylacyjnych w gorzel-
ni oznaczonej symbolem ,, T wskazuja, ze czynniki wystepujagce w procesie technolo-
gicznym pozwolity na uzyskanie umiarkowanego efektu redukcji stezenia mikotoksyn
w odniesieniu do DON i FUM (rys. 1). Ze wzgledu na brak zanieczyszczenia surowca
przez OTA i sladowe skazenie aflatoksynami, nie zachodzita mozliwos¢ oszacowania
ewentualnego stopnia redukc;ji stezen tych mikotoksyn.
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Rys. 1. Stezenie mikotoksyn w ziarnie kukurydzy z silosu i w wywarze podestylacyjnym, w gorzelni
17, stosujacej technologie BUS oraz suszenie wywaru w suszarni bebnowej.

Fig. 1.  Concentrations of mycotoxins in maize grain taken from silo and in slop after distillation, in
distillery ,,T” where BUS technology was used and slops were dried in the drum drying device.

Redukcja stezenia DON w wywarze wysuszonym do wilgotnosci 8,39 % (w sto-
sunku do stezenia w surowcu) po procesie suszenia w suszarce bgbnowej ksztattowata
si¢ na poziomie ok. 20 %. Stezenie fumonizyn w suchej masie wywaru wynosito:
FumB,; — 620 ppb, FumB, — 319 ppb, FumB; — 79 ppb (faczne — 931 ppb w $swiezej
masie wywaru; 1017 ppb w suchej masie). Redukcja stezenia fumonizyn w stosunku
do ich stgzenia w surowcu wyniosta ponad 21 %. Stezenie ZEA w wysuszonym wywa-
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rze bylo znaczgco wigksze niz w surowcu wyjsciowym. W przeliczeniu na suchg masg
surowca 1 wywaru wysuszonego wzrost ten byl niemal trzykrotny. W statej frakcji
wywaru po odwirowaniu uzyskano 89 % spadek stezenia fumonizyn wzgledem surow-
ca wyjsciowego. W odniesieniu do DON redukcja stezenia wynosita bezposrednio
w probach surowca i wywaru odwirowanego ok. 75 %. Proces suszenia (zwigzany ze
znaczng redukcja wilgotno$ci) przyczynit si¢ do wzglednego wzrostu stezenia miko-
toksyn. Ponadto po uwzglednieniu faktu, ze skrobia stanowigca ponad 58 % suchej
masy surowca ulega biokonwersji do etanolu i dwutlenku wegla, stezenie mikotoksyn
w wysuszonym wywarze podestylacyjnym w technologii BUS moze by¢ wigksze
W poréwnaniu z surowcem wyjsciowym.

Odmienne wyniki uzyskano w wyniku analizy probek z gorzelni ,,B”, réwniez
stosujacej technologie BUS. Odnotowano wzrost ste¢zenia mikotoksyn w wywarze
podestylacyjnym zwiazany z zachodzaca w trakcie fermentacji biokonwersja skrobi do
etanolu. Znaczne zmiany proporcji sktadnikow w surowcu i wysuszonym wywarze
przyczynity si¢ w efekcie koncowym do relatywnego wzrostu stezenia DON, ZEA
i fumonizyn w wywarze podestylacyjnym (rys. 2).
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Rys. 2. Stgzenie mikotoksyn w kukurydzy suszonej i w wywarze podestylacyjnym, w gorzelni ,,B”,
stosujacej technologie BUS oraz suszenie wywaru z dodatkiem zaggszczonej frakcji ciekle;.

Fig. 2. Concentrations of mycotoxins in dried maize and in slop after distillation, in distillery ,,B” where
BUS technology was used and slops were dried with addition of concentrated liquid fraction.

Mozna sadzi¢, ze roznice w zakresie uzyskanej redukcji stezen mikotoksyn po-
mi¢dzy zaktadami zalezg od sposobu pasteryzacji surowca. W gorzelni ,,B” stosowane
jest podgrzewanie zacieru metoda wymiennikowg (wymiennik przeponowy). Metoda
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ta jest stosunkowo tagodna, co sprawia, ze temperatura zacieru nie przekracza 90 °C.
Nie wystepuje bezposredni kontakt przegrzanej pary wodnej z surowcem. Z kolei
w gorzelni ,,T” stosowany jest przeplywowy system podgrzewania zacieru z uzyciem
strumieniowych podgrzewaczy inzektorowych typu ,,jet-cooker”. W tego typu urza-
dzeniu dochodzi do bezposredniego kontaktu przegrzanej pary wodnej o wysokiej
temperaturze z mieszaning wody i surowca stanowiacej zacier. Jak wykazano we wstg-
pie, obrobka termiczna (obejmujgca oddzialywanie wysokiej temperatury na surowiec)
moze powodowaé redukcje stezenia mikotoksyn [20, 21]. Pewien wplyw na uzyskane
wyniki z gorzelni ,,B” ma réwniez zaggszczanie supernatantu po wirowaniu w wypar-
kach prézniowych i dodawanie otrzymanego syropu do wywaru w trakcie suszenia. Ma
to na celu redukcje ilosci $ciekow i poprawe bilansu wodno-$ciekowego gorzelni. Tym
niemniej we frakcji cieklej moga znajdowac si¢ pewne ilo$ci mikotoksyn, przyczynia-
jac si¢ rowniez do wzrostu ich st¢zenia w wywarze suszonym.

Okreslenie stopnia redukcji stezenia mikotoksyn w probach zacierow i wywarow
pochodzqcych z procesu technologicznego z gorzelni stosujgcej technologie
klasyczng Henze’go

Wyniki badan st¢zenia mikotoksyn na réznych etapach procesu technologicznego
(w produktach posrednich) w gorzelniach stosujacych technologie klasyczna Henze’go
przedstawiono na rys. 3 - 6. Niezaleznie od zaktadu, nalezy podkresli¢ znaczaca reduk-
cj¢ stezen mikotoksyn juz na etapie obrobki zacieru w parniku, z zastosowaniem ob-
robki barotermicznej. Bezposredni kontakt przegrzanej pary wodnej o temp. ok. 150 °C
i ci$nieniu dochodzacym do 5 atmosfer skutkowat zauwazalng redukcja stezen DON,
ZEA i fumonizyn.

Obrobka barotermiczna (parowanie) surowca w gorzelni ,,SY” spowodowata re-
dukcje stezenia DON o ok. 90 % (wyniki przeliczone na sucha mase¢ w celu wyelimi-
nowania efektu rozcienczenia toksyn — co ma miejsce przy sporzadzaniu zacieru —
wskazujg na ich redukcj¢ o ok. 64 %) (rys. 3). Niemal identyczny efekt uzyskano
w gorzelni ,,C”, gdzie w zacierze po pierwszej dobie stwierdzono redukcje st¢zenia
DON o ok. 94 % (rys. 4).

W gorzelni ,,SY” po obrébce barotermicznej redukcja stezenia ZEA w zacierze
1 wywarze byta niemal catkowita. W gorzelni ,,C” (rys. 4) zmniejszenie stezenia ZEA
po pierwszej dobie fermentacji wyniosto ok. 87 %. Jednak w przypadku tej toksyny
nalezy podkresli¢, ze poza obrobka barotermiczng, w pewnym stopniu do redukcji
stezenia mogta przyczyni¢ si¢ rowniez aktywno$¢ metaboliczna mikroflory drozdzo-
wej, prowadzaca do powstawania jej metabolitow tj. a- 1 f-ZOL [29].



OCENA MOZLIWOSCI REDUKCJI STEZENIA MIKOTOKSYN W PROCESIE PRODUKCJI ETANOLU... 97

400

351
350 1 M

300
250 4
200

150

Stezenie mikotoksyn [ppb]
Concentration of mycotoxins [ppb]

109
100 4 81

50 35 42

2
8|:|1|:|02 0o 2 0o 2 o 1 || o
0

M
ZEA‘DON‘FUM ZEA‘DON‘FUM ZEA‘DON‘FUM ZEA‘DON‘FUM ZEA‘DON‘FUM ZEA‘DON‘FUM

Ziarno kiszone Zacier po Zacier po Zacier po Il dobie |Zacier po Il dobie |Wywar SM% 6,825
Gorzelnia SY SM% |parowaniu SM%  |scukrzaniu SM%  |fermentacji SM%  |fermentacji SM% |/ Slop DS% 6,825
64,16 / Silage grains |16,72 / Mash after 16,78 / Mash after |7,63/ Mash after Il |7,38/ Mash after Il

Distillery SYDS%  |steaming DS% 16,72|saccharification day of fermentation |day of fermentation

64,16 DS% 1678 DS% 7,63 DS% 7,38

Rys. 3. Stezenie mikotoksyn w kiszonym ziarnie kukurydzy, w zacierach i w wywarze podestylacyj-
nym, w gorzelni ,,SY”, stosujacej technologi¢ klasyczna (metoda Henze’go),

Fig. 3.  Concentrations of mycotoxins in marinated maize grain, in mashes and in slop after distillation,
in distillery ,,SY” where classic technology was used (Henze’s method).

Nie stwierdzono, aby obrobka rozparowanego surowca przy zastosowaniu enzy-
matycznych preparatoéw amylolitycznych pochodzenia mikrobiologicznego powodo-
wala zmiany lub redukcje¢ stezenia badanych mikotoksyn (rys. 3). Po procesie zaciera-
nia (hydrolizie) ich st¢zenia pozostawaty praktycznie na niezmienionym poziomie.

W zaleznos$ci od stezenia w surowcu, catkowicie lub niemal catkowicie i trwale
z procesu technologicznego wyeliminowane zostaly fumonizyny dzigki procesowi
parowania. Podobny efekt redukcji stezenia mikotoksyn stwierdzono rowniez w innych
zaktadach stosujgcych technologie klasyczng z wykorzystaniem parnika Henze’go.
W przypadku wyzszego stezenia poczatkowego fumonizyn w surowcu, ich pozostatos¢
po obrobce barotermicznej byta bardzo niewielka na poziomie ok. 15 ppb. Redukcja
wynosita niemal 99 % po procesie parowaniu i hydrolizie enzymatycznej (rys. 5).

Sam proces fermentacji, z zastosowaniem drozdzy gorzelniczych Saccharomyces
cerevisiae, nie spowodowal zauwazalnej redukcji st¢zenia badanych mikotoksyn
w produktach posrednich przerobu kukurydzy (rys. 3 i 4).
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Rys. 4. Stezenie mikotoksyn w suszonym ziarnie kukurydzy, w zacierach i w wywarze podestylacyj-
nym, w gorzelni ,,C”, stosujacej technologi¢ klasyczny (metoda Henze’go),.

Fig. 5. Concentrations of mycotoxins in dried maize corn, in mashes and in slop after distillation, in
distillery “C” where classic technology was used (Henze’s method).
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Rys. 5. Stezenie mikotoksyn w kiszonym ziarnie kukurydzy i w zacierze, po obrobce barotermicznej
surowca (parnik Henze’go) oraz hydrolizie enzymatycznej skrobi, z zastosowaniem preparatow
amylolitycznych, w gorzelni ,,SL”.

Fig. 4. Concentrations of mycotoxins in marinated maize grain and in mash after barothermal pro-
cessing (Henze’s steamer) and after enzymatic hydrolysis of starch, using amylolitic prepara-
tions, in distillery ,,SL.”.
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Aktywno$¢ mikroflory drozdzowej w zakresie biodegradacji mikotoksyn byta
niezauwazalna. Sg to rezultaty podobne do uzyskanych w technologii BUS. Wplyw na
brak redukcji st¢zenia mikotoksyn na skutek oddziatywania mikroflory drozdzowe;j
w trakcie fermentacji moze potegowaé wystgpowanie w zacierach z technologii Hen-
ze’go szkodliwych produktow reakcji karmelizacji i Maillarda, powstajacych w proce-
sie obrobki barotermicznej surowca [15]. Obecnos¢ substancji szkodliwych w podtozu
fermentacyjnym i1 konieczno$¢ neutralizacji ich toksycznego oddziatywania moze
zmniejszaé efekt redukceji stezenia mikotoksyn przez drozdze w procesach biosorpcji
1 biodegradac;ji.
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Rys. 6.  Stezenie mikotoksyn w kukurydzy po zbiorze i w wywarze, po obrobce barotermicznej surowca
(parnik Henze’go), hydrolizie enzymatycznej skrobi z zastosowaniem preparatow amylolitycz-
nych oraz fermentacji, w gorzelni ,,P”.

Fig. 6. Concentrations of mycotoxins in maize grain after harvesting and in mash, after barothermal
processing of raw material (Henze’s steamer), after enzymatic hydrolysis of starch with the use
of amylolytic preparations and fermentation, in distillery ,,P”.

Na rys. 6. przedstawiono bilans DON, ZEA i fumonizyn w surowcu wyjsciowym
o stosunkowo wysokim poziomie zanieczyszczenia oraz ich pozostato$¢ w wywarze
podestylacyjnym (gorzelnia ,,P” stosujgca technologi¢ klasyczng). Po przeliczeniu
stezenia mikotoksyn na suchg mas¢ probek surowca i wywaru stwierdzono redukcje
stezenia mikotoksyn w wywarze wynoszaca odpowiednio, w przypadku ZEA ponad
67 %, DON — 65 % i ok. 80 % w odniesieniu do fumonizyn.

Wykonano dodatkowe bezposrednie zestawienie stgzen mikotoksyn w surowcu
wyjsciowym i wywarach podestylacyjnych uwzgledniajace roznice zawartosci suchej
masy w badanych probkach (rys. 7 - 9). Ze wzgledu na $ladowe skazenie surowca
i wywarow OTA i aflatoksynami pominigto je na wykresach.
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Rys. 7. Zestawienie bilansu st¢zenia ZEA w surowcu i w wywarze podestylacyjnym w gorzelniach
stosujacych technologi¢ BUS i suszenie wywaru (sucha masa wywaru od 85 - 91 %) oraz go-
rzelniach stosujacych technologi¢ klasyczna bez suszenia wywaru (sucha masa wywaru
6-9 %).

Fig. 7. Balance of ZEA concentration in raw material and in slops after distillation, in distilleries apply-
ing BUS technology and slop drying (dry substance of slops ranging from 85 to 91 %) and in
distilleries applying classic technology without drying slops (dry substance of slops: 6 - 9 %).

Z analizy wykresu (rys. 7) wynika, ze w technologii BUS, w ktorej nie jest stoso-
wana obrdbka barotermiczna, nie nalezy oczekiwac redukcji stezenia ZEA. Stwierdzo-
no dodatni bilans tej toksyny w wysuszonym wywarze wzgledem surowca wyjsciowe-
g0. Ze wzgledu na mate skazenie surowca wyjsciowego roOwniez zanieczyszczenic
wywaru ZEA byto niewielkie. W przypadku znacznego st¢zenia tej toksyny w surow-
cu, wzrost skazenia wysuszonego wywaru moze by¢ istotny. W zalezno$ci od zaktadu
1 poziomu zanieczyszczenia surowca redukcja st¢zenia ZEA w wywarze wynosita od
95 - 100 %. Na brak mozliwos$ci uzyskania catkowitej eliminacji ZEA w procesie fer-
mentacji zwracajg uwage rowniez inni autorzy [2].

Na rys. 8. przedstawiono zestawienie obejmujace zmiany stezenia DON w surow-
cuiw wywarach. W technologii BUS, w zaleznosci od zaktadu i wspomnianych wcze-
$niej r6znic w sposobie pasteryzacji zacieru, uzyskano odmienne rezultaty. W gorzelni
,» 17 (strumieniowy pasteryzator typu ,,jet-cooker”) uzyskano ok. 35 % efekt redukcji
stezenia DON w suchej masie wysuszonego wywaru (wzgledem st¢zenia w surowcu).
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Rys. 8. Zestawienie koncowego bilansu stgzenia DON w surowcu i w wywarze podestylacyjnym
w gorzelniach stosujacych technologie BUS i suszenie wywaru (sucha masa wywaru od 85 —
91 %) oraz w gorzelniach stosujacych technologi¢ klasyczng bez suszenia wywaru (sucha masa
wywaru 6 - 9 %).

Fig. 8.  Balance of the final DON concentration in raw material and slops after distillation, in distilleries
applying BUS technology and slop drying (dry substance of slops: 85-91 %) and in distilleries
applying classic technology without drying slops (dry substance of slops: 6 - 9 %).

W gorzelni ,,B” (pasteryzacja wymiennikiem przeponowym), w ktorej stosowano
dodatkowo zawracanie zageszczonej w wyparce cieklej frakcji wywaru, stwierdzono
wzrost stezenia DON w suchej masie wysuszonego wywaru wzgledem surowca o po-
nad 70 %.

W technologii klasycznej redukcja stezen DON w wywarze w stosunku do stgze-
nia w surowcu wahala si¢ w zaleznos$ci od zaktadu i stezenia poczatkowego. Wyzsze-
mu stezeniu DON w surowcu odpowiadala wigksza redukcja stezenia stwierdzona
w wywarze podestylacyjnym wynoszaca §rednio 95 %. Przy nizszych stezeniach DON
w surowcu redukcja wynosita juz tylko ok. 78 %.

Na rys. 9. przedstawiono zestawienie obejmujace zmiany stezenia fumonizyn
w suchej masie probek surowca i wywardéw. W technologii BUS, w zaleznos$ci od za-
ktadu i wspomnianych wczesniej réznic w sposobie pasteryzacji zacieru, uzyskano
rezultaty podobne, jak w przypadku stezenia DON. W gorzelni ,,T”, na skutek stoso-
wania bardziej radykalnej metody obrobki termicznej, uzyskano efekt redukcji stezenia
fumonizyn w wysuszonym wywarze, w przeliczeniu na sucha mas¢ surowca wyjscio-
wego 1 wywaru wyniost ok. 37 %. W gorzelni ,,B” ze wzgledu na opisane wyzej rozni-
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ce technologiczne stwierdzono wzrost st¢zenia fumonizyn w wysuszonym wywarze
wzglgdem surowca.
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Rys. 9. Zestawienie koficowego bilansu st¢zenia fumonizyn w surowcu i w wywarze podestylacyjnym
w gorzelniach stosujacych technologie BUS i suszenie wywaru (sucha masa wywaru 85 - 91 %)
oraz gorzelniach stosujacych technologi¢ klasyczna bez suszenia wywaru (sucha masa wywaru 6
-9 %).

Fig. 9. Balance of the final fumonisins concentration in raw material and in slops after distillation, in
distilleries applying BUS technology and slop drying (dry substance of slops: 85-91%) and in
distilleries applying classic technology without drying slops (dry substance of slops: 6 - 9 %).

W technologii klasycznej redukcja stezen fumonizyn w wywarze w stosunku do
stezenia w surowcu byla niemal catkowita. W dwoch przypadkach stwierdzono w wy-
warze nieznaczne st¢zenie fumonizyn na poziomie 23 - 39 ppb. We wszystkich pro-
bach surowca i wywaru dominujgca fumonizyng byta forma B;.

Whioski

1. W technologii BUS uzyskano maksymalng redukcje stgzenia DON na poziomie
ok. 20 %, a fumonizyn do 21 % (odpowiednio ok. 35 % 1 37 % w przeliczeniu na
suchg mase surowca wyjsciowego i wywaru). Wyjatek stanowi ZEA, ktorego ste-
zenie w wysuszonym wywarze bylo niemal trzykrotnie wigksze niz w surowcu.

2. W technologii BUS, przy umiarkowanej redukcji mikotoksyn w procesie technolo-
gicznym, istnieje realne zagrozenie wzrostu stezenia mikotoksyn w suchej masie
wywaru podestylacyjnego wzgledem ich st¢zenia w surowcu.

3. W wariancie technologii BUS, w ktérym do pasteryzacji zacieru stosuje si¢ prze-
grzang par¢ wodna majaca bezposredni kontakt z surowcem, uzyskano wyzszy
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stopien redukcji DON i fumonizyn, w porownaniu rozwigzaniem wykorzystujacym
ptaszczowe wymienniki ciepta.

W trakcie procesu technologicznego, zardwno w technologii BUS, jak i klasycznej,
nie stwierdzono aktywnos$ci metabolicznej drozdzy przejawiajacej si¢ redukcjg ste-
zenia badanych mikotoksyn w trakcie fermentacji.

W technologii klasycznej obrobka barotermiczna surowca w parniku Henze’go
powoduje znaczaca redukcje stezen DON, ZEA i fumonizyn, wywierajac decydu-
jacy wplyw na ostateczny ujemny bilans st¢zenia tych mikotoksyn w wywarze
przejawiajacy si¢ niemal catkowitg eliminacjg fumonizyn, redukcjag DON w grani-
cach 77 - 97 % 1 ZEA od 95 - 100 %.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego wiasnego finansowanego

przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr N311 052 31/3420. Praca nau-
kowa finansowana ze srodkow na nauke w latach 2006 - 2009 jako projekt badawczy.

(1]
(2]

[11]

[12]

Literatura

Arseniak E., Goral T.: Mikotoksyny fuzaryjne w ziarnie zb6z. Forum producentéw roslin zbozo-
wych, kukurydzy i rzepaku. Zbior referatow, Polagra-Farm Poznan 2005.

Bennet G.A., Lagoda A.A., Shotwell O.L. and Hesseltine C.M.: Utilization of zearalenone - contam-
inated corn for ethanol production. J. Am. Oil Chem. Soc., 1981, 58, 974-976.

Blajet-Kosicka A., Kosicki R., Twaruzek M., Grajewski J.: Application of Liquid Chromatography/
Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometry to mycotoxins analysis in several matrices
(food- and feedstuffs, biological samples, fungi cultures). Acta Biochimica Polonica, 2008, 55,
Suppl. 2/2008, 50.

Cavret S., Lecoeur S.: Fusariotoxin transfer in animal. Food Chem. Toxicol., 2006, 44, 444453,
Czerwiecki L.: Mikotoksyny w zywnosci jako czynnik zagrozenia zdrowotnego. Zywno$¢, Zywienie
a Zdrowie, 1997, 4, 292-300.

D’Mello J.P.F., Placinta C.M., Macdonald A.M.C.: Fusarium mycotoxins: a review of global impli-
cations for animal health, welfare and productivity. Anim. Feed Sci. Tech., 1999, 80, ss. 183-205.
Dorszewski P.: Porazenie kukurydzy grzybami Fusarium a jej przydatno$¢ do skarmiania. Ku-
kurydza, 1998, 2(12), 39-40.

Dziuba E., Foszczynska B., Zarychta P.: The effect of mycotoxins on FAN metabolism and for-
mation of volatile copounds in malt worts. Acta Sci. Pol., Biotechnologia, 2007, 6 (3), 15-26.
Eriksen G. S., Pettersson H.: Toxicological evaluation of trichothecenes in animal feed. Anim. Feed
Sci. Technol., 2004. 114 (1-4), 205-239.

Fandohan P., Zoumenou D., Hounhouigan D.J., Marasas W.F.O., Wingfield M.J., Hell K.: Fate of
aflatoxins and fumonisins during the processing of maize into food products in Benin. Int. J. Food
Microbiol., 2005, 98, 249-259.

Foszczynska B., Dziuba E.: Physiological status of brewing yeast during fermantation of worts
contaminated with mycotoxins, P. 1: T-2 and ZEA. Acta Sci. Pol., Biotechnologia, 2007, 6 (1), 3-12.
Foszczynska B., Dziuba E.: Physiological status of brewing yeast during fermantation of worts
contaminated with mycotoxins, P. 2: DAS and OTA. Acta Sci. Pol., Biotechnologia, 2007, 6 (2), 25-
34.



104

Grzegorz Klosowski, Anna Blajet-Kosicka, Dawid Mikulski, Jan Grajewski

[13]
[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Haskard C., El-Nezami H., Kankaanpaa P., Salminen S., Ahokas J.: Surface binding of aflatoxin B,
by lactic acid bacteria. Appl. Environ. Microb., 2001, VII, (7) 67, 3086-3091.

Instrukcja analityczna CLPR: Oznaczanie wydajnosci alkoholu z surowcéw zawierajacych skrobie.
CLPR, Warszawa 1976.

Klosowski G., Blajet-Kosicka A.: Mechanizmy powstawania oraz wystgpowanie pirazyn w destyla-
tach spirytusowych, jako element oceny prawidlowosci obrobki termicznej surowca w procesie
technologicznym. Biotechnologia, 2010, 1, 140-153.

Klosowski G., Grajewski J.: Wptyw skazenia ziarna kukurydzy deoksyniwalenolem i zearalenonem
na wskazniki biotechnologiczne i wydajno$¢ fermentacji alkoholowej. W: Aktualne problemy go-
rzelnictwa rolniczego. Teoria i praktyka, Wyd. PM ,, LOGO”, Bydgoszcz 2008, ss. 61-68.

Klosowski G., Grajewski J., Miklaszewska B.: Przydatno$¢ technologiczna oraz stopien skazenia
grzybami plesniowymi i mikotoksynami ziarna kukurydzy stosowanego w Polsce do przerobu na
bioetanol. W: Aktualne problemy gorzelnictwa rolniczego. Technologie ekologiczne. Wyd. PM
,.LOGO”, Bydgoszcz 2007, ss. 61-68.

Klosowski, G., Mikulski, D.: The effect of raw material contamination with mycotoxins on the
composition of alcoholic fermentation volatile by-products in raw spirits. Bioresource Technol.,
2010, 101, 9723-9727.

Klosowski G., Mikulski D., Grajewski J., Blajet-Kosicka A.: The influence of raw material contami-
nation with mycotoxins on alcoholic fermentation indicators. Bioresource Technol., 2010, 101,
3147-3152.

Lee B. H., Magan N.: Impact of environment and interspecific interactions between spoilage fungi
and Aspergillus ochraceus on growth and ochratoxin production in maize grain. Int. J. Food Micro-
biol., 2000, 61, 11-16.

Perkowski J.: Aspekty zywieniowe i konsekwencje zdrowotne wystgpowania mikotoksyn. V Mie-
dzyn. Konf. Nauk. ,,Mikotoksyny i Dioksyny a Srodowisko”, Bydgoszcz 2000, ss. 29-38.
Piotrowska M., Zakowska Z.: The biodegradation of ochratoxin A in food products by lactic acid
bacteria and baker's yeast. Food Biotechnol., 2000, 17, 307-310.

Pronyk C., Cenkowski S., Abramson D.: Superheated steam reduction of deoxynivalenol in naturally
contaminated wheat kernels. Food Control, 2006, 17, 789-796.

Samar M., Resnik S.L., Gonzalez H.H.L., Pacin A.M., Castillo M.D.: Deoxynivalenol reduction
during the frying process of turnover pie covers. Food Control, 2007, 18, 1295-1299.

Sieliwanowicz B.: Zyto i kukurydza w technologii gorzelniczej BUS, zacieranie i fermentacja. W:
Aktualne problemy gorzelnictwa rolniczego. Teoria i praktyka. Wyd. PM ,,LOGO”, Bydgoszcz
2003, ss. 5-9.

Shetty P.H., Hald B., Jespersen L.: Surface binding of Aflatoxin B1 by Saccharomyces cerevisiae
strains with potential decontaminating abilities in indigenous fermented foods. Int. J. Food Microbi-
ol., 2007, 113, 41-46.

Sweeney M.J., Dobson A.D.W.: Mycotoxin production by Aspergillus, Fusarium and Penicillium
species. Int. J. Food Microbiol., 1998, 43, 141-158.

Warzecha R.: Rejestr odmian kukurydzy. Kukurydza ro$lina przysztosci. Wyd. Biznes Press, War-
szawa 2005, ss. 28-37.

Zinedine A., Soriano J., M., Molto J., C., Maiies J.: Review on the toxicity, occurrence, metabolism,
detoxification, regulations and intake of zearalenone: An oestrogenic mycotoxin. Food Chem.
Toxicol., 2007, 45, 1-18.



OCENA MOZLIWOSCI REDUKCJI STEZENIA MIKOTOKSYN W PROCESIE PRODUKCJI ETANOLU... 105

ASSESSING THE POTENTIAL OF REDUCING MYCOTOXIN CONCENTRATION DURING
THE PRODUCTION PROCESS OF ETHANOL FROM MAIZE GRAIN USING PLS AND
CLASSIC TECHNOLOGY

Summary

The potential of reducing mycotoxin concentrations in maize grain was assessed during the process of
producing ethanol with the application of classic technology (Henze’s steamer) and PLS technology (Pres-
sureless Starch Liberation). The effect of individual operations, processes, and Saccharomyces cerevisiae
yeast on changes in the concentrations of mycotoxins in mashes and slops was analyzed. As for the PSL
technology, the dependence was found between the reduction of mycotoxin concentrations and the method
of how the mash was thermally processed. Owing to “jet-cooker” heaters used, the reduction degree of
mycotoxin concentration was higher and amounted to, at the maximum, ca. 20 % in the case of deoxyniva-
lenol (DON), and up to 21 % in the case of fumonisins (FUM). Alternatively, when plate heat exchangers
were utilized (elimination of contact between water steam and mash), the elimination of mycotoxins was
less effective. In the classic technology, a considerable reduction of concentrations of DON, zearalenone
(ZEA), and FUM was found when a barothermal processing was applied. The final balance of mycotoxin
concentration in this technology showed that FUM were eliminated almost completely, DON at a level
between 77 - 97 %, and ZEA was reduced by about 95 - 100 %. During the fermentation process, no im-
pact of this process with the yeast used was found on the reduction of DON, ZEA, and FUM concentra-
tions. The results obtained when the PLS technology was applied prove that no complete elimination of
mycotoxins should be expected. Under specific conditions, the ZEA concentration in dried slops was
found to be three times as high as in the raw material. Therefore, it is highly advised to control the slops
produced during the processing of raw materials contaminated by mycotoxins, especially when they are
used in feeding animals.

Key words: mycotoxins biodegradation, alcoholic fermentation, ethanol
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