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Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie mozliwoséci wykorzystania szkta piankowego do immobilizacji komoérek
drozdzy w procesie ciaglej fermentacji winiarskiej.

Drozdze z gatunku Saccharomyces cerevisiae rasy S.0./1AD dodawano tylko w momencie urucha-
miania fermentoréw. Fermentacje ciagla prowadzono 33 dni, przy czym czas przeptywu przez 3 kolumny
wypelnione kostkami szkla piankowego wynosit 3-4 dni. Stwierdzono prawidlowy przebieg ciaglej fer-
mentacji winiarskiej w ciagu trzydziestu trzech dni badanego okresu. Prognoza statystyczna wykazata
prawdopodobienstwo dalszego prawidlowego przebiegu procesu przez nastgpne sze$¢ dni. Biate szkto
piankowe okazalo si¢ przydatne do unieruchamiania komorek drozdzy.

Wstep

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania wykorzystaniem unieru-
chomionych (immobilizowanych) komérek drozdzy w procesie ciaglej fermentacji
moszczu. Immobilizacja polega na unieruchomieniu komorek w taki sposob, aby ogra-
niczy¢ ich swobodny ruch i umozliwi¢ przeptyw koto nich fermentujacej cieczy.

Technologie wykorzystujace komorki immobilizowane umozliwiajg zwigkszenie
produktywnosci zbiornikéw fermentacyjnych w poréwnaniu z technologia tradycyjna
[1, 4]. Uzyskuje si¢ to dzigki wigkszej rzeczywistej liczbie komoérek w jednostce objg-
tosci fermentora oraz poprzez stosowanie wigkszych szybkosci przeplywu. W takich
warunkach szybko$¢ dopltywu surowca moze przekraczaé szybko$¢ wzrostu immobili-
zowanych mikroorganizmow, system fermentacyjny jest bardziej odporny na zmiany
warunkéw procesu, a ryzyko zakazenia jest znacznie mniejsze. Ponadto bioreaktory
wykazuja duza stabilno$¢ fermentacyjna, ktéra wynika ze znacznej samoreprodukcji
systemu [8, 9].
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W badaniach dotyczacych fermentacji winiarskiej komorki drozdzy sa najczgsciej
unieruchamiane metoda pulapkowania lub adsorpcji [3, 13, 14].

Dla konkretnej metody immobilizacji istotny jest wybdr odpowiedniego nosnika.
Uwaza sig, ze dobry noénik powinien charakteryzowaé sie nastepujacymi cechami:
niski koszt i tatwa dostgpno$¢, prostota i tagodno$¢ unieruchamiania, mechaniczna i
chemiczna stabilno$¢ operacyjna, obojgtnos¢ w stosunku do zatrzymanych mikroorga-
nizmow, jak najnizsze ograniczenia dyfuzyjne dla substratu, produktu i innych meta-
bolitow, duza zdolnos¢ zatrzymywania komoérek oraz fatwoéé powigkszania skali pro-
dukcji [5, 6, 7]. Bakoyianis i1 wsp. [1] prowadzac doswiadczenia nad otrzymywaniem
wina w niskiej temperaturze, do unieruchamiania komoérek drozdzy wykorzystali pu-
meks - porowaty, wulkaniczny materiat zawierajacy okolo 70% SiO,. Wzorek i Rost-
kowska-Demner [16] oraz Rostkowska-Demner [12] prowadzac badania nad szeryza-
cja win owocowych wykorzystali do immobilizacji komorek drozdzy biate szklo pian-
kowe. Stwierdzili m.in., ze szklo to nie powoduje zwigkszenia zawartosci metali w
winie.

Cel i metodyka pracy

Celem pracy bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania szkta piankowego do
immobilizacji komorek drozdzy w procesie ciaglej fermentacji winiarskiej.

Przeprowadzono 3 serie doswiadczen. Nastawy przygotowywano z soku jabtko-
wego odtworzonego z koncentratu oraz sacharozy, o iloéci cukru pozwalajacej na
otrzymanie w serii pierwszej 14% obj. alkoholu, w drugiej i trzeciej - 16% obj.

Nastawy te wzbogacano w pozywki azotowe w formie wodoroortofosforanu (V)
diamonu i siarczanu (VI) amonu w ilosci po 0,2 g/dm’.

W celu przeciwdzialania rozwojowi szkodliwej mikroflory w czasie fermentacji
sulfitowano je w ilosci 50 mg/dm® SO, (seria I) oraz 100 mg/dm® SO, (II i III seria)
stosujac dodatek disiarczanu (IV) dipotasu.

Fermentacje prowadzono przy uzyciu drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevi-
siae rasy S.0./1 AD z kolekcji czystych kultur Katedry Biotechnologii Zywnosci
SGGW (opisane (2)), ktore dodawano tylko w momencie uruchamiania fermentacji, w
formie kultury matecznej (10% obj.). Matki drozdzowe w poszczeg6lnych seriach
przygotowywano poprzez 4-etapowe namnazanie drozdzy na podtozach otrzymanych
w sposéb analogiczny jak nastawy, przy czym przyzwyczajano je rownoczesnie do
obecnosci SO, w nastawie.

Zestaw do prowadzenia ciaglej fermentacji winiarskiej sktadat si¢ z trzech szkla-
nych kolumn wypelionych szkltem piankowym w postaci kostek o wymiarach ok.
1x1x1 cm. Zasilanie zestawu prowadzono przy uzyciu pompy ttokowej "Micro-doze
pump” typ 335 A. Fermentacjg prowadzono w ciagu 33 dni, przy czym przeptyw na-
stawu przez fermentory trwat 3—4 dni, czyli 34 dni trwata fermentacja wina.
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W trakcie procesu fermentacji przeprowadzano analizg chemiczng i organolep-
tyczna wina oraz okre$lano ogdélna liczbg i aktywno$é zyciowa komoérek drozdzy w
kazdej kolumnie fermentora. W publikacji zamieszczamy tylko niektére wyniki pracy.

Obliczenia statystyczne przeprowadzano metoda wieloczynnikowej analizy wa-
riancji wykorzystujac program komputerowy STATGRAPHICS, a najmniejszg istotna
roéznice (NIR) obliczono uzywajac testu Tukeya (dla o = 0,05). Ponadto podano wy-
ktadniczg lini¢ trendu (krzywa S) oraz réwnanie tej krzywe;.

Omoéwienie i dyskusja wynikow

Doswiadczenia (trzy serie) ze wzgledu na ograniczenia czasowe przerywano po
33 dniach od rozpoczgcia fermentacji pomimo, Ze jej przebieg nie wskazywal na taka
konieczno$¢é. W zwigzku z tym dla niektéorych wynikow obliczono wyktadnicze (S-
curve) rownanie trendu i wykreslono jego krzywa (dla $rednich) z prognozowaniem
dwoch nastepnych okresdéw pomiarow.

W pierwszym okresie fermentacji nastgpowal wzrost zawartosci alkoholu, po
czym jego poziom byl utrzymywany na w miarg stalym poziomie poprzez regulacje
szybko$ci przeptywu cieczy (rys. 1). Wedtug PN-A-79121 [10] wino owocowe powin-
no zawieraé minimum 9% obj. alkoholu. W pierwszej serii takg zawarto$¢ uzyskano
dwunastego dnia od rozpoczecia pracy fermentoréw, a w drugiej i trzeciej serii migdzy
sz6stym a dziewiatym dniem fermentacji.
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Rys. 1.  Wplyw czasu trwania fermentacji ciaglej na zawarto$¢ alkoholu w winie.
Fig. 1. Influence of continous fermentation time on alcohol content in wine.
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Stwierdzono, zZe ilo§¢ otrzymanego alkoholu zalezy od tempa przeplywu nastawu.
Wzrost stgzenia alkoholu jest wynikiem mniejszej szybkosci przeplywu. W ten sposob
wydtuza sig czas kontaktu nastawu z drozdzami i w zwiazku z tym wigcej cukru ulega
przemianie w alkohol.

Cecha fermentacji ciaglej jest to, ze m.in. poprzez zmiang ilo§ci moszczu dostar-
czanego do fermentora mozna wplywac na sktad wina i w ten sposéb regulowaé za-
warto$¢ cukrow pozostajacych w produkcie [15].

Fermentacjg ciagla nalezy prowadzi¢ jednak w taki sposéb, aby w winie opusz-
czajacym linig pozostato 2-3% nie przefermentowanych cukréow, ze wzgledu na utrzy-
manie aktywnosci zyciowej drozdzy [15].W zwiazku z tym, w niniejszej pracy nie
starano si¢ uzyska¢ maksymalnego stopnia odfermentowania, a jedynie taki, ktéry nie
powodowal masowego obumierania komoérek drozdzy.

W trakcie procesu fermentacji ciaglej zaobserwowano wzrost liczby komorek
drozdzy w tych samych kolumnach, w miar¢ uplywu czasu od uruchomienia fermento-
row. '

Na podstawie zawarto$ci ekstraktu ogdlnego oraz cukréw w winie obliczano ilos¢
ekstraktu bezcukrowego. Stwierdzono, ze w miare uptywu czasu fermentacji ciaglej
zawartos$¢ ekstraktu bezcukrowego w winie wzrasta (tab. 1). W sklad ekstraktu bezcu-
krowego wchodza kwasy organiczne, sole mineralne, glicerol, zwiazki fenolowe oraz
inne skfadniki nie oznaczane metodami redukcyjnymi. Interesujace jest, jakie sktadniki
powodowaly ten wzrost, gdyz proces ten od pewnego momentu nie byl skorelowany z
zawartos$cia alkoholu.

Tabelal

Wplyw czasu trwania fermentacji ciaglej na zawartos¢ wybranych sktadnikéw wina ($rednia z trzech
serii).
Influence of continuous fermentation time on content selected components (average from 3 series).

Czas trwania Ekstrakt Kwasowodé Ocena senso-
fermentacji bezcukrowy ogélna Wolny SO, | Zwigkszony SO, | ryczna (punk'ty)
(dot.>y) Non-sugar solu- Total acidity SO, fre}e SO, boun(sied Organoleptic
Work time of bles 3 (mg/dm”) (mg/dm”) assessment
fermentor (days) (g/dm*) (g/dm’) (in points)
4 21,4 3,94 144 89,6 -
9 24,7 5,26 11,2 80,0 3,8
15 26,6 6,25 8,0 67,2 4,0
22 294 6,27 7,2 69,0 4,0
28 31,9 6,25 9,0 66,4 -
33 339 6,25 8,0 68,0 4,1
NIR - 1,0 2,6 4,0 0,22
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W czasie trwania fermentacji ciaglej oznaczano kwasowo$¢ lotng wina, ktora jest
waznym czynnikiem jakosciowym oraz wskaznikiem prawidlowos$ci przebiegu procesu
(rys. 2). We wszystkich seriach zaobserwowano wzrost kwasowosci lotnej do okoto
szesnastego dnia fermentacji, po czym jej poziom juz nie ulegal zmianom. Zwigzane
jest to z wzrostem wytwarzania alkoholu przez drozdze w tym czasie, poniewaz kwas
octowy jest produktem ubocznym fermentacji alkoholowej. Stwierdzane warto$ci kwa-
sowosci lotnej sa zgodne z wymaganiami normy dla bialtych win owocowych [10] do-
puszczajacej nie wiecej niz 1,2 g/dm’ kwasow lotnych i $wiadcza nie tylko o braku
rozwoju bakterii fermentacji octowej, ale i o niewielkim zuzyciu cukréw na produkcje
tego kwasu. Analiza statystyczna nie wykazata wptywu czasu trwania fermentacji cig-
glej na kwasowo$¢ lotna wina (rdéznice mieszcza sie¢ w granicach bledu).
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Rys. 2. Wplyw czasu trwania fermentacji ciaglej na kwasowo$¢ lotna wina (§rednia z trzech serii).
Fig. 2.  Influence of continuous fermentation time on volatile acidity (average from 3 series).

Kwasowo$¢ ogoélna (tab. 1), podobnie jak kwasowo$¢ lotna rowniez wzrastata w
poczatkowym okresie fermentacji (do okoto 8-16 dnia w zaleznosci od serii). Kwasy
organiczne stanowia jeden z produktéw ubocznych fermentacji alkoholowej i wzrost
ich ilosci przy niskiej kwasowosci ogblnej w nastawach moze by¢ zwiazany ze zwiek-
szajaca si¢ zawartoscig alkoholu w winie w tym czasie. W dalszym ciagu trwania pro-
cesu obserwowano utrzymywanie si¢ kwasowos$ci ogélnej na statym poziomie.

Ogbona i wsp. [9] stosujac w fermentacji ciaglej drozdze immobilizowane na bio-
nosnikach z alginianu wapnia nie obserwowali r6znic w gtéwnych sktadnikach wina w
trakcie trwania procesu, a takze zmian w kwasowosci ogoélne;j i lotnej. Natomiast Rosi-
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ni (11) prowadzac fermentacjg z recyrkulacja komoérek nie obserwowal réznic w kwa-
sowosci ogdlnej w poréwnaniu z klasyczna fermentacja, natomiast stwierdzit wzrost
kwasowosci lotnej do ok. 0,52 g/dny’.

W czasie pracy fermentorow obserwowano spadek ilosci SO, w poczatkowym
okresie fermentacji, tj. do okoto szesnastego dnia pracy fermentoré6w. Po uplywie tego
czasu zawarto$¢ SO, utrzymywala si¢ na zblizonym poziomie. Obliczenia statystyczne
wykazaly, ze od szesnastego dnia fermentacji réznice pomigdzy $rednimi mieszcza sig
w zakresie bledu statystycznego, czyli w tym okresie czas trwania fermentacji nie miat
istotnego wpltywu na zawarto§¢ SO, w winie (tab. 1).

Podczas trwania fermentacji przeprowadzano oceng organoleptyczng wina. Oceny
ogoblne miescity sie w granicach 3,7-4,2 punktu. Najnizsze oceny ogélne otrzymywaty
wina z 9 dnia pracy fermentoréw. Wyczuwalny byt w nich posmak i zapach siarkowo-
doru. W winach z nastepnych dni pracy baterii nie wyczuwano juz posmaku i zapachu
siarkowodoru, co pozytywnie wptyngto na oceny (tab. 1).

Podsumowanie

Biate szkto piankowe moze by¢ uzywane do unieruchamiania komoérek drozdzy w
ciaglej fermentacji winiarskiej. Szklo to dzigki trwalej i porowatej strukturze zatrzy-
muje na swojej powierzchni duze ilo$ci komoérek drozdzy.

Po uplywie ok.16 dni pracy fermentoréw kwasowos§¢ wina oraz zawarto$¢ SO,
utrzymywaly sig na stalym poziomie.

Stwierdzono zalezno$¢ migdzy zawarto$cia alkoholu w winie a przeptywem sub-
stratu, przy czym poprzez zmiang iloci nastawu dostarczanego do fermentora mozna
wptywaé na sktad wina i w ten sposdb regulowaé zawarto§¢ cukréw pozostajacych w
produkcie.

LITERATURA

[1] Bakoyianis V., Kanellaki M., Kaliafas A., Koutinas A.A.: Low-temperature wine making by immo-
bilized cells on mineral kissiris. J. Agric. Food Chem., 40, 1992, 1293.

[2] Bugajewska A., Wzorek W.: Wplyw dlugotrwatej adaptacji Srodowiskowej drozdzy Saccharomyces
cerevisiae rasy Bratyslawa na fermentacj¢ winiarskgq i wybrane cechy komoérek. Przem. Ferm. i
Owocowo-Warzywny, 41, 1997, 11.

[3] Divies Ch., Cachon R., Cavin J. F., Prevost H.: Immobilized cell technology in wine production.
Critical Reviews in Biotechnology, 14, 1994, 135.

[4] Dubois C., Sablayrolles J. M., Salmon J. M., Barre P.: Study of flocullent yeast fermentors for the
reactivation of stuck fermentation in winemaking. Sciences des Aliments, 12, 1992, 467.

[5] Klein J., Stock J., Vorlop K.D.: Pore size and properties of sphericalca-alginate biocatalysts. Europe-
an J. App. Microb. and Biotech., 18, 1983, 86.



108 Wiestaw Wzorek, Anna Bugajewska, Sylwia Mateusiak, Sylwia Bonin

[6] Malik F., Krasny S., Minarik E.: Einsatz immobilisierter Zellen in der Weinbereitung. I. Verwerdung
immobilisierter Hefen bei der primaeren Mostgaerung. Weinwissenschaft, 47, 1992, 28,

[71 Nagashima M., Azuma M., Noguchi S., Inuzuka K., Samejima H.: Continuous ethanol fermentation
using immobilized yeast cells. Biotech. and Bioeng., 26, 1984, 992.

[8] Ogbonna J.C., Amano Y., Nakamura K.: Elucidation of optimumn conditions for immobilization of
viable cells by using calcium alginate. J. Ferment. Bioeng., 67, 1989, 92.

[9] Ogbonna J.C., Amano Y., Nakamura K., Yokotsuka K., Shimazu Y., Watanabe M., Hara S.: A multi-
stage bioreactor with replaceable bioplastes for continuous wine fermentation. American J. Enol. Vi-
ticul., 40, 1989, 292,

[10] PN-A-79121: Wino owocowe, ustanowiono 1990

[11] Rosini G.: Wine-making by cell-recycle-batch fermentation process. App. Microb. Biotech., 24,
1986, 140.

[12] Rostkowska-Demner E.: Wplyw wybranych metod oksydacji biologicznej na sklad i jako§¢ win
owocowych. Praca doktorska, SGGW, Warszawa 1996.

[13] Sroka W., Rzgdowski W.: Rodzaje fermentoréw stosowanych w procesach fermentacji z unierucho-
mionymi komoérkami drobnoustrojow. Przem. Ferment. i Owocowo-Warzywny, 35, 1991, 13.

[14] Sroka W., Rzgdowski W.: Unieruchamianie drobnoustrojow - metody, rodzaje no$nikéw oraz ich
wplyw na wlasciwosci komorek. Przem, Ferment. i Owocowo-Warzywny, 35, 1991, 8.

[15] Wzorek W., Pogorzelski E.: Technologia winiarstwa gronowego i owocowego. SIGMA-NOT, War-
szawa 1995-1998.

[16] Wzorek W., Rostkowska-Demner E.: Proby zastosowania szkla piankowego jako no$nika drozdzy w
oksydacji biologicznej win owocowych. Mat. XXIV Sesji KTiChZ PAN, Wroctaw 1993, s. 250,

USING YEAST CELLS IMMOBILIZED ON FOAM GLASS IN CONTINUOUS WINE
FERMENTATION

Summary

Wine continuous fermentation by yeast cells immobilized on foam glass was inwestigated. Saccharo-
myces cerevisiae strain S.0./1AD was added only at the moment when the fermentors were started. Con-
tinuous fermentation was carried out for 33 days. The time of pass through 3 columns with cube of foam
glass was 3-4 days. The process of continuous fermentation was correct during 33 days. Statistical analy-
sis showed that the next 6 days of process would be also correct. This research has shown that foam glass
can be used to immobilization of Saccharomyces cerevisiae cells in continuous wine - making.



