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SKRINING PODLOZY DO PRODUKCJI
LIOFILIZOWANYCH SZCZEPIONEK DROZDZOWYCH
DLA SEROWARSTWA"

Xymena Potomska, Maria Wojtatowicz, Barbara Zarowska,
Marek Szottysik, Jozefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Streszczenie. Badano przydatno$¢ podlozy stodowych (6 wariantow) i serwatkowych
(8 wariantow), rézniacych si¢ zawartoscig cukrow, zwigzkéw mineralnych oraz czynni-
kow wzrostowych, do produkeji biomasy 5 szczepow drozdzy, potencjalnych kultur star-
terowych dla serowarstwa, przed procesem ich utrwalania na drodze liofilizacji. Wzrost
drozdzy Candida kefyr PII1b i C. sphaerica Fll7a zar6wno w podlozach stodowych, jak
i serwatkowych byl bardziej dynamiczny niz szczepow Yarrowia lipolytica Jlllc,
Y. lipolytica Pll6a i C. famata Mlla. W przypadku podlozy stodowych najwigksza efek-
tywnos¢ produkcji biomasy odnotowano w pozywkach wzbogaconych solami mineral-
nymi zawierajacymi azot, fosfor i siarke oraz ekstraktem drozdzowym. W podtozach ser-
watkowych oprécz wyzej wymienionych sktadnikow niezbedny byt jeszcze dodatek glu-
kozy. Biomasa drozdzy otrzymana w tych pozywkach wykazywata wysoki poziom prze-
zywalnosci po procesie liofilizacji (29,3—84,1%). Jakkolwiek w przypadku czterech z pig-
ciu badanych szczepdéw drozdzy odnotowano wyzsza przezywalnosé komorek namnozo-
nych w pozywce stodowej niz serwatkowej. Szczep Y. lipolytica Jll1c charakteryzowat
si¢ najwyzszym poziomem przezywalnosci, powyzej 80%, we wszystkich preparatach
niezaleznie od pozywki wzrostowej i zastosowanego czynnika ochronnego.

Stowa kluczowe: drozdze, podtoza stodowe i serwatkowe, produkcja biomasy, liofilizacja

* Praca zostata wykonana w ramach grantu MNil nr 2 PO6T 050 28.
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50-375 Wroctaw, e-mail: x.polomska@wp.pl
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WSTEP

W ostatnich latach prowadzone sa szerokie badania nad zastosowaniem niektorych
gatunkow drozdzy, powszechnie izolowanych z réznych rodzajow sera, jako kultur
starterowych w ich produkcji. Najbardziej obiecujace wyniki uzyskano w przypadku
takich gatunkdw, jak: Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii (anamorf — Candida
famata), Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis (anamorf — C. sphaerica),
K. marxianus (anamorf — C. kefyr) oraz Geotrichum candidum [Wyder i Puhan 1999,
Hansen i in. 2001, Szottysik i in. 2002, Masoud i Jakobsen 2005]. Szczepienie mleka
serowarskiego tymi drozdzami powodowato zaréwno skrécenie czasu dojrzewania
serow, ujednolicenie ich jakosci, jak i wzbogacenie profilu smakowo-zapachowego tych
produktow [Bockelmann 2002, Ferreira i Viljoen 2003, Arfi i in. 2004, De Wit i in.
2005, Lanciotti i in. 2005]. Uzasadnia to stosowanie wyselekcjonowanych kultur droz-
dzy, jednakze w formie utrwalonej szczepionki, tatwej do uzycia w warunkach mle-
czarni.

Obecnie powszechnie stosowana metoda utrwalania przemyslowych szczepionek
drobnoustrojow, obok mrozenia, jest liofilizacja [Hunter-Cevera i Belt 1996, Kornacki
i Reps 1997]. Kultury drobnoustrojow utrwalane ta metoda, przy zachowaniu odpo-
wiednich parametréw procesu wymrazania i suszenia oraz uzyciu wlasciwych substan-
c¢ji ochronnych, odznaczaja si¢ wysoka przezywalnoscia komorek oraz stabilnoscia cech
biotechnologicznych [Cerrutti i in. 2000, Abadias i in. 2001, Blanquet i in. 2005]. Cha-
rakterystyka ta ulega wowczas stosunkowo niewielkim zmianom w trakcie przechowy-
wania [Melin i in. 2007].

Na jakos¢ liofilizowanych preparatow moga mie¢ réwniez wptyw warunki produkeji
biomasy, w szczegodlnosci rodzaj i sktad pozywki wzrostowej [Simione i Brown 1991].
Szczepy przeznaczone do przechowywania w kolekcjach kultur namnazane sa w podto-
zach ubogich w sktadniki odzywcze, gdyz biomasa otrzymana w warunkach deficytu
zrodta wegla 1 energii charakteryzuje si¢ lepsza przezywalnoscia podczas utrwalania
[Kirsop 1987]. Jednakze, produkcja biomasy drozdzy na cele przemystowe bylaby w
takich warunkach nieekonomiczna ze wzgledu na czas trwania i objgtos¢ hodowli, nie-
zbedne do uzyskania odpowiedniej ilosci komdrek. W tematycznym pis$miennictwie nie
podejmowano dotychczas problematyki dotyczacej opracowywania utrwalonych form
szczepionek drozdzowych do produkcji seréw.

Celem niniejszej pracy byl skrining pozywek hodowlanych, stodowych i serwatko-
wych, pod katem ich przydatnosci do produkcji biomasy 5 szczepéw drozdzy — poten-
cjalnych kultur starterowych dla serowarstwa, przed procesem ich utrwalania metoda
liofilizacji.

MATERIALY I METODY

Szczepy drozdzy. Material badawczy stanowito 5 izolatow drozdzy z seréw Rokpol:
Yarrowia lipolytica Jllc, Y. lipolytica Pll6a, Candida famata Mlla, C. kefyr PII1b
i C. sphaerica Fll7a pochodzacych z kolekcji kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobio-
logii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Drozdze przechowywano
na skosach podioza YM (w gxI™': glukoza , 10; baktopepton, 5; ekstrakt stodowy, 3;
ekstrakt drozdzowy, 3; agar, 15) w temp. 4°C i okresowo przeszczepiano.
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Skrining podlozy do produkcji liofilizowanych szczepionek ... 5

Skrining podlozy hodowlanych. Do namnazania drozdzy stosowano podtoza oparte
na ekstrakcie stodowym (6 wariantow) i serwatce podpuszczkowej (8 wariantow). Sktad
podlozy zamieszczono w tabeli 1. W badaniach stosowano serwatk¢ podpuszczkowa
wydzielang w czasie produkcji sera typu holenderskiego. Po odbialczeniu serwatke
wirowano, a nastepnie przechowywano w —20 °C.

Tabela 1. Podloza hodowlane stosowane w pracy
Table 1. Culture media used in the study

Podtoze Sktad
Medium Composition
ME3 Ekstrakt stodowy (Difco; 30,0 gxI™)
ME3 + (NH,),S0s (1,0 gxI') + KH,PO, (0,5 gxI™)
0 ME3-NPS + MgSO, x TH0 (0,25 gxI')
o .8
E "E’E, ME3-NPS-YE ME3-NPS + Ekstrakt drozdzowy (Difco; 3,0 gxI™)
T =
E g ME7 Ekstrakt stodowy (Difco; 70,0 gxI™)
k=]
& ME7 + (NH,),SO4 (1,0 gxI') + KH,PO, (0,5 gxI') +

ME7-NPS MgSO; x 7H,0 (0.25 gxI™)

ME7-NPS-YE ME7-NPS + Ekstrakt drozdzowy (Difco; 3,0 gxI™)

RW Serwatka podpuszczkowa
RW-YE RW + Ekstrakt drozdzowy (Difco; 3,0 gxI™)
2 RW-G RW + Glukoza (10 gxI™)
2=
g é RW-NS RW + (NH,),S0, (2,5 gxI™)
Q
-
5 % RW-P RW + KH,PO, (1,0 gxI')
s} -1 1
3 : RW + (NH,),S0, (2,5 gxI') + KH,PO, (1,0 gxl™)
& RW-NPS + MgSO, x 7H,0 (0,5 gxI™)
RW-GNPS RW-NPS + Glukoza (10,0 gxI™)

RW-GNPS-YE  RW-GNPS + Ekstrakt drozdzowy (Disco; 3,0 gxI™")

Hodowle prowadzono w inkubatorze Bioscreen C (Labsystem Oy, Finlandia). Apa-
rat ten umozliwia wykonanie 200 mikrohodowli jednoczesnie i rejestruje przebieg
krzywych wzrostu w oparciu o pomiary gestosci optycznej (BioLink, Labsystems Oy,
Finlandia). Do studzienek ptytki inkubacyjnej wprowadzano po 300 ul pozywki oraz 50 ul
zawiesiny drozdzy. Inokulum stanowity zmywy ze skoséw YM, ktdre nastepnie standa-
ryzowano do gestosci 5x10° kom.xml”. Kazdy wariant mikrohodowli wykonywano w 5
powtorzeniach. Inkubacje prowadzono w 25 °C przez 48 h przy ciaglym wstrzasaniu.

Jako kryterium podczas doboru pozywki przyjeto wysoka wartos¢ wskaznika AREA
(pole pod krzywa wzrostu); parametr automatycznie wyliczany przez program BioLink
(Labsystem Oy, Finlandia). Ponadto brano pod uwagg przebieg krzywych wzrostu.

Biotechnologia 6(3) 2007



6 X. Polomska i in.

Przygotowanie biomasy do liofilizacji. Drozdze namnazano w hodowli wstrzasar-
kowej w dwoch wybranych pozywkach: stodowej i serwatkowej, w objgtosci roboczej
25 ml/250 ml w temp. 28 °C przy 160 rpm, do momentu osiagni¢cia fazy stacjonarnej
wzrostu. Biomas¢ wirowano (5 min, 6000 rpm), przemywano woda destylowana,
a nastepnie standaryzowano do gestosci 3x10° kom.xml™”. Zawiesing mieszano z odpo-
wiednio zatgzonym, regenerowanym mlekiem odtluszczonym z dodatkiem trehalozy
(MT), glutaminianu sodu (MG) lub trehalozy i glutaminianu sodu (MTG), otrzymujac
zawiesing komoérek o koficowej gestosci 1x10° kom. x ml™, w $rodku ostonowym o 10%
stezeniu kazdego ze sktadnikow.

Parametry liofilizacji. Zawiesiny drozdzy w $rodku ostonowym (ImL) suszono w
szklanych fiolkach (poj. 10 ml) przymknigtych gumowymi korkami w liofilizatorze
potkowym Alfa 2-4 (Christ, Niemcy). Proby wymrazano do temp. —38 °C, a nastepnie
suszono (38 °C, 1,5 h; —20 °C, 15 h; 10 °C, 4,5 h). Po skonczonym procesie fiolki
zamykano z zachowaniem prozni i przechowywano w temp. +4 °C.

Oznaczanie przezywalnosci komorek. Liofilizaty (po 3 fiolki kazdego badanego wa-
riantu) rehydratowano 1 mL sterylnej wody destylowanej. Nastgpnie sporzadzano seri¢
dziesigtnych rozcienczen i posiewano na ptytki z agarem YM w pigciu powtorzeniach.
Ptytki inkubowano w temp. 28 °C przez 72 h. Wyniki wyrazano jako procent wyjscio-
wej gestosci komorek.

Analiza statystyczna. Wyniki przezywalnosci analizowano statystycznie w progra-
mie Statistica 5,0 (StatSoft, Inc., Tulsa, USA). Zastosowano dwukierunkowa analizg
wariancji do analizy zmiennych oraz test Neumana-Keula do poréwnania $rednich oraz
wyznaczenia istotnosci réznic migdzy nimi (p<0,05).

WYNIKI I DYSKUSJA

Przedmiotem badan w niniejszej pracy byto pi¢¢ kultur drozdzy nalezacych do ga-
tunkow najczesciej izolowanych ze srodowiska sera. Wezesniejsze badania prowadzone
na Wydziale Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu wykazaty
przydatnos¢ powyzszych kultur jako ko-starteréw w produkcji sera [Szoltysik i in.
2002, Juszezyk i in. 2005, Czajgucka i in. 2006] i sktonily do opracowania liofilizowa-
nych form tych szczepionek. W pierwszej kolejnosci wymagato to okreslenia rodzaju
pozywki hodowlanej, ktora zapewniataby obfity i dynamiczny wzrost danego drobno-
ustroju.

Postugujac si¢ automatycznym inkubatorem Bioscreen C przetestowano dwie grupy
pozywek opartych na naturalnych substratach. Pierwsza z nich stanowity podtoza sto-
dowe [ME] ze wzgledu na tradycyjne stosowanie brzeczki stodowej do hodowli droz-
dzy. Jako baze dla drugiej grupy pozywek wybrano serwatke podpuszczkowa [RW],
majac na wzgledzie pozniejsze zastosowanie liofilizowanych drozdzy w srodowisku sera.
Poszczegdlne warianty podlozy roznity si¢ zawartoscia zrédia wegla i innych pierwiast-
kéw biotycznych (azotu, fosforu, siarki) oraz czynnikdw wzrostowych (tab. 1).

W pozywkach stodowych (ME) profile wzrostu obu szczepdéw Y. lipolytica oraz C.
famata zdecydowanie r6znily si¢ od tych obserwowanych dla C. kefir i C. sphaerica (rys. 1).

Krzywe wzrostu drugiej omawianej grupy drozdzy miaty klasyczny przebieg, w kto-
rym kolejno wystgpowaly: lag-faza, faza wzrostu eksponencjalnego i faza stacjonarna.
Szczepy C. kefir 1 C. sphaerica we wszystkich pozywkach ME rosty bardzo dynamicznie
osiagajac w krotkim czasie, juz ok. 20 godziny hodowli, faz¢ stacjonarng. Niestety,

Acta Sci. Pol.
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maksymalny plon biomasy w hodowlach tych drozdzy byt stosunkowo niski i nawet w
najbogatszych podtozach, ME7-NPS i ME7-NPS-YE, nie osiagnat wartosci 1,5 jed-
nostki OD. Przyczyna mogty by¢ uzdolnienia fermentacyjne tych szczepow [Juszczyk
2002]. W prowadzonych mikrohodowlach, pomimo ciaglego wstrzasania ptytki inkuba-
cyjnej, mogto mie¢ miejsce niedostateczne natlenienie Srodowiska sprzyjajace ujawnia-
niu si¢ metabolizmu fermentacyjnego drozdzy. W takich warunkach wieksze jest zuzy-
cie cukréw na produkcje energii metabolicznej i mniejsza wydajnos$¢ biomasy.

Z kolei efektywnos¢ wzrostu drozdzy Y. lipolytica i C. famata w pozywkach stodo-
wych w duzym stopniu zalezata od ich sktadu (rys. 1). Drozdze te rosty najlepiej w
brzeczkach stodowych, zaréwno 3% ME, jak i 7% ME, uzupelionych mineralnymi
zrodtami azotu, fosforu i siarki (NPS) oraz czynnikami wzrostowymi (YE), w ktérych
osiagaty plony biomasy nawet wyzsze niz szczepy C. kefyr i C. sphaerica. Jednakze, w
zadnej z badanych pozywek stodowych nie zaobserwowano zakonczenia fazy wzrostu
tych drozdzy (rozpoczgcia fazy stacjonarnej) podczas 48 h inkubacji. Wyjatek stanowita
hodowla Y. lipolytica JIIlc w najubozszym podtozu ME3, lecz putap wzrostu byt tu
jednak bardzo niski, OD,,.x = 0,99. Zwracaja uwagg roznice zachowan dwoch badanych
szczepdw Y. lipolytica w pozywkach stodowych (szczep JIllc szybciej adaptowat sie
i dynamiczniej wzrastal w tych srodowiskach niz szczep PI16a) oraz bardzo staby wzrost
szezepu C. famata w podlozach bez dodatku ekstraktu drozdzowego (YE). Swiadezy to o
jego wiekszych wymaganiach pokarmowych, zwtaszcza w zakresie zapotrzebowania na
czynniki wzrostowe, w poréwnaniu do szczepow C. kefir, C. sphaerica i Y. lipolytica.

W podtozach na bazie serwatki podpuszczkowej (RW) badane szczepy drozdzy wy-
kazywaty profile wzrostu podobne do tych w pozywkach stodowych (rys. 2). Mozna tu
jednak dostrzec wigkszy wplyw skladu podloza na takie parametry wzrostu drozdzy
C. kefyr 1 C. sphaerica, jak dlugo$¢ lag-fazy, dynamika wzrostu podczas fazy logaryt-
micznej 1 maksymalny plon biomasy, niz to mialo miejsce w przypadku pozywek sto-
dowych. Oba te szczepy rosty bardzo dynamicznie w omawianych mediach hodowla-
nych, osiagajac faz¢ stacjonarng pomigdzy 20 a 35 h hodowli.

Natomiast wyraznie mniejsza dynamike wzrostu wykazywaty w pozywkach serwat-
kowych szczepy Y. lipolytica 1 C. famata. Drozdze te, podobnie jak wcze$niej w po-
zywkach stodowych, nie osiggaty fazy stacjonarnej podczas 48 h hodowli, jednak uzy-
skiwane plony biomasy, zwlaszcza przez szczepy C. famata i Y. lipolytica PIl6a, byly tu
znacznie wyzsze. Wzbogacenie bazowej serwatki tatwo przyswajalnymi zrédtami pier-
wiastkow biotycznych i czynnikdw wzrostowych w wigkszym stopniu wptyneto na po-
prawe parametrow dynamiki i efektywnosci wzrostu drozdzy C. famata niz Y. lipolytica.

Tym niemniej, dla wigkszosci badanych drozdzy najwyzsze przyrosty biomasy
(1,70-1,95 jedn. OD) oraz najwigcksza dynamike wzrostu w gltdwnej fazie hodowli ob-
serwowano w podtozu najbogatszym RW-GNPS-YE. Warto tez odnotowac, ze drozdze
Y. lipolytica (oba badane szczepy) i C. famata potrzebowaly znacznie mniej czasu na
przystosowanie swojego aparatu enzymatycznego do wzrostu w pozywkach serwatko-
wych niz drozdze C. kefyr i C. sphaerica.

O doborze jednej pozywki stodowej i serwatkowej zadecydowato ostatecznie
poroéwnanie wartosci indeksu AREA, umownego wskaznika efektywno$ci wzrostu
[Myllyniemi i in. 2004]. Dla poszczegdlnych szczepow i wariantow podtoza wartosci
liczbowe tego wskaznika wahaty si¢ w szerokich granicach, od 513 jedn. OD x min,
w hodowli szczepu C. famata w pozywce ME7-NPS, do 3494 jedn. OD x min, w ho-
dowli C. kefir w pozywce RW-GNPS-YE (tab. 2).

Biotechnologia 6(3) 2007
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Rys. 1. Krzywe wzrostu badanych szczepoéw drozdzy w podtozach stodowych: Y. lipolytica Jl11c
(Y1 Jlllc), Y. lipolytica Pll6a (Y1 Pll6a), C. famata Mlla (Cf Mlla), C. kefyr PII1b
(CK PIINY), C. sphaerica F1I7a (Cs FIl7a)
Growth curves of studied yeast strains in malt media: Y. lipolytica Jlllc (Y1 Jllc),
Y. lipolytica P1l6a (Y1 Pll6a), C. famata Mlla (Cf Mlla), C. kefyr PIl1b (CK PII1D),
C. sphaerica FII7a (Cs FIl7a)

Fig. 1.

Acta Sci. Pol.



Skrining podlozy do produkcji liofilizowanych szczepionek ...

Yl Jiite

2,0

1,5

-

1,0

oD

0,5 |

0,0 A

7

Cf Ml1a

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

20

0,0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

2,0

1,5
8 1,0
0,5

0,0

Cs Fli7a

Yl Pli6a
20
1,51
7
S
1,0 /
0,5
0,0 + T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Ck Pll1b

10

15 20 25 30 35 40 45

RW
RW-YE
RW-G
RW-NS
RW-P

RW-NPS
RW-GNPS
RW-GNPS-YE |,

0 5 10 15 2

0 25 30 35 4

czas [h]
time [h]

0 45

Rys. 2. Krzywe wzrostu badanych szczepdéw drozdzy w podtozach serwatkowych: Y. lipolytica
Jlc (Y1 JII1e), Y. lipolytica P1l6a (Y1 PlI6a), C. famata Mlla (Cf MIla), C. kefyr PII1b
(CK PII1b), C. sphaerica FII7a (Cs FIl7a)

Fig. 2.

Growth curves of studied yeast strains in whey media: Y. lipolytica JlIlc (Y1 Jlllc),

Y. lipolytica Pll6a (Y1 PIl6a), C. famata Mlla (Cf Mlla), C. kefyr PII1b (CK PII1b),
C. sphaerica FII7a (Cs FIl7a)
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Dane w tabeli 2 potwierdzaja wczesniejsze wyniki analizy profili wzrostu drozdzy
i upowazniajg do stwierdzenia, ze sposrod pozywek slodowych do hodowli drozdzy
Y. lipolytica i C. famata najbardziej wskazana bytaby pozywka ME3-NPS-YE lub ME7-
NPS-YE, natomiast dla drozdzy C. kefyr i C. sphaerica korzystniejsza bylaby druga
z wymienionych pozywek. Poniewaz podtoze ME7-NPS-YE byto bardziej uniwersalne
— zapewnialo dobry wzrost wszystkich badanych szczepow, wybrano je do otrzymywa-
nia biomasy przeznaczonej do liofilizacji.

Tabela 2. Wartosci indeksu AREA (pole pod krzywa wzrostu) dla badanych szczepdéw drozdzy
w podtozach stodowych i serwatkowych
Table 2. Values of AREA index (area under growth curve) for studied yeast strains on malt and

whey media

Podlose AREA [OD x min]

medium Yl Jllle Yl Plléa Cf MIla  CkPlllb  CsFll7a
- ME3 1427 £176 1587+ 114 1266203 1799+117 2501 £217
% ME3-NPS 2514252 18754137 1251+ 114 2466 +£263 2482 +234
% S ME3-NPS-YE 2647147 30774209 2151167 2506+ 168 2653 %267
28
72 ME7 1763+ 139 2559+321 927 +79 26974311 2630+ 171
% ME7-NPS 2326+ 185 1836218 513 +82 26124257 2586+ 134
ey

ME7-NPS-YE 2768 +92  2732+127 1916241 2702+197 2746 +226

RW 1628 117 2183 +120 2113 +£336 1887 +£512 2584 +122
° RW-YE 1736 £76 1751 +£243 2972+98 2969 +£305 2376579
é 3 RW-G 1937 +197 2132 +342 2569 =118 3099394 3164 +454
g g RW-NS 1743 +£214 1870 £398 2578 £207 27421168 1410 +355
E Ef RW-P 183779 2049 +136 2426+139 2150115 2870+214
% g RW-NPS 1903 £156 1951 +£218 2503 +77 2407 £324 1228 +124
= RW-GNPS 2268 £42 2344 +322 2666578 3176 £228 3035+49

RW-GNPS-YE 2306+ 113 2168311 3145+91 34941186 2702+214

Podane wartosci stanowia srednia z pigciu hodowli * odchylenie standardowe
Given results are mean values recalculated from five repitings + standard deviation

Kierujac si¢ podobng zasada wytypowano pozywke serwatkowa RW-GNPS-YE ja-
ko druga pozywke do produkcji biomasy drozdzy serowarskich. Trzy szczepy: C. kefyr
PIIlb, C. famata Mlla i Y. lipolytica J1l1c rosty w tej pozywce najlepiej (wartosci
AREA odpowiednio 3494, 3145 1 2306 jedn. OD x min), zapewniata ona réwniez dobra
produktywnos$¢ hodowli drozdzy C. sphaerica Fll7a 1 Y. lipolytica Jl1c.

Na rysunku 3 przedstawiono przezywalnos¢ badanych starterowych kultur drozdzy
w procesie liofilizacji w zaleznosci od podloza hodowlanego uzytego do namnozenia
biomasy. W celu dodatkowego zminimalizowania uszkodzen komdrek w trakcie mro-
zenia i suszenia sublimacyjnego — zastosowano trzy rézne media ochronne. Dobrano je
w oparciu o wlasne doswiadczenia [wyniki niepublikowane] oraz dane zamieszczone w
pracy Berny i Hennebert [1991], wskazujace na wigksza skutecznos¢ kombinowanych
srodkow ochronnych nad jednosktadnikowymi.

Acta Sci. Pol.
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Rys. 3. Przezywalnos¢ drozdzy po liofilizacji w zaleznosei od podloza wzrostowego ( O MmE7-
NPS-YE; RW-GNPS-YE )i uzytego srodka oslonowego: MT (10% mleko + 10%
trehaloza), MG (10% mleko + 10% glutaminian sodu), MTG (10% mleko + 10% treha-
loza + 10% glutaminian sodu). Réznymi literami oznaczono istotnie rézmace si¢ érednie
(p<0.05)

Fig. 3. Yeast viability after freeze-drying in accordance to growth medium ( | ME7-NPS-YE;
RW-GNPS-YE ) and used protecting agent: MT (10% milk + 10% trehalose); MG
(10% milk + 10% sodium glutamate); MTG (10% milk + 10% trehalose + 10% sodium
glutamate). Different letters indicate sigmficant differences between means (p<0.05)

Biotechnologia 6(3) 2007



12 X. Polomska i in.

Stwierdzono zadowalajaca przezywalnos¢ komorek we wszystkich preparatach
drozdzy bezposrednio po procesie liofilizacji. Ksztattowata si¢ ona na poziomie od
29,3% do 84,1%. W przypadku czterech badanych szczepdéw drozdzy wykazano istotny
statystycznie wplyw pozywki namnazajacej na zywotno$¢ liofilizowanych preparatow;
komorki pochodzace z pozywki stodowej lepiej przezywaty proces suszenia liofiliza-
cyjnego i rehydratacji niz te, otrzymane w pozywce serwatkowej. Wyjatek stanowit
szczep drozdzy Y. lipolytica Jlllc, ktéry zachowat bardzo wysoka przezywalnos$¢ po
procesie liofilizacji (82,2% — 84,1%), niezaleznie od pozywki, w ktdrej byl namnozony
oraz zastosowanego czynnika ochronnego. Wyniki te trudno poréwnywaé z danymi
literaturowymi ze wzgledu na brak dostepnych informacji na temat wptywu rodzaju
podioza produkcyjnego na przezywalnos$¢ przemystowych szczepdw drozdzy podczas
liofilizacji, a zwlaszcza kultur stosowanych w serowarstwie.

PODSUMOWANIE

W badanych pozywkach stodowych i serwatkowych drozdze Candida kefyr PIl1b
i C. sphaerica Fll7a rosty bardziej dynamicznie niz Yarrowia lipolytica Jll1c, Y. lipoly-
tica Pll6a i C. famata Mlla. Efektywno$¢ produkcji biomasy byta najwieksza w po-
zywkach wzbogaconych mineralnym zrodlem azotu, fosforu i siarki oraz ekstraktem
drozdzowym, a w przypadku podtozy bazujacych na serwatce podpuszczkowej — row-
niez glukoza. Jednakze do pelnej optymalizacji warunkéw produkcji biomasy wymaga-
ne bedzie zwigkszenie skali procesu (hodowle wstrzasarkowe lub bioreaktorowe)
i dobdr wiasciwej dla kazdego szczepu temperatury, natlenienia i pH w procesie hodow-
lanym.

Badania pokazaly ponadto, ze mimo uzycia bogatych pozywek do produkcji bioma-
sy drozdzy uzyskano zadowalajacy poziom zywotnosci komérek w liofilizowanych
preparatach tych mikroorganizméw, wiekszy dla komoérek namnozonych w pozywce
stodowej niz serwatkowej, w przypadku czterech sposrdd pigciu badanych szczepow.
Szczep Y. lipolytica JI11c wyrdznit si¢ najwyzszym poziomem przezywalnosci (powy-
zej 80%), niezaleznie od pozywki wzrostowej i uzytego czynnika ochronnego.
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SCREENING OF GROWTH MEDIA FOR FREEZE-DRIED YEAST STARTER
CULTURES FOR CHEESE MAKING

Abstract: In the work, the usefulness of malt (6 variants) and rennet whey media (8 va-
riants) for biomass production of 5 yeast strains, potential starter cultures for cheese mak-
ing, before their preservation by freeze-drying, was studied. Growth media differed in the
content of sugars, mineral compounds and growth factors. The growth of Candida kefyr
PIIlb and C. sphaerica Fll7a yeast strains in both, malt- and whey-based media, was
more dynamic than Yarrowia lipolytica Jll1c, Y. lipolytica Pll6a and C. famata Mlla. In
case of malt media, the highest efficiency of biomass production was observed in broth
enriched with mineral salts, containing nitrogen, phosphorus and sulphur, as well as yeast
extract. In whey media, except mentioned above components, the addition of glucose was
also indispensable. Yeast biomass obtained in those culture media revealed the highest
level of viability after freeze-drying process (29,3-84,1%). In case of four from five tested
yeast strains higher survival level was noticed for cells propagated in malt media than in
whey media. Regardless of growth medium and applied protective agent, the highest vi-
ability (80%) in all preparations revealed Y. lipolytica Jll1c strain.

Key words: yeast, malt and whey madia, biomass production, freeze-drying
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ODDZIALYWANIE MYKOTOKSYN
NA METABOLIZM FAN I TWORZENIE LOTNYCH
ZWIAZKOW W BRZECZKACH SEODOWYCH®

Ewelina Dziuba, Barbara Foszczynska, Pawel Zarychta

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu

Streszczenie. Badano wplyw mykotoksyn OTA, ZEA i DAS na metabolizm wolnego
azotu aminokwasowego w trakcie fermentacji brzeczki stodowej oraz tworzenie wybra-
nych zwiazkéw lotnych. Mykotoksyny znajdujace si¢ w fermentujacej brzeczce piwowar-
skiej oddziatywaly w zréznicowany sposob na drozdze dolnej i gérnej fermentacji. Zakto-
cenie przez te toksyny metabolizmu wolnego azotu aminokwasowego powodowato pew-
ne zmiany profilu organoleptycznego w odfermentowanej brzeczce. Wraz ze wzrostem
stezenia DAS malata na ogdt zdolnosé drozdzy do utylizacji FAN oraz produktywnosé
izobutanolu i alkoholi amylowych. Najbardziej wrazliwe, sposréd badanych drozdzy,
okazaly si¢ szczepy S. carilsbergensis 13 1 S. cerevisie 46, ktore w obecnosci DAS w ste-
zeniu 15 pg'ml™ stabo utylizowaty wolny azot aminokwasowy.

Stowa kluczowe: mykotoksyny, drozdze piwowarskie, FAN, lotne produkty fermentacji

WSTEP

We wcezesniejszych pracach [Foszczynska i Dziuba 2007 a i b] pokazano wplyw
zréznicowanych dawek DAS, ZEA i OTA na stan fizjologiczny drozdzy piwowarskich
S. carlsbergensis 13 1 S. cerevisiae rasy: 23, 46, 57. Stan fizjologiczny drozdzy wptywal
na aktywno$¢ komorek, w tym rowniez na metabolizm zwiazkéw azotowych (FAN).
Zgodnie z powszechnie znanym mechanizmem Ehrlicha aminokwasy znajdujace si¢ w
srodowisku fermentujacej brzeczki stodowej sa prekursorami lotnych produktow
ubocznych, takich jak: aldehyd octowy, propanol, izobutanol, alkohole amylowe, octan
etylu, octan izoamylu i dwuacetyl [Rainbow 1970].

* Badania realizowane w ramach projektu badawczego Nr 2 PO6T 020 28 finansowanego przez
KBN w latach 2005-2007.

Adres do korespondencji — Corresponding author: Ewelina Dziuba, Katedra Technologii Rolnej
i Przechowalnictwa, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25, 50-375
Wroctaw, e-mail: edziuba@wnoz.ar.wroc.pl
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Zwiazki te, ze wzgledu na duza lotnos¢, wywieraja wptyw na cechy organoleptycz-
ne piwa. Wszystkie szczepy Saccharomyces cerevisiae wytwarzaja w czasie fermentacji
wspomniang wyzej grupg zwiazkow, jednak ilos¢ poszczegdlnych produktow jest cecha
osobnicza konkretnej rasy.

Celem tej pracy bylo wyjasnienie roli mykotoksyn w zaktdcaniu metabolizmu wol-
nego azotu aminokwasowego (FAN) i skutkow tego procesu w tworzeniu przez zrézni-
cowane rasy drozdzy piwowarskich zwiazkow lotnych, bedacych w Scistym zwiazku z
przemianami aminokwasow.

MATERIAL I METODY BADAN

Materialem doswiadczalnym byly toksyny: ochratoksyna A (OTA), zearalenon
(ZEA) i diacetoksyscirpenol (DAS) zakupione w firmie Sigma Aldrich Sp. z o.0.

Materiat biologiczny stanowily 4 szczepy drozdzy piwowarskich: S. carlsbergensis
I-S.ca./13, S. cerevisiae (lager) 23, S. cerevisiae 1-S.c./46 oraz S. cerevisiae 1-S.c./57.
Drozdze S.ca. 13 oraz S.c. 46 i 57 pochodzily z kolekcji kultur drobnoustrojow Instytutu
Biotechnologii Przemystlu Rolno-Spozywczego w Warszawie. Szczep S.c.23 zostat
wyizolowany w Zaktadzie Technologii Fermentacji Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu z 48 godz. hodowli suszonych drozdzy piwowarskich Saflager S-23
(Fermentis Division of S.I.Lesaffre).

Podtozem fermentacyjnym byta 12% brzeczka slodowa otrzymana ze stodu jasnego
typu pilznenskiego. Brzeczke skazano roztworem mykotoksyny w etanolu, stosujac
nastepujace stezenia: OTA — 15 pg'ml'; ZEA — 5 i 50 pg'ml” oraz DAS — 51 15 pug-ml™.
Wyboru stezen dokonano na podstawie wynikow skrinningowej hodowli badanych
szczepdw drozdzy na podtozu syntetycznym skazonym réznymi dawkami mykotoksyn
[Dziuba i in., dane niepublikowane]. Prob¢ kontrolng stanowita brzeczka bez toksyny,
ale z rGwnowazna w stosunku do wprowadzonego wraz z toksyna iloscig alkoholu.

Brzeczki kontrolne i skazone zaszczepiano w warunkach sterylnych inokulum, osia-
gajac stezenie 20x10° j.t.k.-ml". Po zaszczepieniu brzeczke kazdego rodzaju rozdziela-
no do serii kolb fermentacyjnych (poj. 100 ml). Proces fermentacji z udzialem szcze-
péw S.ca. 13 i S.c. 23 prowadzono w temperaturze 10-12 °C przez 9 dni, a szczepow
S.c. 461 57 w temperaturze 23-25 °C przez 5 dni.

W trakcie fermentacji pobierano okresowo proby w celu oznaczenia zawartosci azo-
tu alfa-aminowego (FAN) metoda ninhydrynowa [Analytica EBC 1998].

Po zakonczeniu fermentacji oznaczono zawarto$¢ nastgpujacych lotnych produktow
ubocznych fermentacji przy zastosowaniu chromatografii gazowej z wykorzystaniem
techniki headspace: aldehyd octowy, n-propanol, izobutanol, alkohole amylowe, octan
etylu, octan izoamylu, diacetyl, 2,3-pentanedion. Do oznaczen stosowano: chromatograf
gazowy FISONS seria 8000 wyposazony w kolumny DB-WAX i SP-SIL-8 CB, detek-
tory FID i ECD, Headspace HS 800. Gaz nos$ny — hel.

OMOWIENIE WYNIKOW
W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze toksyny w odmienny sposob

wptywaly na wykorzystywanie wolnego azotu aminokwasowego przez poszczegodlne
szczepy drozdzy.

Acta Sci. Pol.



Oddzialywanie mykotoksyn na metabolizm FAN ... 17

Wptyw OTA na metabolizm wolnego azotu aminokwasowego i zmiany zawartosci
lotnych produktow ubocznych przedstawiono odpowiednio na rysunku 1. Dwa sposrod
badanych szczepow drozdzy, tj. S.ca. 13 i S.c. 46 wykorzystywaly aminokwasy w
brzeczce z dodatkiem OTA w analogiczny sposob jak w brzeczce kontrolnej, ale szczep
S.c. 46 (goérnej fermentacji) znacznie szybciej rozpoczynal asymilacj¢ aminokwasow
(rys. 1). Pozostate dwa szczepy: S.c. 23 i 57 okazaly si¢ wrazliwe na OTA. Toksyna ta
zakldcata asymilacje aminokwasow zwlaszcza w przypadku szczepu S.c. 57. Ostabiata
ona intensywnos¢ pobierania FAN przez ten szczep i spowodowata, ze duza czesé
zwiazkéw azotowych (71 mg:1™") pozostata po fermentacii.

S.c. 13 —e—Opg/ml S.c. 23 —— 0 pg/ml
— 200 16 pg/mi — 200 —8—15pug/ml
> 150 { > 150
£ £
— 100 = 100
X 50 X 50
01234567 89 0123 4567 89
doba fermentaciji doba fermentaciji
day of fermentation day of fermentation
S.c. 46 ——0pg/ml S.c. 57 ——0pg/ml
— 200 #— 15 ug/ml . 200 =— 15 ug/ml
é 150 E» 150
= 100 = 100 -
50 < 50 -
0 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
doba fermentaciji doba fermentaciji
day of fermentation day of fermentation

Rys. 1. Zawartos¢ FAN w trakcie fermentacji brzeczki skazonej toksyng OTA
Fig. I. FAN content during fermentation of wort with OTA toxin

Najmniej wrazliwy na kolejng z badanych mykotoksyn — ZEA — okazat si¢ szczep
gornej fermentacji S.c. 57 (rys. 2). Niezaleznie od dawki toksyny wykorzystanie wolne-
go azotu aminokwasowego w poczatkowym okresie fermentacji przebiegato analogicz-
nie. Drozdze S.c. 57 poczawszy od drugiego dnia fermentacji brzeczki zawierajacej
ZEA pobieraty azot nieco wolniej. W najwigkszym stopniu zakldceniu ulegto wykorzy-
stanie FAN przez drugi ze szczepoéw gornej fermentacji S.c. 46. Obie dawki mykotok-
syn (5 i 50 pg'ml™") powodowaty znaczne ostabienie wykorzystywania azotu w stosunku
do proby kontrolnej. Dla pozostatych dwoch badanych szezepdéw: S.ca. 13 1 S.c. 23
wplyw ZEA na wykorzystanie azotu byt mniejszy i zaznaczat si¢ jedynie na poczatku
fermentacji.

W brzeczce z dodatkiem DAS, podobnie jak w przypadku ZEA, najbardziej wrazli-
wym pod wzgledem wykorzystania wolnego azotu okazat si¢ S.c. 46. Ostabienie dyna-
miki fermentacji zwigkszato si¢ wraz ze wzrostem dawki mykotoksyny (rys. 3). Efek-
tem tego bylo pozostanie w odfermentowanej brzeczce duzej ilosci wolnego azotu ami-
nokwasowego (101 i 105 mg-1"). Szczep S.c. 57 byt rowniez, chociaz w nieco mniej-
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szym stopniu, wrazliwy na wplyw DAS. Jednak w miar¢ przebiegu fermentacji tempo
wykorzystania wolnego azotu aminokwasowego w brzeczkach skazonych ta mykotok-
syna zwigkszalo si¢ i w efekcie tego w odfermentowanej brzeczce znalazty si¢ mniejsze
ilosci FAN. Z pozostatych dwoch szczepdw, drozdze S.ca. 13 wykorzystaly wolny azot
aminokwasowy z brzeczki skazonej najwyzsza dawka DAS (15 pgml™") jedynie w
minimalnym stopniu. W odfermentowanej brzeczce pozostato go 148 mg1". Najwiek-
sza odpornos¢ na toksyne DAS posiadatl szczep S.c. 23. Asymilacja aminokwasow
przez komorki tego szczepu, nawet w warunkach silnego skazenia DAS, przebiegala w
sposéb pordwnywalny do proby kontrolne;.
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Rys. 2. Zawarto$¢ FAN w trakcie fermentacji brzeczki skazonej toksyna ZEA
Fig. 2. FAN content during fermentation of wort with ZEA toxin

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze toksyny takie jak OTA, ZEA, DAS nie wywiera-
ly znaczacego wplywu na metabolizm zwiazkow azotowych przez szczepy dolnej fer-
mentacji S.ca. 13 i1 S.c. 23 (z wymienionym wyzej wyjatkiem S.ca.13). Szczepy gorne;j
fermentacji réznity si¢ bardzo zaleznie od cech osobniczych, jak i rodzaju toksyny. S.
cerevisiae 46 byl szczegdlnie wrazliwy na DAS i w mniejszym stopniu na ZEA,
aS.c. 57 —na DASiOTA.

W nastgpnej czgsci pracy omOwione zostana konsekwencje zakldcen metabolizmu
wolnych zwiazkoéw azotowych w odniesieniu do lotnych produktéw ubocznych fermen-
tacji etanolowe;j.

Ochratoksyna A dodana do brzeczki, niezaleznie od stosowanego szczepu drozdzy,
zwigkszata w niewielkim stopniu ilo$¢ tworzonych alkoholi amylowych i w przypadku
szczepdw S.c. 23 1 57 réwniez izobutanolu (rys. 4). [los¢ tworzonych: aldehydu octo-
wego, propanolu, octanu etylu i octanu izoamylu nie zalezata ani od badanego szczepu,
ani od obecnosci OTA w brzeczce.
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Rys. 3. Zawartos¢ FAN w trakcie fermentacji brzeczki skazonej toksyna DAS
Fig. 3. FAN content during fermentation of wort with DAS toxin

Dodatek ZEA do brzeczek stodowych w ilosci 5 pg'ml” powodowat u szczepow
S.ca. 13, S.c. 23 1 46 niewielki wzrost poziomu tworzonych alkoholi amylowych (rys. 5).
Wigksza dawka tej toksyny (50 pug-ml™) nieco zmniejszata zawarto$¢ tych zwiazkow w
stosunku do mniejszej dawki (5 pgrml™), jednak byta to ilos¢ nieco wieksza niz w pré-
bie kontrolnej. W przypadku szczepu S.c. 57 niewielkie obnizenie poziomu alkoholi
amylowych obserwowano jedynie przy wyzszym stezeniu ZEA w brzeczce. Wraz ze
zwigkszaniem dawki ZEA w brzeczce szczepy S.ca. 13 1 S.c. 46 tworzyly nieco wigcej
izobutanolu. Pozostate dwa szczepy S.c. 23 i 46 przy obecnosci wyzszej dawki toksyny
tworzyty nieco mniejsze ilosci izobutanolu. Podobnie jak w przypadku OTA nie stwier-
dzono oddziatywania ZEA na ilos¢ tworzonego aldehydu octowego, propanolu, octanu
etylu i octanu izoamylu.

Obecnos¢ DAS w brzeczce wptywata w znacznym stopniu na zawartos¢ wyzszych
alkoholi (rys. 6). Szczegdlnie wyraznie zaobserwowano to dla szczepow S.ca. 13 1 S.c.
46. Wraz ze wzrostem stgzenia toksyny obnizal si¢ poziom tworzonych przez te rasy
alkoholi amylowych i izobutanolu, a w przypadku S.ca. 13 rdwniez propanolu. Podobne
zmiany wystapily w brzeczkach fermentowanych przy uzyciu szczepéw S.c. 23 1 57,
ale roznice w zawartosci alkoholi amylowych byty znacznie mniejsze. Poziom pozosta-
tych zwiazkow: aldehydu octowego, propanolu, octanu etylu i octanu izoamylu nie
ulegat zasadniczym zmianom.

Reasumujac mozna przypusci¢, ze w przypadku OTA i ZEA zmiany zawartosci
produktow lotnych fermentacji z omawianej grupy zwiazkow po przebyciu lezakowania
moglty w niewielkim stopniu zaktéci¢ profil organoleptyczny piwa. Natomiast DAS
powodowat u badanych szczepow drozdzy obnizanie ilosci tworzonych alkoholi wyz-
szych znacznie ponizej poziomu prob kontrolnych. W obecnosci ZEA drozdze wytwarza-
ly w zasadzie wigksze ilosci alkoholi wyzszych w pordwnaniu z probami kontrolnymi.

Biotechnologia 6(3) 2007
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Rys. 5. Zawartos¢ wybranych produktow ubocznych po odfermentowaniu brzeczek skazonych toksyna ZEA

Fig. 5. The content of selected by-products after fermentation of worts with ZEA toxin
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Na rysunku 7 przedstawiono wplyw toksyn na poziom diacetylu 1 2,3-pentanedionu
w przefermentowanych brzeczkach. Zawartosé tych zwiazkow zardwno w probach
kontrolnych, jak 1 skazonych mykotoksynami DAS 1 ZEA byla wysoka, zwlaszcza w
przypadku szezepow dolne) fermentacji. Tnacze) ksztattowal sie wplyw OTA. Badane
szczepy drozdzy, z wyjatkiem S.c. 537, tworzyly w prébach kontrolnych 1 skazonych
mykotoksynami analogiczne poziomy diacetylu 1 2, 3-pentanedionu, jednak znacznie
nizsze niz w przypadku wczesniej omowionych toksyn. Zaobserwowano przy tym, ze
szczep S.c. 57, przy obecnosci OTA w brzeczce wytworzyl mniej diacetylu, a wigcej
2,3-pentanedionu.

Reasumujac, mozna stwierdzic, ze ogolnie dodatek mykotoksyn OTA, ZEA 1 DAS,
z nielicznymi wyjatkami, nie wplywatl istotnie za zawartos¢ diketonéw w brzeczce po
zakonczonej fermentaci.
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Rys. 7. Zawartos¢ diacetylu 1 2.3-pentanedionu po odfermentowamu brzeczek skazonych
toksyna OTA (a), ZEA (b) i DAS (c)

Fig. 7. The content of diacetyl and 2,3-pentanedion after fermentation of worts with OTA (a),
ZEA (b) and DAS (c) toxin
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DYSKUSJA

Rola zwiazkéw azotowych w procesie fermentacji etanolowej, a zwlaszcza wolnych
aminokwasow, jest ciagle zagadnieniem nie do konca poznanym, o czym $wiadcza
pojawiajace si¢ rOwniez w chwili obecnej liczne publikacje [Guldfeldt i Arneborg 1998,
Lekkas i in. 2005, Lekkas i in. 2007, Narziss 1997, Younis i Stewart 1998]. Aminokwa-
sy nie sg jedynym czynnikiem powodujacym powstawanie lotnych zwiazkéw odpowie-
dzialnych za smak i zapach piwa. Druga grupa czynnikdéw to: wyjsciowa gestosc
brzeczki i cukry w niej si¢ znajdujace oraz wzajemne relacje ich zawartosci. Poniewaz
W niniejszej pracy stosowano standardowsg brzeczke, zawierajaca jednakowa wyjsciowa
zawartos¢ ekstraktu, czynnikiem decydujacym o powstawaniu zwiazkéw zapachowych
byta zdolno$¢ drozdzy do pobierania wolnego azotu z brzeczki oraz mozliwos¢ wyko-
rzystania dostgpnych cukrow (praca w przygotowaniu).

Tworzenie lotnych produktow ubocznych fermentacji etanolowej wiaze si¢ $cisle z
metabolizmem aminokwasdéw. Powiazanie to jest okreslane mianem ,,mechanizmu
Ehrlicha”. Ze zwiazkéw lotnych, tworzonych przez drozdze w czasie fermentacji,
szczegdlne znaczenie dla smaku i zapachu piwa majg: alkohole amylowe, izobutanol,
octan etylu i izoamylu oraz diacetyl, mniejsze znaczenie przypisuje si¢ aldehydowi
octowemu i propanolowi. Zréwnowazona zawartos¢ tych zwiazkéw decyduje o profilu
organoleptycznym i walorach smakowych piwa. Wszystkie drozdze z rodzaju Saccha-
romyces tworza te same zwiazki, jednak ilo$¢ kazdego z nich jest cecha osobnicza
szczepu. Szczepy fermentacji gérnej, dziatajace w brzeczce w temperaturze od 15 do
22 °C, maja szybszy metabolizm i w efekcie tworza wigksze ilosci tych zwiazkow w
poréwnaniu z drozdzami dolnej fermentacji.

Tego typu tendencja wystapita w probach fermentowanych z udzialem badanych
szczepow drozdzy. Stwierdzono przy tym, ze ilos¢ wytworzonych produktow ubocz-
nych zalezala takze od wystgpowania czynnika toksycznego, ktorego dziatanie polegato
m.in. na blokowaniu asymilacji przez komoérki drozdzy wolnego azotu aminowego.
Byto to szczegdlnie widoczne na przyktadzie toksyny DAS i szczepdéw S.ca. 13 oraz
S.c. 46. W prébach skazonych DAS i poddanych fermentacji przez wymienione szczepy
drozdzy metabolizm aminokwasoéw byl wyraznie zaktocony (duza ilos¢ pozostatego
FAN w brzeczce). Odbilo si¢ to niekorzystnie na produktywnosci alkoholi amylowych.
W przypadku dwoch pozostatych szczepow (S.c. 23 1 57) efekty byly podobne, ale osta-
tecznie roznice w zawartosci tych zwigzkow, w pordwnaniu z proba kontrolna, byty
mniejsze.

Alkohole wyzsze, a zwlaszcza alkohole amylowe i izobutanol, chociazby z powodu,
ze ich zawartosci w piwach sa znaczne, decyduja w duzym stopniu o profilu organolep-
tycznym piwa. Prekursorami tych zwiazkow sa walina, leucyna i izoleucyna. Jezeli w
brzeczce wystepuje podwyzszony poziom wymienionych aminokwaséw, to stymuluje
to u drozdzy tworzenie alkoholi wyzszych, a w $lad za tym wigkszych ilosci estrow
[Perpete i in. 2005]. Estry, a zwlaszcza octan etylu i octan izoamylu, mimo niewielkiej
ich zawartosci w piwie, ze wzgledu na ich niskie progi wrazliwosci sensorycznej, od-
grywaja duza rolg w utrzymaniu pozadanego profilu organoleptycznego piwa [Verstre-
pen i in. 2003]. W badaniach wlasnych nie stwierdzono wplywu toksyn na poziom wy-
branych estrow. Nalezy jednak pamigtac, ze zwiazki te moga powstawac takze podczas
etapu dojrzewania piwa.
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W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze drozdze gornej fermentacji
pozostawialy w odfermentowanej brzeczce znacznie nizsze ilosci diacetylu i 2,3-
-pentanedionu niz drozdze fermentacji dolnej. Mogto to wynikac z réznic w zawartosci
poszczegdlnych aminokwasow, gdyz przeciwstawne efekty na aktywnos¢ metaboliczng
maja podwyzszone poziomy metioniny i lizyny. I tak, pierwsza z nich ostabia metabo-
lizm drozdzy, a druga wzmaga. Skutkuje to zmianami w poziomie diketonow, poniewaz
im aktywnos$¢ drozdzy jest nizsza, tym mniejsza ilo$¢ tych zwiazkoéw jest przez nie
tworzona [Lekkas i in. 2005]. W realizowanym projekcie nie przewidziano oznaczen
diacetylu i 2,3-pentanedionu po okresie lezakowania, mozna wiec jedynie przewidywac,
jakie zmiany profilu organoleptycznego moga ujawnié si¢ w piwie wytworzonym z
brzeczki zanieczyszczonej mykotoksynami.

WNIOSKI

1. Badane drozdze dolnej fermentacji S. carisbergensis 13 1 S. cerevisie 23 byly sto-
sunkowo odporne na dziatanie toksyn OTA i ZEA. Ich aktywno$¢ metaboliczna, mie-
rzona iloscia wykorzystywanego wolnego azotu aminokwasowego, nie ulegata zasad-
niczym zmianom. Szczep S. carlsbergensis 13 wykazal natomiast duza wrazliwo$¢ na
toksyng DAS. Przy stezeniu DAS 15 pug-ml” drozdze te nie byty zdolne do asymilacji
FAN z brzeczki.

2. W przypadku drozdzy gornej fermentacji odpornos¢ na toksyny byta cecha osob-
nicza szczepu i tak S. cerevisiae 46 byl wrazliwy na DAS i ZEA, a S. cerevisiae 57 na
DAS i OTA.

3. Poziom badanych lotnych wyzszych alkoholi (izobutanolu i alkoholi amylowych)
ulegal wptywowi DAS i u wszystkich badanych ras drozdzy byt nizszy niz w prébach
kontrolnych. Natomiast toksyna ZEA dziatata przeciwstawnie.

4. Zawarto$¢ diketonow, z niewielkimi wyjatkami, nie zmieniata si¢ w obecnosci
toksyn OTA, ZEA 1 DAS w stosunku do préb kontrolnych.
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THE EFFECT OF MYCOTOXINS ON FAN METABOLISM
AND FORMATION OF VOLATILE COMPOUNDS IN MALT WORTS

Abstract. The aim of the research was to examine the effect of mycotoxins OTA, ZEA
and DAS on metabolism of free amino acids (FAN) and formation of selected volatile
compounds during malt wort fermentation. Mycotoxins influenced on the bottom and top
yeast strais in a differnt way. They disturbed FAN metabolism and caused some changes
in sensory profile of fermented worts. As DAS concentration increased the yeast ability to
FAN consumption as well as productivity of iso-butanol and amyl alcohols decreased.
Among yeast strains used the S. carlsbergensis 13 and S. cerevisiae 46 were the most sen-
sitive to mycotoxins. FAN utilization by these yeasts was very poor in the presence of
DAS (15 pgml™).

Key words: mycotoxins, brewing yeast, FAN, volatile by-products
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MAKUCH RZEPAKOWY JAKO SUBSTRAT
DO BIOSYNTEZY KWASU SZCZAWIOWEGO
METODA SOLID STATE

Elzbieta Gasiorek, Joanna Fronia, Pawet Firuta,
Waldemar Podgoérski

Akademia Ekonomiczna we Wroctawiu

Streszczenie. Zastosowanie metody solid-state do hodowli grzybow strzgpkowych z ga-
tunku Aspergillus niger pozwolito na wykorzystanie makuchu rzepakowego, produktu
ubocznego powstajacego w produkeji biodiesla, do biosyntezy kwasu szczawiowego
(OA). Tlo$¢ kwasu szczawiowego otrzymanego ta metoda wyniosta ponad 150 g kg™l
podtoza. Proces charakteryzowat si¢ wysoka czystoscia chemiczna, gdyz oprocz gtowne-
go produktu nie tworzyly si¢ inne kwasy organiczne. Wilgotnos¢ substratu stosowana
w zakresie od 45 do 70% nie miata wptywu na wydajnosé produktu.

Stlowa kluczowe: makuch rzepakowy, kwas szczawiowy, Aspergillus niger, hodowla
w podtozu statym

WSTEP

Biopaliwa to wszystkie paliwa otrzymane z biomasy, tj. szczatkdw organicznych lub
produktéw przemiany materii roslin lub zwierzat oraz roslin energetycznych o szybkim
przyroscie masy, lub roslin uprawnych specjalnego przeznaczenia [Warowny i Kwie-
cien 2006]. Sa one odnawialnymi zrdédtami energii, w odréznieniu od paliw kopalnych,
takich jak: ropa naftowa, gaz ziemny lub wegiel. Celem polityki UE jest promowanie
rozwoju zrédet paliw odnawialnych oraz staly wzrost ich udzialu w rynku wszystkich
stosowanych paliw napgdowych [Regulska i Gumeniuk 2006, Warowny i Kwiecien
2006]. Zgodnie z Dyrektywa Unii Europejskiej 2003/30/WE udziat biopaliw w rynku
wszystkich zuzywanych paliw silnikowych (benzyn i olejow napgdowych) ma stanowié¢
odpowiednio: 5,75% w roku 2010 oraz 20% w roku 2020 [Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego 2003/30/WE].

Adres do korespondencji — Corresponding author: Elzbieta Gasiorek, Katedra Bioutylizacji
Odpaddéw Rolno-Spozywczych, Instytut Chemii i Technologii Zywnosci, Akademia Ekonomiczna,
ul. Komandorska 118/120, 53-345 Wroctaw, elzbieta.gasiorek@ae.wroc.pl
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Wsrod biopaliw duze znaczenie maja paliwa ciekle otrzymywane w drodze fermen-
tacji alkoholowej (najczgséciej etanol) lub z olejow pozyskanych z roslin oleistych
(biodiesel).

W celu produkcji biodiesla w Europie uprawia si¢ przede wszystkim len i rzepak, w
USA - kukurydzg i soj¢, w pozostatych rejonach swiata — gléwnie konopie. Jesli su-
rowcem jest rzepak, to nasiona tej rosliny poddaje si¢ ttoczeniu, w wyniku ktérego
otrzymuje si¢ olej wykorzystywany do produkcji biodiesla oraz makuch (wyttoki) rze-
pakowy stanowiacy produkt uboczny.

Wysoka zawarto$¢ biatka i thuszczu oraz dobrze zbilansowany sktad aminokwasowy
zdecydowaly o przydatnosci makuchu jako cennego suplementu paszowego w hodowli
zwierzat gospodarskich. Makuch rzepakowy jest tez potencjalnym ZzZrédlem energii,
gdyz ze wzgledu na warto$¢ opatowa rowng 5 kWh/kg moze by¢ spalany w instalacjach
centralnego ogrzewania.

Mimo szerokiego zastosowania makuchu rzepakowego nalezy poszukiwac alterna-
tywnych metod jego wykorzystania ze wzgledu na znaczne zwigkszenie ilosci makuchu
w nastepstwie produkcji biodiesla z oleju rzepakowego. Odpowiednio wczesne opraco-
wanie metod utylizacji tego produktu zapobiegnie ewentualnym problemom z jego
nadprodukcja oraz umozliwi obnizenie kosztow otrzymywania biopaliwa. Poniewaz
makuch rzepakowy ma konsystencj¢ stata, dlatego odpowiednig metoda jego utylizacji
moze by¢ wykorzystanie go jako surowca do otrzymywania cennych produktow bio-
technologicznych metoda hodowli drobnoustrojéw w podiozu statym.

Hodowla w podtozu statym (solid-state fermentation) jest specyficzng technika bio-
technologiczna wykorzystujaca zdolnos¢ niektorych drobnoustrojow, szczegolnie grzy-
boéw strzgpkowych do wzrostu w pozywkach stalych; w srodowisku, w ktérym nie wy-
stgpuje lub prawie nie wystepuje wolna woda, tzn. woda nie zwiazana z podlozem
[Raghavarao i in. 2003].

Zacheta do stosowania tej metody sa duze wydajnosci bioprocesow, co jest thuma-
czone lepszym wzrostem grzybow i wigksza zdolnos$cia tworzenia pewnych metaboli-
téw w warunkach zblizonych do naturalnych warunkéw bytowania tych drobnoustro-
jow. Zaleta metody jest tez mozliwos$¢ zastosowania jako podtoza hodowlanego tanich
produktow ubocznych, a nawet odpadowych przetwoérstwa rolno-spozywczego, takich
jak: wystodki buraczane, wycierka ziemniaczana, otrgby pszenne lub zytnie, wytloki
owocowe itd.

Metoda hodowli w podtozu stalym jest wykorzystywana w szerokim zakresie: do
otrzymywania zywnosci fermentowanej, enzymow, biatka komérkowego, etanolu, kul-
tur starterowych, mykotoksyn, antybiotykdéw oraz kwasow organicznych, w tym kwasu
cytrynowego. Ostatnio wiele prac poswigconych jest tez takim zastosowaniom hodowli
w podlozu statym, jak: bioremediacja i biodegradacja niebezpiecznych substancji, bio-
logiczna detoksykacja pozostalosci odpaddéw rolno-przemystowych, biotransformacja
odpadéw roslinnych w kierunku poprawy ich wartosci odzywczej itd. [Pandey i in.
2000].

Celem prezentowanej pracy jest ocena mozliwosci biosyntezy kwasu szczawiowego
metoda hodowli Aspergillus niger w podtozu stalym z zastosowaniem makuchu rzepa-
kowego jako podtoza hodowlanego.
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MATERIALY I METODY BADAN

Drobnoustréj. W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger S z kolekcji czys-
tych kultur Instytutu Chemii i Technologii Zywnosci Akademii Ekonomicznej we Wro-
clawiu, stosowany do przemystowej produkcji kwasu cytrynowego na podtozach synte-
tycznych i naturalnych.

Podloze i warunki hodowli. W badaniach stosowano makuch rzepakowy mielony
(Petroestry Sp. z o.0., Malczewo). Sktad makuchu wyrazony w % byl nastgpujacy:
biatko 34-36; ttuszcz 9,5-10,5; widkno surowe 11,5-12,1.

W zlewkach o pojemnosci 1000 cm® umieszczano po 200 g makuchu rzepakowego
zwilzonego do odpowiedniej wilgotnosci. Proby przykrywano wykonanymi z gazy
kolderkami, sterylizowano w autoklawie w temp. 121 °C przez 30 min i po schtodzeniu
szczepiono zawiesing zarodnikow plesni 4. niger w ilogci 6,1 - 107 na 100 g wilgotnego
podtoza. Nie korygowano odczynu podtoza; pH makuchu rzepakowego po sterylizacji
wynosito 5,39. Proces biosyntezy prowadzono w cieplarce, w temp. 30 °C. Raz na dziefi
zlewki wyjmowano celem dokladnego przemieszania podtoza.

Metody analizy. Proby przefermentowanego podloza o masie 8 g zalewano woda
destylowang w ilosci 100 cm® celem ekstrakcji kwasow organicznych i w przesaczu
oznaczano zawartos¢ tych kwasow metoda HPLC (Perkin Elmer) przy uzyciu kolumny
Aminex HPX-87H (Bio-Rad Lab., Richmond, Calif., USA) oraz detektora UV/VIS o
dtugosci fali 210 nm (Perkin Elmer). Fazg mobilng byt 5 mM H,SO,. Szybkos¢ prze-
plywu wynosita 0,6 cm’min™, a temperatura pomiaru 20 °C. Obecnosé kwasu szcza-
wiowego oznaczano ponadto metoda jakosciowa z CaCl, Proces biosyntezy prowadzo-
no w dwdch powtorzeniach i jako wynik koncowy podawano srednig arytmetyczng z
dwoch oznaczen. W celu wyeliminowania wptywu wilgotnosci podtoza, wyniki ozna-
czen przeliczano na suchg substancje.

WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze szczep Aspergillus niger S,
ktory w procesach biosyntezy prowadzonych metoda wglebna na podlozach skrobio-
wych oraz na podtozach zawierajacych cukier wytwarzal gtdéwnie kwas cytrynowy, w
warunkach zamiany zrédla wegla i energii na makuch rzepakowy wytwarzat znaczne
ilosci kwasu szczawiowego. Maksymalne stezenie kwasu wyniosto ponad 152 g kg's.s.
podioza. Odnotowano ponadto bardzo wysokg czysto$¢ chemiczna procesu biosyntezy,
gdyz kwas szczawiowy byl praktycznie jedynym kwasem organicznym, ktdrego obec-
nos$¢ stwierdzano metoda HPLC (rys. 1).

Badania wykazaty, ze wilgotno$¢ podtoza, stosowana w zakresie od 45 do 70%
(tab.1), nie miata wplywu na koncowe stgzenie kwasu szczawiowego, wynoszace okoto
150 g kg''s.s podtoza.

Ze wzgledu na otrzymane wyniki celowe wydaje si¢ jednak stosowanie wilgotnosci
podiloza na poziomie 55%, przy ktorym maksymalne st¢zenie kwasu szczawiowego
stwierdzano juz w dsmej dobie procesu biosyntezy.

Biotechnologia 6(3) 2007
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Rys. 1. Chromatogram proby fermentacyjnej nr 3 po 12. dniu hodowli
Fig. 1. Chromatogram of the fermented sample No 3 after 12" day of culturing

Tabela. 1. Wplyw poczatkowej wilgotnosci podtoza na produkcje kwasu szczawiowego przez
Aspergillus niger
Table 1.  Effect of the initial substrate moisture on the production of oxalic acid by Aspegillus niger

Nr Wilgotnosé Stezenie kwasu szczawiowego [g kg''s.s ] po czasie fermentacji [dni]
. podtoza Oxalic acid concentration [g kg''s.s ] after time of fermentation [days]
proby
Sample Substrate
moisture 5 6 7 8 9 10 11 12
number
[%]
1 45 40,5 52,4 67,7 88,9 91,7 68,0 152,7 141,2
2 50 30,9 67,5 86,8 1429 1452 142,6 149,6 152,6
3 55 32,8 41,0 76,8 152,1 1474 119,8 141,6 141,0
4 60 87,3 42,3 98,2 105,7 53,6 107,9 120,2 114,1
5 65 48,9 30,3 5,1 86,5 81,6 86,5 148,0 108,0
6 70 67,6 53,4 57,4 78,5 110,7 60,5 149,3 143,7

Kwas szczawiowy otrzymuje si¢ tradycyjnie metodami chemicznymi poprzez utle-
nianie wegglowodanéw, glikolu etylenowego, propylenu lub tlenku wegla oraz z mréw-
czanu sodowego przez kondensacj¢ odwodorniajaca [Ullman’s Encyclopedia ... 1991].
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Znane sa tez procesy biosyntezy kwasu szczawiowego metoda wglebna przy zasto-
sowaniu plesni Aspergillus niger w podtozach syntetycznych z glukoza, ksyloza, d-
arabinoza, glukonianem potasu itd. oraz naturalnych z surowym olejem rzepakowym,
porafinacyjnymi kwasami tluszczowymi, cukrem biatym, serwatka oraz melasa
[Bormstein i Johnson 1952, Forys i Podgorski 2004, Podgorski i Lesniak 2003, Ruijter i
in. 1999]. Najwyzsze stezenie kwasu szczawiowego na poziomie 68,1 g dm™ uzyskano
w podlozu zawierajacym kwasy thuszczowe [Rymowicz i Lenart 2003].

Byly tez proby otrzymywania kwasu szczawiowego metoda solid-state w podlozu ze
stodkich ziemniakow (Ipomoea batatus) przy uzyciu plesni Aspergillus niger. Po 6.
dobie hodowli w prdbie pofermentacyjnej stwierdzano obecnos¢ kwasdw: szczawiowe-
go i cytrynowego w stezeniach odpowiednio: 88 oraz 77,7 g kg's.s podtoza [Leangon i
in. 1999].

W warunkach hodowli w podtozu statym z wykorzystaniem wystodkéw buracza-
nych stosowany w niniejszej pracy drobnoustrdj tworzyt gléwnie kwas cytrynowy w
ilosci okoto 104 g kg's.s Ilo§¢ kwasu szczawiowego tworzona w tym procesie nie
przekraczata 3,2 g kg''s.s [Gasiorek 1999]. Zmiana substratu, w ktérym gtéwnym zr6-
dlem wegla byly polisacharydy na makuch, zawierajacy ponad 10% tluszczu byla
prawdopodobna przyczyna zmiany metabolizmu A. niger skutkujacej nadprodukcja
kwasu szczawiowego kosztem kwasu cytrynowego. Drugim powodem zmiany dominu-
jacego metabolitu tworzacego si¢ w tym procesie mogly by¢ roéznice dotyczace poczat-
kowego pH podtoza; nizsze, w zakresie 3-4, charakterystyczne dla wystodkéw buracza-
nych sprzyjato raczej produkcji kwasu cytrynowego, wyzsze natomiast, w zakresie 5-6,
charakterystyczne dla makuchu rzepakowego sprzyjato biosyntezie kwasu szczawiowe-
go. Warto$¢ pH jako gtownego czynnika kontrolujacego produkcj¢ kwasu szczawiowe-
go oraz kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger stwierdzono juz we wczesniejszych
doniesieniach [Ruijter i in. 1999].

WNIOSKI

Wstepne badania laboratoryjne wykazaty przydatnos¢ makuchu rzepakowego jako
surowca do otrzymywania kwasu szczawiowego metoda hodowli Aspergillus niger w
podtozu statym ze wzgledu na wysokie stezenie produktu, przekraczajace 150 g kg™ s.s.
oraz wysoka selektywnosc¢ procesu fermentacji. Opracowana metoda pozwala na efek-
tywne zagospodarowanie produktu ubocznego powstajacego w produkcji biodiesla z
jednoczesnym otrzymywaniem wartosciowego produktu mikrobiologicznego. Kwas
szczawiowy jest silnym kwasem organicznym o mocy porownywalnej z kwasami mine-
ralnymi, stad znajduje bardzo szerokie zastosowanie: w obrobce metali i materialow
wldkienniczych, w farbiarstwie, w garbarstwie, w przemysle papierniczym, w bioreme-
diacji gleb o podwyzszonej zawarto$ci metali cigzkich itd. Celowe jest wigc kontynu-
owanie badan nad optymalizacja warunkéw hodowli plesni Aspergillus niger S w kie-
runku maksymalizacji tworzenia tego cennego bioproduktu.

Biotechnologia 6(3) 2007
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RAPESEED MEAL AS A SUBSTRAT FOR BIOSYNTHESIS
OF OXALIC ACID BY SOLID STATE FERMENTATION

Abstract. Aspergillus niger S culturing by the solid state method of fermentation was
used for bioutilization of oilseed meal, the byproduct of biodiesel production, to oxalic
acid synthesis. The amount of product calculated on substrate dry matter amounted to
150 g kg™

The bioprocess was characterized by high chemical selectivity as only oxalic acid was
found in the post fermentation media. Moisture of the substrate in the range of 45 do 70%
did not influence on the product concentration.

Keywords: rapeseed meal, oxalic acid, Aspergillus niger, solid state fermentation
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POROWNANIE PROFILI LOTNYCH ZWIAZKOW
ZAPACHOWYCH SEROW HANDLOWYCH

I WYTWARZANYCH Z UDZIALEM DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA"

Marek Szottysik, Monika Zelazko,
Anna Dabrowska, Xymena Potomska,
Maria Wojtatowicz, J6zefa Chrzanowska

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Przedmiotem badan bylo poréwnanie profilu lotnych zwiazkow zapacho-
wych sera wyprodukowanego z dodatkiem szczepionki drozdzy Yarrowia lipolytica z
profilami seré6w handlowych takich gatunkéw, jak: szwajcarski (Ementaler), holenderski
(Gouda), angielski (Cheddar), z porostem i przerostem plesniowym (Camembert
i Rokpol). We wszystkich serach oznaczono liczebnos¢ drozdzy oraz podstawowy sktad
chemiczny i kwasowos¢. Lotne zwiazki zapachowe ekstrahowano z serow do fazy stalej
(metodg SPME) i analizowano metoda GC/MS. Najwyzsze st¢zenie lotnych zwigzkow
wykazano w doswiadczalnych serach otrzymanych z dodatkiem kultury drozdzowej. W
serach tych w puli wszystkich zidentyfikowanych substancji dominowaly produkty po-
chodzace z rozktadu thuszczu oraz powstajacy z tryptofanu kwas indolo-3-octowy. Profil
lotnych zwiazkéw zapachowych tych serdw okazal si¢ najbardziej podobny do profili
handlowych serow plesniowych.

Stowa Kluczowe: drozdze, Yarrowia lipolytica, sery, dojrzewanie, lotne zwiazki zapa-
chowe

WSTEP

Cechy organoleptyczne serow ksztaltowane sa przez zwiagzki powstajace w wyniku
wieloetapowych przemian degradacyjnych, jakim podlegaja gldwne sktadniki tych
produktow: biatka, tluszcz i laktoza. Za przemiany te odpowiedzialne sa enzymy wyste-
pujace w serze, a ich zrodtem, oprdcz naturalnych biokatalizatorow mleka i podpuszczki,

* Praca zostala wykonana w ramach grantu wewngtrznego Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu 503/GW/07.
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sa mikroorganizmy wprowadzane w procesie technologicznym, jako kultury starterowe
[Fox 1995]. W serach podczas dojrzewania rozwija si¢ rowniez mikroflora dzika nie-
starterowa, ktora moze by¢ dodatkowym zrodtem enzymow.

Wsréd tej mikroflory znaczny udziat wykazuja drozdze. Ich wystgpowanie potwier-
dzono w réznych typach seréw [Fleet i Main 1987, Fleet 1992, Besancon i in. 1992,
Viljoen i in. 1995, Roostita i Fleet 1996, van den Tempel i Jacobsen 1998, Wojtatowicz
i in. 2001]. Drobnoustroje te do niedawna postrzegane byly gldwnie jako czynnik po-
garszania si¢ jakosci serdw. Jednak w obrebie ich bardzo zrdznicowanej na ogét popula-
cji, stwierdza si¢ réwniez wystepowanie szczepow, ktore pozytywnie wptywaja na ksztal-
towanie cech smakowo-zapachowych seréw [Fleet 1992, van den Tempel i Jakobsen,
1998 12000, Guerzoni i in. 1998, Wyder i in. 1999, Gdula 2001].

Najlepszymi cechami z technologicznego punktu widzenia odznaczaja si¢ drozdze
Yarrowia lipolytica, ktére moga by¢ wykorzystane w serowarstwie w formie wspoma-
gajacej kultury starterowej. Aktywne uczestnictwo tych drozdzy w dojrzewaniu serow
zwigzane jest gtdwnie z ich zdolnoscig asymilowania kwasu mlekowego i cytrynowego,
a takze wytwarzania enzymow proteolitycznych i lipolitycznych [Suzzi i in. 2001].
Uwalniane pod wptywem ich enzymow produkty rozktadu biatek i thuszczu przyczynia-
ja si¢ do powstawania licznych zwiazkéw odpowiedzialnych za ksztattowanie cech
organoleptycznych seréw [Basancon i in. 1992, Addis i in. 1999, Larsen i in. 1999].
Badania innych autoréw potwierdzaja, ze wykorzystanie drozdzy Y. lipolytica do pro-
dukcji seré6w ograniczyto w nich zmienno$¢ mikroflory drozdzowej, a takze wptyneto
na popraw¢ cech jakosciowych gotowych produktow, przy jednoczesnym skrdceniu
czasu ich dojrzewania [Ferreira i Viljoen 2003, van den Tempel i Jakobsen 2000].

Wprowadzenie nowego, wyselekcjonowanego szczepu drozdzy Y. lipolytica do sera
i ocena profilu zwiazkow zapachowych dojrzatego produktu w poréwnaniu do profili
tych zwiazkéw w wybranych gatunkach serow handlowych jest waznym elementem
weryfikacji jego przydatnosci, jako kultury starterowe;.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowily sery doswiadczalne wyprodukowane z udziatem
szczepu drozdzy Y. lipolytica J1llc i sery handlowe, nalezace do takich gatunkéw jak:
szwajcarski Ementaler, holenderski Gouda, angielski Cheddar oraz sery z porostem
i przerostem plesniowym: Camembert i Rokpol.

Sery doswiadczalne produkowano w warunkach poéltechnicznych z mleka pastery-
zowanego i znormalizowanego, do ktérego dodano szczepionke mezofilnych bakterii
kwaszaco-aromatyzujacych typu LD (Chr. Hansen] i kulturg drozdzy Y. lipolytica J1l1c.
Drozdze namnozono w hodowli prowadzonej metoda wstrzasarkowa, na podlozu YCG
zawierajacym (g1"): ekstrakt drozdzowy — 1,7; kazeing — 2,0; glukoze — 10, w tempera-
turze 28 °C przez 48 h. Po zakoficzeniu hodowli biomase odwirowano i wprowadzono
do mleka serowarskiego w ilosci 10° j.t.k.’ml’l. Sery po nasoleniu dojrzewaly przez
okres 8 tygodni w temperaturze 15 °C, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 85%.

W serach okreslono liczebno$¢ drozdzy metoda ptytkowa na podtozu OGY o skta-
dzie (g 1'"): agar — 15,0; ekstrakt drozdzowy — 5,0; glukoza — 20,0; chlorowodorek oksy-
tetracykliny — 0,1. Ptytki inkubowano w temperaturze 30 °C przez 72 godziny.

Sktad chemiczny i kwasowos$¢ serdw oznaczono standardowymi metodami wedtug
Zmarlickiego [1981].
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Lotne zwiazki zapachowe ekstrahowano z wodnego homogenatu sera (1:1 w/v) in-
kubowanego w temp. 50 °C metoda mikroekstrakeji do fazy statej (SPME), wykorzystu-
jac dwie fazy stacjonarne Carboxen/polidimetylosiloksan (CAR/PDMS) i Carbo-
wax/diwinylobenzen (CW/DVB). Termiczng desorbcj¢ analizowanych substancji pro-
wadzono w dozowniku chromatografu gazowego eksponujac wiokno mikrostrzykawki
przez 3 min w temperaturze 240 °C. Rozdzial wykonano metoda chromatografii gazo-
wej w aparacie firmy Agilent Technologies wyposazonym w detektor masowy
(GC/MS) w nastepujacych warunkach: kolumna 60 m x 250 pm x 0,25 pm, 40 °C
(5min) do 240 °C (4 °C/min), gaz nosny — hel (20cm/s), split 100:1. Identyfikacje sub-
stancji wykonywano w oparciu o analiz¢ poréwnawcza widm masowych z komercyjna
biblioteka widm NIST.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Na rysunku 1 przedstawiono wyniki oznaczen liczebnosci drozdzy w serach do-
$wiadczalnych, do ktérych wprowadzono szczep Y. lipolytica Jlllc, oraz w wybranych
serach handlowych: szwajcarskim Ementalerze, holenderskim Gouda, angielskim Ched-
dar i serach z porostem i przerostem plesniowym: Camembert i Rokpol.
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Rys. 1.  Liczebnos¢ drozdzy w serach doswiadczalnych i handlowych
Fig. 1. Total yeast count in commercial cheeses and experimental cheese, produced with
Y. lipolytica yeast
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Po 8 tygodniach dojrzewania serow doswiadczalnych wielkos¢ populacji drozdzy
wynosita 8,25 log j.t.k./g sera. Zblizone wartosci wykazywali roéwniez inni badacze,
ktorzy zastosowali, jako ko-startery, w procesie produkcji sera drozdze tego samego
gatunku [Guerzoni i in. 1998, Wyder i in 1999, van den Tempel i Jakobsen 2000, Gdula
2001]. W analizowanych serach kontrolnych, do ktérych nie wprowadzono wspomaga-
jacej kultury drozdzy, ich liczebnos¢ wynosita 2,17 log j.t.k./g sera.

W serach handlowych wielkos$¢ populacji dzikiej mikroflory drozdzowej byla zroz-
nicowana. Najwyzszy jej poziom, wynoszacy 9,45 log j.tk./g, wykazano w serze
Rokpol, podczas gdy w serach typu szwajcarskiego, angielskiego i holenderskiego byly
to wartosci nizsze i zawieraly si¢ w przedziale 3,23—4,63 log j.t.k./g (rys. 1). Otrzymane
wyniki sa zbiezne z doniesieniami innych autoréw, ktdrzy wykazywali najwyzsza li-
czebno$¢ drozdzy, na poziomie 4,0-9,0 log j.t.k./g, w serach migkkich i pétmigkkich. W
serach pottwardych i twardych jest ona nizsza i na ogo6t zawiera si¢ w przedziale od 4,0
do 6,0 log j.t.k./g [Fleet 1992, Fleet i Main 1987, Roostita i Fleet 1996, van den Tempel
i Jacobsen 1998, Besancon i in. 1992, Wojtatowicz i in. 2001].

W badanych serach okreslono podstawowy sktad chemiczny i kwasowos¢ czynna
(tab. 1). Zawartos¢ suchej masy serow doswiadczalnych wyprodukowanych w skali
poéltechnicznej byla wyréwnana i zawierata si¢ w przedziale 55,93-56,19%, co pozwoli-
1o na ich zakwalifikowanie do grupy seréw twardych. W serach kontrolnych dojrzewa-
jacych jedynie przy udziale mezofilnych paciorkowcow mlekowych odnotowano pH na
poziomie 5,47, podczas gdy w serach wyprodukowanych z dodatkiem drozdzy byta to
warto$¢ wyzsza o okoto jedna jednostke. Wykazano réwniez, ze podstawowy sktad
chemiczny i kwasowos¢ serow handlowych byty typowe dla przedstawicieli wybranych
gatunkow i nie réznity si¢ one od wartosci cytowanych w literaturze [Fox 2000].

Tabela 1. Parametry fizykochemiczne seréw handlowych i doswiadczalnych, wyprodukowanych
z dodatkiem drozdzy Y. lipolytica JII1c

Table 1. Physico-chemical properties of commercial cheeses and experimental cheese, pro-
duced with Y. lipolytica yeast

Sucha Thuszez Thuszez Biatko NaCl pH
Sery masa Fat W s.m. Protein [%]
0, 1 0,
Cheeses Dry [%] Fat in dry [%)]
matter matter
[%] [%]
Dodwiadczalne Ié;’gg;’ia 56,19 22,72 40,43 30,12 1,17 547
Experimental -y ivica 55,93 22,69 40,56 30,39 1,16 6,19
Rokpol 57,24 30,62 53,49 22,64 347 6,20
Camembert 45,82 23,34 50,93 19,43 2,12 4,50
Handlowe Cheddar 54,56 27,04 49,56 24,11 1,43 5,10
Commercial
Gouda 54,96 22,98 41,81 27,94 1,94 5,90
Ementaler 61,28 29,71 48,48 28,8 2,10 5,20
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Kontrola/Control

Rys. 2.

Fig. 2.
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Profile lotnych zwiazkow zapachowych
serow handlowych i wyprodukowanych
z udzialem drozdzy Y. lipolytica JII1.
Wykaz zwiazkéw (od 1 do 32) wedhug
numeréw przedstawiono w tabeli 2.
Ilo$¢ substancji wyrazono jako wyso-
kos¢ sygnatu uzyskanego w rozdziale
chromatograficznym

Volatile aroma compounds profiles of
commercial cheeses and experimental
cheese produced with Y. [lipolytica
yeast. The numbers (1-32) of volatile
compounds are shown in table 2. Con-
centrations are expressed as height of
peaks of chromatogram
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Tabela 2. Procentowy udziat lotnych zwiazkéw zapachowych seréw handlowych i wyprodu-
kowanych z udziatem drozdzy Y. lipolytica Jll1c.

Table 2. Relative concentration of volatile aroma compounds in commercial cheeses and
experimental cheese produced with Y. lipolytica yeast

Ser doswiadczalny Sery handlowe
Experimental cheese Commercial cheeses
Zwiazki E 3 , y k)
Compounds £ £, 2 g § g £
EE S % 5% 2 2 2
MO NEE & O 9 @) O m
ALDEHYDY/ALDEHYDES
1 aldehyd octowy/acetaldehyd - 3,1 1,8 - - -
2 2-metylopropanal/2-methylpropanal - - 0,8 - - - -
3 3-metylobutanal/3-methylbutanal - - 5,5 - - - -
4 2-propenal - 1,8 2,0 - - - -
KETONY/KETONES
5 2-butanon - - 4.4 - - - -
6  2-pentanon - - 1,8 - - - -
7 2-heksanon/2-hexanon - - 1,2 - - - -
8  3-hydroksy-2-butanon/3 hydroxy-2-butanon - - 0,8 - - 1,7 -
9  2-heptanon - - 52 - - - -
10  2-tridekanon/2-tridecanon - 3,6 - - - - -
11 2-pentadekanon/2-pentadecanon — - 0,2 - - - -
12 2-nonanon - 42 7,9 1,6 - - 4.8
13 2-undekanon/2-undecanon - 74 24,2 7,1 10,3 5,7 19,0
14 5-metylo-2-heksanon/5-methyl-2-heksanon - - 2,3 3,6 - - -
15  2-metylo-4-heptanon/2-methyl-4-heptanon 5,9 2.8 2.3 1,5 3,0 - -
ALKOHOLE/ALKOHOLS - - - - - - -
16  3-metylo-1-butanol/3-methyl-1-butanol 12,5 - 0,3 - - - -
17  3-metylobutanol/3-methylbutanol - 5,5 - 10,1 2.4 20,8 129
18  2-heptanol 26,1 10,5 .4 227 59,1 273 125
19  2-fenyloetanol/2-phenylethanol - 3,9 7,3 48 - - 6,0
20  2-propanol - 1,7 - - 4,1 5,8
21  2-etylo-2-metylotridekanol/2-ethyl-2-
. 13,9 - - - 6,9 - -
-methyltridecanol
KWASY/CARBOXYLIC ACIDS
22 Kwas propionowy/Propionic acid - - - - - - 9,8
23 Kwas kapronowy/Caproic acid - 9,2 72 10,1 - - 1,9
24  Kwas kaprylowy/Caprylic acid - 4,6 4,1 6,8 - - -
25 Kwas kaprynowy/Caprynic acid - 32 32 5,5 - 17,0

26  Kwas laurynowy/Laurynic acid - 2.4 2,5 4,5 6,3 7.4 11,3
27  Kwas mirystynowy/Myristic acid 11,8 1,3 2,4 3,1 4,1
28 Kwas indolo-3-octowy/ Indolo-3-acetic acid 7,6 20,3 1,5 54 - - -
LAKTONY/LACTONES

29  §-dodekalakton/3-dodecalacton - 32 5,8 3,6 7,9 5,0 11,9
30 d-tetradekalakton/d-tetradecalacton 222 2,0 1,4 6,8 - 15,1 -

31  y-dekalakton/y-decalacton - 9,2 1,0 - - - -
ESTRY/ESTERS

32 ester metylowy kwasu oktadekanowego/

octadecanoic acid methyl ester B B 1.5 2,6 B B B

W badanych serach analizowano lotne zwiazki zapachowe po ich uprzedniej eks-
trakcji do fazy stalej. Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tabeli 2 oraz zilustrowa-
no graficznie w postaci charakterystycznych profili (rys. 2). Gléwnymi grupami zwiaz-
kéw chemicznych, jakie zidentyfikowano w serach, byly: aldehydy, ketony, metyloke-
tony, alkohole, kwasy, laktony i estry.
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Wykazano, ze w serach doswiadczalnych, do ktérych wprowadzono kultur¢ drozdzy
Y. lipolytica J1l1c, stezenie lotnych zwiazkéw zapachowych, wyrazone jako pole po-
wierzchni profilu wykreslonego na podstawie wysokosci sygnalow uzyskanych w roz-
dziale chromatograficznym bylo najwyzsze (rys. 2). W puli analizowanych zwigzkow
dominowaty drugorz¢dowe alkohole i kwasy tluszczowe, ktorych procentowy udziat
wynosit odpowiednio 21,6% i 20,7%.

Hydroliza triacylogliceroli, jaka ujawnia si¢ w serach poprzez nagromadzanie si¢
wolnych kwasdéw tluszczowych, w duzej mierze determinuje cechy sensoryczne tych
produktow. Zwiazki te bezposrednio przyczyniajq si¢ do ksztaltowania smaku i zapachu
serow, ale moga by¢ takze prekursorami innych zwiazkéw ksztaltujacych finalng ich
jako$¢, takich jak: ketony, alkohole czy estry [Jollivet i in. 1994, Molimard i in. 1997,
Cichosz 1997, Gardini i in. 1999, Pandey i in. 1999, McSweeney i Sousa 2000].

Sposrdd wszystkich uwalnianych z thuszezu mlecznego kwasow najwigksze znacze-
nie w ksztattowaniu cech sensorycznych seréw maja kwasy krotko- i sredniotancucho-
we [Fox i in. 1995]. W serach otrzymanych z dodatkiem drozdzy Y. lipolytica Jlllc,
wystgpowaly wolne kwasy thuszczowe: kapronowy, kaprylowy, kaprynowy, laurynowy
i mirystynowy (tab. 2, rys. 2). Ich nagromadzenie si¢ wynikato ze zdolnosci badanych
drozdzy do syntezy zardwno zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych enzyméw lipolitycz-
nych, hydrolizujacych lipidy mleka w §rodowisku sera [Szottysik 2004, Szottysik i in.
2006].

Badany szczep drozdzy uczestniczyt réwniez w katabolizmie wolnych kwasow
thuszczowych przyczyniajac si¢ do powstania znacznych ilosci ketonéw (2-tidekanonu,
2-nonanonu, 2-undekanonu), drugorz¢dowych alkoholi (2-propanolu i 2-heptanolu),
a takze 6-dodekalaktonu i y-dekalaktonu (tab. 2).

Substancje, jakie zaobserwowano w serach wyprodukowanych z dodatkiem drozdzy
Y. lipolytica J111c wykazano takze w handlowych serach z przerostem i porostem plesni
(ser Rokpol i Camembert), o czym $wiadczy duze podobienstwo ich profili przedsta-
wionych na rysunku 2. Obecno$¢ tych samych substancji w serach plesniowych po-
twierdzili réwniez inni autorzy [McSweeney i Sousa 2000, Collins i in. 2003], ktorzy
zajmowali si¢ analiza sktadnikéw odpowiedzialnych za tworzenie cech smakowo-
zapachowych tych produktow. Wykazali oni, ze o charakterystycznym smaku i zapachu
analizowanych seré6w decyduja gtéwnie nasycone n-metyloketony o nieparzystej liczbie
atomoéw wegla w czasteczee (3-15 atomdw), ktorych stezenie najczesciej wynosi od 30
do 50 mg/100 g sera [Collins i in., 2003]. Druga w kolejnosci po ketonach, wazna grupa
zwigzkow wplywajaca na jakos¢ serow plesniowych sa wolne kwasy ttuszczowe o diu-
gosci tancucha weglowego od 4 do 18 atoméw wegla z przewaga kwasow krotko-
i $redniotancuchowych [McSweeney i Sousa 2000]. W formowaniu aromatu serow
biora réwniez udzial drugorzedowe alkohole, wsrdéd ktorych dominuje 2-heptanol,
a takze powstajace z hydroksykwasow laktony, gtéwie &- i y-laktony o 10 i 12 atomach
wegla w czasteczce [Cichosz 1997]. W serach handlowych z porostem i przerostem
plesni zaobserwowano rdwniez wystgpowanie estru metylowego kwasu stearynowego,
ktérego nie identyfikowano w prébach seréw doswiadczalnych.

W pozostalych typach serow handlowych, dojrzewajacych gltownie przy udziale
bakterii, udzial lotnych zwigzkéw pochodzacych z degradacji ttuszczu byly znacznie
nizsze (rys. 2). W serze Cheddar, Gouda i Ementaler stwierdzono jedynie obecnos¢
2-undekanonu, 2-heptanolu, kwasu laurynowego i d-dodekalaktonu, a w serze Gouda
dodatkowo kwasu kapronowego i d-tertadekalaktonu. Wyniki te potwierdzaja doniesienia
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innych autoréw, ktorzy wykazali, ze w skladzie zwiazkow tworzacych aromat tych
serow dominuja gldwnie substancje powstajace w wyniku katabolizmu aminokwasow
[Fox i in. 2000, Singht i in. 2003, Smit i in. 2005, Dirinck i de Winne 1999, Thierry i in.
2004].

Aktywne uczestnictwo drozdzy Y. lipolytica w procesie dojrzewania serow i formo-
waniu ich aromatu zwigzane jest gldwnie z tym, ze gatunek ten wykazuje wysoka ak-
tywno$¢ proteolityczng. Aktywnos¢ endopeptydazowa tych drozdzy ujawnia si¢ zarow-
no w $rodowisku kwasnym, jak i zasadowym [Lenoir 1984, Ogrydziak 1993, Sinigaglia
iin. 1994, Roostita i Fleet 1996, Glover i in. 1997]. Gatunek ten zdolny jest do biosyn-
tezy pozakomdrkowej zasadowej proteinazy serynowej, a takze kwasnej aspartylowej
[Ogrydziak 1993, Young i in. 1996, Glover i in. 1997]. Niektore szczepy syntetyzuja
proteinaze aktywna w §rodowisku obojetnym [Ogrydziak 1993]. Wiele doniesien wska-
zuje rdwniez na aktywny udziat Y. lipolytica w katabolizmie wolnych aminokwaséw, o
czym moze $wiadczy obecnos$¢ produktéow ich degradacji, identyfikowanych w podto-
zach organicznych, w ktérych prowadzono hodowle tego gatunku [Gardini i in. 2006].

W serach wyprodukowanych z dodatkiem badanego szczepu drozdzy zidentyfiko-
wano wprawdzie produkty powstajace z rozkladu biatka, cho¢ ich wplyw na walory
sensoryczne nie byt tak znaczacy jak w przypadku zwiazkdéw powstajacych z thuszczu.

W serach, do ktorych wprowadzono drozdze Y. lipolytica J1l1c, wykazano obecnosé
zwigzkéw zapachowych powstajacych z aminokwaséw aromatycznych, a takze posia-
dajacych rozgateziony tancuch weglowy. Najwigkszy udziat 20,3% w puli wszystkich
zidentyfikowanych lotnych substancji posiadat kwas indolo-3-octowy powstajacy w
wyniku rozktadu tryptofanu. Jego obecno$¢ w znacznie nizszym stgzeniu wykazano
rowniez w serze kontrolnym wyprodukowanym bez udziatu drozdzy, a takze w serze
Camembert.

Wsréd produktéw katabolizmu izoleucyny wykazano 2-metylobutanol, ktérego wy-
stgpowanie stwierdzono rowniez w badanych serach z porostem plesni, a takze w serach
typu angielskiego, holenderskiego i szwajcarskiego.

Produktem rozktadu fenyloalaniny byt 2-fenyloetanol, ktérego wystgpowanie zaob-
serwowano rowniez w grupie analizowanych handlowych serow plesniowych. Jego
powstawanie jest wynikiem reakcji transaminacji i redukcji prowadzonej przez drozdze
rozwijajace si¢ na powierzchni serow, gldwnie plesniowych i maziowych [McSweeney
i Sousa 2000]. Analiza wynikoéw uzyskanych w toku przeprowadzonych badan wskazu-
je na zwiazek pomiedzy wystgpowaniem w serach 2-fenyloetanolu a wysoka liczebno-
$cig drozdzy zaréwno starterowych, jak i niestarterowych.

W badanych serach handlowych wykazano obecnos$¢ lotnych zwiazkow charaktery-
stycznych dla danego typu tych produktow. W serze Ementaler zaobserwowano wyste-
powanie kwasu propionowego, tworzonego z L-mleczanu przez bakterie z rodzaju Pro-
pionibacterium [Thierry 1 in. 2004]. W serze Gouda natomiast wystgpowat 3-hydroksy-
-2-butanon (acetoina), powstajacy w wyniku enzymatycznej kondensacji dwoch czaste-
czek aldehydu octowego lub redukcji diacetylu [Dirinck i Winne 1999]. W serach doj-
rzewajacych z udziatem szczepu Y. lipolytica JIl1c nie wykazano ani kwasu propiono-
wego, ani 3-hydroksy-2-butanonu.
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WNIOSKI

1. Najwyzsze stgzenie lotnych zwiazkow wykazano w serach dojrzewajacych z do-
datkiem drozdzy Y. lipolytica Jll1c, w puli ktorych dominowaly pochodzace z rozktadu
lipidow drugorzedowe alkohole i kwasy ttuszczowe oraz kwas indolo-3-octowy powsta-
jacy z rozktadu tryptofanu.

2. Sery doswiadczalne wykazywaly najwigksze podobienstwo w skladzie lotnych
zwiazkdéw zapachowych do sera Rokpol i Camembert.

3. We wszystkich serach handlowych wykazano typowe dla ich gatunkow lotne
zwiazki zapachowe.
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COMPARISON OF AROMA COMPOUNDS PROFILES
OF COMMERCIAL CHEESES AND CHEESE PRODUCED
WITH YEAST YARROWIA LIPOLYTICA

Abstract. The aim of the study was to compare of aroma compounds profiles of experi-
mental cheeses produced with Yarrowia lipolytica JIl1c with those of commercial che-
eses: Emmental, Gouda, Cheddar, Rokpol and Camembert. The level of yeast number as
well as chemical composition and acidity were determined in all cheeses. Volatile aroma
compounds were isolated from cheeses using solid phase microextraction (SPME) method
and analysed by GC/MS method. The highest relative concentration of secondary alco-
hols, fatty acids and 3-indolo acetic acid were found in experimental cheese. The profile
of aroma compounds of this cheese appeared to be similar to profiles of mould cheeses.

Key words: yeast, Yarrowia lipolytica, cheese ripening, volatile aroma compounds
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