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Celem pracy byla ocena wplywu skliadu podioza fermentacyjnego
i zastosowanych kultur drozdzy Saccharomyces cerevisiae Oy, i Kluyveromyces
fragilis na przebieg fermentacji alkoholowej i jakos¢ spirytusu surowego.

Do badan przygotowano szes¢ rozmnych podlozy fermentacyjnych: cztery
z nich byly mieszankami melasy i serwatki, a dwa pozostate wykonano na bazie
samej melasy oraz samej serwatki. Fermentacje alkoholowg prowadzono przez
7 dni w temperaturze 28°C, a nastepnie oznaczano ilos¢ otrzymanego alkoholu.

llosciowq analize skladu zanieczyszczen wykonano na chromatografie
gazowym sprzezonym ze spektrometriqg mas (GC/MS).

Poréwnujgc koncowq zawartos¢ alkoholu w odfermentowanych podlozach
mieszanych zaobserwowano, Ze zastgpienie wody wodociggowej serwatkq
w dawkach nie przekraczajgcych 45g/100g zwigksza wydajnosé procesu.
Warunkiem wykorzystania laktozy zawartej w serwatce jest dodatek do podtoza
drozdzy Kluyveromyces fragilis, ktore w przeciwienstwie do drozdzy
S. cerevisiae fermentujq laktoze.

Otrzymany spirytus surowy po fermentacji podlozy melasowych z dodatkiem
serwatki, ze wzgledu na duzq zawartos¢ zanieczyszczen nie nadaje sig
do produkcji wodek a jedynie moze by¢ wykorzystany do pozyskiwania
biopaliw.

Hasta kluczowe: fermentacja alkoholowa, melasa, serwatka, zanieczyszczenia
spirytusu.
Key words: an alcoholic fermentations, molasses, whey, pollutions in alcohol.

Przeksztatcenie cukrow w etanol zachodzi podczas fermentacji alkoholowej
i jest procesem bardzo ztozonym. Jest to cigg wielu reakcji chemicznych
przebiegajacych przy udziale odpowiednich enzymoéw wytwarzanych przez
drozdze. Proces fermentacji alkoholowej rozpoczyna si¢ od glikolizy
(zwanej inaczej szlakiem Embdena-Meyerhofa-Parnasa). Powstaly w glikolizie
pirogronian jest transportowany do matriks mitochondrialnej przez przeno$nik
znajdujacy sie¢ w blonie mitochondrialnej komoérek drozdzy. W matriks
mitochondrialnej pirogronian jest oksydacyjnie dekarboksylowany przez kompleks
enzymatyczny dehydrogenazy pirogronianowej do aldehydu octowego i CO..
Z kolei aldehyd octowy jest przeksztatcany do alkoholu etylowego przy udziale
enzymu dehydrogenazy alkoholowej (1).
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W procesie fermentacji powstaja takze produkty uboczne fermentacji, takie jak:
aldehydy, estry, kwasy organiczne i alkohole wyzsze. Uwaza si¢, ze do spirytusu
surowego przechodzi okoto potowy ogoélnej iloSci produktow ubocznych
wytworzonych w czasie fermentacji (0,5% w stosunku do alkoholu etylowego
zawartego w spirytusie surowym) (2, 3).

W spirytusie surowym stwierdzono wystepowanie okoto stu roznych zwiazkoéw
chemicznych. Ilosciowy 1 jakoSciowy sktad tych zanieczyszczen w duzym stopniu
zalezy od rodzaju surowcow, z ktorych wyprodukowano spirytus, rasy drozdzy,
oraz zastosowanej technologii przygotowania i fermentacji brzeczki (2-5).
Wystepowania ubocznych produktéw fermentacji alkoholowej nie mozna unikngc,
ale czesto stosujac wlasciwg technologie mozna znacznie ograniczy¢ ich ilos¢ (6, 7).

Celem pracy byla ocena wptywu sktadu podloza fermentacyjnego
i zastosowanych kultur drozdzy Saccharomyces cerevisiae O; i Kluyveromyces
fragilis na przebieg fermentacji alkoholowej 1 jako$¢ spirytusu surowego.

MATERIAL I METODY

Do badan przygotowano 6 roznych podlozy fermentacyjnych o nastepujacym
sktadzie (tab. 1)

Tabela |. Sktad przygotowywanych do fermentacji podtozy
Table I. Composition of the pre-fermentation substrates

. Skiadniki [g/100g]
Nr podtoza
Melasa Serwatka Woda

1. 27 10 63
2. 27 23 50
3. 27 45 28
4. 27 73 0

5. 0 100 0

6. 27 0 73

Melasa charakteryzowata si¢ ekstraktem 75°Blg oraz $rednig zawartoscia
sacharozy na poziomie 50%. Serwatke (WSM ,,Ostrowia””) dodawano do podtoza
fermentacyjnego jako roztwoér sporzadzony z 60g odwodnionej serwatki
rozpuszczonej w litrze wody wodociagowej. Do badan wykorzystano dwa szczepy
drozdzy Saccharomyces cerevisiae O;; i Kluyveromyces fragilis pochodzace
z Muzeum Czystych Kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci.

Fermentacje prowadzono przez 7 dni w temperaturze 28°C. Inokulum stanowita
24h hodowla szczepoéw Saccharomyces cerevisiae Oq; i Kluyveromyces fragilis
w ilosci 5% (v/v). Aby stwierdzi¢, ktoéry wariant podloza fermentacyjnego jest
najkorzystniejszy do produkcji spirytusu po 7 dniach fermentacji oznaczano ilo$¢
otrzymanego alkoholu metodg areometryczna.
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Do identyfikacji i iloSciowej analizy zwiazkow chemicznych w uzyskanych
probkach spirytusu surowego wyroéwnano stezenie alkoholu za pomoca czystego
spirytusu rektyfikowanego. Wydzielanie i koncentracje zawartych w destylatach
zwigzkdéw chemicznych prowadzono w aparacie (Supelco, USA) z zastosowaniem
mikroekstrakcji fazy stacjonarnej (SAME) oraz wlokna ekstrakcyjnego
(CAR/PDMS).

Po zakonczeniu procesu wydzielania badanych zwiazkéw chemicznych witokno
przenoszono z kolbki z probka do miejsca nastrzykowego chromatografu gazowego
HP 6890, gdzie nastgpowata termodesorpcja zwigzkéw chemicznych a nastepnie
ich rozdzielenie i detekcja w uktadzie GC/MS.

Identyfikacj¢ zwigzkéw chemicznych przeprowadzono poprzez pordéwnanie
zarejestrowanych widm z widmami obecnymi w bazie danych NIST.
Do identyfikacji wykorzystywano takze czasy retencji zarejestrowanych zwigzkow.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Porownujac koncowa zawarto$¢ alkoholu w brzeczkach pofermentacyjnych
mieszanych zaobserwowano, ze im wigcej wody wodociggowej zostaje zastgpione
serwatka, tym wicksza jest wydajno$¢ procesu, ale do pewnej granicy (tab. I1).

Tabela IlI. Wyniki zawartosci alkoholu dla réznych podtozy fermentacyjnych melasowych, melasowo-serwatkowych i
serwatkowych

Table Il. The results for the various alcoholic fermentation substrates molasses, molasses- whey and whey

Nr podtoza Alkohol [%v/V]
8,0
9,0
9,2
2,2
2,0
7,9

AR R N

Najwigcej alkoholu 9,0 i 9,2%(v/v) uzyskano z podtoza 3 i 4, czyli z dodatkiem
23g oraz 45g serwatki, natomiast dodatek 73g serwatki spowodowal gwattowny
spadek do poziomu 2,2%(v/v). W przypadku podioza przygotowanego tylko
z serwatki odnotowano najmniejsza zawarto$¢ alkoholu 2,0%(v/v). Uzyskane
wyniki potwierdzaja spostrzezenia Tin i Mawson (8), ktorzy stwierdzili,
ze produkcja etanolu z nie zaggszczonej serwatki nie jest ekonomicznie
uzasadniona, poniewaz przy zawartosci alkoholu w roztworze nie przekraczajacej
2,0% destylacja jest zbyt kosztowna.

Kosikowski i Wzorek (9) stwierdzili, ze podwyzszenie stezenia serwatki, a tym
samym stezenia laktozy przyczynia si¢ do zwigkszenia ilosci otrzymanego
alkoholu. Nie mozna jednak doprowadzi¢ do zbyt duzego skoncentrowania cukrow.
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Wedtug Wzorka (10) badajacego wykorzystanie serwatki do produkcji winiarskiej,
nadmierne stezenie serwatki powoduje wzrost ciSnienia osmotycznego w podiozu
fermentacyjnym i prowadzi do zahamowania aktywnos$ci drozdzy.

Nalezy podkresli¢, ze warunkiem wykorzystania laktozy zawartej w serwatce jest
dodatek do podtoza drozdzy Kluyveromyces fragilis, ktére w przeciwienstwie do
drozdzy S. cerevisiae fermentujg laktoze (9, 11).

W badanych probkach zidentyfikowano od 15 do 25 zwiazkéw chemicznych.
W tabeli 1ll przedstawiono zawartoSci osmiu najczesciej wystepujacych
zanieczyszczen Spirytusu.

Tabela Ill. Charakterystyka uzyskanych destylatow ze wzgledu na zawarto$¢ poszczegdlnych zanieczyszczen
Table Il1. Characteristics of distillates obtained due to the content of individual pollutants
) ] o Zawarto$¢ zwigzku chemicznego [g/dm?]
Zidentyfikowane zwigzki _ _ . _ _ _
chemiczne Prébka Prébka Prébka Prébka Prébka Prébka
1 2 3 4 5 6

Aldehyd octowy 0,013 0,008 0,056 0,020 0,109 0,053
Alkohol fenylowo-etylowy 0,046 0,024 0,163 0,021 0,054 0,070
Octan etylu 0,492 0,343 0,068 0,219 0,300 0,160
Acetyl 0,038 0,097 0,044 0,026 0,226 0,075
3-metylol-butanol 0,162 0,388 0,224 0,081 0,069 0,241
2-metylol1-butanol 0,066 0,052 0,104 0,009 0,208 0,143
Maslan etylu 0,120 0,079 0,326 0,621 0,014 0,231
Benzylonitryl 0,060 0,006 0,003 0,0008 0,017 0,024

Z przeprowadzonych badah wynika, iz skfad chemiczny destylatow jest bardzo
zréznicowany w zalezno$ci od uzytego podloza w czasie fermentacji alkoholowe;j.

W badanych probkach destylatéw zaobserwowano przede wszystkim duza
zawartos¢ fuzli, co stanowi powazne utrudnienie w otrzymywaniu spirytusu
rektyfikowanego (tab. IV).

Tabela IV. Zestawienie zawartosci glownych grup zwigzkéw w spirytusie surowym uzyskanym z réznych podtozy
Table 1V. Summary of the contents of the main groups of compounds in crude spirits derived from different substrates

Numer Zawarto$¢ aldehydéw Zawartos¢ fuzli Zawartos¢ estréw
probki [g/dm?] [g/dm?] [g/dm?]

1 0,051 0,701 0,226

2. 0,105 0,464 0,428

3. 0,100 0,491 0,397

4. 0,046 0,111 0,848

5. 0,335 0,137 0,331

6. 0,128 0,444 0,554

W probkach nr 1, 2, 3 i 4 wynosita ona ponad 0,4g/dm®. Najmniejsza ilos¢ fuzli
(0,111 i 0,137 g/dm®) ustalono w destylatach otrzymanych z procesu fermentacji
podlozy nr 4 i 5, w ktorych bylo najwigcej serwatki (73% 1 100%),
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a uzyskany alkohol nie przekroczyt 2,2%(v/v). W poréwnaniu do ilosci alkoholu,
zawarto$¢ wyzszych alkoholi w tych probkach rowniez byta bardzo wysoka. Zatem
mozna stwierdzi¢, ze dodatek serwatki do podloza melasowego prowadzi
do wytworzenia wigkszych ilosci wyzszych alkoholi okreslanych jako fuzle.
Zwiazane jest to ze zwickszong zawarto$cig biatka (aminokwaséw) w serwatce.
Powstawanie alkoholi wyzszych ma miejsce podczas metabolizmu drozdzy, ktore
odszczepiaja z aminokwasow amoniak w celu syntezy wlasnego biatka, a pozostate
reszty w postaci wyzszych alkoholi sa wydzielane z komorki np.: izobutanol tworzy
si¢ z alaniny, 3-metylobutanol z leucyny, 2-metylobutanol z izoleucyny (3).

Zawartos¢ aldehydow w badanych destylatach miescita si¢ w przedziale od 0,046
do 0335g/dm®. Wedlug PN-74/A-79523 (12) zawarto$¢ aldehydow
W spirytusie surowym nie moze przekraczac 0,2 g/dm3. Wobec tego tylko probka
otrzymana z fermentacji podloza 6 (100% serwatki) nie spetniala wymagan PN
(12). W badaniach prowadzonych przez Miecznikowskiego i Zielinskg (7)
udowodniono, ze poziom zawartosci aldehydéw w zacierze uzalezniony jest od
poczatkowego ekstraktu pozornego podtoza. W ramach niniejszej pracy taka
tendencje zaobserwowano porownujac ze sobg probki 1, 2, 3 oraz 5 w ktorych wraz
ze wzrostem stezenia cukrow nastgpowat wzrost zawarto$ci aldehydow.

Zawartos¢ estrow w badanych spirytusach surowych byla podobnie wysoka jak w
przypadku fuzli i wynosita od 0,226 do 0,848 g/dm®. Jednak nie stanowi to
problemu, gdyz aldehydy i estry mozna tatwo usungé, gdy stosuje si¢ chemiczne
metody oczyszczania za pomocg NaOH i KMnO,. Powazny problem stanowia
fuzle.

W procesie rektyfikacji usuwa si¢ prawie 99% wyzszych alkoholi. Jednak
pozostawienie nawet 1% fuzli powoduje, iz taki alkohol nie nadaje si¢ do celow
spozywezych. Wedlug PN-74/A-79523 (13) dopuszczalna zawarto$¢ fuzli
w przeliczeniu na alkohol amylowy powinna wynosié: nie wigcej niz 0,005 g/dm’
(spirytus rektyfikowany zwykty), 0,002 g/dm® (spirytus rektyfikowany wyborowy),
0,001 g/dm? (spirytus rektyfikowany luksusowy). Ustalona w badanych probkach
spirytusu surowego ilo$¢ alkoholi wyzszych nie gwarantuje wlasciwego
oczyszczenia w procesie rektyfikacji.

WNIOSKI

1. Serwatka moze by¢ stosowana do produkcji spirytusu surowego jako surowiec
do rozcienczania melasy.

2. Biorac pod uwage fakt, ze jest ona trudnym do utylizacji produktem
odpadowym przemyshi mleczarskiego wykorzystanie jej jest korzystne pod
wzgledem ekologicznym.

3. Otrzymany spirytus surowy po fermentacji podtozy melasowych z dodatkiem
serwatki, ze wzgledu na duza zawarto$¢ zanieczyszczen (przede wszystkim fuzli)
nie nadaje si¢ do produkcji wodek a jedynie moze by¢ wykorzystany do
pozyskiwania biopaliw.
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THE INFLUENCE OF FERMENT MEDIUM AND INVESTIGATED YEASTS FOR ALCOHOLIC
FERMENTATIONS PROCESS AND QUALITY OF RAW ALCOHOL

Summary

The investigations of the influence of ferment medium and used yeast Saccharomyces cerevisiae
011, Kluyveromyces fragilis for an alcoholic fermentations and quality of raw alcohol were the aim of
present work.

There were six different culture mediums: four of them were mixed molasses with whey, one of them
was made based on isolated molasses and the second based on isolated whey. Alcoholic fermentation
was carried out during 7 days at temperature of 28°C and then the amount of obtained alcohol was
measured.

Quantitative analyses of pollution composition were made using a gas chromatograph coupled with
spectroscope of mass (GC/MS).

Comparing final content of alcohol in worts mixed obtained after fermentation it was investigated
that replacement of particular water by whey when the dose does not exceed 45g/100g can increase
productivity of the process. The condition using of lactose as a part of whey is added to molasses yeasts
of Kluyveromyces fragilis which in opposition to Saccharomyces cerevisiae ferments to lactose.

The pure alcohol obtained after fermentation of molasses with addition of whey is not proper for
vodka production because of too high content of pollutions. It could be used only for production of
industrial alcohol and bio fuels.
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