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1. Wstęp

Wśród dostępnych na rynku odnawialnych źródeł energii na uwagę zasługują biopaliwa, 
a szczególnie bioetanol – odwodniony alkohol etylowy, otrzymywany z produktów roślin-
nych na drodze fermentacji etanolowej [Leiper i wsp. 2006, Prasad i wsp. 2007, Walker 
2011]. Dzięki temu bioetanol jest przyjazny środowisku i stanowi jeden z najbardziej obie-
cujących biopaliw płynnych [Kavalov 2004]. Etanol może być dodawany bezpośrednio do 
benzyny lub po przetworzeniu na eter etylo-tert-butylowy. Ze względu na wyższą liczbę 
oktanową w porównaniu ze zwykłą benzyną jest mniej toksyczny i wybuchowy [Demirbas 
2007]. Stosowany jako dodatek do paliw zmniejsza emisję tlenku węgla i innych toksycz-
nych składników spalin (m.in. benzenu i cząstek stałych). CO2 będący produktem spala-
nia etanolu nie powoduje wzrostu netto ogólnej ilości tego gazu w atmosferze, ponieważ 
wytwarzany jest z surowców roślinnych, które asymilują CO2. Zatem utlenianie etanolu 
jest elementem naturalnego obiegu węgla w przyrodzie. Jedną z wad stosowania etanolu 
jako dodatku do paliw jest jego gorsza smarowność [Tomasik, Jamroz 2008].

Zgodnie z dyrektywą Parlamentu Europejskiego 2003/30/EC udział biopaliw w pali-
wach tradycyjnych powinien wynosić 7% do 2015 r. i 20% do 2020 r. Na podstawie tej dy-
rektywy szacuje się, że zapotrzebowanie na bioetanol jako paliwa transportowego w kra-
jach Unii Europejskiej w 2012 r. powinno wynosić 12,7 biliona litrów. Aby to osiągnąć, 
potrzebne będą znaczne naukowe i technologiczne inwestycje [Kupczyk 2008, Nikolić 
i wsp. 2008].

Główną przeszkodą stosowania biopaliw na szeroką skalę są bariery ekonomiczne. 
Ich koszty produkcji są obecnie wyższe niż produkcji paliw konwencjonalnych [Kupczyk 
2007, Kupczyk, Ruciński 2008]. Wzrost produkcji etanolu na potrzeby paliwowe związa-
ny jest z koniecznością zmian technologicznych mających unowocześnić i zwiększyć skalę 
produkcji oraz obniżyć koszty jednostkowe. Jedynie te rozwiązania, które ograniczą kosz-
ty wytwarzania bioetanolu i pozwolą na obniżenie jego ceny, uczynią go konkurencyjnym 
w stosunku do paliw konwencjonalnych [Krishnan i wsp. 2000, Sanchez, Cardona 2008]. 
W celu obniżenia kosztów poszukuje się nowych, tanich surowców, ponieważ stanowią 
ok. 50–60% ceny etanolu. Na szczególną uwagę zasługuje kukurydza, która w ostatnich la-
tach wzbudza coraz większe zainteresowanie. Jest wydajnym surowcem do produkcji eta-
nolu dzięki wysokiej zawartości skrobi i niskiej polisacharydów nieskrobiowych oraz ze 
względu na wysoką efektywność energetyczną [Gulami i wsp. 1996, Lipski 2003, Michal-
ski 2005, Bal 2006, Michalski 2007, Kawa-Rygielska, Dziuba 2006, Kawa-Rygielska 2007, 
Chmielewska i wsp. 2007]. Ponadto istotną rolę w produkcji etanolu na potrzeby paliwowe  
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odgrywa produkcja biopaliw drugiej generacji (2G) ze względu na zagospodarowanie od-
padów przemysłu rolno-spożywczego [Lynd i wsp. 1991, Sanchez, Cardona 2008, Dias 
i wsp. 2011]. 

Oprócz poszukiwania nowych i tanich surowców opracowuje się również rozwiązania 
mające skrócić czas przygotowania surowca skrobiowego oraz zmniejszyć straty skład-
ników fermentujących. Jedną z metod, która pozwala zrealizować wytyczne dotyczące 
przygotowania surowca, jest bezciśnieniowe uwalnianie skrobi [Stecka i wsp. 1996, Sieli-
wanowicz 2003, Wójcik, Czupryński 2003]. W metodzie tej wysokoenergetyczny proces 
parowania surowca zastąpiony jest jego rozdrobnieniem. Pozytywne efekty jej stosowania 
to: zmniejszenie zapotrzebowania na energię cieplną, ograniczenie zużycia wody i mniej-
sze ilości odprowadzonych ścieków oraz poprawa wskaźników technologicznych, m.in. 
wzrostu produktywności etanolu oraz skrócenie czasu fermentacji [Czupryński, Kotar-
ska 2003]. 

Najważniejszym parametrem technologicznym gorzelni jest praktyczna wydajność eta-
nolu. Aby uzyskać maksymalną wydajność etanolu z surowca, kluczową sprawą jest usta-
lenie optymalnych warunków prowadzenia procesu, tj. określenie optymalnej zawartości 
ekstraktu w zacierze, temperatur fermentacji czy dobór najlepszego szczepu odpornego 
na warunki intensywnej produkcji etanolu [Alper i wsp. 2006, Agu i wsp. 2008].

Jednym z istotnych rozwiązań w zakresie zwiększania wskaźnika wydajności fermen-
tacji i końcowej koncentracji etanolu jest fermentacja zacierów o wysokim stężeniu eks-
traktu (VHG) (ang. Very High Gravity) [Thomas i wsp. 1994a, Bvochora i wsp. 1999, Wang 
i wsp. 1999, Devantier i wsp. 2005, Pereira i wsp. 2010]. Technologia VHG definiowana 
jest jako ,,proces przygotowania i fermentacji zacierów zawierających powyżej 27 g skład-
ników rozpuszczalnych w 100 g zacieru” [Thomas i wsp. 1993]. W technologii VHG sto-
suje się zaciery zawierające nawet do 30–40% suchej substancji. Zalety wynikające z zasto-
sowania technologii VHG są następujące:

 – wzrost końcowej koncentracji etanolu, 
 – redukcja kosztów destylacji etanolu wskutek uzyskania wyższych stężeń etanolu, 
nawet powyżej 15% w/v,

 – znaczne zmniejszenie zużycia wody technologicznej, 
 – obniżenie kosztów zużycia energii,
 – wzrost przepustowości gorzelni,
 – zmniejszenie ilości odpadów oraz
 – obniżenie ryzyka skażenia bakteryjnego [Bai i wsp. 2004, Reddy, Reddy 2006a, 
2006b]. 

Należy pamiętać, że pomimo licznych korzyści fermentacja z udziałem drożdży go-
rzelniczych w środowisku VHG jest utrudniona, ze względu na niekorzystne wysokie 
ciśnienie osmotyczne wynikające z wysokiej koncentracji węglowodanów oraz duże stę-
żenie alkoholu powstałego pod koniec procesu [Bonin, Ślusarska 2007], co wywołuje 
stresy (osmotyczny i etanolowy) w komórkach drożdży gorzelniczych [Graves i wsp. 
2007, Grajek, Szymanowska 2008]. 

Kluczową rolę w zniwelowaniu negatywnego wpływu środowiska na komórki drożdży 
może odegrać zastosowanie nowoczesnych rozwiązań zmniejszających stres osmotyczny 
(m.in. technologia SSF – ang. Simultaneous Saccharification and Fermentation – jedno-

Oddziaływanie jonów v19 do druku - KAWA-RYGIELSKA.indd   8 2012-07-06   10:14:25



9

czesnego scukrzania i fermentacji czy metoda zacierania ze skróconym czasem scukrza-
nia). Stres etanolowy można ograniczyć przez stosowanie np. fermentacji próżniowej, fer-
mentacji z unieruchomionymi komórkami drożdży czy metody perwaporacji [Stenberg 
i wsp. 2000, Alkasrawi i wsp. 2003]. 

Dużym zainteresowaniem w produkcji bioetanolu z zacierów o wysokiej zawartości 
surowca cieszy się technologia SSF polegająca na jednoczesnym scukrzaniu i fermenta-
cji [Karimi i wsp. 2006, Ohgren i wsp. 2006, Linde i wsp. 2007, Srichuwong i wsp. 2009]. 
W metodzie SSF glukoamylaza dodawana jest razem z drożdżami do podłoża fermenta-
cyjnego, po jego ochłodzeniu do temperatury fermentacji 30°C. W ten sposób podczas 
procesu fermentacji stężenie glukozy i maltozy utrzymywane jest na relatywnie niskim 
poziomie, rzędu 1–5%, gdyż uwalniane cukry są natychmiast wykorzystywane przez droż-
dże, co eliminuje inhibicję przez substrat i ogranicza stres osmotyczny. Również stęże-
nie etanolu podczas fermentacji nie wzrasta drastycznie i jego oddziaływanie na komórki 
drożdży jest słabsze. Ograniczenia systemu SSF to m.in.: różnice optimów temperaturo-
wych hydrolizy węglowodanów z udziałem glukoamylazy (45–50ºC) i fermentacji (28–
35ºC). Spowolniona aktywność glukoamylazy w temperaturze fermentacji może powodo-
wać wydłużenie procesu, a szczególnie etapu zafermentowania. W efekcie często dochodzi 
do zakażeń mikrobiologicznych i rozwoju niepożądanej mikroflory. Jak wynika z badań 
prowadzonych przez Devantier i wsp. [2005], istotną rolę w technologii SSF odgrywa do-
bór właściwej dawki enzymu oraz szczepu drożdży. Najlepsze efekty uzyskano, zwiększa-
jąc o ⅓ ilość glukoamylazy. Metoda równoczesnego scukrzania i fermentacji pozwala na 
uzyskanie wyższej wydajności etanolu oraz eliminuje konieczność stosowania oddziel-
nych reaktorów służących do scukrzania i fermentacji. Zastosowanie technologii SSF do 
fermentacji zacierów VHG pozwala na zwiększenie zdolności przerobowych gorzelni. 
Metoda jednoczesnego scukrzania i fermentacji ma szersze zastosowanie, a mianowicie 
do produkcji kwasu mlekowego z zastosowaniem bakterii gatunku Lactobacillus delbru-
ecki oraz do produkcji biopaliw II generacji z odpadów ligninocelulozowych [Anuradha 
i wsp. 1999, Isci i wsp. 2008, Oloffson i wsp. 2008]. 

Innym rozwiązaniem w technologii fermentacji zacierów VHG jest stosowanie zacie-
rania ze skróconym czasem scukrzania. W metodzie tej hydroliza dekstryn odbywa się 
częściowo w procesie zacierania w temperaturze optymalnej do działania enzymów scu-
krzających, natomiast dalsze scukrzanie następuje już w czasie fermentacji. Ten sposób 
pozwala również na ograniczenie stresu osmotycznego ze względu na uwolnienie tylko 
części cukrów prostych w procesie zacierania [Ohgren i wsp. 2007]. 

Obok rozwiązań technologicznych istotną rolę w technologii VHG odgrywa suple-
mentacja podłoża fermentacyjnego składnikami chroniącymi komórki drożdży przed 
wpływem wysokiego ciśnienia osmotycznego (tzw. osmoprotektantami), takimi jak: gli-
cyna czy prolina. Ich obecność wpływa na poprawę żywotności komórek drożdży pod-
czas fermentacji, wzrost wykorzystania cukrów fermentujących oraz poprawę efektywno-
ści procesu [Thomas i wsp. 1994b]. 

W technologii produkcji etanolu na cele paliwowe należy zwrócić szczególną uwagę 
na dobór drobnoustrojów przemysłowych wykazujących dużą odporność na niekorzyst-
ne warunki środowiskowe [Jimenez, Benitz 1987, Ingledew 1993, Heggart i wsp. 1999, 
Yamaji i wsp. 2003]. Drożdże S. cerevisiae ciągle należą do najczęściej wykorzystywanych 
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na całym świecie mikroorganizmów w przemysłowej produkcji etanolu z surowców skro-
biowych [Stewart, Russel 1987, Rose, Harrison 1993]. W odpowiednich warunkach śro-
dowiskowych drożdże S. cerevisiae mogą produkować i tolerować wysokie stężenia etano-
lu [Thomas i wsp. 1996, Man i wsp. 2003, Pina i wsp. 2004]. Kilku badaczy zaobserwowało, 
że ekstrakt drożdżowy, amoniak, mocznik, wapń i magnez mają ochronny wpływ zarów-
no na wzrost, fermentację, jak i żywotność drożdży, co stymuluje szybkość fermentacji 
i produkcję etanolu [Rees, Stewart 1998, Edens i wsp. 2002, De Nicola i wsp. 2009, Laopa-
iboon i wsp. 2009, Miranda i wsp. 2009]. S. cerevisiae mogą utylizować glukozę, fruktozę, 
mannozę, maltozę, a niektóre także maltotriozę. Nie mają zdolności fermentowania dek-
stryn i skrobi. 

Istotną rolę w procesie fermentacji surowca skrobiowego odgrywa wstępny etap przy-
gotowania surowca polegający na hydrolizie skrobi do cukrów prostych z udziałem han-
dlowych enzymów upłynniających i scukrzających. Od efektów procesu zacierania zależą 
kinetyka i sprawny przebieg procesu fermentacji. W celu ograniczenia kosztów produkcji 
poszukuje się drożdży, które mają uzdolnienia amylolityczne, co pozwola na zmniejsze-
nie zużycia enzymów [Stewart, Russel 1987, Horn i wsp. 1992, Kręgiel 2005, Kłosowski 
i wsp. 2006].

Przedmiotem wielu doświadczeń w licznych ośrodkach badawczych na świecie jest dą-
żenie do pełnego poznania i wyjaśnienia problemu oddziaływania wybranych pierwiast-
ków na wzrost drożdży oraz wydajność fermentacji prowadzonej z ich udziałem [Błażejak 
i wsp. 2004, Bonin, Ślusarska 2007, Chaung i wsp. 2008]. Wiadomo, że drożdże wymaga-
ją odpowiedniego stężenia kationów w podłożu do utrzymania struktury i funkcjonal-
ności błon komórkowych, określonych interakcji międzykomórkowych, np. flokulacji, 
oraz łagodzenia skutków stresów środowiskowych. Niektóre metale są również czynnika-
mi decydującymi o intensywności pobierania związków odżywczych, przyroście biomasy, 
regulacji ciśnienia osmotycznego oraz odporności na stresy w trakcie fermentacji [Gra-
jek, Walkowiak-Tomczak 1993, Walker i wsp. 1996, Vasudevan i wsp. 2002, Poreda i wsp. 
2007, 2009, Soyuduru i wsp. 2009, Li i wsp. 2010]. Korzystnie na przebieg fermentacji al-
koholowej oraz przyrost biomasy mogą oddziaływać pierwiastki takie jak: magnez, cynk, 
mangan, miedź, selen czy żelazo, które na poziomie komórkowym aktywnie uczestniczą 
w metabolizmie wszystkich organizmów żywych [Walker, Maynard 1997, Błażejak i wsp. 
2002, Rutherford, Bird 2004, De Nicola i wsp. 2009]. 

Wiele cennych informacji na temat roli pierwiastków w komórkach żywych organi-
zmów odkryto niedawno. Odnosi się to również do pierwiastka śladowego, jakim jest 
chrom. Jest to składnik mineralny, którego nazwa pochodzi od greckiego chroma, ozna-
czającego kolor, barwę. Chrom przez wiele lat był uznawany za pierwiastek toksyczny. 
Dopiero w 1957 roku, przy okazji badań nad cukrzycą odkryto, że pełni jedną z podsta-
wowych funkcji w metabolizmie glukozy. Ponadto spełnia istotną funkcję w metaboli-
zmie lipidów i białek, wchodzi w skład niektórych enzymów oraz pobudza ich aktywność 
[Offenbacher i wsp. 1985, Davies, Vincent 1997, Vincent 1999, Balk i wsp. 2007, Poljsak 
i wsp. 2009]. Znanych jest 9 stopni utlenienia chromu, ale jedynie jony Cr(III) i Cr(VI) 
tworzą trwałe związki. Za szkodliwy uważa się chrom na szóstym stopniu utlenienia, po-
nieważ wykazuje działanie toksyczne, mutagenne i kancerogenne [Kirpnick-Sobol i wsp. 
2006, Summer i wsp. 2005], dlatego przedmiotem wielu badań jest chrom na trzecim 
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stopniu utlenienia. Pierwsze doniesienia o wpływie chromu na regulowanie metaboli-
zmu glukozy przedstawili pod koniec lat 50. Mertz i Schwarz [1955]. Zauważyli oni, że 
u szczurów karmionych pokarmem bez Cr(III) wystąpiły zaburzenia tolerancji gluko-
zy, które ustępowały po podaniu drożdży browarniczych. Wzrost zdolności usuwania 
glukozy z krwi pod wpływem diety opartej na drożdżach browarniczych sugerował, że 
w jej skład wchodzi czynnik odpowiedzialny za taką reakcję organizmu. Ze względu na 
powiązanie nowo odkrytej substancji z metabolizmem glukozy nazwano ją czynnikiem 
tolerancji glukozy (GTF – Glucose Tolerance Factor) [Schwarz, Mertz 1959]. Otrzyma-
na substancja biologicznie aktywna zawierała jony Cr(III), a także kwas nikotynowy, gli-
cynę, cysteinę i kwas glutaminowy. W latach 60. przeprowadzono podobne badanie na 
szczurach, które potwierdzało opinie o istotnej roli biologicznych kompleksów związku 
chromu w szybkości usuwania glukozy z krwi [Schroeder i wsp. 1962]. 

W wielu badaniach wykazano, że istotnym czynnikiem wpływającym na skuteczność 
regulowania poziomu glukozy była forma chromu, przy czym najlepsze działanie wyka-
zywały kompleks chromu z kwasem nikotynowym oraz ekstrakt drożdżowy zawierający 
kompleks GTF, natomiast najgorsze sole nieorganiczne. Wynikało to ze znacznie lepsze-
go wchłaniania organicznych związków kompleksowych z chromem niż soli nieorganicz-
nych [Anderson i wsp. 1978]. Pod koniec lat 80. odkryto i wyizolowano z wątroby m.in. 
psa i królika oligopeptyd LMWCr (Low-Molecular-Weight-Chromium) o masie 1500Da 
[Yamamoto i wsp. 1988]. Oprócz 4 atomów chromu oligopeptyd zawiera aminokwasy: gli-
cynę, cysteinę, kwas glutaminowy, kwas asparaginowy oraz ich pochodne aminowe. Skład 
aminokwasów wchodzących w LMWCr zależy od miejsca, z którego oligopeptyd został 
wyizolowany. Najprawdopodobniej związek ten poprzez aktywację receptora insuliny ki-
nazy tyrozynowej ułatwia wiązanie insuliny do receptorów w komórce, dzięki czemu po-
prawia się metabolizm glukozy. Uważa się że GTF jest produktem hydrolizy oligopepty-
du LMWCr, powstającym w czasie próby izolacji ,,biologicznego” chromu. W jednym 
z doświadczeń chrom zastąpiono innymi metalami: Mn, Cu, Zn i badano aktywność tak 
zmodyfikowanego kompleksu LMWCr. Żaden z analizowanych jonów metali nie wy-
kazał porównywalnej aktywności z chromem (III) [Schwarz, Mertz 1959, Davies, Vin-
cent 1997]. Znane są również syntetyczne związki kompleksowe chromu oraz różnorod-
ne związki koordynacyjne chromu z ligandami naturalnymi, takimi jak cysteina, glicyna 
czy kwas nikotynowy [Gałuszka i wsp. 1998, Jain i wsp. 2007].

Obecnie większość prac badawczych skupia się na analizie możliwości bioakumulacji 
związków chromu (III) i (VI) w komórkach drożdży [Juvera-Espinoza i wsp. 2006].

Drożdże jako eukariotyczne mikroorganizmy mają zdolność do pobierania chromu 
z roztworów wodnych i magazynowania go w komórkach oraz przekształcania jego form 
nieorganicznych w organiczne [Beran i wsp. 1995, Mishira, Doble 2008]. Scharakteryzo-
wanie procesu akumulacji jest istotne nie tylko ze względu na zrozumienie transportu 
chromu i jego lokalizacji w komórkach drożdży, ale również z uwagi na możliwość za-
stosowania drożdży ,,chromowych” jako suplementu żywności lub pasz. Ponadto zdol-
ność drożdży do tworzenia metalobiałek wykorzystywana jest w procesie remediacji śro-
dowisk skażonych związkami Cr(VI) [Rapaport, Muter 1995, Haq, Shakoori 1998, Ozer, 
Ozer 2003]. Liczne prace prowadzone z udziałem drożdży pozwalają określić wpływ 
chromu na strukturę DNA, RNA, poziom białek w komórkach [Gadd, Griffiths 1978, 
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Ding i wsp. 2000, Wang i wsp. 2004], oraz parametry ich wzrostu. Od kiedy dowiedzio-
no, że Cr(III) jest mniej toksyczny niż Cr(VI), powszechnie używa się go do doświadczeń 
z różnym mikroorganizmami [Pas i wsp. 2004]. Najczęściej stosowanym materiałem bio-
logicznym są drożdże paszowe Candida intermedia [Pas i wsp. 2004, Batic, Raspor 2000] 
i Yarowia lipolytica [Musiał i wsp. 2005], drożdże piekarskie S. cerevisiae [Zetic i wsp. 
2001, Stecka i wsp. 2001] oraz drożdże browarnicze S. cerevisiae [Ding i wsp. 2000, Fer-
reira i wsp. 2010]. Mikroorganizmy te stosowane są jako źródło substancji biologicznie 
aktywnych (białek oraz witamin). Drobnoustroje wzbogacane w chrom (III) używane są 
jako suplementy żywności i pasz [Ono, Weng 1982, Bag i wsp. 2000, Kovacs i wsp. 2007, 
Kaewkhomdee i wsp. 2010, Zielińska, Chojnacka 2010]. We wspomnianych badaniach 
chrom dodawano do podłoży w postaci wodnych roztworów soli. Najczęściej stosowa-
no CrCl3·6H2O [Pas i wsp. 2004, Zetic i wsp. 2001], KCr(C2O4)2·3H2O [Pas i wsp. 2004], 
K2Cr(SO4)2·12H2O [Batic, Raspor 2000] oraz Cr(NO3)3 [Karpnick-Sobol i wsp. 2006]. 

W publikacjach naukowych zajmujących się wzbogacaniem drożdży w rozmaite pier-
wiastki widoczny jest niedostatek prac dotyczących udziału Cr(III) w procesach fermen-
tacyjnych.
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2. Geneza, cel pracy  
i zakres badań

Rosnące zainteresowanie technologii i biotechnologii żywności chromem wynika z faktu, 
iż w ostatnich latach znacznie poszerzyła się wiedza o jego wielokierunkowym znaczeniu 
w metabolizmie komórki. Chrom w postaci trójwartościowej jest niezbędny do właści-
wego przebiegu procesów metabolicznych, uczestniczy w przemianach węglowodanów 
(m.in. glukozy) oraz procesach syntezy białek i kwasów tłuszczowych. Został zidentyfi-
kowany jako składnik centrów aktywnych wielu enzymów, jak również jako nieodłączna 
część biologicznie aktywnych kompleksów chromomoduliny (LMWCr). 

Do tej pory nie praktykuje się wzbogacania podłoży stosowanych do namnażania 
drożdży gorzelniczych i fermentacji etanolowej związkami chromu. Dotychczasowa 
wiedza na temat roli tego pierwiastka w tym procesie jest bowiem stanowczo niewy-
starczająca. Wprawdzie publikowane nieliczne wyniki badań laboratoryjnych wskazu-
ją na możliwość poprawy dynamiki tego procesu w obecności jonów Cr(III), to jednak 
nie dotyczą one fermentowania zacierów kukurydzianych, szczególnie typu VHG, któ-
re mogą odegrać kluczową rolę w realizacji zamierzeń polityki paliwowej Unii Euro-
pejskiej. Mankamentem technologii VHG jest relatywnie niższa efektywność konwersji 
surowca do etanolu, która jest konsekwencją specyficznych w tej metodzie warunków 
polegających m.in. na wysokim stężeniu glukozy w początkowym etapie procesu i du-
żej zawartości etanolu w jego końcowym stadium. W takich warunkach komórki droż-
dży narażone są na stres osmotyczny obniżający ich potencjał do przekształcania obec-
nych w zacierze węglowodanów do etanolu. Jak wynika z dotychczasowych wyników 
badań nad rolą Cr(III) w metabolizmie węglowodanów, skutecznym remedium w ta-
kiej sytuacji może być suplementacja zacierów VHG jonami Cr(III). Korzyści z tego 
typu badań nie ograniczałyby się tylko do bliższego poznania praktycznych aspektów 
fermentowania zacierów kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III), ale także poznaw-
czych. W ogóle bowiem nic nie wiadomo na temat powiązania Cr(III) z cechami fizjo-
logicznymi i morfologicznymi komórek drożdży fermentujących takie zaciery, składem 
nasyconych i nienasyconych kwasów tłuszczowych czy ich zdolnością do akumulowa-
nia tego pierwiastka.

W związku z tym, celem pracy była ocena oddziaływania suplementacji Cr(III) za-
cierów kukurydzianych o wysokiej zawartości surowca (VHG) na intensywność i efek-
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tywność produkcji etanolu oraz zmiany cech morfologicznych i fizjologicznych badanych 
drożdży gorzelniczych.

Osiągnięcie celu wymagało zrealizowania następującego zakresu badań:
 – ocenę cech fizjologicznych i morfologicznych drożdży gorzelniczych podczas wzro-
stu na podłożu syntetycznym YPG z dodatkiem Cr(III); 

 – oznaczenie dynamiki fermentacji etanolowej na podłożu syntetycznym YM z do-
datkiem Cr(III);

 – ocenę dynamiki i efektów fermentacji etanolowej w naturalnych zacierach kukury-
dzianych o wzrastającej zawartości surowca od 20 do 40%;

 – oznaczenie przebiegu i parametrów technologicznych fermentacji zacierów kukury-
dzianych VHG z dodatkiem Cr(III);

 – określenie zmian zachodzących w stosowanych szczepach drożdży w czasie fermen-
tacji zacierów VHG z dodatkiem Cr(III) w aspekcie cech morfologicznych i fizjo-
logicznych, a zwłaszcza zawartości kwasów tłuszczowych nasyconych i nienasyco-
nych.
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3. Materiał i metody badań

3.1. Materiał badawczy
Materiał biologiczny stanowiły cztery szczepy drożdży gorzelniczych: Saccharomyces 
cerevisiae Ethanol Red, Saccharomyces diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086, Saccharomyces cerevisiae D2 (stosowano go tylko w I etapie ba-
dań). 

Szczepy przechowywano w Zakładzie Technologii Fermentacji Uniwersytetu Przyrod-
niczego we Wrocławiu na skosach YM w temperaturze +4°C. Charakterystykę szczepów 
podano w tabeli 1. 

 Tabela 1  
 Table 1 

Charakterystyka szczepów wykorzystanych w badaniach 
Characteristics of strains used in experiments

Szczepy
Strains

Charakterystyka
Characteristics

Saccharomyces cerevisiae
Etanol Red

Szczep z kolekcji firmy Division of S.I. Lesaffre „FERMENTIS”; 
wyselekcjonowany do przemysłowej produkcji alkoholu. 
Charakteryzuje się dobrą żywotnością zwłaszcza w technologii 
fermentacji ,,wysokich stężeń zacierów”, odporny na wysokie stężenia 
etanolu [materiały informacyjne Lesaffre Company]

Saccharomyces cerevisiae 
D2

Szczep przechowywany w kolekcji kultur Katedry Technologii 
Rolnej i Przechowalnictwa UP we Wrocławiu, drożdże stosowane 
w gorzelnictwie rolniczym do fermentacji zacierów skrobiowych 
[Sobkowicz i wsp. 1984]

Saccharomyces diastaticus
ATCC 13007

Szczep z kolekcji ATCC. Charakteryzuje się wysoką tolerancją 
na etanol, wytwarza enzym glukoamylazę, może hydrolizować 
i fermentować dekstryny [Korhola 1987]

Schwanniomyces 
occidentalis
ATCC 48086

Szczep z kolekcji ATCC, mutant UV odporny na deoksy-d-glukozę. 
Charakteryzuje się wysoką aktywnością amylolityczną, wytwarza: 
alfa-amylazę, glukoamylazę, enzymy hydrolizujące wiązania α-1,6 
glikozydowe [Wilson i wsp. 1982]

W tabeli 2 przedstawiono charakterystykę podłoży wzrostowych i fermentacyjnych, wraz 
z zastosowanymi dawkami preparatów enzymatycznych.
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 Tabela 2 
 Table 2 

Podłoża stosowane w pracy 
Media used in experiments

Etap pracy
Stage of work

Skład podłoża 
Composition of medium

Ilość
Quantity

Rodzaj podłoża 
Kind of medium 

1 2 3 4
Podłoże YM 
Glukoza
Pepton
Ekstrakt słodowy
Ekstrakt drożdżowy
+ agar

2,0%
1,0%
0,6%
0,6%
2,0%

Przechowywanie szczepów
(skosy)

Etap I

Podłoże YPG 
Glukoza
Pepton
Ekstrakt drożdżowy

2,0%
1,0%
1,0%

Namnażanie biomasy
(10 ml) – hodowle statyczne

Etap I

Podłoże YPG 
Glukoza
Pepton
Ekstrakt drożdżowy
+ CrCl36H20
stężenie Cr (III):
0; 8; 30; 60; 156; 200 mg∙l-1

2,0%
1,0%
1,0%

Namnażanie biomasy 
w aparacie Bioscreen
Hodowle wstrząsane (48 h)

Etap II, III, IV

Podłoże YM 
Glukoza
Pepton
Ekstrakt słodowy
Ekstrakt drożdżowy 

2,0%
1,0%
0,6%
0,6%

Namnażanie biomasy
(10 ml) – hodowle statyczne 
–
etap II, III i IV
(100 ml) – hodowle 
wstrząsane –etap II, III, IV

Etap II

Podłoże YM (glukoza 2%)
+ CrCl36H20
Stężenie Cr(III):
0; 8; 30; 60; 156; 200 mg∙l-1

 Namnażanie biomasy

Podłoże YM (glukoza 10%)
+ CrCl36H20
Stężenie Cr(III):
0; 8; 30; 60; 156; 200 mg∙l-1

Próby fermentacyjne
– podłoże modelowe
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1 2 3 4

Etap III

Zaciery kukurydziane (20%)
(50 g kukurydzy/250 g próby)
+ preparaty enzymatyczne*:
–Termamyl S.C. 
– Spiryzyme Fuel 
– OPTIMASH™ Bg

0,25 ml
0,30 ml
0,25 ml

Podłoża fermentacyjne
naturalne

Ziarno kukurydzy 
poddane wcześniejszemu 
rozdrobnieniu po 
zmieszaniu z wodą stanowiło 
podstawowy składnik 
podłoża.
Zaciery przygotowano 
metodą bezciśnieniowego 
uwalniania skrobi (BUS) 
z udziałem preparatów 
enzymatycznych
w dawkach zgodnych 
z zaleceniami producenta.
*wraz ze wzrostem ekstraktu 
w zacierze stosowano 
wyższe dawki preparatów 
enzymatycznych

Zaciery kukurydziane (24%)
(60 g kukurydzy/250 g próby)
+ preparaty enzymatyczne:
– Termamyl S.C.
– Spiryzyme Fuel 
– OPTIMASH™ Bg

0,30 ml
0,36 ml
0,30 ml

Zaciery kukurydziane (28%)
(70 g kukurydzy/250 g próby)
+ preparaty enzymatyczne:
– Termamyl S.C
– Spiryzyme Fuel 
– OPTIMASH™ Bg

0,35 ml
0,42 ml
0,35 ml

Zaciery kukurydziane (32%)
(80 g kukurydzy/250 g próby)
+ preparaty enzymatyczne:
– Termamyl S.C. 
– Spiryzyme Fuel 
– OPTIMASH™ Bg

0,40 ml
0,48 ml
0,40 ml

Zaciery kukurydziane (36%)
(90 g kukurydzy/250 g próby)
+ preparaty enzymatyczne:
– Termamyl S.C
– Spiryzyme Fuel 
– OPTIMASH™ Bg

0,45 ml
0,54 ml
0,45 ml

Zaciery kukurydziane (40%)
(100 g kukurydzy/250 g próby)
+ preparaty enzymatyczne:
– Termamyl S.C
– Spiryzyme Fuel 
– OPTIMASH™ Bg

0,5 ml
0,6 ml
0,5 ml

Etap IV

Zaciery kukurydziane: 
20 i 36% (VHG)
+ preparaty enzymatyczne*:
– Ceremix 6X MG 
– Termamyl S.C*
– Spiryzyme Fuel*
– OPTIMASH™ Bg*
+ suplementacja CrCl36H20 
Stężenie Cr(III) – (0 i 60 mg∙l-1)

0,07 g/50 g 
surowca

Zaciery poddano filtracji 
przed fermentacją

*wraz ze wzrostem ekstraktu 
w zacierze stosowano 
wyższe dawki preparatów 
enzymatycznych

 Tabela 2 cd. 
 Table 2 cont. 
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Enzymy dozowano zgodnie z zaleceniami producenta [Kapela, Solarek 2005], a ich cha-
rakterystykę przedstawiono w tabeli 3.

 Tabela 3 
 Table 3  

Charakterystyka preparatów enzymatycznych 
Characteristic of enzyme preparations

Enzym
Enzyme

Producent
Producent

Charakterystyka
Characteristc 

Ceremix 6X MG Novozymes
preparat zawierający enzymy α-amylazy, ß-glukanazy, 
proteazy, pentozanazy, celulazy; źródłem enzymów są: 
Bacillus sp. i Humicola sp.

Termamyl S.C. Novozymes

preparat enzymatyczny upłynniający skrobię o szerokim 
zakresie pH; w skład preparatu wchodzi termostabilna 
α-amylaza produkowana przez szczep bakterii Bacillus 
stearothermophilus

Spiryzyme Fuel Genencor

preparat glukoamylazy stosowany do scukrzania 
upłynnionych zacierów przy produkcji destylatu 
rolniczego; enzym ten wyróżnia się wysoką 
termostabilnością, pozostaje aktywny w temperaturach 
od 30 do 70°C

OPTIMASH™ Bg Genencor
preparat zawierający enzymy hydrolizujące polisacharydy 
nieskrobiowe; enzym izolowany z genetycznie 
modyfikowanego szczepu Trichoderma reesei

3.2. Zakres prowadzonych badań
W pierwszym etapie pracy oceniono wpływ suplementacji modelowego podłoża wzro-
stowego YPG jonami Cr(III) na parametry wzrostu, cechy morfologiczne i fizjologiczne 
drożdży gorzelniczych. Materiał biologiczny stanowiły drożdże: S. cerevisiae Ethanol Red, 
S. diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, S. cerevisiae D2. 
Do podłoża YPG dodano Cr(III) w postaci CrCl3·6H2O. Stężenie Cr (III) w podłożach wy-
nosiło: 0; 8; 30; 60; 156; 200 mg∙l-1. Namnażanie drożdży prowadzono w automatycznym 
turbidymetrze Bioscreen C oraz w trwających 48 godz. hodowlach wstrząsanych. Reali-
zacja I etapu badań zakładała wyznaczenie parametrów dynamiki wzrostu drożdży: czasu 
trwania logarytmicznej fazy wzrostu, maksymalnej szybkości właściwej wzrostu, maksy-
malnego przyrostu biomasy (podczas hodowli w aparacie Bioscreen C) oraz przyrost bio-
masy, ocenę stanu fizjologicznego drożdży, średniej średnicy komórek, a także możliwości 
akumulacji jonów chromu w komórkach drożdży (podczas 48 godz. hodowli wstrząsa-
nych). Doświadczenie wykonano zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 1a. 
Wyniki pracy omówiono w p. 4.1.1.

W drugim etapie pracy oceniono wpływ Cr(III) na aktywność fermentacyjną drożdży 
gorzelniczych. Proces fermentacji prowadzono na podłożu modelowym YM. Zastosowa-
no dwa warianty suplementacji Cr(III) (wariant I – suplementacja podłoża wzrostowego, 
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wariant II – suplementacja podłoża fermentacyjnego). Stężenie Cr(III) było identyczne 
jak w etapie I. Doświadczenie wykonano zgodnie ze schematem przedstawionym na ry-
sunku 1b. Wyznaczono dynamikę fermentacji podłoży modelowych z udziałem badanych 
szczepów drożdży. Wyniki opisano w p. 4.1.2.

W efekcie realizacji I i II etapu badań wybrano optymalną (w przypadku drożdży go-
rzelniczych) dawkę Cr(III) oraz etap procesu technologicznego właściwy do jego dozo-
wania. 

Mając na uwadze warunki przemysłowej produkcji etanolu, w trzecim etapie badań 
przygotowano zaciery gorzelnicze zawierające odpowiednio: 20, 24, 28, 32, 36, 40% wago-
wych rozdrobnionej kukurydzy (p. 3.1, tab. 2). Proces zacierania przeprowadzono metodą 
bezciśnieniowego uwalniania skrobi z udziałem enzymów upłynniających i scukrzających 
w zaciernicy laboratoryjnej typ Typ LB 12 Lochner Labor (parametry technologiczne pro-
cesu opisano w p. 3.4). Testy fermentacyjne prowadzono w temperaturze 30oC przy udzia-
le trzech szczepów drożdży S. cervisiae Ethanol Red, S. diastaticus ATCC 13007 i Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. W etapie tym oceniono wpływ wzrastającej zawarości 
ekstraktu z surowca w zacierze na dynamikę i efekty końcowe fermentacji etanolowej, ta-
kie jak: stężenie etanolu, wydajność procesu fermentacji, profile węglowodanowe (gluko-
za, fruktoza, maltoza, maltotrioza, dekstryny), zawartość kwasów organicznych (bursz-
tynowego, octowego, mlekowego), glicerolu oraz stan fizjologiczny komórek drożdży po 
fermentacji. Przebieg procesu oraz zakres wykonanych analiz przedstawiono na rysun-
ku 2. Wyniki pracy omówiono w p. 4.2.

W kolejnym etapie badań oceniono wpływ Cr(III) na dynamikę, parametry tech-
nologiczne, kinetyczne fermentacji zacierów kukurydzianych VHG (36%) oraz za-
cierów 20% (zaciery wybrano na podstawie III etapu badań), a także wybrane cechy 
biotechnologiczne drożdży gorzelniczych. Podłoża po procesie zacierania przefiltrowa-
no i suplementowano Cr(III) w ilości 60 mg∙l-1 (dawkę chromu wybrano na podstwie 
I i II etapu badań). Proces fermentacji prowadzono również w podłożach przygotowa-
nych bez chromu. Analizę prób fermentacyjnych prowadzono co 24 godz., aż do czasu 
zakończenia procesu. Podczas fermentacji kontrolowano: stężenie etanolu, wydajność 
procesu fermentacji, profile węglowodanowe (glukozę, fruktozę, maltozę, maltotrio-
zę, dekstryny), zawartość kwasów organicznych (bursztynowego, octowego, mlekowe-
go) i glicerolu oraz parametry kinetyczne procesu (szybkość zużycia cukrów oraz szyb-
kość tworzenia etanolu). Ocena wpływu Cr(III) na wybrane cechy drożdży obejmowała: 
przyrost biomasy, rozmiar ich komórek, skład pierwiastkowy, zmiany składu kwasów 
tłuszczowych i zdolność do akumulacji jonów chromu. Przebieg doświadczenia oraz 
zakres wykonanych analiz przeprowadzono zgodnie ze schematem umieszczonym na 
rysunku 3. Wyniki omówiono w p. 4.3.
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Rys. 1a. Schemat I etapu badań
Wpływ Cr(III) na parametry wzrostu i wybrane cechy drożdży

gorzelniczych

Drożdże –Yeast strains: S. cerevisiae Ethanol Red, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, 
S. diastaticus ATCC 13007, S. cerevisiae D2 

(przechowywanie na skosach YM – storaging on YM slants) 

Namnażanie biomasy – Biomass inoculation 
YPG (2% glukozy – glucose), T = 30°C, t = 24 h, V = 10 ml 

Namnażanie biomasy w aparacie Bioscreen C 
Biomass inoculation in Bioscreen C 

YPG (2%) + CrCl3·6H2O
Stężenie Cr(III) – concentration of Cr(III): 
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg·l-1

T = 30°C, t = 48 h 

Namnażanie biomasy – Biomass inoculation 
(hodowle wstrząsane – shaken culture) 
YPG (2%) + CrCl3·6H2O
Stężenie Cr(III) – concentration of Cr(III): 
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg·l-1

T = 30°C, t = 48 h, wstrząsanie – agitation 
V=100 ml

Ocena wybranych cech komórek drożdży 
Evaluation of chosen characteristics 
of yeast cells: 

– czas trwania logarytmicznej fazy wzrostu 
time of logarytmic growth 
– maksymalna szybkość właściwa wzrostu
max. specific growth rate 
– maksymalny przyrost biomasy
max. biomas growth 

Ocena wybranych cech komórek drożdży 
Evaluation of chosen characteristics 
of yeast cells: 
– przyrost biomasy 
concentration of biomass 
– wielkość komórek drożdży
size of yeast cells 
– zdolność drożdży do akumulacji jonów 
chromu
ability of yeast to accumulation of chromium 
ions
– stan fizjologiczny drożdży
physiological condition of yeast cells

Rys. 1a. Schemat I etapu badań  
Wpływ Cr(III) na parametry wzrostu i wybrane cechy drożdży gorzelniczych 

Fig. 1a. Diagram of I phase of experiments 
Influence the addition of Cr(III) on the yeast growth parameters and chosen characteristics of yeast
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Fig. 1a. Diagram of I phase of experiments 
Influence the addition of Cr(III) on the yeast growth parameters and 

chosen characteristics of yeast 

Rys. 1b. Schemat II etapu badań.
Wpływ Cr(III) na dynamikę fermentacji etanolowej 

Drożdże – Yeast strains: S. cerevisiae Ethanol Red, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, 
S. diastaticus ATCC 13007, S. cerevisiae D2 

(przechowywanie na skosach YM – storaging on YM slants) 

Namnażanie biomasy – Biomass inoculation 
YM (2% glukozy – glucose), T = 30°C, t = 24 h, V = 10 ml 

Wariant I – variant I 
Namnażanie biomasy – Biomass inoculation  
YM (2%) + CrCl3·6H2O
Stężenie Cr(III) – concentration of Cr(III): 
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg·l-1

T = 30°C, t = 24 h, wstrząsanie – agitation,
V = 100 ml 

Wariant II – variant II 
Namnażanie biomas – Biomass inoculation  
YM (2%) 
T = 30°C, t = 24 h, wstrząsanie – agitation,
V = 100 ml 

Ocena dynamiki fermentacji 
Assesment of fermentation dynamics

 Wariant I – variant I 
Fermentacja etanolowa 
Ethanol fermentation  
YM (10% glukozy – glucose), T = 30°C, 
t = 48 h 

Wariant II – variant II 
Fermentacja etanolowa 
Ethanol fermentation  
YM (10% glukozy – glucose) + CrCl3·6H2O
Stężenie Cr(III) – concentration of Cr(III):
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg·l-1

T = 30°C, t = 48 h 

Rys. 1b. Schemat II etapu badań.  
Wpływ Cr(III) na dynamikę fermentacji etanolowej 

Fig. 1b. Diagram of II phase of experiments 
Influence the addition of Cr(III) on the on dynamics of ethanol fermentation
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Rys 2. Schemat III etapu badań. Dynamika i efekty fermentacji etanolowej w zacierach kukurydzianych o 
różnej zawartości surowca 
Fig. 2. Diagram of III phase of experiments 
Dynamics and effects of ethanol fermentation in corn mashes of different raw material content 

Materiał badawczy: zmielona kukurydza odmiany KB1903 
Research material: ground corn of cultivar KB1903 

Przygotowanie zacierów o zawartości kukurydzy 
Preparation of mashes at corn concentration of: 

 

Kleikowanie i upłynnianie skrobi – Starch gelatinisation 
and liquification 

T = 85°C; t = 60 min, pH = 6,2 
0,5M H2SO4, Thermamyl SC 

Scukrzanie skrobi – Starch saccharification 
T = 55°C, t = 90 min, pH = 5,6 

7 M H2SO4, Spiryzyme Fuel, Optimasch BG 
 

Analiza surowca 
Analysys in the 
raw material: 
1. Zawartość 
skrobi – Starch 
content 
2. Zawartość 
suchej masy – Dry 
matter content 

Chłodzenie próby – Sample cooling 
T = 20°C 

 

Przygotowanie podłóż fermentacyjnych 
(uzupełnienie wodą destylowaną do masy 250 g) 

Preparation of fermentation media 
(supplement with distilled water to 250 g weight) 

 

Dodatek inokulum 
drożdży – Yeast 
inoculum addition 
1. S. cerevisiae 
Ethanol Red 
2. Schw. occidentalis  
3. S. diastaticus 
 

Ustalenie pH 
Determination  

of pH 
pH = 5,0–5,2 
7 M H2SO4 

Oznaczenie profili 
węglowodanowych 

w zacierach 
Determination 

of carbohydrate 
profiles in mashes 

 Fermentacja etanolowa – Ethanol fermentation 
T = 30°C, t = 72–96 h 

 

Ocena efektów fermentacji 
Evaluation of fermentation effects 

– dynamika fermentacji – dynamics of ethanol fermentataion 
– zawartość etanolu – ethanol content 
– ocena wydajności procesu fermentacji – assesment of fermentation process yield 
– ocena profili węglowodanowych (glukoza, fruktoza, maltoza, maltotrioza, dekstryny)  
– determination of carbohydrate profiles (glucose, fructose, maltose, maltotriose, dextrines) 
– zawartość kwasów organicznych (bursztynowego, octowego, mlekowego) 
– organic acid content (succinic, acetic, lactic) 
– zawartość glicerolu – glycerol content 
– ocena stanu fizjologicznego komórek drożdży po fermentacji  
– physiological condition of yeast cells after fermentation 

20% 24% 28% 30% 32% 36% 40% 

Rys. 2. Schemat III etapu badań.  
Dynamika i efekty fermentacji etanolowej w zacierach kukurydzianych o różnej zawartości surowca 

Fig. 2. Diagram of III phase of experiments 
Dynamics and effects of ethanol fermentation in corn mashes of different raw material content
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Rys. 3. Schemat IV etapu badań. Charakterystyka cech biotechnologicznych drożdży podczas fermentacji 
zacierów kukurydzianych z dodatkiem Cr(III) 

Materiał badawczy: zmielona kukurydza odmiany KB 1903 
Research material: ground corn of cultivar KB 1903 

Przygotowanie zacieru  
o zawartości kukurydzy 20% 
Preparation of mash at corn 

concentration of 20% 
(50 g/250 g) 

Faza pomocnicza – Assistance phase 
T = 45°C; t = 20 min, pH = 6,2 

Ceremix 6X MG 

Kleikowanie i upłynnianie skrobi – Starch gelatinisation and liquification 
T = 85°C; t = 60 min, pH = 6,2 
0,5M H2SO4, Thermamyl SC 

Scukrzanie skrobi – Starch saccharification 
T = 55°C, t = 90 min, pH = 5,6 

7M H2SO4, Spiryzyme Fuel, Optimash BG 

Chłodzenie próby – Sample cooling 
T = 20°C 

Przygotowanie podłóż fermentacyjnych 
(uzupełnienie wodą destylowaną do masy 250 g) 

Preparation of fermentation media 
(supplement with distilled water to 250 g weight) 

Filtracja zacierów – Filtration of mashes 

Fermentacja etanolowa – Ethanol fermentation 
T = 30°C, t = 72 h (20%), t = 96 h (36% – VHG) 

Analiza surowca 
Analysys in the 
raw material: 

1. Zawartość 
skrobi – Starch 
content 
2. Zawartość 
suchej masy – Dry 
mass content 

 

  Ustalenie pH 
    Determination  

of pH 
pH = 5,0–5,2 
7M H2SO4 

Oznaczenie profili 
węglowodanowych 

w zacierach 
  Determination  

of carbohydrate 
 profiles in mashes 

Dodatek Cr(III)/ 
Cr(III) addition: 
– 0 mg l-1 

– 60 mg·l-1 
(CrCl3·6H2O)  

Dodatek inokulum 
drożdży – Yeast 
inoculum addition 
1. S. cerevisiae 
Ethanol Red 
2. Schw. occidentalis  
3. S. diastaticus 

Ocena wybranych cech komórek drożdży 
Evaluation of chosen characteristics of yeast cells: 
– oznaczenie stężenia biomasy – detrmination of concentration 
of biomass 
– wielkość komórek drożdży – size of yeast cells 
– skład pierwiastkowy komórek drożdży – elemental composition 
of yeast cells 
– zmiany składu kwasów tłuszczowych komórek drożdży 
changes in fatty acids composition of yeast cells 
– zdolność drożdży do akumulacji jonów chromu – ability of yeast 
to accumulation of chromium ions  

Ocena aktywności fermentacyjnej drożdży na podstawie: 
Evaluation of fermentation activity of yeast: 
– dynamiki fermentacji etanolowej – ethanol fermentation dynamic 
– składu jakościowego i ilościowego produktów fermentacji 
quantitive and qualitative composition of fermentation products 
– wydajności etanolu – ethanol yield
 
 

Przygotowanie zacieru  
o zawartości kukurydzy 36% (VHG) 

Preparation of mash at corn 
concentration of 36% (VHG) 

(90 g/250 g) 

Rys. 3. Schemat IV etapu badań.  
Charakterystyka cech biotechnologicznych drożdży  

podczas fermentacji zacierów kukurydzianych z dodatkiem Cr(III) 
Fig. 3. Diagram of IV phase of experiments.  

Biotechnological characteristics of yeast during fermentation of maize mashes with Cr(III) addition
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3.3. Wpływ suplementacji podłoża hodowlanego jonami Cr(III) 
na cechy morfologiczne i fizjologiczne drożdży gorzelniczych
Ocenę dynamiki wzrostu drożdży gorzelniczych przeprowadzono na podłożu YPG wzbo-
gaconym w Cr(III) w postaci CrCl3·6H2O. Stężenie Cr (III) w podłożach wynosiło: 8, 30, 
60, 156, 200 mg∙l-1, (p. 3.1, tab. 2). Próbę kontrolną stanowiło podłoże bez chromu.

3.3.1. Ocena dynamiki wzrostu drożdży gorzelniczych  
na podłożu syntetycznym w obecności Cr(III)
Oznaczenie wykonano w aparacie Bioscreen C, bazując na pomiarze gęstości optycznej 
podłoża w czasie hodowli drobnoustrojów. W urządzeniu tym prowadzono wzrost mikro-
hodowli w studzienkach (400 µl) kasety inkubacyjnej. Warunki prowadzenia hodowli były 
następujące: temperatura 30°C, wstrząsanie ciągłe, pomiar zmętnienia co 20 min, czas in-
kubacji 48 godz. Otrzymane wyniki przetworzono za pomocą oprogramowania (BioLink). 
Na podstawie krzywych wzrostu (dane niepublikowane) będących zależnością gęstości 
optycznej od czasu hodowli wyznaczono:

 – czas trwania fazy logarytmicznego wzrostu (h),
 – maksymalną szybkość właściwą wzrostu [µmax] obliczono według wzoru:

µmax = (ln ODmax – ln ODmin )/(tmax – tmin) 

 gdzie:
 µmax – maksymalna szybkość właściwa wzrostu [h-1],
 ODt2 – maksymalna wartość gęstości optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu,
 ODt1 – minimalna wartość gęstości optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu,
 tmin – czas odpowiadający wartości ODmax,
 tmax – czas odpowiadający wartości ODmin.

 – maksymalny przyrost biomasy wyrażony jako delta absorbancji D max OD:

D max OD = OD max – OD min 

 gdzie:
 OD max – maksymalna wartość gęstości optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu,
 OD min – minimalna wartość gęstości optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu.

3.3.2. Charakterystyka cech drożdży podczas hodowli  
wstrząsanych na podłożu syntetycznym w obecności jonów Cr(III)
Hodowle wstrząsane prowadzono przez 48 godz. w kolbach stożkowych o pojemności 250 
cm3 w podłożu YPG (kontrola) oraz YPG wzbogaconym w Cr(III) w stężeniu: 8, 30, 60, 
156, 200 mg∙l-1. Skład podłoży przedstawiono w tabeli 2, pkt 3.1 metodyki badań. Warun-
ki hodowli były optymalne do wzrostu drożdży (temp. 30°C, ciągłe wstrząsanie). Po odwi-
rowaniu i przemyciu biomasy przeprowadzono charakterystykę wybranych cech drożdży 
zgodnie z założeniami pracy. Oceniono wpływ obecności jonów Cr(III) oraz jego stężenia 
w podłożu na wybrane cechy drożdży. 
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Oznaczono:
 – Przyrost biomasy drożdży poprzez pomiar gęstości zawiesiny komórek za pomocą 
spektrofotometru BECKMAN DU-650 przy długości fali λ = 560 nm oraz wyzna-
czenie na podstawie krzywych standardowych (dane niepublikowane) zmian stęże-
nia suchej substancji drożdży [g∙l-1] w czasie wzrostu.

 – Stan fizjologiczny drożdży gorzelniczych w preparacie mikroskopowym. Przy uży-
ciu komory Thoma określono procentowy udział komórek pączkujących oraz nieak-
tywnych (barwiących się błękitem metylenowym). 

 – Wielkość komórek drożdży za pomocą laserowego analizatora cząstek Mastersizer 
2000G firmy Malvern Instruments. Średnicę komórek badanych szczepów mierzo-
no w czasie 0 przed zaszczepieniem podłoża hodowlanego oraz po 24 i 48 godz. 
wzrostu drożdży w podłożu YPG z dodatkiem lub bez dodatku Cr(III). Na pod-
stawie przebiegu krzywych rozkładu wielkości komórek wyznaczono ich średnicę. 
Komórki podzielono na cztery klasy wielkości: I klasa (0,2–4,5 µm), II klasa (4,6–
8,0 µm), III klasa (8,1–15 µm), IV klasa (15,1–20 µm). Przyjęto, że do klasy I kwa-
lifikują się oderwane od komórek pączki bądź też komórki o bardzo małych roz-
miarach. W II klasie znajdowały się komórki o typowej wielkości. W skład klasy III 
mogły wchodzić komórki pączkujące. Megakomórki bądź te o nietypowych kształ-
tach i rozmiarach wchodziły w skład klasy IV.

 – Zawartość chromu ogółem w odwirowanej (3000 obr./min) i dwukrotnie przemy-
tej biomasie drożdży przeprowadzono metodą atomowej spektrometrii absorpcyj-
nej. Próby do oznaczeń chromu zostały poddane mineralizacji na mokro w piecu 
mikrofalowym Plazmatronika Uniclever II. Roztwory mineralizatów umieszcza-
no w naczyniach plastikowych w autosamplerze aparatu AAS Perkin Elmer 3110 
z kuwetą grafitową HGA-600. W programie temperaturowym od 120 do 2500oC 
następowało suszenie, piroliza i atomizacja próbki. W chwili zatomizowania prób-
ki aparat dokonywał pomiaru absorbancji promieniowania przez atomy chromu. 
Analizy przeprowadzono w Katedrze Bromatologii i Dietetyki Akademii Medycz-
nej we Wrocławiu. 

3.4. Przygotowanie prób fermentacyjnych z kukurydzy

3.4.1. Charakterystyka wybranych cech surowca
Surowcem do przygotowania prób fermentacyjnych było ziarno kukurydzy odmiany KB 
1903. Ziarno pochodziło ze Stacji Hodowli Roślin Rolniczych „Nasiona Kobierzyce” Sp. 
z o.o. W surowcu oznaczono zawartość suchej substancji oraz skrobi. Oznaczenie zawar-
tości suchej masy wykonano za pomocą wagosuszarki typu WPS 50S. Wynik odczyty-
wano, jako procentową zawartość suchej masy w surowcu. Oznaczenie zawartości skrobi 
w surowcu wykonano metodą Eversa w modyfikacji Grossfelda [BS EN ISO 10520:1998]. 
Zawartość skrobi w surowcu wynosiła 63, a suchej masy 91%. Uzyskane wyniki posłużyły 
do obliczenia wydajności procesu fermentacji etanolowej.
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3.4.2. Przygotowanie zacierów 
Do przygotowania zacierów wykorzystano energooszczędną metodę bezciśnieniowego 
uwalniania skrobi (BUS). Ziarno kukurydzy rozdrobniono wstępnie na śrutowniku (typ 
VEB Muhlenbau), a następnie zmielono na młynku laboratoryjnym (typ WŻ-1). Roz-
drobnioną kukurydzę odważono do kubków zaciernych, przygotowując zaciery o zawar-
tości surowca: 20, 24, 28, 32, 36 i 40% wagowych (Etap III). Skład zacierów przedstawiono 
w tabeli 4. Do etapu IV wybrano zaciery o zawartości surowca 20 i 36% (VHG). 

 Tabela 4 
 Table 4 

Skład zacierów kukurydzianych  
Corn mashes composition

Lp. Rodzaj zacieru [%] 
Type of mash

Udział surowca w zacierze [% wagowych kukurydzy] 
Raw material content in mash [weight % of corn]

1 20 20
2 24 24
3 28 28
4 32 32
5 36 36
6 40 40

Po skorygowaniu pH za pomocą 0,5M H2SO4 do wartości 6.2 zawiesinę kukurydzy z wodą 
poddano procesowi zacierania w zaciernicy laboratoryjnej Typ LB 12 Lochner Labor. 
Pierwszym etapem zacierania było skleikowanie i upłynnianie skrobi zawartej w surowcu. 
Proces przeprowadzono w temperaturze 85°C, w czasie 60 minut z zastosowaniem enzy-
mu upłynniającego Termamyl S.C. Ilość dodanego enzymu była przeliczana odpowied-
nio do danego stężenia surowca (tab. 2, p. 3.1). Zaciery schłodzono do temperatury 55°C 
i skorygowano pH do wartości 5,8 za pomocą 7M H2SO4. 

Drugim etapem zacierania było scukrzanie oraz hydroliza polisacharydów nieskrobio-
wych. Proces przeprowadzono w temperaturze 55°C w czasie 90 minut z zastosowaniem 
enzymów Spiryzyme Fuel i OPTIMASH™ Bg. Dawki enzymów ustalono adekwatnie do 
zawartości surowca w zacierze (tab. 2, p. 3.1). W czasie procesu prowadzono kontrolę 
scukrzenia, wykonując próbę jodową. Po zakończeniu tego etapu zaciery schłodzono do 
temperatury 20°C, pH zacieru ustalono na 5 za pomocą pH-metru Mettler Toledo typ 
MP220. Dozowano inokulum drożdży przygotowane zgodnie z pkt. 3.4.3. Próby uzupeł-
niono wodą do 250 g. 

W etapie IV pracy zastosowano dodatkowy preparat enzymatyczny Ceremix 6X MG. 
Zaciery przygotowane do fermentacji przesączono. Proces filtracji zacierów był niezbędny 
w celu przeprowadzenia charakterystyki wybranych cech drożdży zgodnie ze schematem 
pracy (p. 3.2, rys. 3). Uzyskane filtraty rozdzielono na dwie części – jedną z nich uzupeł-
niono Cr(III) w dawce 60 mg∙l-1, drugą przygotowano bez chromu (0 mg Cr(III)∙l-1). Fil-
traty zaszczepiono drożdżami i przeprowadzono fermentację. 
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3.4.3. Przygotowanie inokulum drożdży
Szczepy drożdży uaktywniono w probówkach w podłożu płynnym YM (p. 3.1 metodyki, 
tab. 2) w temperaturze 30°C, w czasie 24 godz. Tak uaktywnioną biomasą zaszczepiono 
podłoże YM (100 cm3) i hodowano w temperaturze 30oC przez 72 godz. Następnie bio-
masę drożdży odwirowano (3000 obr./min) i po przemyciu poddano standaryzacji. Pro-
ces ten wykonano na podstawie krzywych zależności absorbancji od suchej masy drożdży 
(dane niepublikowane). 100 g podłoża fermentacyjnego szczepiono 0,15 g s.m. drożdży.

3.4.4. Fermentacja etanolowa zacierów kukurydzianych
Fermentację etanolową prowadzono metodą okresową w temperaturze 30oC z użyciem 
drożdży gorzelniczych. Czas fermentacji wynosił od 72 do 96 godz. Analizy wykonywano 
w czasie 0, 24, 48, 72 godz. oraz w przypadku zacierów o wysokiej zawartości surowca tak-
że po 96 godz. Podczas fermentacji kontrolowano:

 – Dynamikę procesu fermentacji na podstawie ilości wydzielonego CO2. Próby ważo-
no aż do momentu, gdy różnica między kolejnymi ważeniami była nie większa niż 
0,02 g. Ilość wydzielonego dwutlenku węgla w czasie procesu podano w procentach 
[%] w odniesieniu do całkowitej ilości wydzielonego gazu.

 – Skład ilościowy i jakościowy podłoży fermentacyjnych, wykorzystując metodę wy-
soko sprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Oznaczono: ilość wytworzonego 
etanolu, profile węglowodanowe (glukozy, fruktozy, maltozy, maltotriozy, dekstryn) 
oraz produkty uboczne: glicerol i kwasy organiczne (bursztynowy, octowy, mleko-
wy). 

Do pomiaru wykorzystano chromatograf cieczowy D-7000 HPLC firmy Merck z ko-
lumną firmy BIO-RAD HPX-87H o średnicy 7,8 mm i długości 300 mm, detektorem RI 
(temperatura detekcji 60oC), szybkość przepływu eluentu 0,6 ml·min-1, wielkość nastrzy-
ku próby 0,25 µl.

3.5. Charakterystyka cech biotechnologicznych drożdży 
gorzelniczych podczas fermentacji zacierów kukurydzianych 
Charakterystykę cech drożdży gorzelniczych wykonywano podczas fermentacji zacierów 
VHG (36%) oraz zacierów 20% poddanych filtracji, w wariancie bez chromu (próba kon-
trolna) oraz z dodatkiem Cr(III) w ilości 60 mg∙l-1 (zgodnie ze schematem IV etapu pra-
cy, p 3.2, rys. 3). 

Materiał do badań pobierano po 24., 48., 72. i 96. godz. fermentacji. Drożdże wirowa-
no i przemywano 2-krotnie wodą w celu wydzielenia biomasy z podłoża fermentacyjnego. 
Podczas fermentacji kontrolowano: 

 – Stężenie biomasy (p. 3.3.2). 
 – Stan fizjologiczny drożdży (p. 3.3.2).
 – Rozmiar komórek drożdży (p. 3.3.2).
 – Biosorpcję jonów chromu ogółem (p. 3.3.2).
 – Zawartość jonów: Na, K, Ca, Mg, Fe oraz Zn w biomasie drożdży, po mineralizacji 
prób w piecu mikrofalowym do spalań na mokro MARS 5 firmy CEM, za pomocą 
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spektrometru absorpcji atomowej „Spektra AA 240FS” firmy Varian. Oznaczenie 
zawartości Na, Ca i K wykonano metodą atomowej spektrometrii emisyjnej, a Mg, 
Fe i Zn metodą atomowej spektrometrii absorpcyjnej [Kunachowicz 1997].

 – Skład jakościowy i ilościowy kwasów tłuszczowych w komórkach drożdży. Eks-
trakcję kwasów tłuszczowych z komórki drożdży wykonano zmodyfikowaną me-
todą Ackmana [1998]. Modyfikacja polegała na tym, że dokładnie wysuszoną prób-
kę biomasy drożdży potraktowano mieszaniną benzenu i metanolowego kompleksu 
trójfluorku boru. Próbę wytrząsano, a następnie ogrzewano przez 15 min w temp. 
50oC. Takie warunki były optymalne do przeprowadzenia procesu estryfikacji. Po 
ochłodzeniu do próby dodano H2O. Próbę odwirowano, górną warstwę odparowa-
no w atmosferze azotu, a suchą pozostałość rozpuszczano w CH2Cl2. Analizę estrów 
metylowych kwasów tłuszczowych przeprowadzono za pomocą chromatografu ga-
zowego PU 4410 firmy Philips wyposażonego w detektor FID. Rozdziału dokona-
no na kolumnie kapilarnej RTX-2330 (105 m, 0.25 mm ID, 0.2 µm df) firmy Restek 
stosując jako gaz nośny hel. Oznaczone kwasy tłuszczowe zostały podzielone na trzy 
grupy:

•	 MCFA (C10-C14): (Medium Chain Fatty Acids; średniołańcuchowe kwasy 
tłuszczowe);

•	 SFA (LCFA) (C16-C18): (Long Chain Fatty Acids; długołańcuchowe kwasy 
tłuszczowe);

•	 UFA (C16:1, C18:1, C18:2, C18:3): (Unsaturated Fatty Acids; nienasycone 
kwasy tłuszczowe) [Beltran i wsp. 2008].

Klasyfikację oznaczonych kwasów do poszczególnych grup przedstawiono w tabeli 5.

 Tabela 5 
 Table 5 

Klasyfikacja kwasów tłuszczowych 
Classification of fatty acids

Grupa kwasów
Group of acids

Oznaczenie
Name

Nazwa systematyczna
Systematic name

Nazwa zwyczajowa
Ordinary name

MCFA
C 10:0 dekanowy kaprynowy
C 12:0 dodekanowy laurynowy
C 14:0 tetradekanowy mirystynowy

SFA (LCFA)
C 16:0 heksadekanowy palmitynowy
C 18:0 oktadekanowy stearynowy

UFA

C 14:1 tetradecenowy oleomirystynowy
C 16:1 heksadecenowy oleopalmitynowy
C 18:1 oktadecenowy oleinowy
C 18:2 oktadekadienowy linolowy
C 18:3 oktadekatrienowy linolenowy

Zawartość poszczególnych kwasów tłuszczowych w komórkach drożdży wyrażono jako 
procent całkowitej ilości kwasów tłuszczowych. Na podstawie uzyskanych wyników ob-
liczono współczynnik UFA/SFA (kwasów nienasyconych/kwasów nasyconych) [Torija 
i wsp. 2003a].
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3.6. Obliczenie wydajności procesu i parametrów kinetycznych 
Na podstawie ilości uzyskanego etanolu obliczono wydajność etanolu ze skrobi 
Y (getanolu·100 g-1

skrobi), a także wydajność praktyczną etanolu w stosunku do teoretycznej [%] 
według równania fermentacji etanolowej i zawartości skrobi w otrzymanych zacierach. 

Według oznaczonej ilości węglowodanów w podłożach po zacieraniu oraz ilości cukru 
nieprzefermentowanego i stężenia etanolu w płynach fermentacyjnych obliczono:

1. szybkość zużycia cukru – rs [g·l-1·h-1],
2. stopień odfermentowania cukru – α,
3. szybkość tworzenia etanolu – rp [g·l-1·h-1].

Szybkość zużycia cukru obliczono według wzoru (1)

 

 26

Szybkość zużycia cukru obliczono według wzoru (1) 

pk

kP
s tt

SS
t
Sr

−
−

=
Δ

Δ−=
][][][

    (1) 

gdzie:

rs – szybkość zużycia cukru [g·l-1·h-1],

[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

tp – czas początkowy [h], 

tk – czas końcowy [h]. 

Stopień odfermentowania cukru α obliczono ze wzoru (2) 

P

KP

S
SS

][
][][ −=α ⋅100%   (2) 

gdzie:

α – stopień odfermentowania cukru [%], 

[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1].

Szybkość tworzenia etanolu obliczono według wzoru (3) 

pk

pk
p tt

PP
t
Pr

−
−

=
Δ

Δ=
][][][

    (3) 

gdzie:

rp – szybkość tworzenia etanolu [g·l-1·h-1],

[P]P – stężenie początkowe etanolu [g·l-1],

[P]k – stężenie końcowe etanolu [g·l-1],

tp – czas początkowy [h], 

tk – czas końcowy [h]. 

 (1)

gdzie:
rs – szybkość zużycia cukru [g·l-1·h-1],
[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],
[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],
tp – czas początkowy [h],
tk – czas końcowy [h].

Stopień odfermentowania cukru α obliczono ze wzoru (2)

 

 26

Szybkość zużycia cukru obliczono według wzoru (1) 

pk

kP
s tt

SS
t
Sr

−
−

=
Δ

Δ−=
][][][

    (1) 

gdzie:

rs – szybkość zużycia cukru [g·l-1·h-1],

[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

tp – czas początkowy [h], 

tk – czas końcowy [h]. 

Stopień odfermentowania cukru α obliczono ze wzoru (2) 

P

KP

S
SS

][
][][ −=α ⋅100%   (2) 

gdzie:

α – stopień odfermentowania cukru [%], 

[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1].

Szybkość tworzenia etanolu obliczono według wzoru (3) 

pk

pk
p tt

PP
t
Pr

−
−

=
Δ

Δ=
][][][

    (3) 

gdzie:

rp – szybkość tworzenia etanolu [g·l-1·h-1],

[P]P – stężenie początkowe etanolu [g·l-1],

[P]k – stężenie końcowe etanolu [g·l-1],

tp – czas początkowy [h], 

tk – czas końcowy [h]. 

 (2)

gdzie:
α – stopień odfermentowania cukru [%],
[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],
[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1].

Szybkość tworzenia etanolu obliczono według wzoru (3)

 

 26

Szybkość zużycia cukru obliczono według wzoru (1) 

pk

kP
s tt

SS
t
Sr

−
−

=
Δ

Δ−=
][][][

    (1) 

gdzie:

rs – szybkość zużycia cukru [g·l-1·h-1],

[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

tp – czas początkowy [h], 

tk – czas końcowy [h]. 

Stopień odfermentowania cukru α obliczono ze wzoru (2) 

P

KP

S
SS

][
][][ −=α ⋅100%   (2) 

gdzie:

α – stopień odfermentowania cukru [%], 

[S]P – stężenie początkowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1],

[S]k – stężenie końcowe cukru w przeliczeniu na glukozę [g·l-1].

Szybkość tworzenia etanolu obliczono według wzoru (3) 

pk

pk
p tt

PP
t
Pr

−
−

=
Δ

Δ=
][][][

    (3) 

gdzie:

rp – szybkość tworzenia etanolu [g·l-1·h-1],

[P]P – stężenie początkowe etanolu [g·l-1],

[P]k – stężenie końcowe etanolu [g·l-1],

tp – czas początkowy [h], 

tk – czas końcowy [h]. 

 (3)

gdzie:
rp – szybkość tworzenia etanolu [g·l-1·h-1],
[P]P – stężenie początkowe etanolu [g·l-1],
[P]k – stężenie końcowe etanolu [g·l-1],
tp – czas początkowy [h],
tk – czas końcowy [h].

 
W celu obliczenia wyżej wymienionych parametrów kinetycznych oznaczone węglowoda-
ny: dekstryny, maltotriozę i maltozę przeliczono na glukozę. 
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4. Omówienie wyników

4.1. Charakterystyka cech biotechnologicznych 
drożdży gorzelniczych podczas wzrostu na podłożu 
syntetycznym YPG wzbogaconym jonami Cr(III)
Czynniki środowiskowe, w tym zawartość związków mineralnych, wpływają na parame-
try wzrostu drożdży gorzelniczych. Ze względu na brak danych charakteryzujących taki 
wpływ przez jony Cr(III) pierwszy etap pracy poświęcono określeniu skutków dodatku 
Cr(III) na parametry wzrostu, cechy fizjologiczne i morfologiczne drożdży gorzelniczych 
oraz ich zdolność do biosorpcji tego pierwiastka podczas namnażania biomasy.

4.1.1. Parametry wzrostu drożdży gorzelniczych w obecności Cr(III)
Podstawowe wskaźniki wzrostu drożdży w podłożu syntetycznym (wykonane wg meto-
dyki p. 3.3.1) zależały w zróżnicowany sposób od ich cech oraz stężenia dodanego Cr(III) 
(tab. 6).

Maksymalna właściwa szybkość wzrostu drożdży rosła (o 5–10%) w obecności 8– 
–60 mg Cr(III)∙l-1 i malała (o 5–8%), gdy stężenie tego jonu było wyższe od 156 mg Cr(III)∙l-1. 
Przekroczenie tego progu stężenia skutkowało wydłużeniem logarytmicznej fazy wzrostu 
drożdży Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 o 0,5 i 1 godz. w przypadku S. diastaticus 
ATCC 13007.

Dodatek Cr(III) wpłynął na wskaźnik maksymalnego przyrostu biomasy (∆ODmax). 
W przypadku szczepów: S. cerevisiae Etanol Red i S. cerevisiae D2 obserwowano wzrost 
tego wskaźnika, gdy stężenie Cr(III) nie przekraczało poziomu 30 mg∙l-1. W warunkach 
wyższego stężenia Cr(III) wartości omawianego parametru były porównywalne lub niższe 
w odniesieniu do prób kontrolnych. Obecność Cr(III), niezależnie od stężenia, wspoma-
gała tworzenie biomasy przez szczep S. diastaticus ATCC 13007.
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 Tabela 6 
 Table 6  
Wybrane parametry wzrostu drożdży gorzelniczych obliczone na podstawie krzywych wzrostu na 

podłożu YPG w obecności jonów Cr(III), (Bioscreen C)  
Selected growth parameters calculated according to growth curves  

of distillery yeast on YPG medium in the presence of Cr(III), (Bioscreen C)

Szczepy
Strains 

Stężenie 
[mg·l-1] 

Concentration
Cr (III)

Czas trwania 
logarytmicznego 

wzrostu
[h]

Time of logarytmic 
growth

Maksymalna 
właściwa 
szybkość 
wzrostu
µmax [h-1]

Max. specific 
growth rate

Maksymalny 
przyrost biomasy

∆ODmax
Max. biomas 

growth

S. cerevisiae
Etanol Red

0 4,63 0,23 1,08
8 4,63 0,24 1,13

30 4,63 0,24 1,12
60 4,63 0,23 1,07

156 5,00 0,21 1,06
200 5,00 0,21 1,06

Schwanniomyces
occidentalis
ATCC 48086

0 5,33 0,22 1,16
8 5,00 0,23 1,13

30 5,00 0,23 1,12
60 5,00 0,24 1,22

156 5,67 0,22 1,22
200 5,67 0,21 1,16

S. diastaticus
ATCC 13007

0 5,00 0,22 1,12
8 5,00 0,23 1,15

30 5,00 0,23 1,14
60 5,33 0,22 1,16

156 5,67 0,21 1,18
200 5,67 0,21 1,17

S. cerevisiae D2

0 6,00 0,21 1,22
8 5,67 0,20 1,13

30 6,00 0,21 1,23
60 6,00 0,21 1,24

156 6,00 0,20 1,22
200 6,00 0,20 1,20

Pozostałe cechy drożdży badano w hodowlach wstrząsanych na podłożu YPG wzbogaco-
nym Cr(III). Największy przyrost biomasy wykazywał szczep S. cerevisiae Ethanol Red, 
a najniższy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 (rys. 4). Badane szczepy reagowa-
ły na wzrastające dawki Cr(III) do poziomu 60 mg∙l-1 wyższym przyrostem biomasy, zaś 
wysokie dawki chromu powyżej 156 mg∙l-1 wpłynęły na obniżenie zawartości biomasy 
o 10–15% w porównaniu z próbami kontrolnymi. Ilość biomasy szczepu S. cerevisiae D2 
była wyższa w porównaniu z próbą kontrolną przy wszystkich dawkach Cr(III).
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Dobrym wskaźnikiem charakteryzującym stan fizjologiczny drożdży jest udział w bio-
masie pączkujących i nieaktywnych komórek (rys. 5). Po 48 godzinach wzrostu drożdży 
w podłożu YPG bez dodatku Cr(III) udział komórek pączkujących wynosił od 22 (Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086) do 36% (S. diastaticus ATCC 13007), zaś nieaktyw-
nych od 1 (S. cerevisiae Ethanol Red) do 7% (S. diastaticus ATCC 13007). Większą ilością 
komórek pączkujących charakteryzowały się szczepy S. cerevisiae Ethanol Red oraz S. dia-
staticus ATCC 13007 rosnące na podłożach z dodatkiem Cr(III) – od 30 do 60 mg∙l-1 oraz 
szczep Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 podczas wzrostu na podłożu z Cr(III) 
– od 8 do 60 mg∙l-1. W obecności Cr(III) do 60 mg∙l-1 drożdże charakteryzowały się rów-
nież niższym (S. diastaticus ATCC 13007) lub porównywalnym (S. cerevisiae Ethanol Red, 
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) w stosunku do prób kontrolnych, udziałem 
komórek nieaktywnych. Z kolei gdy stężenie Cr(III) było wyższe od 156 mg·l-1, zaobser-
wowano obniżenie ilości komórek pączkujących (drożdży S. cerevisiae Ethanol Red oraz 
S. cerevisiae D2) oraz wzrost ilości komórek nieaktywnych (drożdży S. cerevisiae D2 oraz 
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) w porównaniu z próbą kontrolną. Drożdże 
S. cerevisiae D2 reagowały na obecność Cr(III) obniżeniem udziału komórek pączkują-
cych o 10% już przy stężeniu 8 mg∙l-1 oraz o 25% w obecności 200 mg∙l-1. Wysoki udział 
komórek pączkujących tego szczepu (porównywalny z próbą kontrolną) odnotowano je-
dynie w obecności 60 mg Cr(III)∙l-1.

Ważną do oceny cech morfologicznych drożdży była wielkość komórek (p. 4.5). W ho-
dowli stanowiącej inokulum średnica komórek wynosiła od 6,5 do 6,8 μm (rys. 6). Wy-
jątkiem były komórki drożdży S. diastaticus ATCC 13007, których średnica była więk-
sza i wynosiła 7,6 µm. Wielkość komórek nie ulegała zasadniczym zmianom podczas 
hodowli w środowiskach o różnym stężeniu Cr(III) (rys. 6), poza szczepem S. diastati-
cus ATCC 13007. Rozmiar jego komórek, zwłaszcza w drugiej dobie hodowli, zwiększał 
się wraz ze wzrastającym stężeniem chromu w środowisku, osiągając najwyższą wartość 
(10 μm) w podłożu YPG z dodatkiem 200 mg Cr(III)·l-1.

Największy udział w biomasie przygotowanej do zaszczepienia miały komórki o roz-
miarach 4,6–8,0 μm (klasa II), a więc typowe komórki (rys. 7).

W czasie hodowli na podłożach wzbogacanych w Cr(III) nie stwierdzono jego zna-
czącego wpływu na udział procentowy komórek w poszczególnych klasach wielkości 
większości badanych szczepów drożdży. Podobnie jak w inokulum najwięcej komórek 
(60–70%) znajdowało się w klasie II o wymiarach 4,6–8,0 μm (rys. 8). Występowanie ko-
mórek w poszczególnych klasach wielkości było raczej uzależnione od rodzaju szczepu 
drożdży niż obecności Cr(III) w podłożu hodowlanym. Jedyny wyjątek stanowiły droż-
dże S. diastaticus ATCC 13007. W przypadku tego szczepu wraz ze wzrostem stężenia 
Cr(III) w środowisku hodowlanym obserwowano obniżenie zawartości komórek w kla-
sie drugiej z 60 do 45% i wzrost udziału komórek w klasie III i IV. Pojawienie się mega-
komórek w klasie IV w ilości do 4,5% było charakterystyczne tylko dla szczepu S. diasta-
ticus ATCC 13007. W tym przypadku ilość komórek o bardzo dużej średnicy zwiększała 
się wraz ze wzrostem stężenia chromu w podłożu.
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Rys. 7. Udział komórek drożdży w poszczególnych klasach wielkości  
przed zaszczepieniem do podłoża YPG wzbogaconego w Cr(III) 

Fig. 7. The share of yeast cells in different size classes  
before inoculation to YPG medium enriched with Cr (III)
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W komórkach drożdży prób kontrolnych (bez dodatku Cr(III)) stwierdzono śladowe ilo-
ści chromu, które wynosiły od 0,05 (S.cerevisiae D2) do 0,14 µg·g-1 s.m. (S. diastaticus 
ATCC 13007). Wszystkie badane szczepy drożdży wykazywały zdolność pobierania tego 
pierwiastka ze środowiska hodowlanego i jego bioakumulacji (tab. 7). Ilość chromu w bio-
masie drożdży rosła wraz ze wzrostem stężenia Cr(III) w podłożu, przy czym zawartość 
chromu w biomasie zależała od szczepu drożdży. Podczas namnażania najwięcej chromu 
(powyżej 800 µg·g-1 s.m.) przyswoiły szczepy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 
oraz S. cerevisiae D2, a najmniej S. cerevisiae Etanol Red (430 µg·g-1 s.m.).

 Tabela 7  
 Table 7 

Zawartość chromu w komórkach drożdży po 48 godz. wzrostu w podłożu YPG  
w obecności Cr (III) 

The content of chromium in yeast cells after 48 h growth 
in YPG medium in the presence of Cr (III) 

Stężenie
[mg·l-1]

Concentration
Cr (III)

Zawartość chromu [µg·g-1 s.m.]
The content of chromium [µg·g-1 d.w.]

S.cerevisiae
Etanol Red

Schwanniomyces
occidentalis

ATCC 48086

S. cerevisiae
D2

S. diastaticus
ATCC 13007

0 0,10 0,11 0,05 0,14
8 40,85 13,00 80,56 20,75

30 110,72 130,60 160,40 80,55
60 230,22 170,43 300,96 160,56

156 350,64 400,68 400,97 380,82
200 430,10 820,20 880,86 540,96

Podsumowując, można stwierdzić, że dodatek jonów Cr(III) do modelowego podło-
ża hodowlanego YPG w ilości do 60 mg∙l-1 wpłynął pozytywnie na parametry kine-
tyczne wzrostu badanych szczepów drożdży gorzelniczych. Stwierdzono także popra-
wę dynamiki wzrostu drożdży (zwiększenie maksymalnej właściwej szybkość wzrostu, 
maksymalnego przyrostu biomasy) oraz wzrost stężenia biomasy. Odnotowano rów-
nież większy procentowy udział komórek pączkujących niż w próbach kontrolnych. 
W obecności 156 oraz 200 mg Cr(III)∙l-1 obserwowano obniżenie ilości komórek pącz-
kujących drożdży oraz wzrost ilości komórek nieaktywnych w porównaniu z próbami 
kontrolnymi. Nie stwierdzono wpływu Cr(III) na cechy morfologiczne (rozmiar ko-
mórek drożdży). Wyjątkiem był szczep S. diastaticus ATCC 13007, rozmiar jego komó-
rek, zwłaszcza w drugiej dobie hodowli, zwiększał się wraz ze wzrastającym stężeniem 
Cr(III) w środowisku. 

Drożdże wykazywały zdolność bioakumulacji chromu. Najwięcej nagromadziły go 
szczepy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz S. cerevisiae D2, a najmniej S. ce-
revisiae Etanol Red.
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4.1.2. Dynamika fermentacji etanolowej  
na podłożu syntetycznym YM z dodatkiem Cr(III)
Doświadczenie przeprowadzono w dwóch wariantach (p. 3.2, rys. 1b). W wariancie I – 
chlorek chromu dodano do podłoża wzrostowego, a w drugim do podłoża fermentacyj-
nego. 

Celem tak skonstruowanego doświadczenia był zamiar oceny wpływu jonów Cr(III) na 
przebieg fermentacji etanolowej glukozy w zależności od stężenia tego pierwiastka oraz 
zastosowanego wariantu suplementacji. Przebieg dynamiki fermentacji, stanowiący wy-
znacznik aktywności fermentacyjnej drożdży, przedstawiono jako procentowy udział wy-
dzielonego CO2 w odniesieniu do całkowitej ilości wydzielonego gazu. 

Dodanie Cr(III) do podłoża wzrostowego nie wywierało wpływu na dynamikę fer-
mentacji badanych szczepów drożdży, niezależnie od jego dawki (rys. 9). Natomiast 
wyraźny wpływ na aktywność fermentacyjną badanych szczepów wykazywał dodatek 
Cr(III) bezpośrednio do podłoża fermentacyjnego (wariant II). Aktywność fermen-
tacyjna drożdży z wyjątkiem S. cerevisiae D2 rosła wraz ze wzrostem stężenia Cr(III) 
w podłożu fermentacyjnym (rys. 10). Stwierdzono, że suplementacja Cr(III) podło-
ża fermentacyjnego wpłynęła na skrócenie fazy zafermentowania. Największe różnice 
w ilości wydzielonego CO2 obserwowano w pierwszych 6 godzinach fermentacji. W tym 
czasie w próbach kontrolnych wydzieliło się zaledwie 7,5% gazu, natomiast w próbach 
wzbogacanych Cr(III) odnotowano nawet 50% całkowitej ilości wydzielonego CO2. 
Wzrost aktywności fermentacyjnej drożdży obserwowano także po pierwszej dobie 
procesu, wówczas w próbach kontrolnych odnotowano 70–75% całkowitej ilości wy-
dzielonego gazu, natomiast w próbach zawierających 200 mg Cr(III)·l-1 wydzieliło się 
o 25% gazu więcej. 

Dodatek Cr(III) do podłoża fermentacyjnego nie wpłynął na dynamikę fermentacji 
szczepu S. cerevisiae D2. Po pięciu godzinach fermentacji etanolowej różnica w ilości 
wydzielonego gazu pomiędzy próbą o najlepszej aktywności fermentacyjnej (wariant 
II z dodatkiem 200 mg Cr(III)·l-1), a próbą kontrolną wynosiła zaledwie 5%, podczas 
gdy w przypadku wcześniej omówionych szczepów drożdży różnica ta wynosiła nawet 
50%. Po 24 godz. procesu aktywności fermentacyjne drożdży w podłożach zawierają-
cych Cr(III) były zbliżone. Ilość wydzielonego gazu w tych eksperymentach wynosiła 
około 96%, natomiast w doświadczeniach prowadzonych na podłożu kontrolnym rów-
nała się 83%.

Stwierdzono, że dodatek Cr(III) do podłoży fermentacyjnych miał korzystny wpływ na 
dynamikę fermentacji wszystkich badanych drożdży z wyjątkiem szczepu S. cerevisiae D2. 
Do dalszych etapów pracy wybrano wariant II (suplementacja podłoża fermentacyjne-
go jonami Cr(III)) i zrezygnowano z udziału szczepu S. cerevisiae D2, ponieważ dodatek 
Cr(III) nie poprawił jego aktywności fermentacyjnej. Analizując wpływ Cr(III) na para-
metry wzrostu i aktywność fermentacyjną w podłożach modelowych (syntetycznych), do 
dalszego etapu pracy wybrano dawkę 60 mg Cr(III)·l-1, ponieważ wpływała ona korzystnie 
na parametry wzrostu drożdży gorzelniczych, ich stan fizjologiczny oraz nie powodowała 
zmian cech morfologicznych. 
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4.2. Dynamika i efekty fermentacji etanolowej  
w zacierach kukurydzianych o różnej zawartości surowca
Mając na uwadze warunki przemysłowej produkcji etanolu, w kolejnym etapie pracy za-
stosowano podłoża naturalne przygotowane z kukurydzy i oceniono wpływ jej zawartości 
w zacierze na aktywność fermentacyjną drożdży gorzelniczych. 

W wyniku procesu zacierania przeprowadzonego w warunkach laboratoryjnych 
(p. 3.4.2) otrzymano 6 zacierów kukurydzianych o zróżnicowanej zawartości surowca 
w zakresie od 20 do 40% (p. 3.1 tab. 2). Na podstawie analizy profili węglowodanowych 
uzyskanych metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej w zacierach stwierdzono 
obecność glukozy, fruktozy, maltozy, maltotriozy oraz dekstryn, a przykładowy chroma-
togram przedstawiono na rysunku 11.

Rys. 11. Chromatogram profili węglowodanowych i produktów fermentacji etanolowej zacierów 
kukurydzianych  

Fig. 11. Chromatogram of carbohydrate profiles and prod-
ucts of ethanol fermentation of corn mashes

Wraz ze wzrostem zawartości kukurydzy w zacierze podnosił się poziom węglowodanów 
w podłożu fermentacyjnym, głównie glukozy (rys. 12) od 143 (zacier 20%) do 236 g·l-1 
(zacier 40%) oraz maltozy (rys. 13) od 4 (zacier 20%) do 12 g·l-1 (zacier 40%). W zacie-
rach o zawartości surowca do 28% ilość pozostałych węglowodanów (tj. fruktozy, mal-
totriozy oraz dekstryn) utrzymywała się poziomie nieprzekraczającym łącznie stęże-
nia 5 g·l-1 (rys. 13). Najwyższe stężenie polisacharydów stwierdzono w zacierach gęstych 
(36 i 40%), ilość maltotriozy była czterokrotnie wyższa, a dekstryn dwunastokrotnie 
w porównaniu z zacierami 20%. Fakt ten świadczy o niskiej efektywności hydrolizy skro-
bi w zacierach gęstych. 
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Rys. 12. Początkowe stężenie glukozy w zacierach kukurydzianych  
o wzrastającej zawartości surowca 

Fig. 12. Initial glucose concentration in corn mashes of increasing raw material content 

Rys. 13. Początkowe stężenie węglowodanów w zacierach kukurydzianych  
o wzrastającej zawartości surowca 

Fig. 13. Initial carbohydrates concentration in corn mashes of increasing extract content

Wzrost ekstraktu z kukurydzy w zacierze osłabiał dynamikę fermentacji z udziałem ba-
danych drożdży. Największe różnice obserwowano w pierwszej i drugiej dobie procesu. 
Ilość wydzielanego CO2 w zacierach 36 i 40% była niższa średnio o 10–20% w porównaniu 
z zacierami 20 i 24%, a po 92 godzinach procesu jego ilości były zbliżone we wszystkich 
próbach fermentacyjnych i wynosiły powyżej 90%. Najlepszą dynamiką fermentacji cha-
rakteryzował się szczep gorzelniczy S. cerevisiae Etanol Red (rys. 14). 
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Rys. 14. Dynamika wydzielania CO2 podczas fermentacji zacierów kukurydzianych  
o wzrastającej zawartości surowca 

Fig. 14. Dynamics of CO2 secretion during fermentation of corn mashes  
of increasing raw material content

Analiza profili węglowodanowych przefermentowanych zacierów wykazała, iż bada-
ne drożdże gorzelnicze wykorzystały całkowicie glukozę i fruktozę obecną w zacie-
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rach zawierających do 32% surowca (rys. 15). Ilości maltozy, maltotriozy i dekstryn 
były niewielkie i wynosiły od 1 do 2 g·l-1. Znaczne ilości węglowodanów wykazano 
w przefermentowanych zacierach gęstych (zaciery 36 i 40%) (rys. 15). Największy pro-
cent w nich stanowiła glukoza (60–70%), następnie maltoza (10–15%) oraz dekstryny 
(6–11%). Ilości nieprzefermentowanych cukrów zależały również od szczepu drożdży 
użytego do fermentacji. Najniższe stężenie dekstryn odnotowano w próbach fermento-
wanych z udziałem drożdży amylolitycznych S. diastaticus ATCC 13007 oraz Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086, zaś najniższe ilości glukozy oraz maltozy w przy-
padku szczepu S. cerevisiae Ethanol Red. 
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Rys. 15. Profile węglowodanowe przefermentowanych zacierów kukurydzianych  
o wzrastającej zawartości surowca 

a. glukoza, b. fruktoza, c. maltoza, d. maltotrioza, e. dekstryny  
Fig. 15. Carbohydrate profiles after fermentation  

of corn mashes of increasing raw material content 
a. glucose, b. fructose, c. maltose, d. maltotriose, e. dextrin

Wzrastającej zawartości kukurydzy w zacierach od 20 do 36% towarzyszyły większe ilości two-
rzonego etanolu (od 65 do 92 g·l-1), ale przekroczenie poziomu 40% surowca skutkowało obni-
żeniem jej zawartości o 2–3 g·l-1 (rys. 16a). Pomimo wzrostu stężenia etanolu w podłożach fer-
mentacyjnych wraz ze zwiększaniem zawartości surowca w zacierze jego wydajność ze skrobi 
oraz wydajność praktyczna procesu obliczone zgodnie z p. 3.6, obniżały się (rys. 16b, rys. 16c). 
Zdolności badanych drożdży do wydajnej produkcji etanolu były więc zróżnicowane. Stwier-
dzono, że najlepszą wydajność etanolu osiągnięto w zacierach 20 i 24% z udziałem drożdży 
S. diastaticus ATCC 13007 (90–92% teoretycznej). Wzrost zawartości surowca w zacierach skut-
kował obniżeniem wydajności praktycznej etanolu niezależnie od stosowanego szczepu do 62– 
–68% (w zacierze 40%). Najlepszą wydajnością praktyczną w zacierach gęstych (36–40%) cha-
rakteryzował się szczep S. cerevisiae Etanol Red, a najniższą S. diastaticus ATCC 13007 (rys. 16c).

Potwierdzeniem zmniejszania się wydajności etanolu podczas fermentacji zacierów 
o podwyższonej zawartości ekstraktu było obniżanie się stopnia wykorzystania cukrów 
(rys. 16d). Wysoki stopień odfermentowania (99–97%) odnotowano w zacierach zawiera-
jących do 32% surowca, zaś w pozostałych podłożach fermentacyjnych obserwowano ob-
niżenie wartości omawianego parametru do poziomu 78% (zacier 40%). 

Nielotnym produktem ubocznym fermentacji etanolowej jest glicerol. Jego zawartość 
w przefermentowanych zacierach rosła wraz z większą ilością kukurydzy od 5,6 do 10,2 g·l-1, 
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osiągając najwyższy poziom w zacierze 40% (rys. 17a). Podobne tendencje wykazano w przy-
padku kwasów organicznych. W przefermentowanych zacierach 40% stężenie kwasu octowe-
go było czterokrotnie wyższe w porównaniu z zacierami 20%, a kwasu bursztynowego dwu-
krotnie (rys. 17b, 17c). 

a

b

c

Rys. 17. Ilość produktów ubocznych tworzonych podczas fermentacji zacierów kukurydzianych 
o wzrastającej zawartości surowca: a. glicerol , b. kwas bursztynowy, c. kwas octowy 

Fig. 17. Amount of ethanol co-products formed during fermentation of corn mashes  
of increasing raw material content: a. glycerol, b. succinic acid, c. acetic acid

Zróżnicowane warunki środowiska fermentacyjnego wynikające początkowo ze wzra-
stającego stężenia węglowodanów w zacierze, a następnie wzrastającej ilości wytworzo-
nego etanolu i produktów ubocznych fermentacji, wpłynęły na stan fizjologiczny bada-
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nych komórek drożdży oceniany ilością komórek pączkujących i nieaktywnych (rys. 18). 
Po zakończonej fermentacji w zacierach gęstych (36–40%) udział komórek pączkujących 
z reguły był dwukrotnie niższy, a nieaktywnych wyższy o 3% (w przypadku S. cerevisiae 
Ethanol Red) i 8% (dla S. diastaticus ATCC 13007) w porównaniu z zacierami 20%.

Rys. 18. Stan fizjologiczny komórek drożdży po fermentacji zacierów  
o wzrastającej zawartości surowca 

Fig 18. Physiological condition of yeast cells after fermentation of mashes  
of increasing raw material content

Podsumowując, można stwierdzić, że wzrost zawartości surowca w zacierze ujawnił 
zróżnicowane zdolności badanych drożdży do wydajnej produkcji etanolu. Pomimo 
większych ilości tworzonego etanolu wydajność procesu obniżała się wraz ze wzrostem 
ekstraktu z kukurydzy w zacierze. Najlepszą wydajność etanolu oraz najwyższy stopień 
odfermentowania uzyskano w zacierach 20 i 24% fermentowanych z udziałem wszyst-
kich badanych drożdży. Wzrost zawartości surowca do 32% skutkował obniżeniem wy-
dajności produkcji etanolu, choć stopień odfermentowania był bardzo wysoki i wynosił 
powyżej 97%. W efekcie drożdże wykorzystały prawie całkowicie dostępne w zacierze 
węglowodany, a obniżenie wydajności etanolu było skorelowane ze wzrostem ilości wy-
tworzonych produktów ubocznych procesu, głównie glicerolu. W zacierach gęstych (36 
i 40%) zanotowano najniższą wydajność procesu (62–68% teoretycznej) oraz niski sto-
pień odfermentowania węglowodanów (78%). Po zakończeniu fermentacji stwierdzono 
w zacierach znaczne ilości nieprzefermentowanych węglowodanów, w tym glukozy (od 
15 do 34 g·l-1) oraz maltozy (od 3,5 do 6,5 g·l-1). Stąd też przedmiotem dalszych badań 
była chęć poprawy efektów fermentacji zacierów gęstych typu VHG drogą suplementa-
cji podłoża fermentacyjnego jonami Cr(III). Do kolejnego etapu badań wybrano zacier 
36% (VHG) i 20% jako porównawczy. Powodem rezygnacji z zacieru 40% były problemy 
z jego filtracją.
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4.3. Charakterystyka wybranych cech biotechnologicznych 
drożdży gorzelniczych w zacierach kukurydzianych 
z dodatkiem chromu (60 mg Cr(III)·l-1)
W dostępnej literaturze trudno znaleźć informacje dotyczące wpływu jonów Cr(III) na 
przebieg i wskaźniki technologiczne fermentacji zacierów kukurydzianych typu VHG 
oraz cechy morfologiczne i fizjologiczne drożdży gorzelniczych. Wybrane w p. 4.2 podło-
ża suplementowano Cr(III) w ilości 60 mg·l-1. Taka ilość Cr(III) wpływała korzystnie na 
parametry wzrostu drożdży oraz dynamikę fermentacji glukozy w podłożu syntetycznym 
(p. 4.1). Ponadto nie zmieniła ona cech morfologicznych żadnego z badanych szczepów. 

4.3.1. Aktywność fermentacyjna drożdży gorzelniczych w przefiltrowanych  
zacierach kukurydzianych 20 i 36% (VHG) z dodatkiem 60 mg Cr(III)∙l-1

Zmienne warunki środowiska fermentacyjnego wynikające zarówno ze zróżnicowanej za-
wartości ekstraktu z kukurydzy, jak i braku lub obecności Cr(III) (0 i 60 mg Cr(III)·l-1) 
wpłynęły na przebieg i efekty końcowe procesu fermentacji (rys. 19). W przefiltrowanych 
zacierach VHG (36%) wysoki ekstrakt z kukurydzy spowalniał dynamikę wydzielania 
CO2. W efekcie czas niezbędny do przeprowadzenia fermentacji przefiltrowanych zacie-
rów VHG wynosił 96 godzin, podczas gdy fermentacja zacierów 20% zakończyła się po 
72 godzinach. Obecność Cr(III) w ilości 60 mg·l-1 nie wpłynęła na dynamikę wydzielania 
CO2 w badanych podłożach kukurydzianych.

Drożdże bardzo szybko wykorzystywały węglowodany zawarte w zacierach 20%. 
W czasie pierwszej doby wykorzystały 75% glukozy. Po drugiej dobie fermentacji w pod-
łożach kukurydzianych nie stwierdzono obecności glukozy (rys. 20a) ani fruktozy (rys. 
20b), a po jej zakończeniu oznaczono jedynie śladowe ilości nieprzefermentowanej mal-
tozy (rys. 24c), maltotriozy (rys. 20d) i dekstryn (rys. 20e).

Dynamika wykorzystania węglowodanów przez drożdże w podłożach VHG była zde-
cydowanie odmienna. W pierwszej dobie przyswoiły one zaledwie 30% glukozy. W tym 
samym okresie obserwowano 3–4-krotne obniżenie stężenia maltotriozy i dekstryn oraz 
wzrost zawartości maltozy. Był to wynik działania enzymów amylolitycznych upłynniają-
cych i scukrzających dodanych do podłoża kukurydzianego podczas zacierania (p. 3.4.2) 
oraz wytworzonych przez drożdże S. diastaticus ATCC 13007 i Schwanniomyces occidenta-
lis ATCC 48086 (rys. 20 a, b, c, d, e). W kolejnych dobach procesu obserwowano stopnio-
we obniżenie zawartości poszczególnych węglowodanów. Pomimo to, po zakończeniu fer-
mentacji, w podłożach pozostały znaczne ilości nieprzefermentowanych węglowodanów.
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Rys. 19. Dynamika fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych 20 i 36% w obecności 
60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 19. Dynamics of fermentation of 20 i 36% filtrated corn mashes  
in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it
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Ich stężenie zależało od zastosowanego szczepu drożdży i wynosiło od 24 (S. cerevisiae 
Ethanol Red) do 37 g·l -1 (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086). Najniższe stęże-
nie glukozy (13 g·l-1) stwierdzono w próbach fermentowanych z udziałem S. cerevisiae 
Ethanol Red, a najwyższe w próbie VHG bez dodatku Cr(III) fermentowanej przy użyciu  
drożdży Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 (rys. 20a). Najniższe ilości nieprzefer-
mentowanej maltozy (rys. 20c), maltotriozy (rys. 20d) i dekstryn (rys. 20e) stwierdzono 
w próbach fermentowanych przez drożdże S. diastaticus ATCC 13007.

Suplementacja podłoża VHG Cr(III) w ilości 60 mg·l-1 wpłynęła na poprawę dynamiki 
i stopienia wykorzystania węglowodanów. Po zakończonej fermentacji w podłożach ku-
kurydzianych stężenie węglowodanów było niższe i wynosiło od 15 do 29 g·l-1. Najlepsze 
efekty uzyskano w podłożach fermentowanych z udziałem drożdży S. diastaticus ATCC 
13007, gdzie końcowe stężenie nieprzefermentowanych węglowodanów było dwukrot-
nie niższe w porównaniu z próbami niesuplementowanymi. W obecności Cr(III) drożdże 
szybciej wykorzystywały glukozę, przy czym największe różnice obserwowano w drugiej 
i trzeciej dobie fermentacji, a w efekcie końcowym stężenie glukozy po fermentacji było 
niższe w porównaniu z próbami niesuplementowanymi o 13 (S. diastaticus ATCC 13007), 
10 (S. cerevisiae Ethanol Red) i 7 g·l-1 (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) (rys. 
20a). W obecności jonów Cr(III) drożdże S. diastaticus ATCC 13007 i Schwanniomyces 
occidentalis ATCC 48086 lepiej wykorzystywały dekstryny, których końcowe stężenie było 
dwukrotnie niższe w porównaniu z próbami bez dodatku chromu. Nie stwierdzono wpły-
wu Cr(III) na bilans wykorzystania fruktozy i maltotriozy.

Na podstawie analizy profili węglowodanowych oraz ilości wytworzonego etano-
lu obliczono parametry kinetyczne procesu (zgodnie z p. 3.6): szybkość zużycia cukrów 
rs [g·l-1·h-1] (rys. 21), stopień ich odfermentowania α [%] (rys. 22) oraz szybkość produkcji 
etanolu rp [g·l-1·h-1] (rys. 24). Najwyższą szybkość zużycia cukrów 4,7 g·l-1·h-1 odnotowano 
w pierwszej dobie fermentacji w podłożach 20% (rys. 21), zaś w podłożach 36% wartość 
analizowanego parametru była niższa o 1 g·l-1·h-1. Stopień wykorzystania curów w pierw-
szej i drugiej dobie procesu był o połowę niższy w zacierach VHG w porównaniu z pró-
bami 20%. Obecność Cr(III) wpłynęła zarówno na wzrost szybkości zużycia cukrów, jak 
i stopnia ich wykorzystania w podłożach 36% od drugiej doby procesu (rys. 21, rys. 22).
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S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast
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S.c. ER – Saccharomyces cerevisiae Etanol Red  
Schw. occ – Schwanniomyces cccidentalis ATCC 48086 
S. diast. – Saccharomyces diastaticus ATCC 13007

Rys. 20. Zawartość glukozy (a), fruktozy (b), maltozy (c), maltotriozy (d) i dekstryn (e) podczas 
fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) 

i bez jego dodatku 
Fig. 20. Content of glucose (a), fructose (b), maltose (c), maltotriose (d) and dextrin (e) during  

fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast
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Rys. 21. Szybkość zużycia cukru podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych 
20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 21. Rate of sugar consumption during fermentation of 20 and 36% filtra-
ted corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it

Rys. 22. Stopień wykorzystania węglowodanów po fermentacji zacierów przefiltrowanych zacierów 
kukurydzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku  

Fig. 22. Degree of carbohydrate consumption after fermentation of 20 and 36% fil-
trated corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it 

W próbach VHG (36%) wzbogaconych Cr(III) stwierdzono wyższe ilości etanolu w po-
równaniu z próbami niesuplementowanymi począwszy od drugiej doby procesu (rys. 23). 
Obserwowano wzrost szybkości produkcji etanolu, szczególnie przez S. cerevisiae Ethanol 
Red i S. diastaticus ATCC 13007 (rys. 24), co skutkowało jego wyższym stężeniem po pro-
cesie fermentacji odpowiednio o 7 i 12 g·l-1 oraz poprawą wydajności produkcji etanolu 
(rys. 25). Najbardziej efektywny pod względem ilości etanolu oraz wydajności fermenta-
cji był szczep S. diastaticus ATCC 13007, najmniej zaś Schwanniomyces occidentalis ATCC 
48086. Pomimo wzrostu dynamiki tworzenia etanolu w obecności Cr(III) jego końcowe 
stężenie nie zmieniło się w przypadku tego szczepu drożdży, natomiast czas potrzebny do 
jego uzyskania był krótszy o dobę. 

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast

mg·Cr(III)·l-1

mg·Cr(III)·l-1
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W zacierach 20% nie obserwowano wpływu Cr(III) na dynamikę fermentacji węglo-
wodanów, tworzenia etanolu ani jego końcowe stężenie.

Rys. 23. Zawartość etanolu podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych  
20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku  

Fig. 23. Ethanol content during fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes  
in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it 

Rys. 24. Szybkość produkcji etanolu podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzia-
nych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 24. Rate of ethanol production during fermentation of 20 and 36%  
filtrated corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast

S.c. E.R. Schw. occ S.diast S.c. E.R. Schw. occ S.diast
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Rys. 25. Wydajność etanolu po fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych 20 i 36% 
w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 25. Ethanol yield after fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes  
in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it

Stężenie głównego nielotnego produktu ubocznego fermentacji, glicerolu, rosło w kolej-
nych dobach fermentacji. Niezależnie od obecności czy braku Cr(III) było blisko dwu-
krotnie wyższe w zacierach 36%, począwszy od pierwszej doby fermentacji (rys. 26). Naj-
niższą jego ilość (od 3,5 do 6 g·l-1) stwierdzono w zacierach fermentowanych przez szczep 
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, zaś najwyższą, gdy stosowano szczep S. diasta-
ticus ATCC 13007 (od 4 do 8 g·l-1). Obecność jonów Cr(III) nie miała widocznego wpływu 
na biosyntezę glicerolu niezależnie od ekstraktu ani szczepu drożdży. 

Dynamika tworzenia kwasu bursztynowego w pierwszych dwóch dobach fermentacji 
była zbliżona niezależnie od zawartości ekstraktu w podłożu fermentacyjnym. Dopiero 
w 3. i 4. dobie uległa zróżnicowaniu (rys. 27). Końcowe stężenie kwasu bursztynowego 
było dwukrotnie wyższe w podłożu VHG. Nie stwierdzono wpływu obecności Cr(III) na 
ilość tworzonego kwasu bursztynowego. 

Stężenie kwasu octowego nie przekraczało w podłożach 20% 0,5 g·l-1, a w zacierach 
VHG było pięciokrotnie wyższe (rys. 28). Dodatek Cr(III) nie miał znacznego wpływu na 
tworzenie tego kwasu.

Obecność kwasu mlekowego, będącego prawdopodobnie efektem rozwoju bakterii 
mlekowych, stwierdzono jedynie w śladowych ilościach w podłożach 20% bez dodatku 
Cr(III) (rys. 29). Tak niskie ilości kwasu mlekowego nie stanowiły u badanych drożdży 
czynnika hamującego ich aktywność metaboliczną. 

Podsumowując, należy stwierdzić, że w zacierach VHG z dodatkiem Cr(III) w ilo-
ści 60 mg·l-1 wskaźniki technologiczne fermentacji uległy znacznej poprawie. Od dru-
giej doby procesu obserwowano wzrost dynamiki i stopnia wykorzystania węglowoda-
nów, polepszenie paramatrów kinetycznych, w tym wzrost szybkości produkcji etanolu. 
W obecności Cr(III) drożdże szybciej wykorzystywały glukozę, a jej stężenie po fermenta-
cji było niższe w porównaniu z próbami niesuplementowanymi o 13 (S. diastaticus ATCC 
13007), 10 (S. cerevisiae Ethanol Red) i 7 g·l-1 (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086).  
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Ponadto w obecności Cr(III) drożdże amylolityczne (S. diastaticus ATCC 13007 i Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086) lepiej wykorzystywały dekstryny. W efekcie końco-
wym uzyskano wzrost stężenia etanolu w próbach fermentowanych przez drożdże S. ce-
revisiae Ethanol Red i S. diastaticus ATCC 13007, odpowiednio o 7 i 12 g·l-1, poprawę 
wydajności procesu oraz skrócenie czasu fermentacji o dobę z udziałem szczepu Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086 przy zachowaniu wydajności procesu.

Rys. 26. Zawartość glicerolu podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych  
20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 26. Glycerol content during fermentation of 20 and 36% filtra-
ted corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it
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Rys. 27. Zawartość kwasu bursztynowego podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów  
kukurydzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 27. Succinic acid content during fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes  
in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it
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Rys. 28. Zawartość kwasu octowego podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów  
kukurydzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 28. Acetic acid content during fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes  
in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it
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Rys. 29. Zawartość kwasu mlekowego podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzia-
nych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 29. Lactic acid content during fermentation of 20 and 36% filtra-
ted corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it
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4.3.2. Przyrost biomasy podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów  
kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III)
Oprócz składu podłoża fermentacyjnego ważnym czynnikiem wpływającym na tempo 
i efekty fermentacji były zawartość biomasy i szybkość jej przyrostu. 

Największy (blisko dwukrotny) przyrost biomasy drożdży obserwowano w pierwszej 
(S. diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) i drugiej (S. cere-
visiae Etanol Red) dobie fermentacji przefiltrowanych zacierów 20% (rys. 30). W podło-
żu VHG drożdże (S. diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) 
charakteryzowały się dłuższą fazą adaptacji do warunków środowiska, a zawartości ich 
biomasy były blisko dwukrotnie niższe w porównaniu z zacierami 20%. Jedynie czasowy 
profil biomasy szczepu S. cerevisiae Ethanol Red był podobny w obydwu zacierach, a po-
nadto szczep ten charakteryzował się najwyższym przyrostem biomasy (4,5 g·l-1 s.m.) nie-
zależnie od rodzaju podłoża fermentacyjnego oraz braku lub obecności Cr(III). Najniższy 
przyrost biomasy (3,0 g·l-1 s.m.) odnotowano w przypadku szczepu Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086, zwłaszcza w podłożu VHG z dodatkiem Cr(III) (rys. 30). 

Dodatek 60 mg Cr(III)·l-1 do podłoży kukurydzianych 20% poprawił dynamikę wzro-
stu wszystkich badanych drożdży oraz końcową zawartość biomasy drożdży S. diastaticus 
ATCC 13007. Natomiast suplementacja podłoża VHG Cr(III) wpłynęła pozytywnie jedy-
nie na szybkość namnażania biomasy szczepu S. diastaticus ATCC 13007. 

Oddziaływanie jonów v19 do druku - KAWA-RYGIELSKA.indd   62 2012-07-06   10:14:34



63

Rys. 30. Dynamika namnażania biomasy podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów kukury-
dzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 

Fig. 30. Dynamics of biomass production during fermentation  
of 20 and 36% filtrated corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it
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Wpływ Cr(III) na cechy morfologiczne drożdży gorzelniczych podczas fermentacji oce-
niono na podstawie zmian wielkości komórek. Średnica komórek drożdży (rys. 31) przed 
fermentacją wynosiła od 5,5 (S. cerevisiae Etanol Red) do 6,1 µm (Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086). Bez względu na obecność lub brak Cr(III) komórki wszystkich ba-
danych szczepów drożdży zwiększały swoje rozmiary w początkowym etapie fermentacji 
(do 8,5 µm), a pod koniec fermentacji stawały się mniejsze (7,5 µm). Największe różnice 
obserwowano w pierwszej i drugiej dobie procesu, rozmiar komórek zwiększył się o 30% 
i zależał od szczepu drożdży oraz rodzaju podłoża fermentacyjnego. Nie stwierdzono za-
tem wpływu Cr(III) na wielkość komórek drożdży.

Opierając się jedynie na średnich wartościach rozmiarów komórek nie charakteryzu-
je wystarczająco struktury populacji według rozmiarów, toteż badane szczepy analizowa-
no również, biorąc pod uwagę podane wcześniej klasy (p. 3.3.2). W biomasie drożdży 
przed fermentacją obserwowano 60% komórek o typowych rozmiarach od 4,6 do 8,0 µm 
(klasa II) oraz 25–30% komórek drobnych (0,2–4,5 µm) zaliczanych do I klasy wielkości. 
Udział komórek w klasie III (8,1–15 µm), do której zaliczamy komórki paczkujące lub te 
o dużych średnicach, wynosił od 5 (S. cerevisiae Etanol Red) do 17% (Schwanniomyces 
occidentalis ATCC 48086). Nie stwierdzono obecności megakomórek o średnicy powy-
żej 15,1 µm. W ciągu pierwszej doby fermentacji zmniejszał się udział dojrzałych komó-
rek (klasa II) o 15–20%, a także komórek drobnych o średnicy do 8 µm o 10–15%. Stan 
ten utrzymywał się, z niewielką fluktuacją, do końca procesu fermentacji (rys. 32, 33, 34). 
Obecność komórek w klasie III, stosunkowo niska w momencie zaszczepienia, zwiększy-
ła się w trakcie fermentacji do poziomu 30%. Ponadto już w pierwszej dobie fermentacji 
obserwowano pojawienie się megakomórek (klasa IV). Ich ilość była wyższa podczas fer-
mentacji prób VHG i wynosiła 5–6%. Drożdże fermentujące próby VHG charakteryzowa-
ły się poza tym wyższym udziałem komórek w klasie III oraz niższym komórek w klasie II 
w porównaniu z próbami 20%. Inaczej zmieniała się struktura populacji według klas wiel-
kości w przypadku drożdży Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 podczas fermen-
tacji zacierów kukurydzianych 20% z dodatkiem Cr(III) (rys. 33). W czasie fermentacji 
wykazano wysoką ilość komórek o typowych rozmiarach w klasie II utrzymującą się na 
poziomie 60% do końca procesu. Obserwowano natomiast spadek liczby komórek drob-
nych o średnicy poniżej 8 µm do 6%. 
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Rys. 31. Średnica komórek drożdży podczas fermentacji przefiltrowanych zacierów  
kukurydzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) i bez jego dodatku 
Fig. 31. Diameter of yeast cells during fermentation of 20 and 36% filtra-

ted corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III) and without it

ATCC 48086

ATCC 13007
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4.3.3. Zawartość składników mineralnych w komórkach drożdży podczas fer-
mentacji przefiltrowanych zacierów kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III)
Zawartość składników mineralnych w podłożu fermentacyjnym oraz w biomasie mają za-
sadnicze znaczenie w prawidłowym metabolizmie komórek drożdży. Ponieważ wprowa-
dzenie nowego pierwiastka (Cr(III)) mogło wpływać na wewnątrzkomórkowy skład pier-
wiastków, analizowano ten problem, biorąc pod uwagę Mg, Ca, Zn, Fe, Na, K.

Niezależnie od zawartości ekstraktu w podłożu fermentacyjnym zawartość Mg i Ca 
w komórkach badanych szczepów drożdży malała w miarę postępu fermentacji (rys. 35), 
z wyjątkiem szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, w którego komórkach po 
dwóch dobach fermentacji zaobserwowano wzrost zawartości jonów Mg. Końcowe stęże-
nie Mg i Ca było najniższe w komórkach drożdży fermentujących zaciery kukurydziane 
VHG (36%). W próbach suplementowanych Cr(III) zawartość tych pierwiastków w ko-
mórkach drożdży była wyższa w porównaniu z próbami niesuplementowanymi, zarówno 
w trakcie procesu, jak i po jego zakończeniu. Wykazano ponadto, że zawartość obydwu 
pierwiastków w komórkach drożdży fermentujących podłoża VHG z dodatkiem Cr(III) 
była wyższa po zakończeniu procesu niż w zacierach 20%. 

Zawartość Fe, Zn oraz Na w komórkach drożdży po pierwszej dobie fermentacji wynosi-
ła łącznie od 1 do 2 mg·g-1 s.m. (rys. 36). W komórkach drożdży stwierdzono śladowe ilości 
Fe na poziomie mniejszym od 0,2 mg·g-1 s.m. Zawartość tego pierwiastka albo zmniejszała 
się u większości badanych szczepów w miarę postępu fermentacji zacierów, albo pozostawała 
na stałym poziomie. Nie obserwowano wpływu dodatku Cr(III) na zawartość Fe w bioma-
sie stosowanych szczepów drożdży (rys. 36). Najniższy poziom Zn, poniżej 0,2 mg·g-1 s.m., 
stwierdzono w komórkach drożdży S. cerevisiae Ethanol Red, zaś jego siedmiokrotnie wyższą 
zawartość w komórkach drożdży S. diastaticus ATCC 13007. W podłożach fermentacyjnych 
bez dodatku Cr(III) zawartość Zn w komórkach obniżała się w kolejnych dobach procesu. 
W obecności jonów Cr(III) drożdże uwalniały, a następnie pobierały Zn z podłoża fermenta-
cyjnego, a jego zawartość w komórkach była wyższa zarówno w trakcie (próba 20 i 36%), jak 
i po zakończeniu procesu (zacier 20%). Po zakończeniu fermentacji najwyższą zawartość cyn-
ku odnotowano w komórkach szczepu S. diastaticus ATCC 13007 (w podłożu 20% + Cr(III)). 
Szczep ten charakteryzował się również niską zawartością jonów Na (0,4–0,2 mg·g-1 s.m.), 
która utrzymywała się na tym poziomie niezależnie od stężenia składników podłoża fermen-
tacyjnego oraz jego suplementacji Cr(III). W przypadku pozostałych szczepów zawartość Na 
w komórkach podczas fermentacji była niższa w obecności Cr(III) (rys. 36).

Po pierwszej dobie fermentacji drożdże charakteryzowały się najwyższą zawartością K 
od 8 (S. cerevisiae Ethanol Red, zacier 36%) do 16 mg·g-1 s.m. (S. diastaticus ATCC 13007, 
zacier 36%) (rys. 37). Zawartość K w komórkach drożdży Saccharomyces obniżała się 
w kolejnych dobach fermentacji i była niższa w obecności Cr(III) (rys. 37). Wyjątek sta-
nowił szczep Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, gdzie początkowe stężenie K wy-
nosiło od 2 do 4 mg·g-1 s.m., a jego maksymalne stężenie w komórkach (18 mg·g-1 s.m.) 
obserwowano w drugiej lub trzeciej dobie fermentacji. 

Podsumowując, można stwierdzić, że w obecności Cr(III) obserwowano w trakcie fer-
mentacji oraz po jej zakończeniu, wyższą zawartość Mg, Ca i Zn w komórkach i niższą jo-
nów K i Na. Komórki drożdży S. diastaticus ATCC 13007 charakteryzowały się najbardziej 
stabilnym składem pierwiastków w czasie fermentacji zacierów 20%.
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4.3.4. Biosorpcja chromu przez komórki drożdży podczas fermentacji przefiltro-
wanych zacierów kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III)
Zawartość chromu w pofermentacyjnej biomasie stosowanych szczepów drożdży była 
zróżnicowana zarówno w przypadku zacierów kontrolnych (20%), jak i VHG (rys. 38). 
Najmniejsze (250 μg∙g-1 s.m.) oraz największe (800 μg∙g-1 s.m.) jego ilości oznaczono od-
powiednio w komórkach drożdży S. cerevisiae Ethanol Red i Schwanniomyces occidentalis 
ATCC 48086 fermentujących zacier 20%. Stosowanie tego zacieru prowadziło do groma-
dzenia mniejszych ilości chromu w komórkach S. cerevisiae Ethanol Red, a także S. dia-
staticus ATCC 13007 w porównaniu z zacierami 36%. Odmienne wyniki stwierdzono 
w przypadku Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. 

Zawartość chromu w biomasie wszystkich szczepów drożdży rosła w miarę postępowa-
nia fermentacji obydwu zacierów i osiągała maksymalny poziom po zakończeniu ekspe-
rymentów. Podobne były czasowe profile bioakumulacji tego mikroelementu, ale w przy-
padku zacierów VHG (36%) ilości chromu oznaczone po pierwszej dobie fermentacji były 
wyraźnie wyższe w porównaniu z zacierami 20%. 

4.3.5. Przemiany kwasów tłuszczowych w komórkach drożdży podczas fermen-
tacji zacierów kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III)
Zawartość kwasów tłuszczowych, szczególnie nienasyconych, jest cechą określającą od-
porność komórek drożdży na etanol [Ma, Liu 2010]. Dodawany Cr(III) do zacierów ku-
kurydzianych mógł wpływać na zmianę ich składu.

Badane szczepy drożdży różniły się pod względem zawartości zarówno nasyconych, jak 
i nienasyconych kwasów tłuszczowych (tab. 8). Najwięcej kwasów nienasyconych stwier-
dzono w komórkach S. cerevisiae Etanol Red (tab. 8), a najmniej w S. diastaticus ATCC 
13007. W przypadku kwasów nasyconych było odwrotnie. Taki układ zawartości kwa-
sów nasyconych i nienasyconych, wyrażony relacją UFA/SFA (kwasów nienasyconych/
kwasów nasyconych), wskazywał na lepszą odporność szczepu S. cerevisiae Etanol Red na 
działanie etanolu niż S. diastaticus ATCC 13007. Niezależnie od szczepu komórki droż-
dży zawierały najwięcej kwasu C16:1 (od 53,22 do 61,16%), a następnie C18:1 (od 23,2 do 
26%).
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Rys. 38. Bioakumulacja chromu przez komórki drożdży gorzelniczych podczas fermentacji  
przefiltrowanych zacierów kukurydzianych 20 i 36% w obecności 60 mg∙l-1 Cr(III) 

Fig. 38. Bioaccumulation of chromium by distillery yeast cells  
during fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes in the presence of 60 mg∙l-1 Cr(III)
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 Tabela 8 
 Table 8 
Zawartość kwasów tłuszczowych w badanych szczepach drożdży przed rozpoczęciem fermentacji 

Fatty acids content in studied yeast strains before fermentation

Grupa kwasów
A groupe
of accids

Kwas tłuszczowy
Fatty acid

Zawartość kwasów [% całkowitej ilości kwasów 
tłuszczowych] 

Acid content [% of total fatty acids content]
Szczep drożdży

Yeast strain

S. cerevisiae 
Ethanol Red

Schwanniomyces 
occidentalis  

ATCC 48086

S. diastaticus 
ATCC 13007

MCFA
C10: 0* 0,49 0,29 0,13
C12: 0* 0,12 0,15 0,15
C14: 0* 0,58 0,46 0,76

SFA(LCFA)
C16:0* 11,0 14,69 17,56
C18:0* 2,76 2,42 3,79

UFA

C14:1* 0,25 0,24 0,21
C16: 1* 61,16 55,29 53,22
C18: 1* 23,21 26,06 23,60
C18: 2* 0,44 0,39 0,57
C18: 3* 0 0 0

UFA/SFA 6,12 4,78 3,63
*indeks oznacza długość łańcucha węglowego i stopień jego nienasycenia 
*index means the length of hydrocarbon chain and its degree of unsaturation

Począwszy od pierwszej doby fermentacji w komórkach wszystkich szczepów drożdży 
nienasyconych ubywało kwasów tłuszczowych (UFA), niezależnie od zawartości eks-
traktu w zacierze, jak i braku lub obecności Cr(III) oraz przybywało długołańcuchowych 
kwasów tłuszczowych (LCFA) (rys. 39). Wzrastała także zawartość średniołańcuchowych 
kwasów (MCFA) z wyjątkiem szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Anali-
za danych ilustrujących zmiany zawartości poszczególnych kwasów tłuszczowych w ko-
mórkach stosowanych szczepów drożdży gorzelniczych przedstawionych w tabelach 9, 
10 i 11 nie jest łatwa. Trudno dopatrzeć się wspólnych u wszystkich szczepów zależności 
pomiędzy składem kwasów tłuszczowych a zawartością ekstraktu w zacierze i brakiem 
lub obecnością w nim Cr(III). Indywidualność każdego szczepu może być także istotnym 
czynnikiem komplikującym obraz poszukiwanych zależności. Na tym etapie badań moż-
na jedynie pokusić się o stwierdzenie, że dodatek Cr(III) do zacierów kukurydzianych 
skutkował wyższą zawartością nienasyconych kwasów tłuszczowych w pofermentacyjnej 
biomasie drożdży. W efekcie współczynnik UFA/SFA (ilości kwasów nienasyconych do 
nasyconych) był wyższy w komórkach drożdży fermentujących zaciery suplementowane 
Cr(III) (rys. 40). Może to mieć pozytywny wydźwięk praktyczny polegający na korzystnej 
poprawie odporności drożdży na wysokie stężenie etanolu w zacierach typu VHG wzbo-
gaconych Cr(III).
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a. Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red 

 
b. Schwanniomyces occidentalis ATCC 40806 

 
c. Saccharomyces diastaticus ATCC 13007 

 
Rys. 39. Zawartość kwasów tłuszczowych w komórkach drożdży w trakcie fermentacji zacierów 

20% (A) i 36% (B) w zależności od dodatku lub braku Cr(III) 
Fig. 39. Fatty acids content in cells of yeast during fermentation of mashes at con-

centration of 20% (A) and 36% (B) in the presence of Cr(III) and without it

A B

A B

A B
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 Tabela 9 
 Table 9 

Zawartość kwasów tłuszczowych w komórkach drożdży Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red 
w czasie fermentacji zacierów 20 i 36% w zależności od dodatku lub braku Cr(III) 

Fatty acids content in cells of Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red yeast during fermentation of 
mashes 20 and 36% in the presence of Cr(III) and without it 

Zacier
[%]

Mash

Zawartość kwasów [% całkowitej ilości kwasów tłuszczowych] 
Acid content [% of total fatty acids content]

Czas fermentacji [h] – Time of fermentation 
24 48 72 96

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

a) Kwas tłuszczowy – Fatty acid MCFA

C10:0*
20 1,19 6,07 6,49 6,14 6,78 6,87 – –
36 4,53 0,16 8,06 1,91 8,23 1,90 8,57 2,49

C12:0*
20 4,54 5,45 7,29 6,13 7,62 6,77 – –
36 4,64 2,18 7,78 2,62 8,07 4,05 8,69 5,78

C14:0*
20 1,19 1,31 1,24 0,78 0,85 0,49 – –
36 1,73 1,76 1,05 0,99 0,95 0,88 0,79 0,61

b) Kwas tłuszczowy – Fatty acid SFA(LCFA)

C16:0*
20 29,85 34,58 32,21 34,63 38,17 34,87 – –
36 29,43 37,36 36,13 39,68 44,75 41,63 45,35 41,66

C18:0*
20 5,17 5,30 10,24 8,42 11,24 10,62 – –
36 7,19 7,89 7,66 10,37 9,67 10,82 12,20 15,29

c) Kwas tłuszczowy – Fatty acid UFA

C14:1*
20 0,22 0,16 0 0,12 0 0,10 – –
36 0,17 0,21 0,17 0,12 0,15 0,12 0,13 0,06

C16:1*
20 26,34 20,84 21,04 17,90 19,82 14,24 – –
36 18,22 21,24 17,24 20,45 14,73 20,26 12,66 19,31

C18:1*
20 23,17 15,41 15,48 15,04 10,15 14,43 – –
36 30,33 22,53 18,41 18,08 10,47 15,97 8,91 11,17

C18:2*
20 7,72 10,33 6,00 10,32 5,37 11,10 – –
36 3,48 6,15 3,50 5,41 2,96 4,04 2,69 3,41

*indeks oznacza długość łańcucha węglowego i stopień jego nienasycenia 
*index means the length of hydrocarbon chain and its degree of unsaturation
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 Tabela 10 
 Table 10 

Zawartość kwasów w komórkach drożdży Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086  
w czasie fermentacji zacierów 20 i 36% w zależności od dodatku lub braku Cr(III) 

Fatty acids content in cells of Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 yeast  
during fermentation of mashes 20 and 36% in the presence of Cr(III) and without it 

Zacier
[%]

Mash

Zawartość kwasów [% całkowitej ilości kwasów tłuszczowych] 
Acid content [% of total fatty acids content]
Czas fermentacji [h] – Time of fermentation 

24 48 72 96
bez

without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

a) Kwas tłuszczowy – Fatty acid MCFA

C10:0*
20 0,38 3,14 1,10 1,90 1,32 1,42 – –
36 2,07 1,62 0,69 0,71 0,77 2,02 0,71 1,06

C12:0*
20 0,75 2,05 1,60 2,01 1,03 1,16 – –
36 1,86 1,91 1,52 1,71 0,91 1,30 0,77 0,81

C14:0*
20 0,84 0,95 0,86 0,94 0,54 0,87 – –
36 1,10 1,04 0,95 0,77 0,64 0,60 0,64 0,49

b) Kwas tłuszczowy – Fatty acid SFA(LCFA)

C16:0*
20 28,49 24,52 33,14 29,31 35,13 33,54 – –
36 34,22 31,34 37,00 33,19 37,60 35,80 38,30 40,45

C18:0*
20 5,78 4,25 8,37 9,51 17,50 13,91 – –
36 5,38 4,36 6,02 6,30 8,30 8,41 9,56 8,25

c) Kwas tłuszczowy – Fatty acid UFA

C14:1*
20 0,14 0,16 0,08 0,12 nd 0,07 – –
36 0,13 0,10 0,08 0,11 0 0,12 0 0,07

C16:1*
20 32,96 35,15 27,81 28,42 19,145 21,88 – –
36 30,34 30,31 29,99 29,61 29,489 29,09 29,08 28,23

C18:1*
20 24,39 20,92 21,04 19,23 20,525 18,77 – –
36 21,45 26,63 20,10 20,70 19,390 19,25 18,58 18,09

C18:2*
20 5,93 8,73 4,85 8,37 4,601 8,01 – –
36 3,15 2,48 3,36 3,96 2,905 3,06 2,36 2,24

*indeks oznacza długość łańcucha węglowego i stopień jego nienasycenia 
*index means the length of hydrocarbon chain and its degree of unsaturation
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 Tabela 11 
 Table 11 

Zawartość kwasów tłuszczowych w komórkach drożdży S. diastaticus ATCC 13007  
w czasie fermentacji zacierów 20 i 36% w zależności od dodatku lub braku Cr(III) 

Fatty acids content in cells of yeast S. diastaticus ATCC 13007  
during fermentation of mashes 20 and 36% in the presence of Cr(III) and without it 

Zacier
[%]

Mash

Zawartość kwasów [% całkowitej ilości kwasów tłuszczowych]
Acid content [% of total fatty acids content]
Czas fermentacji [h] – Time of fermentation

24 48 72 96
bez

without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

bez
without
Cr(III)

z – with
Cr(III)

a) Kwas tłuszczowy – Fatty acid MCFA

C10:0*
20 0,69 5,57 5,99 5,62 6,28 6,37 – –
36 4,03 0,34 7,56 1,41 7,73 1,40 8,07 1,99

C12:0*
20 4,04 4,95 6,79 5,63 7,12 6,27 – –
36 4,14 1,68 7,28 2,12 7,57 3,55 8,39 5,28

C14:0*
20 0,69 0,81 0,74 0,28 0,35 0,01 – –
36 1,23 1,26 0,55 0,49 0,45 0,38 0,29 0,11

b) Kwas tłuszczowy – Fatty acid SFA(LCFA)

C16:0*
20 29,30 34,03 31,65 34,08 37,62 34,32 – –
36 28,93 36,86 35,63 39,18 44,25 41,13 44,85 41,16

C18:0*
20 4,61 4,70 9,69 7,89 10,69 10,07 – –
36 6,69 7,40 7,15 9,87 9,17 10,32 11,99 14,79

c) Kwas tłuszczowy – Fatty acid UFA

C14:1*
20 0,72 0,67 0,50 0,62 0,50 0,596 – –
36 0,27 0,21 0,27 0,22 0,15 0,223 0,13 0,16

C16:1*
20 27,96 22,39 22,33 19,41 20,82 15,75 – –
36 18,92 21,94 17,94 21,05 15,53 20,962 13,66 19,81

C18:1*
20 23,67 15,91 15,98 15,54 10,65 14,935 – –
36 31,81 24,24 19,61 19,64 11,67 17,491 9,42 12,80

C18:2*
20 8,21 10,83 6,50 10,81 5,86 11,596 – –
36 3,98 6,64 4,00 5,91 3,47 4,544 3,195 3,91

*indeks oznacza długość łańcucha węglowego i stopień jego nienasycenia 
*index means the length ofhydrocarbon chain and its degree of unsaturation
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Rys. 40. Wartość współczynnika UFA/SFA w komórkach drożdży S. cerevisiae Ethanol Red,  
Schw. occidentalis i S. diastaticus w trakcie fermentacji zacierów kukurydzianych 20% (A)  

i 36% (B) w zależności od dodatku lub braku Cr(III) 
Fig. 40. UFA/SFA ratio in cells of S. cerevisiae Ethanol Red, S. occidentalis  

and S. diastaticus during fermentation of mashes at concentration  
of 20% (A) and 36% (B) in the presence of Cr(III) and without it

mash mash

mash mash
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5. Dyskusja

W istniejących gorzelniach wzrost produkcji etanolu na cele paliwowe wiąże się z ko-
niecznością zmian technologicznych prowadzących do unowocześnienia, zwiększenia 
skali produkcji i obniżenia kosztów jednostkowych. Aby obniżyć cenę bioetanolu i uczy-
nić z niego głównie tanią domieszkę do paliw, należy poszukiwać nowych, energooszczęd-
nych i wydajnych technologii [Krishnan i wsp. 2000, Prasad i wsp. 2007, Pereira i wsp. 
2010]. Wydajność praktyczna etanolu jest jednym z najważniejszych parametrów techno-
logicznych gorzelni. W celu uzyskania jej maksymalnej wartości z surowca sprawą klu-
czową wydaje się być ustalenie optymalnych warunków prowadzenia procesu, tj. ustalenie 
odpowiedniej zawartości surowca, składu podłoża, wybór technologii czy dobór najlep-
szego szczepu odpornego na warunki intensywnej produkcji etanolu [Chi i wsp. 1995, Al-
per i wsp. 2006, Kawa-Rygielska 2009]. 

5.1. Wybór szczepów drożdży 
Zrozumienie zależności między realnymi warunkami fermentacji przemysłowej a funk-
cjonowaniem drobnoustrojów jest kluczem do właściwego doboru odpowiednich szcze-
pów i sprawnego kierowania przebiegiem procesu fermentacji [Graves i wsp. 2007, Chu-
ang i wsp. 2008, Berbet i wsp. 2009]. Obecnie w przemyśle najczęściej wykorzystuje się 
drożdże z rodzaju Saccharomyces, których zaletą jest szybkie odfermentowanie zacieru 
gorzelniczego z jednoczesnym wytworzeniem znacznych ilości etanolu (ok. 11%) w ciągu 
dwu-, trzydobowej fermentacji [Kondo i wsp. 2002]. Często wykorzystuje się metody in-
żynierii genetycznej do poprawy cech drożdży gorzelniczych [Stewart 1981, Chi, Zirong 
1994, Carmona i wsp. 2002, Kawa-Rygielska 2004], natomiast nie wszystkie nowe szczepy 
drożdży otrzymane w ten sposób spełniają wymagania technologiczne, które są następu-
jące: szybkie namnażanie komórek i intensywna fermentacja cukrów w ciągu pierwszych 
24 godz. procesu, wysoka produktywność etanolu, tolerancja na wysokie stężenie ekstrak-
tu, etanolu, jak i pH środowiska na poziomie 2,0–3,0 oraz stabilność genetyczna. 

W celu poprawy efektywności procesów fermentacji poszukiwane są mikroorgani-
zmy o jeszcze korzystniejszych cechach technologicznych. Przykładem mogą być droż-
dże o uzdolnieniach amylolitycznych, których przedstawicielami są szczepy S. diastaticus 
ATCC 13007 oraz Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 zastosowane jako materiał 
biologiczny w badaniach własnych. Niewątpliwą zaletą tych drożdży jest możliwość wyko-
rzystywania związków, których tradycyjne szczepy używane w gorzelnictwie nie potrafią 
utylizować, m.in. dekstryn i skrobi [Kawa 2002, Dziuba, Kawa-Rygielska 2003]. 
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Drożdże S. diastaticus charakteryzują się wysoką aktywnością fermentacyjną, wytwarzają 
aktywną glukoamylazę oraz są zdolne do hydrolizy i fermentacji dekstryn. Dodatkową zaletą 
tego gatunku jest wysoka tolerancja na etanol [Laluce, Matton 1984, Zielińska i wsp. 1997]. 

Najważniejszą cechą biotechnologiczną drożdży Schwanniomyces occidentalis jest ich 
bogaty kompleks amylolityczny [Ingledew 1987]. Szczepy tego gatunku wydzielają do śro-
dowiska pozakomórkową α-amylazę, jedną lub dwie formy glukoamylazy oraz enzym 
hydrolizujący rozgałęzienia w łańcuchu skrobiowym (tzw. debranching enzyme). Syner-
gistyczne działanie obu enzymów daje efekt całkowitego rozkładu skrobi. Drożdże te wy-
kazują uzdolnienia fermentacyjne, ale niestety cechują się niższą odpornością na stężenie 
etanolu. Niskie tempo fermentacji wynika z faktu, że enzymy amylolityczne tych drożdży 
są represjonowane przez powstającą z rozkładu skrobi glukozę [Wilson i wsp. 1982]. Po-
prawę tej cechy uzyskano przez otrzymanie mutantów odpornych na represję katabolicz-
ną w obecności glukozy. Jednym z nich jest zastosowany w badaniach własnych szczep 
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086.

Możliwość hydrolizy dekstryn i skrobi bezpośrednio przez układ enzymatyczny droż-
dży ogranicza lub eliminuje konieczność wprowadzania tych enzymów w procesie zacie-
rania, a co za tym idzie, korzystnie wpływa na obniżenie kosztów produkcji etanolu, co 
ma istotne znaczenie w jego produkcji na cele paliwowe [Devantier i wsp. 2005]. Ponad-
to, w warunkach intensywnej produkcji etanolu, poszukiwane są drobnoustroje charak-
teryzujące się wysoką produktywnością oraz odpornością na stresy środowiska, szcze-
gólnie na wysokie stężenie etanolu. Kryteria spełnia zastosowany w badaniach własnych 
szczep drożdży Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red wykorzystywany do produkcji eta-
nolu w warunkach przemysłowych [Devantier i wsp. 2005]. 

Drożdże o bogatym kompleksie amylolitycznym lub drobnoustroje odporne na warun-
ki związane z intensyfikacją produkcji etanolu stanowią szczególnie cenny materiał biolo-
giczny we współczesnym gorzelnictwie. 

5.2. Suplementacja podłoża jonami Cr(III)
Tematem wielu badań i dyskusji jest wzbogacanie podłóż hodowlanych i fermentacyjnych 
w jony różnych pierwiastków, takich jak: Mg, Zn, Ca – w celu określenia ich wpływu na 
drobnoustroje prowadzące proces fermentacji oraz sam jego przebieg [Edie 1998, Soyudu-
ru i wsp. 2009, Chmielewska, Kawa-Rygielska 2010]. Do tej pory wielu badaczy skupiało 
się także na zgłębianiu problemu miejsca gromadzenia w komórce pobranych jonów me-
tali [Blackwell i wsp. 1995, Rees, Steward 1997, Tuszyński, Pasternakiewicz 2000, De Feri-
tas i wsp. 2003, Błażejak i wsp. 2004, Pagani i wsp. 2007] czy ilości jonów, jaką akumulują 
komórki [Błażejak i wsp. 2002, Duszkiewicz-Reinhard i wsp. 2002]. 

W badaniach własnych podjęto próbę odpowiedzi na pytanie, czy wzbogacenie podło-
ża fermentacyjnego w jony Cr(III) wpływa na przebieg, dynamikę i stopień wykorzystania 
węglowodanów, efekty końcowe fermentacji oraz poprawę cech drożdży gorzelniczych, 
szczególnie podczas fermentacji zacierów o wysokiej zawartości ekstraktu (VHG). Zagad-
nienie jest istotne, gdyż fermentacja zacierów VHG stanowi jedną z możliwości zwiększa-
nia wskaźnika wydajności fermentacji i końcowej koncentracji etanolu. Dotychczasowa 
wiedza na temat roli tego pierwiastka w procesie jest bowiem niewystarczająca.
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Zainteresowanie dodatkiem Cr(III) wynika z dotychczasowych badań prowadzonych 
z udziałem tego pierwiastka i roli jego biologicznie aktywnych kompleksów w metaboli-
zmie węglowodanów i lipidów organizmów wyższych [Holdsworth, Neville 1990, Balk 
i wsp. 2007, Krzysik, Grajeta 2010]. Chrom w postaci trójwartościowej jest niezbędny do 
właściwego przebiegu procesów metabolicznych. To mikroelement uczestniczący w prze-
mianach węglowodanów (m.in. glukozy) oraz procesach syntezy białek, kwasów tłusz-
czowych i cholesterolu HDL. Został zidentyfikowany jako składnik centrów aktywnych 
wielu enzymów, jak również jako nieodłączna część czynnika tolerancji glukozy (GTF), 
[Schwarz, Mertz 1959, Vincent 2001]. 

Chrom jest pierwiastkiem występującym powszechnie w glebie, wodzie i powietrzu 
atmosferycznym. Jego obecność została również wykryta w tkankach roślin i zwierząt. 
Ponadto występuje w wielu produktach spożywczych, takich jak: białe i czerwone wino 
(1–5,4 µg·100 g-1), przyprawy (37–1205 µg·100 g-1), produkty przemiału pszenicy czy ku-
kurydzy (0,9–9,22 µg·100 g-1), drożdże piwowarskie (2 µg·100 g-1) oraz suplementy na ba-
zie drożdży piwowarskich (108–604 µg·100 g-1) [Kovacs i wsp. 2007]. W naturze chrom 
występuje przeważnie na dwóch stopniach utlenienia, które wykazują największą trwałość 
i stabilność – jako chrom sześciowartościowy Cr(VI) oraz chrom trójwartościowy Cr(III). 
Obie formy wykazują zróżnicowane właściwości fizykochemiczne [Chatterjee, Luo 2010, 
Poljsak, wsp. 2009, Kirpnick-Sobol i wsp. 2006, Summer i wsp. 2005]. Również jego bio-
przyswajalność zależy od formy, w jakiej występuje. Związki chromu sześciowartościowe-
go są lepiej rozpuszczalne, mobilne i przyswajalne w porównaniu ze słabo rozpuszczalny-
mi związkami Cr(III) [Vincent 2001], a jednocześnie są bardzo toksyczne [Bagchi i wsp. 
2002, Haq, Shakoori 1998].

Chrom w związkach organicznych jest bardziej dostępny biologicznie i ma wyższą ak-
tywność niż pochodzący ze związków nieorganicznych. Przekształcenie chromu nieorga-
nicznego do postaci aktywnej biologicznie ma zasadnicze znaczenie w jego fizjologicznym 
działaniu [Jain i wsp. 2007]. 

Chrom, aby osiągnąć pełną aktywność, po wniknięciu do komórek łączy się z odpo-
wiednimi ligandami. Do najczęstszych należą połączenia pierwiastka z kwasem nikoty-
nowym oraz glutationem. Sam chrom nie stymuluje jednak metabolizmu glukozy. Bio-
logicznie czynna forma chromu wchodzi w skład struktury zwanej czynnikiem tolerancji 
glukozy (GTF), a ta prawdopodobnie jest częścią większego kompleksu chromomoduliny 
LMWCr. Pomimo wielu lat badań natura tego kompleksu jest wciąż w kręgu zaintereso-
wań naukowców. Wiadomo, iż biologicznie aktywne kompleksy chromu poprawiają dzia-
łanie insuliny, umożliwiając jej przyłączenie do odpowiednich receptorów komórkowych 
[Mertz 1993]. 

Pierwszym źródłem biologicznie aktywnego chromu (GTF) były drożdże browarnicze, 
obecnie prowadzone są badania nad zdolnością akumulacji chromu z użyciem różnych 
grup mikroorganizmów, w tym również: alg, bakterii czy grzybów [Simonoff i wsp. 1992, 
Zielińska, Chojnacka 2010].

Chrom nie jest stosowany jako suplement podłoża fermentacyjnego w gorzelniach, dla-
tego jego wprowadzenie do podłoża fermentacyjnego wymaga oceny wpływu jego obec-
ności i stężenia, zarówno na parametry wzrostu drożdży (procesy anaboliczne), jak i na 
ich aktywność fermentacyjną (aktywność procesów katabolicznych). 
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5.3. Wpływ Cr(III) na parametry wzrostu drożdży gorzelniczych
Intensywność procesu namnażania biomasy drożdży gorzelniczych w znacznym stopniu 
zależy od właściwości i składu środowiska hodowlanego, przy czym istnieje minimalne 
stężenie każdego składnika podłoża propagacyjnego, począwszy od którego komórka jest 
zdolna ten związek metabolizować. W miarę podwyższania stężenia składników w podło-
żu tempo przyrostu biomasy zwiększa się do określonego poziomu, zaś jego dalszy wzrost 
może prowadzić do hamowania procesów życiowych drożdży. 

Chrom (III) nie był do tej pory stosowany jako suplement podłoży wzrostowych droż-
dży gorzelniczych, co tłumaczy brak danych literaturowych dotyczących jego wpływu na 
parametry wzrostu tych drożdży. Dlatego też w badaniach własnych zastosowano szeroki 
zakres stężeń Cr(III) od 8 do 200 mg·l-1, a suplementację podłoża prowadzono z udziałem 
soli CrCl3∙6H20. Źródło Cr(III) – jak i jego dawki – wybrano na postawie przeglądu litera-
tury [Pas i wsp. 2004, Zetic i wsp. 2001]. Celem tak założonego eksperymentu było okre-
ślenie wpływu Cr(III) na parametry wzrostu drożdży gorzelniczych przy jednoczesnej eli-
minacji stężeń mogących wywierać wpływ negatywny na biomasę. 

Intensywność pobierania i stopień wykorzystywania jonów chromu przez komórki 
drożdży zależą od jego struktury chemicznej, stopnia utlenienia, stężenia w substracie 
oraz biodostępności. Ostatnia z wymienionych cech determinowana jest przez rozpusz-
czalność związków jonowych i obecność ligandów kompleksujących wybrane kationy 
[Wang, Chen 2006]. 

Pozytywna rola chromu jest związana z trzecim stopniem utlenienia. Jednak bar-
dzo słaba rozpuszczalność związków Cr(III) w wodzie w pH = 7,0 powoduje, iż jon ten 
w niewielkim stopniu przechodzi przez błonę komórkową. Istotną rolę w biosorpcji pier-
wiastka przez mikroorganizmy odgrywa pH środowiska. Najwyższą akumulację chromu 
w biomasie flokulujących drożdży piwowarskich stwierdzono przy wyjściowej wartości 
pH = 5,0 [Ferraz, Teixeira 1999]. Zjawisko to związane jest z wpływem pH środowiska 
na aktywność grup funkcjonalnych ścian komórkowych drożdży -COOH, -OH, -NH2 
oraz na obecność poszczególnych form jonowych pierwiastka. W środowisku wodnym 
w pH = 2,0 stwierdzono obecność jedynie jonów Cr+3. Chrom w tej postaci nie jest absor-
bowany przez drożdże S. cerevisiae. W pH = 4,0 stwierdzono obecność dwóch form Cr+3 

(40%) oraz Cr(OH)+2 (60%), a w pH = 5 dominują formy Cr(OH)+2 (70%) i Cr(OH)4
+5 

(20%) [Ramos i wsp. 1995]. Najwyższą przyswajalność chromu przez drożdże piekarskie 
obserwowano w zakresie pH = 5,0–5,2, a dalszy wzrost pH do wartości 5,4 powodował 
drastyczne obniżenie zdolności jego akumulacji [Mapoleo, Torno 2004]. 

Rola chromu jako pierwiastka kompleksotwórczego jest dobrze znana. Chrom wy-
kazuje szczególne powinowactwo z twardymi zasadami, czyli ligandami, zawierającymi 
jako donory elektronów atomy tlenu i azotu. Nieco słabiej łączy się z ligandami poprzez 
siarkę czy fosfor. Wymienione atomy donorowe występują m.in. w aminokwasach będą-
cych składnikami ekstraktu drożdżowego, takich jak: glicyna, cysteina, kwas nikotynowy 
i kwas glutaminowy [Vincent 2001].

Wykazano, że zdolność do akumulacji jonów chromu jest cechą osobniczą, zależną od 
czasu namnażania, sposobu prowadzenia hodowli, stężenia wyjściowego biomasy, fazy 
wzrostu [Batic, Raspor 2000, Kaszycki i wsp. 2004], etapu jego suplementacji, składu pod-
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łoża oraz dostępnych w podłożu modulatorów – siarki, fosforu, żelaza i czynników che-
latujących [Ksheminska i wsp. 2005, 2008, Mapolelo, Torno 2004, Raspor i wsp. 2000]. 

Drożdże akumulują chrom głównie podczas logarytmicznej fazy wzrostu. Akumulacja 
rozpoczyna się szybką biosorpcją na powierzchni komórki i zależy od temperatury [Fer-
raz, Teixeira 1999], po czym następuje wolne gromadzenie wewnątrz komórki. Chrom 
przenika przez błonę komórkową drożdży, ale mechanizm tego transportu nie jest wciąż 
rozpoznany. Jak wynika z badań przeprowadzonych przez Pas i wsp. [2004], w przypad-
ku drożdży paszowych rodzaju Candida chrom gromadzony jest głównie w protoplastach 
(około 70–80%) oraz w ścianie komórkowej (około 15%) i zaledwie 6% absorbowane jest 
na powierzchni komórki. Stężenie chromu oraz jego rozkład w poszczególnych struktu-
rach komórkowych są uzależnione od źródła chromu oraz jego stopnia utlenienia. Według 
Pas i wsp. [2004], CrCl3·6H2O stanowi jedną z najlepiej przyswajalnych przez drożdże po-
staci chromu. Ilość chromu zakumulowana w biomasie drożdży Candida intermedia pod-
czas hodowli z dodatkiem tej soli była 100-krotnie wyższa niż w obecności KCr(C2O4)2. 

W niniejszej pracy zastosowano Cr(III) w postaci CrCl3·6H2O, wzorując się na literatu-
rze przedmiotu [Pas i wsp. 2004, Kaszycki i wsp. 2004]. Badane drożdże gorzelnicze wy-
kazywały zdolność biosorpcji jonów chromu z podłoża. Zawartość tego mikroelementu 
w komórkach zwiększała się wraz ze wzrostem jego stężenia w podłożu wzrostowym, osią-
gając poziom od 0,43 do 0,88 mg·g-1 s.m. w zależności od badanego szczepu drożdży. Naj-
wyższą zdolność akumulacji chromu wykazywały szczepy S. cerevisiae D2 oraz Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. W przypadku drożdży Schwanniomyces zjawisko to 
prawdopodobnie może być związane z faktem, iż szczep ten zawiera 50% białka w suchej 
masie i jest stosowany do produkcji SCP (single cel protein) [Wilson i wsp. 1982]. Nieco 
wyższe ilości chromu oznaczono w drożdżach Schwanniomyces occidentalis VKM Y-1565 
(1,31 mg·g-1 s.m.) po namnażaniu w obecności Cr2(SO4)316H2O [Ksheminska i wsp. 2005].

Zróżnicowaną zdolność do biosorpcji jonów chromu w zależności od użytego szcze-
pu drożdży wykazały badania Ksheminska i wsp. [2005], w których stwierdzono, że droż-
dże akumulowały chrom w szerokim zakresie od 0,51 do 11,10 mg·g-1 s.m. (w przypadku 
szczepu Candida curvata VKM Y-39). Z kolei optymalizacja warunków hodowli pozwoli-
ła Liu i wsp. [2001] na uzyskanie maksymalnej zawartości wewnątrzkomórkowego chro-
mu na poziomie 3248 µg·g-1 s.m. w wybranym szczepie S. cerevisiae LZ053. 

W niewielu pracach oceniano wpływ Cr(III) na parametry wzrostu i cechy morfolo-
giczne drożdży. W badaniach prowadzonych przez Jianlong i wsp. [2004] stwierdzono 
wpływ obecności jonów Cr(III) w stężeniu 15 µM na wydłużenie lag fazy oraz ogranicze-
nie wzrostu drożdży piekarskich Saccharomyces cerevisiae o 30% w porównaniu z próbami 
kontrolnymi bez chromu. Podczas badań 51 szczepów drożdży paszowych i piekarskich 
większość z nich wykazywała wrażliwość na stężenie Cr(III) w ilości 1–2 mM, co prze-
jawiało się wydłużeniem lag fazy. Wzrost koncentracji Cr(III) do poziomu 4 mM powo-
dował obniżenie zawartości biomasy oraz wydłużenie komórek drożdży Pichia guillier-
mondii (poziom stężenia wewnątrzkomórkowego wynosił 0,83 mg·g-1 s.m.) [Ksheminska 
i wsp. 2005]. Jednocześnie w innych badaniach obserwowano wpływ Cr(III) w stężeniu 
10 mM na cechy morfologiczne badanych drożdży paszowych. Stwierdzono m.in. zmianę 
kształtu i wielkości komórek wyjściowych oraz komórek pączkujących [Pas i wsp. 2004]. 
Badano także wpływ chromu na plon biomasy. Musiał i wsp. [2005] zaobserwowali, że 
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dawka chromu w podłożu wynosząca 80 mg·l-1 wpłynęła na obniżenie plonu biomasy 
drożdży Yarrowia lipolytica. Stężenie chromu na poziomie 40 mg Cr(III)·l-1 było najko-
rzystniejsze w procesie produkcji biomasy tych drożdży w podłożu z substratem tłuszczo-
wym. Z kolei Zetic i wsp. [2001] wykazali, że dawka chromu w ilości 200 mg·l-1 w postaci 
CrCl3·6H2O podwyższała plon biomasy drożdży piekarskich S. cerevisiae w porówna-
niu z próbą kontrolną. Zróżnicowana tolerancja drożdży na wzrastające stężenie chromu 
może być związana z gęstością biomasy, ich stanem fizjologicznym oraz fazą wzrostu. Przy 
niskiej zawartości biomasy, w obecności Cr(III) dodanego do podłoża na początku fazy 
logarytmicznego wzrostu zauważono wyższy udział komórek nieaktywnych w porówna-
niu z próbami, w których zastosowano wysoką zawartość wyjściowej biomasy i suplemen-
tację Cr(III) w czasie logarytmicznej fazy wzrostu [Kaszycki i wsp. 2004]. 

W badaniach własnych obserwowano korzystny wpływ jonów Cr(III) w dawce do 
60 mg·l-1 na parametry wzrostu badanych szczepów drożdży gorzelniczych. Stwierdzo-
no poprawę dynamiki i zwiększenie szybkości właściwej wzrostu oraz przyrostu bio-
masy. Odnotowano także większy procentowy udział komórek pączkujących niż w pró-
bach kontrolnych bez Cr(III). Wysokie dawki tego pierwiastka (156 oraz 200 mg·l-1) na 
ogół nieznacznie obniżały wartości wspomnianych wskaźników. Pomimo wysokich stę-
żeń Cr(III) nie obserwowano zmian cech morfologicznych drożdży gorzelniczych. Jedy-
ny wyjątek stanowił szczep S. diastaticus ATCC 13007. Rozmiar jego komórek zwiększał 
się wraz ze wzrastającym stężeniem Cr(III) w środowisku. Znaczną tolerancję na wysokie 
dawki Cr(III) można prawdopodobnie tłumaczyć wysoką odpornością drożdży gorzelni-
czych na warunki środowiska.

W drugim etapie pracy określono wpływ Cr(III) na aktywność fermentacyjną drożdży 
w podłożach modelowych oraz wybrano etap procesu technologicznego, w którym suple-
mentacja jest najbardziej efektywna. 

5.4. Wpływ warunków fermentacji oraz obecności 
Cr(III) na aktywność fermentacyjną drożdży
Zachętą do oceny wpływu jonów Cr(III) na aktywność fermentacyjną drożdży były bada-
nia prowadzone przez Zetic i wsp. [2001]. Wykazano w nich wzrost ilości wydzielonego 
CO2 podczas fermentacji podłóż syntetycznych suplementowanych chromem oraz wyeks-
trahowaną z drożdży piekarskich frakcją zawierającą kompleks GTF. 

W badaniach własnych suplementacja Cr(III) podczas wzrostu drożdży nie oddziały-
wała na ich aktywność fermentacyjną. Z kolei dodatek Cr(III) do podłoża fermentacyj-
nego wpłynął na poprawę dynamiki fermentacji. Obserwowano skrócenie czasu adaptacji 
drożdży w środowisku fermentacyjnym oraz wzrost ilości wydzielonego CO2 w pierw-
szych godzinach fermentacji. Jedynie szczep S. cerevisiae D2 w nieznacznym stopniu re-
agował na obecność Cr(III).

Korzystny wpływ dodatku CrCl3·6H2O można tłumaczyć tym, że chrom przyśpiesza 
metabolizm węglowodanów, ponieważ jest aktywatorem wielu enzymów biorących udział 
w przemianie glukozy i syntezie białek [Moore, Pettigrew 1990]. Skrócenie czasu adapta-
cji drożdży do środowiska oraz szybkie zafermentowanie wpływają na poprawę dynami-
ki fermentacji oraz zabezpieczają środowisko przed rozwojem niepożądanej mikroflory.
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Korzystne efekty uzyskane na podłożach modelowych były zachętą do dalszych badań. 
Podłoża modelowe stosowane w warunkach laboratoryjnych są przydatne we wstępnym 
etapie badań, które różnią się bardzo od warunków przemysłowych. W celu dostosowa-
nia doświadczenia do warunków przemysłowych zużyto naturalne zaciery gorzelnicze. 
Jako surowiec do przygotowania podłóż wybrano kukurydzę, która stosowana jest obec-
nie jako jeden z najbardziej efektywnych energetycznie surowców gorzelniczych [Borktun 
2003, Michalski 2007, Kawa-Rygielska 2007, Kłosowski i wsp. 2010]. 

Jednym z najnowszych rozwiązań w zakresie zwiększania wskaźnika praktycznej wy-
dajności fermentacji i końcowej koncentracji etanolu jest fermentacja zacierów o wysokiej 
zawartości ekstraktu (VHG) (ang. Very High Gravity) [Wang i wsp. 1999, Devantier i wsp. 
2005, Pereira i wsp. 2010]. Jest ona wykorzystywana na skalę przemysłową do produkcji 
etanolu na cele paliwowe szczególnie w USA, gdzie głównym surowcem w produkcji eta-
nolu jest kukurydza [Devantier i wsp. 2005]. 

Istotną rolę w technologii VHG odgrywają rodzaj zastosowanego do procesu fermen-
tacji surowca oraz jego jakość. Z doświadczeń wynika, iż zawartość surowca skrobiowego 
w zacierze ma ekonomiczne uzasadnienie do poziomu ok. 28–33%, natomiast w przypad-
ku ziarna kukurydzy zawartość tę można podnieść do 35%. Fakt ten wynika z niskiej za-
wartości polisacharydów nieskrobiowych. Polisacharydy nieskrobiowe w głównej mierze 
odpowiadają za lepkość zacieru. Wysoka lepkość z kolei zmniejsza ekstraktywność surow-
ca, utrudnia komórce drożdży kontakt ze środowiskiem, ogranicza sprawny przebieg ope-
racji technologicznych, zwiększa zużycie energii i utrudnia utrzymanie właściwego stanu 
higienicznego instalacji, co wpływa na cenę produkcji spirytusu [Czupryński, Kotarska 
2003]. Dlatego też kukurydza jest przydatna do przygotowania zacierów VHG w więk-
szym stopniu niż tradycyjnie stosowane żyto, które charakteryzuje się znacznie wyższą 
zawartością polisacharydów nieskrobiowych. Pomimo korzystnego składu chemiczne-
go kukurydzy i jej powszechnie potwierdzonej przydatności do produkcji etanolu pali-
wowego zastosowanie w badaniach własnych zacieru 36% skutkowało dłuższą adaptacją 
drożdży w środowisku, wydłużeniem fazy zafermentowania i spowolnieniem dynamiki 
fermentacji, obniżeniem wydajności procesu fermentacji etanolowej, stopnia odfermen-
towania, wzrostem ilości nieprzefermentowanych węglowodanów oraz pogorszeniem sta-
nu fizjologicznego drożdży w porównaniu z próbami kontrolnymi 20%.

Negatywny wpływ warunków środowiska VHG na aktywność fermentacyjną drożdży 
związany jest z wysokim stężeniem w zacierach cukrów prostych (głównie glukozy i mal-
tozy), co wywołuje stres osmotyczny w komórkach drożdży [Rolland i wsp. 2002, Pid-
docke i wsp. 2009]. Przekroczone zostaje optymalne ciśnienie osmotyczne, wynoszące 
w komórce od 1,2 do 8,0 atm [Converti i wsp. 1984]. Wraz ze wzrostem stężenia rozpusz-
czalnych składników ciśnienie osmotyczne w komórce zwiększa się. I tak: przy zawartości 
20, 30, 40% cukru w podłożu wynosi ono kolejno 14, 22, 28 atm. Oprócz cukrów prostych 
i soli mineralnych również nielotne metabolity drożdżowe zwiększają ciśnienie osmotycz-
ne, co powoduje inhibicję substratami [Grajek, Szymanowska 2008].

Wraz ze wzrostem ciśnienia osmotycznego w podłożu obniża się żywotność komó-
rek i słabnie ich aktywność fermentacyjna, zmniejsza przyrost biomasy, obniża wydaj-
ność fermentacji, następuje szybka redukcja objętości komórek będąca efektem wydala-
nia wody z komórki w celu zagęszczenia składników cytoplazmy [Bai i wsp. 2004, Pratt 
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i wsp. 2003]. Komórka broniąc się przed skutkami stresu osmotycznego, podnosi swoje 
wewnętrzne ciśnienie, akumulując glicerol i trehalozę [D’Amore i wsp. 1988, Lages, Lu-
cas 1997, Hounsa i wsp. 1998, Wang i wsp. 2001]. Ponadto w wyniku wysokiej końcowej 
koncentracji etanolu komórki drożdży narażone są na stres etanolowy [D’Amore, Ste-
ward 1987, Pratt i wsp. 2003, Bai i wsp. 2004]. 

Podczas fermentacji etanol kumuluje się w zacierze odfermentowanym, a mając niższą 
masę cząsteczkową od glukozy i maltozy, powoduje, że silniej zwiększa ciśnienie osmo-
tyczne niż wymienione wcześniej cukry. Jego wysokie stężenie w gęstych zacierach, któ-
re może sięgać skrajnie nawet 18%, stwarza zagrożenie w integralności komórek droż-
dżowych. Etanol hamuje wzrost drożdży i ich żywotność, a także aktywność kluczowych 
enzymów, np. heksokinazy czy dehydrogenazy. Ponadto etanol zmienia stopień hydra-
tacji błony komórkowej, przez co oddziałuje na jej funkcje (pobieranie składników od-
żywczych i wydzielanie etanolu z komórki) [Nager-Legmann, Margalith 1987, D’Amo-
re i wsp. 1990, Morakile i wsp. 2002, Mishra, Kaur 1991, Thomas i wsp. 1978]. Etanol 
działa w tym przypadku jak rozpuszczalnik organiczny fosfolipidów stanowiących głów-
ny składnik błon komórkowych, co prowadzi do szybkiej dezintegracji struktury komó-
rek drożdżowych.

Wrażliwość drożdży na etanol w czasie wzrostu i fermentacji może być związana ze 
składem lipidów membrany komórkowej – głównie steroli i nienasyconych kwasów tłusz-
czowych [Morakile i wsp. 2002, Aquilera i wsp. 2006]. Badania dowodzą, że im dłuższe 
łańcuchy kwasów tłuszczowych i większy udział steroli oraz nienasyconych kwasów tłusz-
czowych, tym wyższa odporność komórek na etanol [Ghareib 1988, Rosa, Sa-Coriera 
1992].

Skład kwasów tłuszczowych jest cechą osobniczą drożdży i jest on charakterystycz-
ny w każdym szczepie [Cocito, Delfini 1994, Torija i wsp. 2003a]. Wyższe stężenie jedno-
nienasyconych kwasów tłuszczowych (UFA) w błonie cytoplazmatycznej oraz witaminy 
i proteiny zwiększają odporność na etanol [Ingram, Buttke 1984, D’Amore i wsp. 1987]. 
Sugeruje to, że szczególnie pożądanymi kwasami tłuszczowymi są kwasy nienasycone (np. 
oleinowy) [Mannazzu i wsp. 2008, You i wsp. 2003, Thomas i wsp. 1978]. 

Skład kwasów tłuszczowych (KT) w błonie komórkowej jest bardzo zmienny (specy-
ficznie u pewnych grup mikrobiologicznych) i wyraźnie zależny od czynników środo-
wiska (np. temperatury fermentacji) [Beltran i wsp. 2008] oraz od składu podłoża [Sro-
ka, Tuszyński 2007, Chaung i wsp. 2008], zawartości w nim kwasów tłuszczowych (KT) 
i fosfolipidów [Benchekroun, Bonaly 1991, Mizoguchi, Hara 1997, Moonjai i wsp. 2002]. 
Wydaje się to być naturalne, gdyż błona komórkowa jako pierwsza ma kontakt ze śro-
dowiskiem, odgrywa więc ważną rolę w transporcie i tolerancji składników obecnych 
w podłożu, a niewielkie zmiany w jej składzie mogą wpływać na metabolizm komór-
ki [Valero i wsp. 1998, Torija i wsp. 2003b]. W czasie procesu fermentacji drożdże stop-
niowo zmieniają skład w swoich frakcjach lipidowych, zawartość kwasów nienasyconych 
(UFA i MUFA) obniża się, a nasyconych (LSFA i MSFA) wzrasta. Skraca się także śred-
nia długość łańcuchów kwasów tłuszczowych [Thomas i wsp. 1978, Bardi i wsp. 1998, Pi-
per 1995, Chi, Arneborg 1999, DiRusso, Black 1999, You i wsp. 2003, Belviso i wsp. 2004, 
Mannazzu i wsp. 2008]. Wpływ średniołańcuchowych kwasów tłuszczowych (MSFA) na 
komórki drożdży jest negatywny – redukują one hydrofobowy charakter błon komórko-
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wych, zaburzają działanie enzymów i zmniejszają odporność na etanol [Arneborg i wsp. 
2000, Ma, Liu 2010]. 

Poprawę tolerancji drożdży na stresy można osiągnąć poprzez wzbogacanie podłóż fer-
mentacyjnych w jony różnych pierwiastków. Dobrze w tym zakresie zostały rozpoznane 
takie pierwiastki jak cynk, wapń czy magnez [Rees, Steward 1997, 1998, 1999, Bafrnco-
va i wsp. 1999, Bonin, Ślusarska 2007, Soyuduru i wsp. 2009]. Jednoczesna suplementacja 
podłoża jonami Mg+2 w ilości 50 mM·l-1 oraz 1,5% peptonem pozwoliła na wzrost końco-
wej koncentracji etanolu z 14,2 do 17% (v/v) w czasie 48 godz. fermentacji zacierów VHG 
[Wang i wsp. 2007, Li i wsp. 2009]. 

W badaniach własnych zastosowano niekonwencjonalne rozwiązanie w postaci su-
plementacji podłoża fermentacyjnego jonami Cr(III). Stworzyło to nowe możliwości 
do zwiększenia wydajności procesów produkcyjnych w technologii VHG. Stwierdzono, 
że w zacierze 36% (VHG) obecność Cr(III) wpłynęła na wzrost szybkości zużycia cu-
krów, stopnia ich odfermentowania oraz szybkości tworzenia etanolu. Poprawę efektów 
fermentacji obserwowano od drugiej doby procesu, co prawdopodobnie związane było 
z nagromadzeniem jonów chromu w komórkach drożdży gorzelniczych. Obserwowano 
korzystny wpływ Cr(III) na szybość i stopień wykorzystania glukozy, maltozy i dekstryn 
(w przypadku zastosowania drożdży amylolitycznych). W efekcie końcowym w obecno-
ści Cr(III) stwierdzono wyższe stężenie etanolu w próbach fermentowanych przez droż-
dże S. cerevisiae Ethanol Red i S. diastaticus ATCC 13007 oraz skrócenie czasu fermentacji 
z udziałem szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086.

Wzrost ilości wytworzonego etanolu w zacierach VHG zmienił skład kwasów tłuszczo-
wych badanych drożdży. Obserwowano większe ilości kwasów nasyconych kosztem ob-
niżenia zawartości kwasów nienasyconych w porównaniu z zacierami 20%. W obecności 
Cr(III) skład kwasów tłuszczowych drożdży podczas fermentacji był bardziej stabilny. Po 
zakończonym procesie drożdże charakteryzowały się wyższą zawartością kwasów niena-
syconych: oleinowego (C18:1) i linolowego (C18:2), które odgrywają istotną rolę w tole-
rancji drożdży na etanol. 

5.5. Wpływ Cr (III) na wybrane cechy drożdży 
gorzelniczych podczas fermentacji
Drożdże gorzelnicze wykazywały zdolność do akumulacji jonów Cr(III) podczas fermen-
tacji okresowej kukurydzianych zacierów gorzelniczych. Ilość chromu zakumulowana 
w komórkach podczas fermentacji rosła w każdej dobie procesu, osiągając najwyższe war-
tości po jego zakończeniu. Zmienne warunki środowiska podczas fermentacji etanolowej 
związane z obniżeniem pH z wartości 5,0 do około 3,5–4,0 oraz wzrost koncentracji eta-
nolu zapewne wpływały na dynamikę i ilość gromadzonego chromu w komórkach droż-
dży gorzelniczych. Wpływ dodatku etanolu do podłoża wzrostowego na zdolność bioaku-
mulacji chromu przez drożdże piekarskie oceniali Mapolelo i Torno [2004]. Jak wynikało 
z ich badań, suplementacja podłoża wzrostowego etanolem wpłynęła na zmniejszenie 
stopnia wykorzystania chromu z podłoża wzrostowego. Na ilość zakumulowanego chro-
mu przez drożdże gorzelnicze miała również wpływ zawartość ekstraktu w podłożu fer-
mentacyjnym. Drożdże akumulowały wyższe ilości chromu z podłoża VHG z wyjątkiem 
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szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Jak wynika z badań prowadzonych 
przez Mapolelo i Torno [2004], w obecności zwiększającego się stężenia glukozy w pod-
łożu wzrostowym w zakresie od 10 do 60 mM·l-1 obserwowano zwiększenie ilości chro-
mu w biomasie drożdży piekarskich. Podobne zależności zauważono we wcześniejszych 
badaniach prowadzonych przez Anderson i wsp. [1978]. W obecności wysokiego stęże-
nia glukozy w podłożu (25%) drożdże piwowarskie akumulowały wyższe ilości chromu. 
Zjawisko to tłumaczone jest rolą, jaką chrom odgrywa w tolerancji na wysokie stężenie 
węglowodanów. Zdolność drożdży S. cerevisiae do akumulacji chromu podczas fermen-
tacji ocenili także Demirci i Pometto [2000]. Skupili się oni głównie na ocenie zdolności 
akumulacji oraz tworzenia biologicznie aktywnych kompleksów chromu przez komórki 
drożdży podczas fermentacji okresowej i ciągłej. Zdaniem autorów ilość zakumulowane-
go przez komórki drożdży chromu była zależna od jego stężenia w podłożu i sposobu po-
dawania, a nie od systemu fermentacji. 

Jak wynika z badań prowadzonych przez Zielińską i Chojnacką [2010] nad biosoprpcją 
jonów Cr(III) przez cjanobakterię Spirulina maxima w układzie zamkniętym, pobór jonów 
chromu odbywał się na zasadzie wymiany jonowej z pierwiastkami zawartymi w komór-
kach. W podłożu wzrostowym badacze obserwowali wzrost ilości uwalnianych z komórek 
jonów Na, K, Mg, Ca. W niniejszej pracy nie zauważono podobnych zależności. W obec-
ności Cr(III) w podłożu fermentacyjnym skład wewnątrzkomórkowy pierwiastków droż-
dży gorzelniczych był bardziej stabilny. Stwierdzono także, podobnie jak w badaniach in-
nych autorów, że akumulacja i uwalnianie jonów metali przez drożdże w czasie fermentacji 
są procesami dynamicznymi, uwarunkowanymi zawartością węglowodanów i alkoholu 
w produkcie [Mochaba i wsp. 1997, Mizoguchi, Hara 1997], a obecność Cr(III) wpływała 
na utrzymanie wyższego stężenia wewnątrzkomórkowego takich jonów jak: Mg, Zn, Ca. 
Stopień uwalniania jonów Mg i K przez komórki drożdżowe bezpośrednio po zaszczepie-
niu do podłoża jest silnie skorelowany z witalnością komórek gęstwy drożdżowej. Pomiar 
intensywności tego zjawiska można przyjąć jako jedną z metod oceny kondycji fizjologicz-
nej drożdży [Mochaba i wsp. 1997]. Wyższe stężenie składników mineralnych, takich jak: 
Zn czy Mg, które są kofaktorami wielu enzymów fermentacyjnych, a zarazem regulatorami 
stresu środowiskowego, ma znaczący wpływ na przebieg procesu fermentacji.

Na dynamikę oraz efekty końcowe procesu fermentacji wpływa również przyrost bio-
masy. W niniejszej pracy w obecności Cr(III) stwierdzono poprawę dynamiki wzrostu 
oraz wyższy przyrost biomasy wybranych drożdży gorzelniczych. Podobne efekty obser-
wowali Demirci i Pometo [2000]. Wzrost zawartości biomasy jest szczególnie korzystny 
w początkowym etapie procesu fermentacji zacierów VHG. W warunkach wysokiej za-
wartości ekstraktu drożdże charakteryzują się dłuższą fazą adaptacji do warunków środo-
wiska oraz obniżeniem tempa i przyrostu biomasy. Dlatego też w technologii VHG zaleca 
się zwiększenie stężenia biomasy wyjściowej w celu poprawy wydajności procesu i skró-
cenia fazy zafermentowania [Demibras 2007]. Wpływ Cr(III) na cechy morfologiczne wy-
rażone zmianą rozmiaru komórek obserwowano jedynie w przypadku szczepu Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. Szczep ten akumulował największe ilości chromu 
zarówno z podłoża wzrostowego, jak i fermentacyjnego. 

Podsumowując, przeprowadzone w niniejszej pracy badania dotyczą mało znanych 
zagadnień. Mimo iż szeroko opisywana jest zdolność mikroorganizmów do akumula-
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cji Cr(III) oraz rola tych biologicznie aktywnych kompleksów Cr(III) w metabolizmie 
glukozy czy syntezie kwasów tłuszczowych w komórkach organizmów wyższych, to 
jednak niewiele wiadomo na temat zdolności drożdży gorzelniczych do gromadzenia 
chromu w warunkach fermentacji etanolowej oraz jego oddziaływania na dynamikę 
i stopień wykorzystania węglowodanów, przebieg i efekty końcowe fermentacji zacie-
rów kukurydzianych typu VHG oraz cechy fizjologiczne i morfologiczne drożdży go-
rzelniczych.

Niniejsza praca dostarcza więc wielu oryginalnych danych na temat wpływu Cr(III) 
i jego dawki na parametry wzrostu, przyrost biomasy, stan fizjologiczny czy cechy mor-
fologiczne drożdży gorzelniczych oraz ich aktywność fermentacyjną w podłożach mo-
delowych zawierających glukozę. Ponadto potwierdzono zdolność drożdży gorzelni-
czych do biosorpcji chromu, wskazując na duże zróżnicowanie pomiędzy szczepami. 
Na podstawie tych obserwacji wybrano optymalną dla badanych drożdży gorzelni-
czych dawkę Cr(III) oraz etap procesu technologicznego właściwy w jego suplementa-
cji. Mając na uwadze warunki przemysłowe procesu produkcji etanolu, opisano wpływ 
zróżnicowanej zawartości ekstraktu w zacierach kukurydzianych na przebieg i efekty 
końcowe fermentacji etanolowej. Wskazano, że mankamentem technologii fermenta-
cji zacierów kukurydzianych o zawartości surowca powyżej 32% (VHG) jest relatyw-
nie niższa efektywność konwersji węglowodanów do etanolu, a skutecznym remedium 
w takiej sytuacji może być suplementacja zacierów VHG jonami Cr(III). Ważne za-
równo z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia są wyniki potwierdzające 
korzystny wpływ Cr(III) w dawce 60 mg·l-1 na dynamikę i stopień wykorzystania wę-
glowodanów, szybkość produkcji etanolu oraz wydajność procesu podczas fermentacji 
zacierów typu VHG. Po raz pierwszy prześledzono wpływ Cr(III) na metabolizm nie 
tylko glukozy, ale także innych węglowodanów (maltotriozy czy dekstryn) z udziałem 
drożdży amylolitycznych. Nie potwierdzono przydatności Cr(III) w technologii fer-
mentacji zacierów o zawartości surowca 20%. Suplementacja podłoża fermentacyjne-
go Cr(III) może być brana pod uwagę przy opracowywaniu procesu produkcji etanolu 
z zacierów kukurydzianych typu VHG w gorzelniach, ponadto wzbogacenie biomasy 
drożdży znacznie podniesie wartość paszową wywaru. Uzyskane wyniki mają istot-
ne znaczenie aplikacyjne. Wzrost wydajności etanolu czy skrócenie czasu fermentacji 
wpływają korzystnie na zwiększenie efektywności pracy gorzelni, jej przepustowości, 
a w efekcie obniżenie kosztów produkcji, co ma istotne znaczenie w realizacji zamie-
rzeń polityki produkcji biopaliw płynnych.

Korzyści z tego typu badań nie ograniczają się tylko do bliższego poznania aspektów 
praktycznych fermentowania zacierów kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III), ale mają 
także walory poznawcze.

Nowością w pracy była ocena zdolności akumulacji chromu przez drożdże gorzelni-
cze podczas fermentacji etanolowej zacierów kukurydzianych. Odnotowano wyższe ilości 
chromu w biomasie drożdży fermentującej zaciery VHG. Jednocześnie ze względu na fakt 
uczestnictwa Cr(III) w metabolizmie kwasów tłuszczowych istotnym poznawczym aspek-
tem pracy była ocena jego wpływu na skład nasyconych i nienasyconych kwasów tłusz-
czowych w komórce drożdży, który dotychczas również nie był badany. Stwierdzono, iż 
w obecności Cr(III) drożdże charakteryzowały się wyższą zawartością kwasów nienasyco-

Oddziaływanie jonów v19 do druku - KAWA-RYGIELSKA.indd   91 2012-07-06   10:14:39



92

nych: oleinowego (C18:1) i linolowego (C18:2), które odgrywają istotną rolę w tolerancji 
drożdży na etanol.

Pozytywne efekty uzyskane w pracy skłaniają do dalszych badań w zakresie wykorzy-
stania Cr(III) w technologii VHG z uwzględnieniem różnych systemów fermentacji oraz 
oceną wartości paszowej wywaru zawierającego drożdże wzbogacone jonami Cr(III).
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6. Wnioski

1. Obecność Cr(III) w podłożach wzrostowych drożdży gorzelniczych nieprzekracza-
jąca 60 mg·l-1 owocowała korzystniejszą dynamiką i parametrami ich wzrostu, po-
prawą przyrostu biomasy oraz zwiększonym udziałem komórek pączkujących, na-
tomiast wyższa od 156 mg·l-1 skutkowała wzrostem ilości komórek nieaktywnych, 
zmniejszeniem udziału komórek pączkujących oraz pogorszeniem przyrostu bio-
masy. Dodatek Cr(III) nie wpływał na cechy morfologiczne drożdży z wyjątkiem 
szczepu S. diastaticus ATCC 13007, którego komórki miały w jego obecności więk-
szą średnicę.

2. Wprowadzenie Cr(III) bezpośrednio do podłoża fermentacyjnego YPG zdynamizo-
wało fermentację i skróciło fazę zafermentowania glukozy. Aktywność fermentacyj-
na drożdży poprawiała się, z wyjątkiem S. cerevisiae D2, wraz ze wzrostem stężenia 
Cr(III). 

3. Wzrost zawartości surowca w zacierach kukurydzianych różnicował wydajność 
biosyntezy etanolu, która była najwyższa w zacierach 20 i 24%. Zawartość surow-
ca wyższa od 36% skutkowała obniżeniem wydajności procesu, stopnia odfermen-
towania, wzrostem ilości nieprzefermentowanych węglowodanów oraz pogorsze-
niem stanu fizjologicznego drożdży. Dodatek 60 mg Cr(III)·l-1 poprawił parametry 
kinetyczne fermentacji zacierów o wysokiej zawartości ekstraktu (VHG). Stwier-
dzono wzrost szybkości zużycia cukrów, produkcji etanolu, stopnia wykorzysta-
nia węglowodanów, a także stężenia etanolu o 12 g∙l-1 (S. diastaticus ATCC 13007) 
i 7 g∙l-1 (S. cerevisiae Etanol Red). Jedynie szczep Schwanniomyces occidentalis 
ATCC 48086 nie wytworzył większych ilości etanolu w obecność Cr(III), ale przy-
śpieszył jego biosyntezę o dobę. Dodatek Cr(III) nie wpłynął na przebieg i efekty 
końcowe fermentacji zacierów 20%.

4. Drożdże akumulowały Cr(III) zarówno podczas wzrostu na podłożu YPG, jak i fer-
mentacji zacierów kukurydzianych suplementowanych CrCl3·6H20. Najwięcej chro-
mu akumulowały drożdże Schwanniomyces occidentalis, a najmniej S. cerevisiae 
Ethanol Red. Podczas fermentacji zacierów VHG zawartość chromu w komórkach 
drożdży rodzaju Saccharomyces była wyższa niż w zacierach 20%.

5. Dodatek Cr(III) w ilości 60 mg·l-1 do zacierów kukurydzianych powodował poprawę 
dynamiki wzrostu oraz większy przyrost biomasy w porównaniu z próbami niesu-
plementowanymi. Nie stwierdzono wpływu obecności Cr(III) na rozmiar komórek 
drożdży z rodzaju Saccharomyces.
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6. W obecności Cr(III) w komórkach drożdży oznaczono wyższą zawartość Mg, Ca 
i Zn oraz niższą K i Na, zarówno w trakcie fermentacji, jak i po jej zakończeniu. 
Najbardziej stabilnym składem oznaczanych pierwiastków charakteryzowały się ko-
mórki szczepu S. diastaticus ATCC 13007 w czasie fermentacji zacierów 20%. 

7. Dodatek Cr(III) do zacierów kukurydzianych skutkował wyższą zawartością w bio-
masie pofermentacyjnej drożdży nienasyconych kwasów tłuszczowych. W efekcie 
współczynnik UFA/SFA (ilości kwasów nienasyconych do nasyconych) był wyższy 
w komórkach drożdży fermentujących zaciery suplementowane jonami Cr(III).
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The influence of Cr(III) ions  
on dynamics and fermentation effects 
of VHG corn mashes

Abstract
Growing interest of food technology and biotechnology in chromium results from the fact 
that in recent years the knowledge about its multidirectional importance in cell metabo-
lism has widened. Chromium in trivalent form is necessary for the proper course of meta- 
bolic processes, participates in the transformation of carbohydrates (i.e. glucose) and in 
the processes of proteins and fatty acids synthesis. It has been identified as a component of 
active centers of many enzymes, as well as integral part of biologically active complexes of 
chromomoduline (LMWCr). So far enrichment of media used for distillery yeast multi-
plication and ethanol fermentation with chromium compounds were not been practiced. 
The existing knowledge about the role of this element is in fact strongly insufficient. Al-
though few published laboratory results indicate the possibility of improving the dyna- 
mics of this process in the presence of Cr(III), however, this does not concern the fermen-
tation of corn mash, especially VHG type, which may play a key role in implementing the 
fuel policy objectives of the European Union.

The aim of this study was to assess the impact of very high gravity (VHG) corn mashes 
supplementation with Cr(III) on the intensity and efficiency of ethanol production and 
changes in morphological and physiological features of studied distillery yeast.

The studies showed that the presence of Cr(III) not exceeding 60 mg·l-1 in the distill-
ery yeast growth media resulted in more advantageous dynamics and parameters of its 
growth, improvement of biomass growth and increased share of budding cells, however 
presence higher than 156 mg·l-1 resulted in increase in inactive cells quantity, decrease in 
the share of budding cells and deterioration in biomass growth. The addition of Cr(III) 
did not affect on the morphological features of the yeast except S. diastaticus ATCC 13007 
strain, which cells had, in its presence, higher diameter. Introduction of Cr(III) directly 
into the YPG fermentation media dynamized fermentation and shorten the glucose at-
tenuation stage. The fermentation activity of yeast improved, except S. cerevisiae D2, with 
increasing concentration of Cr(III).
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Bearing in mind the conditions of industrial ethanol production, there was assessed 
the effect of different extract concentration in corn mashes on the course and final effects 
of ethanol fermentation. It was noted that the disadvantage of fermentation technology 
of corn mashes at above 32% (VHG) of raw material content is relatively lower efficiency 
of carbohydrates to ethanol conversion, and an effective remedy in this situation may be 
supplementation of VHG mashes with Cr(III) ions. The addition of 60 mg of Cr(III)·l-1 

improved the kinetic parameters of fermentation of mashes at high content of extract 
(VHG). There was noted increase in sugars consumption rate, ethanol production, degree 
of attenuation and also ethanol concentration by 12 g∙l-1 (S. diastaticus ATCC 13007) and 
7 g∙l-1 (S. cerevisiae Etanol Red). Only Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 strain did 
not produce larger amounts of ethanol in the presence of Cr(III), but it accelerated its bio-
synthesis by one day. The addition of Cr(III) did not affect the course and the final effects 
of fermentation of 20% mashes. Distillery yeast accumulated Cr(III) both during growth 
on the YPG media and fermentation of corn mashes supplemented with CrCl3·6H2O. The 
highest amounts of chromium was accumulated by Schwanniomyces occidentalis, and the 
lowest by S. cerevisiae Ethanol Red. During fermentation of VHG mashes the amount of 
chromium in the cells of Saccharomyces genus yeast was higher than in 20% mashes. The 
addition of Cr(III) at 60 mg·l-1 to the corn mashes resulted in improvement of growth dy-
namics and larger biomass growth in comparison to non supplemented samples. There 
were not observed effects of the presence of Cr(III) on the cell size of the yeast of the ge-
nus Saccharomyces. In the presence of Cr(III) there were determined higher amounts of 
Mg, Ca and Zn and lower of K and Na in the yeast cells both during the fermentation and 
after its completion. The cells of S. diastaticus ATCC 13007 strain were featured by the 
most stable composition of the indicated elements during fermentation of 20% mashes. 
The addition of Cr(III) to the corn mashes resulted in higher content of unsaturated fatty 
acids in the biomass after fermentation. In the result the UFA/SFA ratio (amount of unsat-
urated to saturated acids) was higher in the yeast cells fermenting mashes supplemented 
with Cr(III) ions.

As a result, studies indicated the usefulness of Cr(III) in the technology of fermentation 
of VHG distillery mashes.

Key words: ethanol, fermentation, VHG technology, yeast, chromium
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Oddziaływanie jonów Cr(III)  
na dynamikę i efekty fermentacji  
zacierów kukurydzianych VHG

Streszczenie
Rosnące zainteresowanie technologii i biotechnologii żywności chromem wynika z faktu, 
iż w ostatnich latach znacznie poszerzyła się wiedza o jego wielokierunkowym znaczeniu 
w metabolizmie komórki. Chrom w postaci trójwartościowej jest niezbędny do właści-
wego przebiegu procesów metabolicznych, uczestniczy w przemianach węglowodanów 
(m.in. glukozy) oraz procesach syntezy białek i kwasów tłuszczowych. Został zidentyfi-
kowany jako składnik centrów aktywnych wielu enzymów, jak również jako nieodłączna 
część biologicznie aktywnych kompleksów chromomoduliny (LMWCr). Do tej pory nie 
praktykowano wzbogacania podłoży stosowanych do namnażania drożdży gorzelniczych 
i fermentacji etanolowej związkami chromu. Dotychczasowa wiedza na temat roli tego 
pierwiastka w tym procesie jest bowiem stanowczo niewystarczająca. Wprawdzie publiko-
wane nieliczne wyniki badań laboratoryjnych wskazują na możliwość poprawy dynamiki 
tego procesu w obecności jonów Cr(III), to jednak nie dotyczą one fermentowania zacie-
rów kukurydzianych, szczególnie typu VHG, które mogą odegrać kluczową rolę w reali-
zacji zamierzeń polityki paliwowej Unii Europejskiej.

Celem pracy była ocena oddziaływania suplementacji Cr(III) zacierów kukurydzia-
nych o wysokiej zawartości surowca (VHG) na intensywność i efektywność produkcji 
etanolu oraz zmiany cech morfologicznych i fizjologicznych badanych drożdży gorzel-
niczych.

W badaniach wykazano, że obecność Cr(III) w podłożach wzrostowych drożdży go-
rzelniczych nieprzekraczająca 60 mg·l-1 owocowała korzystniejszą dynamiką i parame-
trami ich wzrostu, poprawą przyrostu biomasy oraz zwiększonym udziałem komórek 
pączkujących, natomiast wyższa od 156 mg·l-1 skutkowała wzrostem ilości komórek nieak-
tywnych, zmniejszeniem udział komórek pączkujących oraz pogorszeniem przyrostu bio-
masy. Dodatek Cr(III) nie wpływał na cechy morfologiczne drożdży z wyjątkiem szcze-
pu S. diastaticus ATCC 13007, którego komórki miały w jego obecności większą średnicę. 
Wprowadzenie Cr(III) bezpośrednio do podłoża fermentacyjnego YPG zdynamizowało 
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fermentację i skróciło fazę zafermentowania glukozy. Aktywność fermentacyjna drożdży 
poprawiała się, z wyjątkiem S. cerevisiae D2, wraz ze wzrostem stężenia Cr(III). 

Mając na uwadze warunki przemysłowe procesu produkcji etanolu, oceniono wpływ 
zróżnicowanej zawartości ekstraktu w zacierach kukurydzianych na przebieg i efekty koń-
cowe fermentacji etanolowej. Wskazano, że mankamentem technologii fermentacji za-
cierów kukurydzianych o zawartości surowca powyżej 32% (VHG) jest relatywnie niższa 
efektywność konwersji węglowodanów do etanolu, a skutecznym remedium w takiej sy-
tuacji może być suplementacja zacierów VHG jonami Cr(III). Dodatek 60 mg Cr(III)·l-1 
poprawił parametry kinetyczne fermentacji zacierów o wysokiej zawartości ekstraktu 
(VHG). Stwierdzono wzrost szybkości zużycia cukrów, produkcji etanolu, stopnia wyko-
rzystania węglowodanów, a także stężenia etanolu o 12 g∙l-1 (S. diastaticus ATCC 13007) 
i 7 g∙l-1 (S. cerevisiae Etanol Red). Jedynie szczep Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 
nie wytworzył większych ilości etanolu w obecność Cr(III), ale przyśpieszył jego biosyn-
tezę o dobę. Dodatek Cr(III) nie wpłynął na przebieg i efekty końcowe fermentacji zacie-
rów 20%. Drożdże gorzelnicze akumulowały Cr(III) zarówno podczas wzrostu na pod-
łożu YPG, jak i fermentacji zacierów kukurydzianych suplementowanych CrCl3·6H2O. 
Najwięcej chromu akumulowały drożdże Schwanniomyces occidentalis, a najmniej S. cere-
visiae Ethanol Red. Podczas fermentacji zacierów VHG zawartość chromu w komórkach 
drożdży rodzaju Saccharomyces była wyższa niż w zacierach 20%. Dodatek Cr(III) w ilo-
ści 60 mg·l-1 do zacierów kukurydzianych powodował poprawę dynamiki wzrostu oraz 
większy przyrost biomasy w porównaniu z próbami niesuplementowanymi. Nie stwier-
dzono wpływu obecności Cr(III) na rozmiar komórek drożdży z rodzaju Saccharomyces. 
W obecności Cr(III) w komórkach drożdży oznaczono wyższą zawartość Mg, Ca i Zn 
oraz niższą K i Na zarówno w trakcie fermentacji, jak i po jej zakończeniu. Najbardziej sta-
bilnym składem oznaczanych pierwiastków charakteryzowały się komórki szczepu S. dia-
staticus ATCC 13007 w czasie fermentacji zacierów 20%. Dodatek Cr(III) do zacierów 
kukurydzianych skutkował wyższą zawartością w biomasie pofermentacyjnej drożdży 
nienasyconych kwasów tłuszczowych. W efekcie współczynnik UFA/SFA (ilości kwasów 
nienasyconych do nasyconych) był wyższy w komórkach drożdży fermentujących zaciery 
suplementowane jonami Cr(III).

Przeprowadzone badania potwierdziły przydatność Cr(III) w technologii fermentacji 
zacierów gorzelniczych typu VHG.

Słowa kluczowe: etanol, fermentacja, technologia VHG, drożdże, chrom
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