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SKRINING PODŁO Y DO PRODUKCJI 

LIOFILIZOWANYCH SZCZEPIONEK DRO D OWYCH 

DLA SEROWARSTWA
*

Xymena Połomska, Maria Wojtatowicz, Barbara  arowska,  

Marek Szołtysik, Józefa Chrzanowska
1

Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 

Streszczenie. Badano przydatno!" podło#y słodowych (6 wariantów) i serwatkowych  

(8 wariantów), ró#ni$cych si% zawarto!ci$ cukrów, zwi$zków mineralnych oraz czynni-

ków wzrostowych, do produkcji biomasy 5 szczepów dro#d#y, potencjalnych kultur star-

terowych dla serowarstwa, przed procesem ich utrwalania na drodze liofilizacji.  Wzrost 

dro#d#y Candida kefyr PII1b i C. sphaerica FII7a zarówno w podło#ach słodowych, jak  

i serwatkowych był bardziej dynamiczny ni# szczepów Yarrowia lipolytica JII1c,  

Y. lipolytica PII6a i C. famata MI1a. W przypadku podło#y słodowych najwi%ksz$ efek-

tywno!" produkcji biomasy odnotowano w po#ywkach wzbogaconych solami mineral-

nymi zawieraj$cymi azot, fosfor i siark% oraz ekstraktem dro#d#owym. W podło#ach ser-

watkowych oprócz wy#ej wymienionych składników niezb%dny był jeszcze dodatek glu-

kozy. Biomasa dro#d#y otrzymana w tych po#ywkach wykazywała wysoki poziom prze-

#ywalno!ci po procesie liofilizacji (29,3–84,1%). Jakkolwiek w przypadku czterech z pi%-
ciu badanych szczepów dro#d#y odnotowano wy#sz$ prze#ywalno!" komórek namno#o-

nych w po#ywce słodowej ni# serwatkowej. Szczep Y. lipolytica JII1c charakteryzował 

si% najwy#szym poziomem prze#ywalno!ci, powy#ej 80%, we wszystkich preparatach 

niezale#nie od po#ywki wzrostowej i zastosowanego czynnika ochronnego. 

Słowa kluczowe: dro#d#e, podło#a słodowe i serwatkowe, produkcja biomasy, liofilizacja 

* Praca została wykonana w ramach grantu MNiI  nr 2 P06T 050 28. 

Adres do korespondencji – Corresponding author: Xymena Połomska, Katedra Biotechnologii  

i Mikrobiologii  ywno!ci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu, ul. Norwida 25,  

50-375 Wrocław, e-mail: x.polomska@wp.pl 



X. Połomska i in. 

Acta Sci. Pol.

4

WST!P

W ostatnich latach prowadzone s$ szerokie badania nad zastosowaniem niektórych 

gatunków dro#d#y, powszechnie izolowanych z ró#nych rodzajów sera, jako kultur 

starterowych w ich produkcji. Najbardziej obiecuj$ce wyniki uzyskano w przypadku 

takich gatunków, jak: Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii (anamorf – Candida 

famata), Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis (anamorf – C. sphaerica),

K. marxianus (anamorf – C. kefyr) oraz Geotrichum candidum [Wyder i Puhan 1999, 

Hansen i in. 2001, Szołtysik i in. 2002, Masoud i Jakobsen 2005]. Szczepienie mleka 

serowarskiego tymi dro#d#ami powodowało zarówno skrócenie czasu dojrzewania 

serów, ujednolicenie ich jako!ci, jak i wzbogacenie profilu smakowo-zapachowego tych 

produktów [Bockelmann 2002, Ferreira i Viljoen 2003, Arfi i in. 2004, De Wit i in. 

2005, Lanciotti i in. 2005]. Uzasadnia to stosowanie wyselekcjonowanych kultur dro#-
d#y, jednak#e w formie utrwalonej szczepionki, łatwej do u#ycia w warunkach mle-

czarni. 

Obecnie powszechnie stosowan$ metod$ utrwalania przemysłowych szczepionek 

drobnoustrojów, obok mro#enia, jest liofilizacja [Hunter-Cevera i Belt 1996, Kornacki  

i Reps 1997]. Kultury drobnoustrojów utrwalane t$ metod$, przy zachowaniu odpo-

wiednich parametrów procesu wymra#ania i suszenia oraz u#yciu wła!ciwych substan-

cji ochronnych, odznaczaj$ si% wysok$ prze#ywalno!ci$ komórek oraz stabilno!ci$ cech 

biotechnologicznych [Cerrutti i in. 2000, Abadias i in. 2001, Blanquet i in. 2005]. Cha-

rakterystyka ta ulega wówczas stosunkowo niewielkim zmianom w trakcie przechowy-

wania [Melin i in. 2007].  

Na jako!" liofilizowanych preparatów mog$ mie" równie# wpływ warunki produkcji 

biomasy, w szczególno!ci rodzaj i skład po#ywki wzrostowej [Simione i Brown 1991]. 

Szczepy przeznaczone do przechowywania w kolekcjach kultur namna#ane s$ w podło-

#ach ubogich w składniki od#ywcze, gdy# biomasa otrzymana w warunkach deficytu 

&ródła w%gla i energii charakteryzuje si% lepsz$ prze#ywalno!ci$ podczas utrwalania 

[Kirsop 1987]. Jednak#e, produkcja biomasy dro#d#y na cele przemysłowe byłaby w 

takich warunkach nieekonomiczna ze wzgl%du na czas trwania i obj%to!" hodowli, nie-

zb%dne do uzyskania odpowiedniej ilo!ci komórek. W tematycznym pi!miennictwie nie 

podejmowano dotychczas problematyki dotycz$cej opracowywania utrwalonych form 

szczepionek dro#d#owych do produkcji serów.  

Celem niniejszej pracy był skrining po#ywek hodowlanych, słodowych i serwatko-

wych, pod k$tem ich przydatno!ci do produkcji biomasy 5 szczepów dro#d#y – poten-

cjalnych kultur starterowych dla serowarstwa, przed procesem ich utrwalania metod$
liofilizacji.

MATERIAŁY I METODY 

Szczepy dro d y. Materiał badawczy stanowiło 5 izolatów dro#d#y z serów Rokpol: 

Yarrowia lipolytica JII1c, Y. lipolytica PII6a, Candida famata MI1a, C. kefyr PII1b  

i C. sphaerica FII7a pochodz$cych z kolekcji kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobio-

logii  ywno!ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu. Dro#d#e przechowywano 

na skosach podło#a YM (w gxl
-1

: glukoza , 10; baktopepton, 5; ekstrakt słodowy, 3; 

ekstrakt dro#d#owy, 3; agar, 15) w temp. 4
o
C i okresowo przeszczepiano. 



Skrining podło y do produkcji liofilizowanych szczepionek ... 

Biotechnologia  6(3) 2007 

5

Skrining podło y hodowlanych. Do namna#ania dro#d#y stosowano podło#a oparte  

na ekstrakcie słodowym (6 wariantów) i serwatce podpuszczkowej (8 wariantów). Skład 

podło#y zamieszczono w tabeli 1. W badaniach stosowano serwatk% podpuszczkow$
wydzielan$ w czasie produkcji sera typu holenderskiego. Po odbiałczeniu serwatk%
wirowano, a nast%pnie przechowywano w –20 

o
C.  

Tabela 1. Podło#a hodowlane stosowane w pracy  

Table 1. Culture media used in the study 

 Podło#e
Medium 

Skład 

Composition 

ME3 Ekstrakt słodowy (Difco; 30,0 gxl-1)

ME3-NPS 
ME3 + (NH4)2SO4 (1,0 gxl-1) + KH2PO4 (0,5 gxl-1)
+ MgSO4 x 7H2O (0,25 gxl-1)

ME3-NPS-YE ME3-NPS + Ekstrakt dro#d#owy (Difco; 3,0 gxl-1)

ME7 Ekstrakt słodowy (Difco; 70,0 gxl-1)

ME7-NPS 
ME7 + (NH4)2SO4 (1,0 gxl-1) + KH2PO4 (0,5 gxl-1) + 
MgSO4 x 7H2O (0,25 gxl-1)

P
o

d
ło
#a

 s
ło

d
o

w
e 

 m
al

t 
m

ed
ia

ME7-NPS-YE ME7-NPS + Ekstrakt dro#d#owy (Difco; 3,0 gxl-1)

RW Serwatka podpuszczkowa  

RW-YE RW +  Ekstrakt dro#d#owy (Difco; 3,0 gxl-1)

RW-G RW + Glukoza (10 gxl-1)

RW-NS RW + (NH4)2SO4 (2,5 gxl-1)

RW-P RW + KH2PO4 (1,0 gxl-1)

RW-NPS 
RW + (NH4)2SO4 (2,5 gxl-1) +  KH2PO4 (1,0 gxl-1)

+  MgSO4 x 7H2O (0,5 gxl-1)

RW-GNPS RW-NPS + Glukoza (10,0 gxl-1)

P
o

d
ło
#a

 s
er

w
at

k
o

w
e 

w
h

ey
 m

ed
ia

RW-GNPS-YE RW-GNPS + Ekstrakt dro#d#owy (Disco; 3,0 gxl-1)

Hodowle prowadzono w inkubatorze Bioscreen C (Labsystem Oy, Finlandia). Apa-

rat ten umo#liwia wykonanie 200 mikrohodowli jednocze!nie i rejestruje przebieg 

krzywych wzrostu w oparciu o pomiary g%sto!ci optycznej (BioLink, Labsystems Oy, 

Finlandia). Do studzienek płytki inkubacyjnej wprowadzano po 300 µl po#ywki oraz 50 µl

zawiesiny dro#d#y. Inokulum stanowiły zmywy ze skosów YM, które nast%pnie standa-

ryzowano do g%sto!ci 5x10
6
 kom.xml

-1
. Ka#dy wariant mikrohodowli wykonywano w 5 

powtórzeniach. Inkubacj% prowadzono w 25 
o
C przez 48 h przy ci$głym wstrz$saniu. 

Jako kryterium podczas doboru po#ywki przyj%to wysok$ warto!" wska&nika AREA 

(pole pod krzyw$ wzrostu); parametr automatycznie wyliczany przez program BioLink

(Labsystem Oy, Finlandia). Ponadto brano pod uwag% przebieg krzywych wzrostu.  
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Przygotowanie biomasy do liofilizacji. Dro#d#e namna#ano w hodowli wstrz$sar-

kowej w dwóch wybranych po#ywkach: słodowej i serwatkowej, w obj%to!ci roboczej 

25 ml/250 ml w temp. 28 
o
C przy 160 rpm, do momentu osi$gni%cia fazy stacjonarnej 

wzrostu. Biomas% wirowano (5 min, 6000 rpm), przemywano wod$ destylowan$,
a nast%pnie standaryzowano do g%sto!ci 3x10

9
 kom.xml

-1
. Zawiesin% mieszano z odpo-

wiednio zat%#onym, regenerowanym mlekiem odtłuszczonym z dodatkiem trehalozy 

(MT), glutaminianu sodu (MG) lub trehalozy i glutaminianu sodu (MTG), otrzymuj$c
zawiesin% komórek o ko'cowej g%sto!ci 1x10

9
kom. x ml

-1
, w !rodku osłonowym o 10% 

st%#eniu ka#dego ze składników. 

Parametry liofilizacji. Zawiesiny dro#d#y w !rodku osłonowym (1mL) suszono w 

szklanych fiolkach (poj. 10 ml) przymkni%tych gumowymi korkami w liofilizatorze 

półkowym Alfa 2-4 (Christ, Niemcy). Próby wymra#ano do temp. –38 
o
C, a nast%pnie 

suszono (–38 
o
C, 1,5 h; –20 

o
C, 15 h; –10 

o
C, 4,5 h). Po sko'czonym procesie fiolki 

zamykano z zachowaniem pró#ni i przechowywano w temp. +4 
o
C.  

Oznaczanie prze ywalno!ci komórek. Liofilizaty (po 3 fiolki ka#dego badanego wa-

riantu) rehydratowano 1 mL sterylnej wody destylowanej. Nast%pnie sporz$dzano seri%
dziesi%tnych rozcie'cze' i posiewano na płytki z agarem YM w pi%ciu powtórzeniach. 

Płytki inkubowano w temp. 28 
o
C przez 72 h. Wyniki wyra#ano jako procent wyj!cio-

wej g%sto!ci komórek.  

Analiza statystyczna. Wyniki prze#ywalno!ci analizowano statystycznie w progra-

mie Statistica 5,0 (StatSoft, Inc., Tulsa, USA). Zastosowano dwukierunkow$ analiz%
wariancji do analizy zmiennych oraz test Neumana-Keula do porównania !rednich oraz 

wyznaczenia istotno!ci ró#nic mi%dzy nimi (p≤0,05).  

WYNIKI I DYSKUSJA  

Przedmiotem bada' w niniejszej pracy było pi%" kultur dro#d#y nale#$cych do ga-

tunków najcz%!ciej izolowanych ze !rodowiska sera. Wcze!niejsze badania prowadzone 

na Wydziale Nauk o  ywno!ci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu wykazały 

przydatno!" powy#szych kultur jako ko-starterów w produkcji sera [Szołtysik i in. 

2002, Juszczyk i in. 2005, Czajgucka i in. 2006] i skłoniły do opracowania liofilizowa-

nych form tych szczepionek. W pierwszej kolejno!ci wymagało to okre!lenia rodzaju 

po#ywki hodowlanej, która zapewniałaby obfity i dynamiczny wzrost danego drobno-

ustroju. 

Posługuj$c si% automatycznym inkubatorem Bioscreen C przetestowano dwie grupy 

po#ywek opartych na naturalnych substratach. Pierwsz$ z nich stanowiły podło#a sło-

dowe [ME] ze wzgl%du na tradycyjne stosowanie brzeczki słodowej do hodowli dro#-
d#y. Jako baz% dla drugiej grupy po#ywek wybrano serwatk% podpuszczkow$ [RW], 

maj$c na wzgl%dzie pó&niejsze zastosowanie liofilizowanych dro#d#y w !rodowisku sera. 

Poszczególne warianty podło#y ró#niły si% zawarto!ci$ &ródła w%gla i innych pierwiast-

ków biotycznych (azotu, fosforu, siarki) oraz czynników wzrostowych (tab. 1).  

W po#ywkach słodowych (ME) profile wzrostu obu szczepów Y. lipolytica oraz C. 

famata zdecydowanie ró#niły si% od tych obserwowanych dla C. kefir i C. sphaerica (rys. 1). 

Krzywe wzrostu drugiej omawianej grupy dro#d#y miały klasyczny przebieg, w któ-

rym kolejno wyst%powały: lag-faza, faza wzrostu eksponencjalnego i faza stacjonarna. 

Szczepy C. kefir  i C. sphaerica we wszystkich po#ywkach ME rosły bardzo dynamicznie 

osi$gaj$c w krótkim czasie, ju# ok. 20 godziny hodowli, faz% stacjonarn$. Niestety, 
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maksymalny plon biomasy w hodowlach tych dro#d#y był stosunkowo niski i nawet w 

najbogatszych podło#ach, ME7-NPS i ME7-NPS-YE, nie osi$gn$ł warto!ci 1,5 jed-

nostki OD. Przyczyn$ mogły by" uzdolnienia fermentacyjne tych szczepów [Juszczyk 

2002]. W prowadzonych mikrohodowlach, pomimo ci$głego wstrz$sania płytki inkuba-

cyjnej, mogło mie" miejsce niedostateczne natlenienie !rodowiska sprzyjaj$ce ujawnia-

niu si% metabolizmu fermentacyjnego dro#d#y. W takich warunkach wi%ksze jest zu#y-

cie cukrów na produkcj% energii metabolicznej i mniejsza wydajno!" biomasy. 

Z kolei efektywno!" wzrostu dro#d#y Y. lipolytica i C. famata w po#ywkach słodo-

wych w du#ym stopniu zale#ała od ich składu (rys. 1). Dro#d#e te rosły najlepiej w 

brzeczkach słodowych, zarówno 3% ME, jak i 7% ME, uzupełnionych mineralnymi 

&ródłami azotu, fosforu i siarki (NPS) oraz czynnikami wzrostowymi (YE), w których 

osi$gały plony biomasy nawet wy#sze ni# szczepy C. kefyr i C. sphaerica. Jednak#e, w 

#adnej z badanych po#ywek słodowych nie zaobserwowano zako'czenia fazy wzrostu 

tych dro#d#y (rozpocz%cia fazy stacjonarnej) podczas 48 h inkubacji. Wyj$tek stanowiła 

hodowla Y. lipolytica JII1c w najubo#szym podło#u ME3, lecz pułap wzrostu był tu 

jednak bardzo niski, ODmax = 0,99. Zwracaj$ uwag% ró#nice zachowa' dwóch badanych 

szczepów Y. lipolytica w po#ywkach słodowych (szczep JII1c szybciej adaptował si%
i dynamiczniej wzrastał w tych !rodowiskach ni# szczep PII6a) oraz bardzo słaby wzrost 

szczepu C. famata w podło#ach bez dodatku ekstraktu dro#d#owego (YE). (wiadczy to o 

jego wi%kszych wymaganiach pokarmowych, zwłaszcza w zakresie zapotrzebowania na 

czynniki wzrostowe, w porównaniu do szczepów C. kefir, C. sphaerica i Y. lipolytica.

W podło#ach na bazie serwatki podpuszczkowej (RW) badane szczepy dro#d#y wy-

kazywały profile wzrostu podobne do tych w po#ywkach słodowych (rys. 2). Mo#na tu 

jednak dostrzec wi%kszy wpływ składu podło#a na takie parametry wzrostu dro#d#y
C. kefyr i C. sphaerica, jak długo!" lag-fazy, dynamika wzrostu podczas fazy logaryt-

micznej i maksymalny plon biomasy, ni# to miało miejsce w przypadku po#ywek sło-

dowych. Oba te szczepy rosły bardzo dynamicznie w omawianych mediach hodowla-

nych, osi$gaj$c faz% stacjonarn$ pomi%dzy 20 a 35 h hodowli.  

Natomiast wyra&nie mniejsz$ dynamik% wzrostu wykazywały w po#ywkach serwat-

kowych szczepy Y. lipolytica i C. famata. Dro#d#e te, podobnie jak wcze!niej w po-

#ywkach słodowych, nie osi$gały fazy stacjonarnej podczas 48 h hodowli, jednak uzy-

skiwane plony biomasy, zwłaszcza przez szczepy C. famata i Y. lipolytica PII6a, były tu 

znacznie wy#sze. Wzbogacenie bazowej serwatki łatwo przyswajalnymi &ródłami pier-

wiastków biotycznych i czynników wzrostowych w wi%kszym stopniu wpłyn%ło na po-

praw% parametrów dynamiki i efektywno!ci wzrostu dro#d#y C. famata ni# Y. lipolytica.

Tym niemniej, dla wi%kszo!ci badanych dro#d#y najwy#sze przyrosty biomasy 

(1,70–1,95 jedn. OD) oraz najwi%ksz$ dynamik% wzrostu w głównej fazie hodowli ob-

serwowano w podło#u najbogatszym RW-GNPS-YE. Warto te# odnotowa", #e dro#d#e
Y. lipolytica (oba badane szczepy) i C. famata potrzebowały znacznie mniej czasu na 

przystosowanie swojego aparatu enzymatycznego do wzrostu w po#ywkach serwatko-

wych ni# dro#d#e C. kefyr  i C. sphaerica.

O doborze jednej po#ywki słodowej i serwatkowej zadecydowało ostatecznie  

porównanie warto!ci indeksu AREA, umownego wska&nika efektywno!ci wzrostu 

[Myllyniemi i in. 2004]. Dla poszczególnych szczepów i wariantów podło#a warto!ci 

liczbowe tego wska&nika wahały si% w szerokich granicach, od 513 jedn. OD x min,  

w hodowli szczepu C. famata w po#ywce ME7-NPS, do 3494 jedn. OD x min, w ho-

dowli C. kefir w po#ywce RW-GNPS-YE  (tab. 2).  
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Rys. 1. Krzywe wzrostu badanych szczepów dro#d#y w podło#ach słodowych: Y. lipolytica JII1c 
(Yl JII1c), Y. lipolytica PII6a (Yl PII6a), C. famata MI1a (Cf MI1a), C. kefyr PII1b  
(CK PII1b), C. sphaerica FII7a (Cs FII7a) 

Fig. 1. Growth curves of studied yeast strains in malt media: Y. lipolytica JII1c (Yl JII1c),  
Y. lipolytica PII6a (Yl PII6a), C. famata MI1a (Cf MI1a), C. kefyr PII1b (CK PII1b),  
C. sphaerica FII7a (Cs FII7a) 
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Rys. 2. Krzywe wzrostu badanych szczepów dro#d#y w podło#ach serwatkowych: Y. lipolytica 

JII1c (Yl JII1c), Y. lipolytica PII6a (Yl PII6a), C. famata MI1a (Cf MI1a), C. kefyr PII1b 

(CK PII1b), C. sphaerica FII7a (Cs FII7a) 

Fig. 2. Growth curves of studied yeast strains in whey media: Y. lipolytica JII1c (Yl JII1c),  

Y. lipolytica PII6a (Yl PII6a), C. famata MI1a (Cf MI1a), C. kefyr PII1b (CK PII1b),  

C. sphaerica FII7a (Cs FII7a) 
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Dane w tabeli 2 potwierdzaj$ wcze!niejsze wyniki analizy profili wzrostu dro#d#y
i upowa#niaj$ do stwierdzenia, #e spo!ród po#ywek słodowych do hodowli dro#d#y
Y. lipolytica i C. famata najbardziej wskazana byłaby po#ywka ME3-NPS-YE lub ME7-

NPS-YE, natomiast dla dro#d#y C. kefyr i C. sphaerica korzystniejsza byłaby druga  

z wymienionych po#ywek. Poniewa# podło#e ME7-NPS-YE było bardziej uniwersalne 

– zapewniało dobry wzrost wszystkich badanych szczepów, wybrano je do otrzymywa-

nia biomasy przeznaczonej do liofilizacji.  

Tabela 2. Warto!ci indeksu AREA (pole pod krzyw$ wzrostu) dla badanych szczepów dro#d#y
w podło#ach słodowych i serwatkowych 

Table 2. Values of AREA index (area under growth curve) for studied yeast strains on malt and 

whey media 

AREA  [OD x min] Podło#e
medium Yl  JII1c Yl  PII6a Cf  MI1a Ck PII1b Cs FII7a

ME3 1427 ± 176 1587 ± 114 1266 ± 203 1799 ± 117 2501 ± 217 

ME3-NPS 2514 ± 252 1875 ± 137 1251 ± 114 2466 ± 263 2482 ± 234 

ME3-NPS-YE 2647 ± 147 3077 ± 209 2151 ± 167 2506 ± 168 2653 ± 267 

ME7 1763 ± 139 2559 ± 321 927   ± 79 2697 ± 311 2630 ± 171 

ME7-NPS 2326 ± 185 1836 ± 218 513   ± 82 2612 ± 257 2586 ± 134 

P
o

d
ło
#a

 s
ło

d
o

w
e 

m
al

t 

m
ed

ia
 

ME7-NPS-YE 2768 ± 92 2732 ± 127 1916 ± 241 2702 ± 197 2746 ± 226 

RW 1628 ± 117 2183 ± 120 2113 ± 336 1887 ± 512 2584 ± 122 

RW-YE 1736 ± 76 1751 ± 243 2972 ± 98 2969 ± 305 2376 ± 579 

RW-G 1937 ± 197 2132 ± 342 2569 ± 118 3099 ± 394 3164 ± 454 

RW-NS 1743 ± 214 1870 ± 398 2578 ± 207 2742 ± 168 1410 ± 355 

RW-P 1837 ± 79 2049 ± 136 2426 ± 139 2150 ± 115 2870 ± 214 

RW-NPS 1903 ± 156 1951 ± 218 2503 ± 77 2407 ± 324 1228 ± 124 

RW-GNPS 2268 ± 42 2344 ± 322 2666 ± 578 3176 ± 228 3035 ± 49 

P
o

d
ło
#a

 s
er

w
at

k
o

w
e 

 

w
h

ey
 m

ed
ia

 

RW-GNPS-YE 2306 ± 113 2168 ± 311 3145 ± 91 3494 ± 186 2702 ± 214 

           Podane warto!ci stanowi$ !redni$ z pi%ciu hodowli  ± odchylenie  standardowe  

           Given results are mean values recalculated from five repitings ± standard deviation 

Kieruj$c si% podobn$ zasad$ wytypowano po#ywk% serwatkow$ RW-GNPS-YE ja-

ko drug$ po#ywk% do produkcji biomasy dro#d#y serowarskich. Trzy szczepy: C. kefyr

PII1b, C. famata MI1a i Y. lipolytica JII1c rosły w tej po#ywce najlepiej (warto!ci 

AREA odpowiednio 3494, 3145 i 2306 jedn. OD x min), zapewniała ona równie# dobr$
produktywno!" hodowli dro#d#y C. sphaerica FII7a i Y. lipolytica JII1c.  

Na rysunku 3 przedstawiono prze#ywalno!" badanych starterowych kultur dro#d#y
w procesie liofilizacji w zale#no!ci od podło#a hodowlanego u#ytego do namno#enia 

biomasy. W celu dodatkowego zminimalizowania uszkodze' komórek w trakcie mro-

#enia i suszenia sublimacyjnego – zastosowano trzy ró#ne media ochronne. Dobrano je 

w oparciu o własne do!wiadczenia [wyniki niepublikowane] oraz dane zamieszczone w 

pracy Berny i Hennebert [1991], wskazuj$ce na wi%ksz$ skuteczno!" kombinowanych 

!rodków ochronnych nad jednoskładnikowymi. 
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Stwierdzono zadowalaj$c$ prze#ywalno!" komórek we wszystkich preparatach 

dro#d#y bezpo!rednio po procesie liofilizacji. Kształtowała si% ona na poziomie od 

29,3% do 84,1%. W przypadku czterech badanych szczepów dro#d#y wykazano istotny 

statystycznie wpływ po#ywki namna#aj$cej na #ywotno!" liofilizowanych preparatów; 

komórki pochodz$ce z po#ywki słodowej lepiej prze#ywały proces suszenia liofiliza-

cyjnego i rehydratacji ni# te, otrzymane w po#ywce serwatkowej. Wyj$tek stanowił 

szczep dro#d#y Y. lipolytica JII1c, który zachował bardzo wysok$ prze#ywalno!" po 

procesie liofilizacji (82,2% – 84,1%), niezale#nie od po#ywki, w której był namno#ony 

oraz zastosowanego czynnika ochronnego. Wyniki te trudno porównywa" z danymi 

literaturowymi ze wzgl%du na brak dost%pnych informacji na temat wpływu rodzaju 

podło#a produkcyjnego na prze#ywalno!" przemysłowych szczepów dro#d#y podczas 

liofilizacji, a zwłaszcza kultur stosowanych w serowarstwie.  

PODSUMOWANIE 

W badanych po#ywkach słodowych i serwatkowych dro#d#e Candida kefyr PII1b  

i C. sphaerica FII7a rosły bardziej dynamicznie ni# Yarrowia lipolytica JII1c, Y. lipoly-

tica PII6a i C. famata MI1a. Efektywno!" produkcji biomasy była najwi%ksza w po-

#ywkach wzbogaconych mineralnym &ródłem azotu, fosforu i siarki oraz ekstraktem 

dro#d#owym, a w przypadku podło#y bazuj$cych na serwatce podpuszczkowej – rów-

nie# glukoz$. Jednak#e do pełnej optymalizacji warunków produkcji biomasy wymaga-

ne b%dzie zwi%kszenie skali procesu (hodowle wstrz$sarkowe lub bioreaktorowe)  

i dobór wła!ciwej dla ka#dego szczepu temperatury, natlenienia i pH w procesie hodow-

lanym.  

Badania pokazały ponadto, #e mimo u#ycia bogatych po#ywek do produkcji bioma-

sy dro#d#y uzyskano zadowalaj$cy poziom #ywotno!ci komórek w liofilizowanych 

preparatach tych mikroorganizmów, wi%kszy dla komórek namno#onych w po#ywce 

słodowej ni# serwatkowej, w przypadku czterech spo!ród pi%ciu badanych szczepów. 

Szczep Y. lipolytica JII1c wyró#nił si% najwy#szym poziomem prze#ywalno!ci (powy-

#ej 80%), niezale#nie od po#ywki wzrostowej i u#ytego czynnika ochronnego.  
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SCREENING OF GROWTH MEDIA FOR FREEZE-DRIED YEAST STARTER 

CULTURES FOR CHEESE MAKING  

Abstract: In the work, the usefulness of malt (6 variants) and rennet whey media (8 va- 

riants) for biomass production of 5 yeast strains, potential starter cultures for cheese mak-

ing, before their preservation by freeze-drying, was studied. Growth media differed in the 

content of sugars, mineral compounds and growth factors. The growth of Candida kefyr

PII1b and C. sphaerica FII7a yeast strains in both, malt- and whey-based media, was 

more dynamic than Yarrowia lipolytica JII1c, Y. lipolytica PII6a and C. famata MI1a. In 

case of malt media, the highest efficiency of biomass production  was observed in broth 

enriched with mineral salts, containing nitrogen, phosphorus and sulphur, as well as yeast 

extract. In whey media, except mentioned above components, the addition of glucose was 

also indispensable. Yeast biomass obtained in those culture media revealed the highest 

level of viability after freeze-drying process (29,3–84,1%). In case of four from five tested 

yeast strains higher survival level was noticed for cells propagated in malt media than in 

whey media. Regardless of growth medium and applied protective agent, the highest vi-

ability (80%) in all preparations revealed Y. lipolytica JII1c strain.  

Key words: yeast, malt and whey madia, biomass production, freeze-drying
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ODDZIAŁYWANIE MYKOTOKSYN  

NA METABOLIZM FAN I TWORZENIE LOTNYCH 

ZWI ZKÓW W BRZECZKACH SŁODOWYCH
*

Ewelina Dziuba, Barbara Foszczy ska, Paweł Zarychta
1

Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu 

Streszczenie. Badano wpływ mykotoksyn OTA, ZEA i DAS na metabolizm wolnego 

azotu aminokwasowego w trakcie fermentacji brzeczki słodowej oraz tworzenie wybra-

nych zwi!zków lotnych. Mykotoksyny znajduj!ce si" w fermentuj!cej brzeczce piwowar-

skiej oddziaływały w zró#nicowany sposób na dro#d#e dolnej i górnej fermentacji. Zakłó-

cenie przez te toksyny metabolizmu wolnego azotu aminokwasowego powodowało pew-

ne zmiany profilu organoleptycznego w odfermentowanej brzeczce. Wraz ze wzrostem 

st"#enia DAS malała na ogół zdolno$% dro#d#y do utylizacji FAN oraz produktywno$%
izobutanolu i alkoholi amylowych. Najbardziej wra#liwe, spo$ród badanych dro#d#y, 

okazały si" szczepy  S. carlsbergensis 13 i S. cerevisie 46, które w obecno$ci DAS w st"-

#eniu 15 &g·ml-1 słabo utylizowały wolny azot aminokwasowy. 

Słowa kluczowe: mykotoksyny, dro#d#e piwowarskie, FAN, lotne produkty fermentacji 

WST!P

We wcze$niejszych pracach [Foszczy ska i Dziuba 2007 a i b] pokazano wpływ 

zró#nicowanych dawek  DAS, ZEA i OTA na stan fizjologiczny dro#d#y piwowarskich 

S. carlsbergensis 13 i S. cerevisiae rasy: 23, 46, 57. Stan fizjologiczny dro#d#y wpływał 

na aktywno$% komórek, w tym równie# na metabolizm zwi!zków azotowych (FAN). 

Zgodnie z powszechnie znanym mechanizmem Ehrlicha aminokwasy znajduj!ce si" w 

$rodowisku fermentuj!cej brzeczki słodowej s! prekursorami lotnych produktów 

ubocznych, takich jak: aldehyd octowy, propanol, izobutanol, alkohole amylowe, octan 

etylu, octan izoamylu i dwuacetyl [Rainbow 1970].  

* Badania realizowane w ramach projektu badawczego Nr 2 P06T 020 28 finansowanego przez   

   KBN w latach 2005-2007. 

Adres do korespondencji – Corresponding author: Ewelina Dziuba, Katedra Technologii Rolnej  

i Przechowalnictwa, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu, ul. C.K. Norwida 25, 50-375 

Wrocław, e-mail: edziuba@wnoz.ar.wroc.pl 
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Zwi!zki te, ze wzgl"du na du#! lotno$%, wywieraj! wpływ na cechy organoleptycz-

ne piwa. Wszystkie szczepy Saccharomyces cerevisiae wytwarzaj! w czasie fermentacji 

wspomnian! wy#ej grup" zwi!zków, jednak ilo$% poszczególnych produktów jest cech!
osobnicz! konkretnej rasy. 

Celem tej pracy było wyja$nienie roli mykotoksyn w zakłócaniu metabolizmu wol-

nego azotu aminokwasowego (FAN) i skutków tego procesu w tworzeniu przez zró#ni-

cowane rasy dro#d#y piwowarskich zwi!zków lotnych, b"d!cych w $cisłym zwi!zku  z 

przemianami aminokwasów. 

MATERIAŁ I METODY BADA"

Materiałem do$wiadczalnym były toksyny: ochratoksyna A  (OTA), zearalenon 

(ZEA) i diacetoksyscirpenol (DAS)  zakupione w firmie Sigma Aldrich Sp. z o.o.  

Materiał biologiczny stanowiły 4 szczepy dro#d#y piwowarskich: S. carlsbergensis

I-S.ca./13,  S. cerevisiae (lager) 23, S. cerevisiae I-S.c./46 oraz S. cerevisiae I-S.c./57. 

Dro#d#e S.ca. 13 oraz S.c. 46 i 57 pochodziły z kolekcji kultur drobnoustrojów Instytutu 

Biotechnologii Przemysłu Rolno-Spo#ywczego w Warszawie. Szczep S.c.23 został 

wyizolowany w Zakładzie Technologii Fermentacji Uniwersytetu Przyrodniczego we 

Wrocławiu z 48 godz. hodowli suszonych dro#d#y piwowarskich Saflager S-23  

(Fermentis Division of S.I.Lesaffre). 

Podło#em fermentacyjnym była 12% brzeczka słodowa otrzymana ze słodu jasnego 

typu pilzne skiego. Brzeczk" ska#ano roztworem mykotoksyny w etanolu, stosuj!c

nast"puj!ce st"#enia: OTA – 15 &g·ml
-1

; ZEA – 5 i 50 &g·ml
-1

 oraz DAS – 5 i 15 &g·ml
-1

.

Wyboru st"#e  dokonano na podstawie wyników skrinningowej hodowli badanych 

szczepów dro#d#y na podło#u syntetycznym ska#onym ró#nymi dawkami mykotoksyn 

[Dziuba i in., dane niepublikowane]. Prób" kontroln! stanowiła brzeczka bez toksyny, 

ale z równowa#n! w stosunku do wprowadzonego wraz z toksyn! ilo$ci! alkoholu. 

Brzeczki kontrolne i ska#one zaszczepiano w warunkach sterylnych inokulum, osi!-

gaj!c st"#enie 20x10
6
 j.t.k.·ml

-1
. Po zaszczepieniu brzeczk" ka#dego rodzaju  rozdziela-

no do serii kolb fermentacyjnych (poj. 100 ml). Proces fermentacji z udziałem szcze-

pów S.ca. 13 i S.c. 23 prowadzono w temperaturze 10–12 ºC przez 9 dni, a szczepów 

S.c. 46 i 57 w temperaturze 23–25 ºC przez 5 dni.  

W trakcie fermentacji pobierano okresowo próby w celu oznaczenia zawarto$ci azo-

tu alfa-aminowego (FAN) metod! ninhydrynow! [Analytica EBC 1998]. 

Po zako czeniu fermentacji oznaczono zawarto$% nast"puj!cych lotnych produktów 

ubocznych fermentacji przy zastosowaniu chromatografii gazowej z wykorzystaniem 

techniki headspace: aldehyd octowy, n-propanol, izobutanol, alkohole amylowe, octan 

etylu, octan izoamylu, diacetyl, 2,3-pentanedion. Do oznacze  stosowano: chromatograf 

gazowy FISONS seria 8000 wyposa#ony w kolumny DB-WAX i SP-SIL-8 CB, detek-

tory FID i ECD, Headspace HS 800. Gaz no$ny – hel. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

W wyniku przeprowadzonych bada  stwierdzono, #e toksyny w odmienny sposób 

wpływały na wykorzystywanie wolnego azotu aminokwasowego przez poszczególne 

szczepy dro#d#y. 
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Wpływ OTA na metabolizm wolnego azotu aminokwasowego i zmiany zawarto$ci 

lotnych produktów ubocznych przedstawiono odpowiednio na rysunku 1. Dwa spo$ród

badanych szczepów dro#d#y, tj. S.ca. 13 i S.c. 46 wykorzystywały aminokwasy w 

brzeczce z dodatkiem OTA w analogiczny sposób jak w brzeczce kontrolnej, ale szczep 

S.c. 46 (górnej fermentacji) znacznie szybciej rozpoczynał asymilacj" aminokwasów 

(rys. 1). Pozostałe dwa szczepy: S.c. 23 i 57 okazały si" wra#liwe na OTA. Toksyna ta 

zakłócała asymilacj" aminokwasów zwłaszcza w przypadku szczepu S.c. 57. Osłabiała 

ona intensywno$% pobierania FAN przez ten szczep i spowodowała, #e du#a cz"$%
zwi!zków azotowych (71 mg·l-1

) pozostała po fermentacji.  
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Rys. 1. Zawarto$% FAN w trakcie fermentacji brzeczki ska#onej toksyn! OTA 

Fig. 1. FAN content during fermentation of wort with OTA toxin 

Najmniej wra#liwy na kolejn! z badanych mykotoksyn – ZEA – okazał si" szczep 

górnej fermentacji S.c. 57 (rys. 2). Niezale#nie od dawki toksyny wykorzystanie wolne-

go azotu aminokwasowego w pocz!tkowym okresie fermentacji przebiegało analogicz-

nie. Dro#d#e S.c. 57 pocz!wszy od drugiego dnia fermentacji brzeczki zawieraj!cej

ZEA pobierały azot nieco wolniej. W najwi"kszym stopniu zakłóceniu uległo wykorzy-

stanie FAN przez drugi ze szczepów górnej fermentacji S.c. 46. Obie dawki mykotok-

syn (5 i 50 &g·ml
-1

) powodowały znaczne osłabienie wykorzystywania azotu w stosunku 

do próby kontrolnej. Dla pozostałych dwóch badanych szczepów: S.ca. 13 i S.c. 23 

wpływ ZEA na wykorzystanie azotu był mniejszy i zaznaczał si" jedynie na pocz!tku 

fermentacji. 

W brzeczce z dodatkiem DAS, podobnie jak w przypadku ZEA, najbardziej wra#li-

wym pod wzgl"dem wykorzystania wolnego azotu okazał si" S.c. 46. Osłabienie dyna-

miki fermentacji zwi"kszało si" wraz ze wzrostem dawki mykotoksyny (rys. 3). Efek-

tem tego było pozostanie w odfermentowanej brzeczce du#ej ilo$ci wolnego azotu ami-

nokwasowego (101 i 105 mg·l-1
). Szczep S.c. 57 był równie#, chocia# w nieco mniej-

S.c. 13 S.c. 23 

S.c. 46 S.c. 57 
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szym stopniu, wra#liwy na wpływ DAS. Jednak w miar" przebiegu fermentacji tempo 

wykorzystania wolnego azotu aminokwasowego w brzeczkach ska#onych t! mykotok-

syn! zwi"kszało si" i w efekcie tego w odfermentowanej brzeczce znalazły si" mniejsze 

ilo$ci FAN. Z pozostałych dwóch szczepów, dro#d#e S.ca. 13 wykorzystały wolny azot 

aminokwasowy z brzeczki ska#onej najwy#sz! dawk! DAS (15 &g·ml
-1

) jedynie w 

minimalnym stopniu. W odfermentowanej brzeczce pozostało go 148 mg·l-1
. Najwi"k-

sz! odporno$% na toksyn" DAS posiadał szczep S.c. 23. Asymilacja aminokwasów 

przez komórki tego szczepu, nawet w warunkach silnego ska#enia DAS, przebiegała w 

sposób porównywalny do próby kontrolnej.  
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Rys. 2. Zawarto$% FAN w trakcie fermentacji brzeczki ska#onej toksyn! ZEA 

Fig. 2. FAN content during fermentation of wort with ZEA toxin 

Reasumuj!c, mo#na stwierdzi%, #e toksyny takie jak OTA, ZEA, DAS nie wywiera-

ły znacz!cego wpływu na metabolizm zwi!zków azotowych przez szczepy dolnej fer-

mentacji S.ca. 13 i S.c. 23 (z wymienionym wy#ej wyj!tkiem S.ca.13). Szczepy górnej 

fermentacji ró#niły si" bardzo  zale#nie od cech osobniczych, jak i rodzaju toksyny. S. 

cerevisiae 46 był szczególnie wra#liwy na DAS i w mniejszym stopniu na ZEA,  

a S.c. 57 – na DAS i OTA. 

W nast"pnej cz"$ci pracy omówione zostan! konsekwencje zakłóce  metabolizmu 

wolnych zwi!zków azotowych w odniesieniu do lotnych produktów ubocznych fermen-

tacji etanolowej.  

Ochratoksyna A dodana do brzeczki, niezale#nie od stosowanego szczepu dro#d#y, 

zwi"kszała w niewielkim stopniu ilo$% tworzonych alkoholi amylowych i w przypadku 

szczepów S.c. 23 i 57 równie# izobutanolu (rys. 4). Ilo$% tworzonych: aldehydu octo-

wego, propanolu, octanu etylu i octanu izoamylu nie zale#ała ani od badanego szczepu, 

ani od obecno$ci OTA w brzeczce. 

S.c. 13 S.c. 23 

S.c. 46 S.c. 57
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Rys. 3. Zawarto$% FAN w trakcie fermentacji brzeczki ska#onej toksyn! DAS 

Fig. 3. FAN content during fermentation of wort with DAS toxin 

Dodatek ZEA do brzeczek słodowych w ilo$ci 5 &g·ml
-1 

powodował u szczepów 

S.ca. 13, S.c. 23 i 46 niewielki wzrost poziomu tworzonych alkoholi amylowych (rys. 5). 

Wi"ksza dawka tej toksyny (50 &g·ml
-1

) nieco zmniejszała zawarto$% tych zwi!zków w 

stosunku do mniejszej dawki (5 &g·ml
-1

), jednak była to ilo$% nieco wi"ksza ni# w pró-

bie kontrolnej. W przypadku szczepu  S.c. 57 niewielkie obni#enie poziomu alkoholi 

amylowych obserwowano jedynie przy wy#szym st"#eniu ZEA w brzeczce. Wraz ze 

zwi"kszaniem dawki ZEA w brzeczce szczepy S.ca. 13 i S.c. 46  tworzyły nieco wi"cej 

izobutanolu. Pozostałe dwa szczepy S.c. 23 i 46 przy obecno$ci wy#szej dawki toksyny 

tworzyły nieco mniejsze ilo$ci izobutanolu. Podobnie jak w przypadku OTA nie stwier-

dzono oddziaływania ZEA na ilo$% tworzonego aldehydu octowego, propanolu, octanu 

etylu i octanu izoamylu. 

Obecno$% DAS w brzeczce wpływała w znacznym stopniu na zawarto$% wy#szych 

alkoholi (rys. 6). Szczególnie wyra'nie zaobserwowano to dla szczepów S.ca. 13 i S.c. 

46. Wraz ze wzrostem st"#enia toksyny obni#ał si" poziom tworzonych przez te rasy 

alkoholi amylowych i izobutanolu, a w przypadku S.ca. 13 równie# propanolu. Podobne 

zmiany wyst!piły w brzeczkach fermentowanych przy u#yciu szczepów  S.c. 23 i 57, 

ale ró#nice w zawarto$ci alkoholi amylowych były znacznie mniejsze. Poziom pozosta-

łych zwi!zków: aldehydu octowego, propanolu, octanu etylu i octanu izoamylu nie 

ulegał zasadniczym zmianom. 

Reasumuj!c mo#na przypu$ci%, #e w przypadku OTA i ZEA zmiany zawarto$ci

produktów lotnych fermentacji z omawianej grupy zwi!zków po przebyciu le#akowania 

mogły w niewielkim stopniu zakłóci% profil organoleptyczny piwa. Natomiast DAS 

powodował u badanych szczepów dro#d#y obni#anie ilo$ci tworzonych alkoholi wy#-

szych znacznie poni#ej poziomu prób kontrolnych. W obecno$ci ZEA dro#d#e wytwarza-

ły w zasadzie wi"ksze ilo$ci alkoholi wy#szych w porównaniu z próbami kontrolnymi. 

S.c. 13 S.c. 23 

S.c. 46 S.c. 57
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DYSKUSJA  

Rola zwi!zków azotowych w procesie fermentacji etanolowej, a zwłaszcza wolnych 

aminokwasów, jest ci!gle zagadnieniem nie do ko ca poznanym, o czym $wiadcz!
pojawiaj!ce si" równie# w chwili obecnej liczne publikacje [Guldfeldt i Arneborg 1998, 

Lekkas i in. 2005, Lekkas i in. 2007, Narziss 1997, Younis i Stewart 1998]. Aminokwa-

sy nie s! jedynym czynnikiem powoduj!cym powstawanie lotnych zwi!zków odpowie-

dzialnych za smak i zapach piwa. Druga grupa czynników to: wyj$ciowa g"sto$%
brzeczki i cukry w niej si" znajduj!ce oraz wzajemne relacje ich zawarto$ci. Poniewa#
w niniejszej pracy stosowano standardow! brzeczk", zawieraj!c! jednakow! wyj$ciow!
zawarto$% ekstraktu, czynnikiem decyduj!cym o powstawaniu zwi!zków zapachowych 

była zdolno$% dro#d#y do pobierania wolnego azotu z brzeczki oraz mo#liwo$% wyko-

rzystania dost"pnych cukrów (praca w przygotowaniu). 

Tworzenie lotnych produktów ubocznych fermentacji etanolowej wi!#e si" $ci$le z 

metabolizmem aminokwasów. Powi!zanie to jest okre$lane mianem „mechanizmu 

Ehrlicha”. Ze zwi!zków lotnych, tworzonych przez dro#d#e w czasie fermentacji, 

szczególne znaczenie dla smaku i zapachu piwa maj!: alkohole amylowe, izobutanol, 

octan etylu i izoamylu oraz diacetyl, mniejsze znaczenie przypisuje si" aldehydowi 

octowemu i propanolowi. Zrównowa#ona zawarto$% tych zwi!zków decyduje o profilu 

organoleptycznym i walorach smakowych piwa. Wszystkie dro#d#e z rodzaju  Saccha-

romyces tworz! te same zwi!zki, jednak ilo$% ka#dego z nich jest cech! osobnicz!
szczepu. Szczepy fermentacji górnej, działaj!ce w brzeczce w temperaturze od 15 do  

22 ºC, maj! szybszy metabolizm i w efekcie tworz! wi"ksze ilo$ci tych zwi!zków w 

porównaniu z dro#d#ami dolnej fermentacji.  

Tego typu tendencja wyst!piła w próbach fermentowanych z udziałem badanych 

szczepów dro#d#y. Stwierdzono przy tym, #e ilo$% wytworzonych produktów ubocz-

nych zale#ała tak#e od wyst"powania czynnika toksycznego, którego działanie polegało 

m.in. na blokowaniu asymilacji przez komórki dro#d#y wolnego azotu aminowego. 

Było to szczególnie widoczne na przykładzie toksyny DAS i szczepów S.ca. 13 oraz 

S.c. 46. W próbach ska#onych DAS i poddanych fermentacji przez wymienione szczepy 

dro#d#y metabolizm aminokwasów był wyra'nie zakłócony (du#a ilo$% pozostałego 

FAN w brzeczce). Odbiło si" to niekorzystnie na produktywno$ci alkoholi amylowych. 

W przypadku dwóch pozostałych szczepów (S.c. 23 i 57) efekty były podobne, ale osta-

tecznie ró#nice w zawarto$ci tych zwi!zków, w porównaniu z prób! kontroln!, były 

mniejsze.    

Alkohole wy#sze, a zwłaszcza alkohole amylowe i izobutanol, chocia#by z powodu, 

#e ich zawarto$ci w piwach s! znaczne, decyduj! w du#ym stopniu o profilu organolep-

tycznym piwa. Prekursorami tych zwi!zków s! walina, leucyna i izoleucyna. Je#eli w 

brzeczce wyst"puje podwy#szony poziom wymienionych aminokwasów, to stymuluje 

to u dro#d#y tworzenie alkoholi wy#szych, a w $lad za tym wi"kszych ilo$ci estrów 

[Perpete i in. 2005]. Estry, a zwłaszcza octan etylu i octan izoamylu, mimo niewielkiej 

ich zawarto$ci w piwie, ze wzgl"du na ich niskie progi wra#liwo$ci sensorycznej, od-

grywaj! du#! rol" w utrzymaniu po#!danego profilu organoleptycznego piwa [Verstre-

pen i in. 2003]. W badaniach własnych nie stwierdzono wpływu toksyn na poziom wy-

branych estrów. Nale#y jednak pami"ta%, #e zwi!zki te mog! powstawa% tak#e podczas 

etapu dojrzewania piwa.  
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W wyniku przeprowadzonych bada  zaobserwowano, #e dro#d#e górnej fermentacji 

pozostawiały w odfermentowanej brzeczce znacznie ni#sze ilo$ci diacetylu i 2,3- 

-pentanedionu ni# dro#d#e fermentacji dolnej. Mogło to wynika% z ró#nic w zawarto$ci

poszczególnych aminokwasów, gdy# przeciwstawne efekty na aktywno$% metaboliczn!
maj! podwy#szone poziomy metioniny i lizyny. I tak, pierwsza z nich osłabia metabo-

lizm dro#d#y, a druga wzmaga. Skutkuje to zmianami w poziomie diketonów, poniewa#
im aktywno$% dro#d#y jest ni#sza, tym mniejsza ilo$% tych zwi!zków jest przez nie 

tworzona [Lekkas i in. 2005]. W realizowanym projekcie nie przewidziano oznacze 
diacetylu i 2,3-pentanedionu po okresie le#akowania, mo#na wi"c jedynie przewidywa%,

jakie zmiany profilu organoleptycznego mog! ujawni% si" w piwie wytworzonym z 

brzeczki zanieczyszczonej mykotoksynami.     

WNIOSKI 

1. Badane dro#d#e dolnej fermentacji S. carlsbergensis 13 i S. cerevisie 23 były sto-

sunkowo odporne na działanie toksyn OTA i ZEA. Ich aktywno$% metaboliczna, mie-

rzona  ilo$ci! wykorzystywanego wolnego azotu aminokwasowego, nie ulegała zasad-

niczym zmianom. Szczep S. carlsbergensis 13 wykazał natomiast du#! wra#liwo$% na 

toksyn" DAS. Przy st"#eniu DAS 15 &g·ml
-1

 dro#d#e te nie były zdolne do asymilacji 

FAN z brzeczki. 

2. W przypadku dro#d#y górnej fermentacji odporno$% na toksyny była cech! osob-

nicz! szczepu i tak S. cerevisiae 46  był wra#liwy na DAS i ZEA, a S. cerevisiae 57 na 

DAS i OTA. 

3. Poziom badanych lotnych wy#szych alkoholi (izobutanolu i alkoholi amylowych) 

ulegał wpływowi DAS i u wszystkich badanych ras dro#d#y był ni#szy ni# w próbach 

kontrolnych. Natomiast toksyna ZEA działała przeciwstawnie. 

4. Zawarto$% diketonów, z niewielkimi wyj!tkami, nie zmieniała si" w obecno$ci

toksyn OTA, ZEA i DAS w stosunku do prób kontrolnych.   
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THE EFFECT OF MYCOTOXINS ON FAN METABOLISM  

AND FORMATION OF VOLATILE COMPOUNDS IN MALT WORTS  

Abstract. The aim of the research was to examine the effect of mycotoxins OTA, ZEA 

and DAS on metabolism of free amino acids (FAN) and formation of selected volatile 

compounds during malt wort fermentation. Mycotoxins influenced on the bottom and top 

yeast strais in a differnt way. They disturbed FAN metabolism and caused some changes 

in sensory profile of fermented worts. As DAS concentration increased the yeast ability to 

FAN consumption as well as productivity of iso-butanol and amyl alcohols decreased. 

Among yeast strains used the S. carlsbergensis 13 and S. cerevisiae 46 were the most sen-

sitive to mycotoxins. FAN utilization by these yeasts was very poor in the presence of  

DAS (15 &g·ml-1).

Key words: mycotoxins, brewing yeast, FAN, volatile by-products 
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MAKUCH RZEPAKOWY JAKO SUBSTRAT  

DO BIOSYNTEZY KWASU SZCZAWIOWEGO  

METOD  SOLID STATE  

El bieta G!siorek, Joanna Fronia, Paweł Firuta,  

Waldemar Podgórski 
1

Akademia Ekonomiczna we Wrocławiu 

Streszczenie. Zastosowanie metody solid-state do hodowli grzybów strz"pkowych z ga-

tunku Aspergillus niger pozwoliło na wykorzystanie makuchu rzepakowego, produktu 

ubocznego powstaj!cego w produkcji biodiesla, do biosyntezy kwasu szczawiowego 

(OA). Ilo#$ kwasu szczawiowego otrzymanego t! metod! wyniosła ponad 150 g kg-1
s.s.

podło a. Proces charakteryzował si" wysok! czysto#ci! chemiczn!, gdy  oprócz główne-

go produktu nie tworzyły si" inne kwasy organiczne. Wilgotno#$ substratu stosowana  

w zakresie od 45 do 70% nie miała wpływu na wydajno#$ produktu. 

Słowa kluczowe: makuch rzepakowy, kwas szczawiowy, Aspergillus niger, hodowla  

w podło u stałym 

WST!P

Biopaliwa to wszystkie paliwa otrzymane z biomasy, tj. szcz!tków organicznych lub 

produktów przemiany materii ro#lin lub zwierz!t oraz ro#lin energetycznych o szybkim 

przyro#cie masy, lub ro#lin uprawnych specjalnego przeznaczenia [Warowny i Kwie-

cie% 2006]. S! one odnawialnymi &ródłami energii, w odró nieniu od paliw kopalnych, 

takich jak: ropa naftowa, gaz ziemny lub w"giel. Celem polityki UE jest promowanie 

rozwoju &ródeł paliw odnawialnych oraz stały wzrost ich udziału w rynku wszystkich 

stosowanych paliw nap"dowych [Regulska i Gumeniuk 2006, Warowny i Kwiecie%
2006]. Zgodnie z Dyrektyw! Unii Europejskiej 2003/30/WE udział biopaliw w rynku 

wszystkich zu ywanych paliw silnikowych (benzyn i olejów nap"dowych) ma stanowi$
odpowiednio: 5,75% w roku 2010 oraz 20% w roku 2020 [Dyrektywa Parlamentu  

Europejskiego 2003/30/WE]. 

Adres do korespondencji – Corresponding author: El bieta G!siorek, Katedra Bioutylizacji  

Odpadów Rolno-Spo ywczych, Instytut Chemii i Technologii 'ywno#ci, Akademia Ekonomiczna, 

ul. Komandorska 118/120, 53-345 Wrocław, elzbieta.gasiorek@ae.wroc.pl 
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W#ród biopaliw du e znaczenie maj! paliwa ciekłe otrzymywane w drodze fermen-

tacji alkoholowej (najcz"#ciej etanol) lub z olejów pozyskanych z ro#lin oleistych  

(biodiesel). 

W celu produkcji biodiesla w Europie uprawia si" przede wszystkim len i rzepak, w 

USA – kukurydz" i soj", w pozostałych rejonach #wiata – głównie konopie. Je#li su-

rowcem jest rzepak, to nasiona tej ro#liny poddaje si" tłoczeniu, w wyniku którego 

otrzymuje si" olej wykorzystywany do produkcji biodiesla oraz makuch (wytłoki) rze-

pakowy stanowi!cy produkt uboczny.  

Wysoka zawarto#$ białka i tłuszczu oraz dobrze zbilansowany skład aminokwasowy 

zdecydowały o przydatno#ci makuchu jako cennego suplementu paszowego w hodowli 

zwierz!t gospodarskich. Makuch rzepakowy jest te  potencjalnym &ródłem energii, 

gdy  ze wzgl"du na warto#$ opałow! równ! 5 kWh/kg mo e by$ spalany w instalacjach  

centralnego ogrzewania. 

Mimo szerokiego zastosowania makuchu rzepakowego nale y poszukiwa$ alterna-

tywnych metod jego wykorzystania ze wzgl"du na znaczne zwi"kszenie ilo#ci makuchu 

w nast"pstwie produkcji biodiesla z oleju rzepakowego. Odpowiednio wczesne opraco-

wanie metod utylizacji tego produktu zapobiegnie ewentualnym problemom z jego 

nadprodukcj! oraz umo liwi obni enie kosztów otrzymywania biopaliwa. Poniewa 
makuch rzepakowy ma konsystencj" stał!, dlatego odpowiedni! metod! jego utylizacji 

mo e by$ wykorzystanie go jako surowca do otrzymywania cennych produktów bio-

technologicznych metod! hodowli drobnoustrojów w podło u stałym. 

Hodowla w podło u stałym (solid-state fermentation) jest specyficzn! technik! bio-

technologiczn! wykorzystuj!c! zdolno#$ niektórych drobnoustrojów, szczególnie grzy-

bów strz"pkowych do wzrostu w po ywkach stałych; w #rodowisku, w którym nie wy-

st"puje lub prawie nie wyst"puje wolna woda, tzn. woda nie zwi!zana z podło em  

[Raghavarao i in. 2003].  

Zach"t! do stosowania tej metody s! du e wydajno#ci bioprocesów, co jest tłuma-

czone lepszym wzrostem grzybów i wi"ksz! zdolno#ci! tworzenia pewnych metaboli-

tów w warunkach zbli onych do naturalnych warunków bytowania tych drobnoustro-

jów. Zalet! metody jest te  mo liwo#$ zastosowania jako podło a hodowlanego tanich 

produktów ubocznych, a nawet odpadowych przetwórstwa rolno-spo ywczego, takich 

jak: wysłodki buraczane, wycierka ziemniaczana, otr"by pszenne lub  ytnie, wytłoki 

owocowe itd.  

Metoda hodowli w podło u stałym jest wykorzystywana w szerokim zakresie: do 

otrzymywania  ywno#ci fermentowanej, enzymów, białka komórkowego, etanolu, kul-

tur starterowych, mykotoksyn, antybiotyków oraz kwasów organicznych, w tym kwasu 

cytrynowego. Ostatnio wiele prac po#wi"conych jest te  takim zastosowaniom hodowli 

w podło u stałym, jak: bioremediacja i biodegradacja niebezpiecznych substancji, bio-

logiczna detoksykacja pozostało#ci odpadów rolno-przemysłowych, biotransformacja 

odpadów ro#linnych w kierunku poprawy ich warto#ci od ywczej itd. [Pandey i in. 

2000].  

Celem prezentowanej pracy jest ocena mo liwo#ci biosyntezy kwasu szczawiowego 

metod! hodowli Aspergillus niger w podło u stałym z zastosowaniem makuchu rzepa-

kowego jako podło a hodowlanego. 
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MATERIAŁY I METODY BADA"

Drobnoustrój. W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger S z kolekcji czys-

tych kultur Instytutu Chemii i Technologii 'ywno#ci Akademii Ekonomicznej we Wro-

cławiu, stosowany do przemysłowej produkcji kwasu cytrynowego na podło ach synte-

tycznych i naturalnych.   

Podło#e i warunki hodowli. W badaniach stosowano makuch rzepakowy mielony 

(Petroestry Sp. z o.o., Malczewo). Skład makuchu wyra ony w % był nast"puj!cy: 

białko 34-36; tłuszcz 9,5-10,5; włókno surowe 11,5-12,1.  

W zlewkach o pojemno#ci 1000 cm
3
 umieszczano po 200 g makuchu rzepakowego 

zwil onego do odpowiedniej wilgotno#ci. Próby przykrywano wykonanymi z gazy 

kołderkami, sterylizowano w autoklawie w temp. 121 
o
C przez 30 min i po schłodzeniu 

szczepiono zawiesin! zarodników ple#ni  A. niger w ilo#ci 6,1 · 10
7
 na 100 g wilgotnego 

podło a. Nie korygowano odczynu podło a; pH makuchu rzepakowego po sterylizacji 

wynosiło 5,39. Proces biosyntezy prowadzono w cieplarce, w temp. 30 
o
C. Raz na dzie%

zlewki wyjmowano celem dokładnego przemieszania podło a.

Metody analizy. Próby przefermentowanego podło a o masie 8 g zalewano wod!
destylowan! w ilo#ci 100 cm

3
 celem ekstrakcji kwasów organicznych i w przes!czu 

oznaczano zawarto#$ tych kwasów metod! HPLC (Perkin Elmer) przy u yciu kolumny 

Aminex HPX-87H (Bio-Rad Lab., Richmond, Calif., USA) oraz detektora UV/VIS o 

długo#ci fali 210 nm (Perkin Elmer). Faz! mobiln! był 5 mM H2SO4. Szybko#$ prze-

pływu wynosiła 0,6 cm
3
min

-1
, a temperatura pomiaru 20 

o
C. Obecno#$ kwasu szcza-

wiowego oznaczano ponadto metod! jako#ciow! z CaCl2. Proces biosyntezy prowadzo-

no w dwóch powtórzeniach i jako wynik ko%cowy podawano #redni! arytmetyczn! z 

dwóch oznacze%. W celu wyeliminowania wpływu wilgotno#ci podło a, wyniki ozna-

cze% przeliczano na such! substancj".

WYNIKI I DYSKUSJA 

W wyniku przeprowadzonych bada% stwierdzono,  e szczep Aspergillus niger S, 

który w procesach biosyntezy prowadzonych metod! wgł"bn! na podło ach skrobio-

wych oraz na podło ach zawieraj!cych cukier wytwarzał głównie kwas cytrynowy, w 

warunkach zamiany &ródła w"gla i energii na makuch rzepakowy wytwarzał znaczne 

ilo#ci kwasu szczawiowego. Maksymalne st" enie kwasu wyniosło ponad 152 g kg
-1

s.s.

podło a. Odnotowano ponadto bardzo wysok! czysto#$ chemiczn! procesu biosyntezy, 

gdy  kwas szczawiowy był praktycznie jedynym kwasem organicznym, którego obec-

no#$  stwierdzano metod! HPLC (rys. 1).   

Badania wykazały,  e wilgotno#$ podło a, stosowana w zakresie od 45 do 70% 

(tab.1), nie miała wpływu na ko%cowe st" enie kwasu szczawiowego, wynosz!ce około 

150 g kg
-1

s.s. podło a.

Ze wzgl"du na otrzymane wyniki celowe wydaje si" jednak stosowanie wilgotno#ci

podło a na poziomie 55%, przy którym maksymalne st" enie kwasu szczawiowego 

stwierdzano ju  w ósmej dobie procesu biosyntezy.  
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Rys. 1. Chromatogram próby fermentacyjnej nr 3 po 12. dniu hodowli 

Fig. 1. Chromatogram of the fermented sample No 3 after 12th day of culturing 

Tabela. 1. Wpływ pocz!tkowej wilgotno#ci podło a na produkcj" kwasu szczawiowego przez 

Aspergillus niger 

Table 1. Effect of the initial substrate moisture on the production of oxalic acid by Aspegillus niger

St" enie kwasu szczawiowego [g kg-1s.s.] po czasie fermentacji [dni] 

Oxalic acid concentration [g kg-1s.s.] after time of fermentation [days] 
Nr

próby 

Sample 
number 

Wilgotno#$
podło a

Substrate 
moisture 

[%] 
5 6 7 8  9 10 11 12 

1 45 40,5 52,4 67,7 88,9 91,7 68,0 152,7 141,2 

2 50 30,9 67,5 86,8 142,9 145,2 142,6 149,6 152,6 

3 55 32,8 41,0 76,8 152,1 147,4 119,8 141,6 141,0 

4 60 87,3 42,3 98,2 105,7 53,6 107,9 120,2 114,1 

5 65 48,9 30,3 5,1 86,5 81,6 86,5 148,0 108,0 

6 70 67,6 53,4 57,4 78,5 110,7 60,5 149,3 143,7 

Kwas szczawiowy otrzymuje si" tradycyjnie metodami chemicznymi poprzez utle-

nianie w"glowodanów, glikolu etylenowego, propylenu lub tlenku w"gla oraz z mrów-

czanu sodowego przez kondensacj" odwodorniaj!c! [Ullman’s Encyclopedia … 1991]. 
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Znane s! te  procesy biosyntezy kwasu szczawiowego metod! wgł"bn! przy zasto-

sowaniu ple#ni Aspergillus niger w podło ach syntetycznych z glukoz!, ksyloz!, d-

arabinoz!, glukonianem potasu itd. oraz naturalnych z surowym olejem rzepakowym, 

porafinacyjnymi kwasami tłuszczowymi, cukrem białym, serwatk! oraz melas!
[Bormstein i Johnson 1952, Fory# i Podgórski 2004, Podgórski i Le#niak 2003, Ruijter i 

in. 1999]. Najwy sze st" enie kwasu szczawiowego na poziomie 68,1 g dm
-3

 uzyskano 

w podło u zawieraj!cym kwasy tłuszczowe [Rymowicz i Lenart 2003].  

Były te  próby otrzymywania kwasu szczawiowego metod! solid-state w podło u ze 

słodkich ziemniaków (Ipomoea batatus) przy u yciu ple#ni Aspergillus niger. Po 6. 

dobie hodowli w próbie pofermentacyjnej stwierdzano obecno#$ kwasów: szczawiowe-

go i cytrynowego w st" eniach odpowiednio: 88 oraz 77,7 g kg
-1

s.s. podło a [Leangon i 

in. 1999]. 

W warunkach hodowli w podło u stałym z wykorzystaniem wysłodków buracza-

nych stosowany w niniejszej pracy drobnoustrój tworzył głównie kwas cytrynowy w 

ilo#ci około 104 g kg
-1

s.s. Ilo#$ kwasu szczawiowego tworzona w tym procesie nie 

przekraczała 3,2 g kg
-1

s.s. [G!siorek 1999]. Zmiana substratu, w którym głównym &ró-

dłem w"gla były polisacharydy na makuch, zawieraj!cy ponad 10% tłuszczu była 

prawdopodobn! przyczyn! zmiany metabolizmu A. niger skutkuj!cej nadprodukcj!
kwasu szczawiowego kosztem kwasu cytrynowego. Drugim powodem zmiany dominu-

j!cego metabolitu tworz!cego si" w tym procesie mogły by$ ró nice dotycz!ce pocz!t-

kowego pH podło a; ni sze, w zakresie 3-4, charakterystyczne dla wysłodków buracza-

nych sprzyjało raczej produkcji kwasu cytrynowego, wy sze natomiast, w zakresie 5-6, 

charakterystyczne dla makuchu rzepakowego sprzyjało biosyntezie kwasu szczawiowe-

go. Warto#$ pH jako głównego czynnika kontroluj!cego produkcj" kwasu szczawiowe-

go oraz kwasu cytrynowego przez Aspergillus niger stwierdzono ju  we wcze#niejszych 

doniesieniach [Ruijter i in. 1999]. 

WNIOSKI 

Wst"pne badania laboratoryjne wykazały przydatno#$ makuchu rzepakowego jako 

surowca do otrzymywania kwasu szczawiowego metod! hodowli Aspergillus niger w 

podło u stałym ze wzgl"du na wysokie st" enie produktu, przekraczaj!ce 150 g kg
-1

 s.s. 

oraz wysok! selektywno#! procesu fermentacji. Opracowana metoda pozwala na efek-

tywne zagospodarowanie produktu ubocznego powstaj!cego w produkcji biodiesla z 

jednoczesnym otrzymywaniem warto#ciowego produktu mikrobiologicznego. Kwas 

szczawiowy jest silnym kwasem organicznym o mocy porównywalnej z kwasami mine-

ralnymi, st!d znajduje bardzo szerokie zastosowanie: w obróbce metali i materiałów 

włókienniczych, w farbiarstwie, w garbarstwie, w przemy#le papierniczym, w bioreme-

diacji gleb o podwy szonej zawarto#ci metali ci" kich itd. Celowe jest wi"c kontynu-

owanie bada% nad optymalizacj! warunków hodowli ple#ni Aspergillus niger S w kie-

runku maksymalizacji tworzenia tego cennego bioproduktu. 
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RAPESEED MEAL AS A SUBSTRAT FOR BIOSYNTHESIS  

OF OXALIC ACID BY SOLID STATE FERMENTATION 

Abstract. Aspergillus niger S culturing by the solid state method of fermentation was 

used for bioutilization of oilseed meal, the byproduct of biodiesel production, to oxalic 

acid synthesis. The amount of product calculated on substrate dry matter amounted to  

150 g kg-1.

The bioprocess was characterized by high chemical selectivity as only oxalic acid was 

found in the post fermentation media. Moisture of the substrate in the range of 45 do 70% 

did not influence on the product concentration. 

Keywords: rapeseed meal, oxalic acid, Aspergillus niger, solid state fermentation 
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PORÓWNANIE PROFILI LOTNYCH ZWI ZKÓW 

ZAPACHOWYCH SERÓW HANDLOWYCH  

I WYTWARZANYCH Z UDZIAŁEM DRO!D!Y

YARROWIA LIPOLYTICA
*

Marek Szołtysik, Monika  elazko,

Anna D!browska, Xymena Połomska,  

Maria Wojtatowicz, Józefa Chrzanowska
1

Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu   

Streszczenie. Przedmiotem bada" było porównanie profilu lotnych zwi!zków zapacho-

wych sera wyprodukowanego z dodatkiem szczepionki dro#d#y Yarrowia lipolytica z 

profilami serów handlowych takich gatunków, jak: szwajcarski (Ementaler), holenderski 

(Gouda), angielski (Cheddar), z porostem i przerostem ple$niowym (Camembert  

i Rokpol). We wszystkich serach oznaczono liczebno$% dro#d#y oraz podstawowy skład 

chemiczny i kwasowo$%. Lotne zwi!zki zapachowe ekstrahowano z serów do fazy stałej 

(metod! SPME) i analizowano metod! GC/MS. Najwy#sze st&#enie lotnych zwi!zków 

wykazano w do$wiadczalnych serach otrzymanych z dodatkiem kultury dro#d#owej. W 

serach tych w puli wszystkich zidentyfikowanych substancji dominowały produkty po-

chodz!ce z rozkładu tłuszczu oraz powstaj!cy z tryptofanu kwas indolo-3-octowy. Profil 

lotnych zwi!zków zapachowych tych serów okazał si& najbardziej podobny do profili 

handlowych serów ple$niowych. 

Słowa kluczowe: dro#d#e, Yarrowia lipolytica, sery, dojrzewanie, lotne zwi!zki zapa-

chowe   

WST"P

Cechy organoleptyczne serów kształtowane s! przez zwi!zki powstaj!ce w wyniku 

wieloetapowych przemian degradacyjnych, jakim podlegaj! główne składniki tych 

produktów: białka, tłuszcz i laktoza. Za przemiany te odpowiedzialne s! enzymy wyst&-
puj!ce w serze, a ich 'ródłem, oprócz naturalnych biokatalizatorów mleka i podpuszczki,

* Praca została wykonana w ramach grantu wewn&trznego Uniwersytetu Przyrodniczego we 

   Wrocławiu 503/GW/07. 

Adres do korespondencji – Corresponding author: Marek Szołtysik Katedra Technologii Surow-

ców Zwierz&cych i Zarz!dzania Jako$ci!, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu, ul. C.K. 

Norwida 25/27, 50-375 Wrocław 
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s! mikroorganizmy wprowadzane w procesie technologicznym, jako kultury starterowe 

[Fox 1995]. W serach podczas dojrzewania rozwija si& równie# mikroflora dzika nie-

starterowa, która mo#e by% dodatkowym 'ródłem enzymów. 

W$ród tej mikroflory znaczny udział wykazuj! dro#d#e. Ich wyst&powanie potwier-

dzono w ró#nych typach serów [Fleet i Main 1987, Fleet 1992, Besancon i in. 1992, 

Viljoen i in. 1995, Roostita i Fleet 1996, van den Tempel i Jacobsen 1998, Wojtatowicz 

i in. 2001]. Drobnoustroje te do niedawna postrzegane były głównie jako czynnik po-

garszania si& jako$ci serów. Jednak w obr&bie ich bardzo zró#nicowanej na ogół popula-

cji, stwierdza si& równie# wyst&powanie szczepów, które pozytywnie wpływaj! na kształ-

towanie cech smakowo-zapachowych serów [Fleet 1992, van den Tempel i Jakobsen, 

1998 i 2000, Guerzoni i in. 1998, Wyder i in. 1999, Gdula 2001].  

Najlepszymi cechami z technologicznego punktu widzenia odznaczaj! si& dro#d#e
Yarrowia lipolytica, które mog! by% wykorzystane w serowarstwie w formie wspoma-

gaj!cej kultury starterowej. Aktywne uczestnictwo tych dro#d#y w dojrzewaniu serów 

zwi!zane jest głównie z ich zdolno$ci! asymilowania kwasu mlekowego i cytrynowego, 

a tak#e wytwarzania enzymów proteolitycznych i lipolitycznych [Suzzi i in. 2001]. 

Uwalniane pod wpływem ich enzymów produkty rozkładu białek i tłuszczu przyczynia-

j! si& do powstawania licznych zwi!zków odpowiedzialnych za kształtowanie cech 

organoleptycznych serów [Basancon i in. 1992, Addis i in. 1999, Larsen i in. 1999].  

Badania innych autorów potwierdzaj!, #e wykorzystanie dro#d#y Y. lipolytica do pro-

dukcji serów ograniczyło w nich zmienno$% mikroflory dro#d#owej, a tak#e wpłyn&ło 

na popraw& cech jako$ciowych gotowych produktów, przy jednoczesnym skróceniu 

czasu ich dojrzewania [Ferreira i Viljoen 2003, van den Tempel i Jakobsen 2000].  

Wprowadzenie nowego, wyselekcjonowanego szczepu dro#d#y Y. lipolytica do sera 

i ocena profilu zwi!zków zapachowych dojrzałego produktu w porównaniu do profili 

tych zwi!zków w wybranych gatunkach serów handlowych jest wa#nym elementem 

weryfikacji jego przydatno$ci, jako kultury starterowej. 

MATERIAŁ I METODY   

Materiał badawczy stanowiły sery do$wiadczalne wyprodukowane z udziałem 

szczepu dro#d#y Y. lipolytica JII1c i sery handlowe, nale#!ce do takich gatunków jak: 

szwajcarski Ementaler, holenderski Gouda, angielski Cheddar oraz sery z porostem  

i przerostem ple$niowym: Camembert i Rokpol.  

Sery do$wiadczalne produkowano w warunkach półtechnicznych z mleka pastery-

zowanego i znormalizowanego, do którego dodano szczepionk& mezofilnych bakterii 

kwasz!co-aromatyzujacych typu LD (Chr. Hansen] i kultur& dro#d#y Y. lipolytica JII1c. 

Dro#d#e namno#ono w hodowli prowadzonej metod! wstrz!sarkow!, na podło#u YCG 

zawieraj!cym (g
.
l
-1

): ekstrakt dro#d#owy – 1,7; kazein& – 2,0; glukoz& – 10, w tempera-

turze 28 
o
C przez 48 h. Po zako"czeniu hodowli biomas& odwirowano i wprowadzono 

do mleka serowarskiego w ilo$ci 10
5

j.t.k.
.
ml

-1
. Sery po nasoleniu dojrzewały przez 

okres 8 tygodni w temperaturze 15 
o
C, przy wilgotno$ci wzgl&dnej powietrza 85%.  

W serach okre$lono liczebno$% dro#d#y metod! płytkow! na podło#u OGY o skła-

dzie (g l
-1

): agar – 15,0; ekstrakt dro#d#owy – 5,0; glukoza – 20,0; chlorowodorek oksy-

tetracykliny – 0,1. Płytki inkubowano w temperaturze 30 
o
C przez 72 godziny.  

Skład chemiczny i kwasowo$% serów oznaczono standardowymi metodami według 

Zmarlickiego [1981]. 
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Lotne zwi!zki zapachowe ekstrahowano z wodnego homogenatu sera (1:1 w/v) in-

kubowanego w temp. 50 
o
C metod! mikroekstrakcji do fazy stałej (SPME), wykorzystu-

j!c dwie fazy stacjonarne Carboxen/polidimetylosiloksan (CAR/PDMS) i Carbo-

wax/diwinylobenzen (CW/DVB). Termiczn! desorbcj& analizowanych substancji pro-

wadzono w dozowniku chromatografu gazowego eksponuj!c włókno mikrostrzykawki 

przez 3 min w temperaturze 240 
o
C. Rozdział wykonano metod! chromatografii gazo-

wej w aparacie firmy Agilent Technologies wyposa#onym w detektor masowy 

(GC/MS) w nast&puj!cych warunkach: kolumna 60 m x 250 (m x 0,25 (m, 40 
o
C

(5min) do 240 
o
C (4 

o
C/min), gaz no$ny – hel (20cm

3
/s), split 100:1. Identyfikacj& sub-

stancji wykonywano w oparciu o analiz& porównawcz! widm masowych z komercyjn!
bibliotek! widm NIST.  

OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA  

Na rysunku 1 przedstawiono wyniki oznacze" liczebno$ci dro#d#y w serach do-

$wiadczalnych, do których wprowadzono szczep Y. lipolytica JII1c, oraz  w wybranych 

serach handlowych: szwajcarskim Ementalerze, holenderskim Gouda, angielskim Ched-

dar i serach z porostem i przerostem ple$niowym: Camembert i Rokpol. 
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Rys. 1. Liczebno$% dro#d#y w serach do$wiadczalnych i handlowych 

Fig. 1. Total yeast count in commercial cheeses and experimental cheese, produced with   

Y. lipolytica yeast 
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Po 8 tygodniach dojrzewania serów do$wiadczalnych wielko$% populacji dro#d#y
wynosiła 8,25 log j.t.k./g sera. Zbli#one warto$ci wykazywali równie# inni badacze, 

którzy zastosowali, jako ko-startery, w procesie produkcji sera dro#d#e tego samego 

gatunku [Guerzoni i in. 1998, Wyder i in 1999, van den Tempel i Jakobsen 2000, Gdula 

2001]. W analizowanych serach kontrolnych, do których nie wprowadzono wspomaga-

j!cej kultury dro#d#y, ich liczebno$% wynosiła 2,17 log j.t.k./g sera.  

W serach handlowych wielko$% populacji dzikiej mikroflory dro#d#owej była zró#-
nicowana. Najwy#szy jej poziom, wynosz!cy 9,45 log j.t.k./g, wykazano w serze 

Rokpol, podczas gdy w serach typu szwajcarskiego, angielskiego i holenderskiego były 

to warto$ci ni#sze i zawierały si& w przedziale 3,23–4,63 log j.t.k./g (rys. 1). Otrzymane 

wyniki s! zbie#ne z doniesieniami innych autorów, którzy wykazywali najwy#sz! li-

czebno$% dro#d#y, na poziomie 4,0-9,0 log j.t.k./g, w serach mi&kkich i półmi&kkich. W 

serach półtwardych i twardych jest ona ni#sza i na ogół zawiera si& w przedziale od 4,0 

do 6,0 log j.t.k./g [Fleet 1992, Fleet i Main 1987, Roostita i Fleet 1996, van den Tempel 

i Jacobsen 1998, Besancon i in. 1992, Wojtatowicz i in. 2001].  

W badanych serach okre$lono podstawowy skład chemiczny i kwasowo$% czynn!
(tab. 1). Zawarto$% suchej masy serów do$wiadczalnych wyprodukowanych w skali 

półtechnicznej była wyrównana i zawierała si& w przedziale 55,93–56,19%, co pozwoli-

ło na ich zakwalifikowanie do grupy serów twardych. W serach kontrolnych dojrzewa-

j!cych jedynie przy udziale mezofilnych paciorkowców mlekowych odnotowano pH na 

poziomie 5,47, podczas gdy w serach wyprodukowanych z dodatkiem dro#d#y była to 

warto$% wy#sza o około jedn! jednostk&. Wykazano równie#, #e podstawowy skład 

chemiczny i kwasowo$% serów handlowych były typowe dla przedstawicieli wybranych 

gatunków i nie ró#niły si& one od warto$ci cytowanych w literaturze [Fox 2000]. 

Tabela 1. Parametry fizykochemiczne serów handlowych i do$wiadczalnych, wyprodukowanych 

z dodatkiem dro#d#y Y. lipolytica JII1c 

Table 1. Physico-chemical properties  of commercial cheeses and experimental cheese, pro-

duced with Y. lipolytica yeast 

Sery  

Cheeses 

Sucha 

masa  
Dry 

matter 

[%] 

Tłuszcz 

Fat 
[%] 

Tłuszcz 

w s.m. 
Fat in dry 

matter  

[%] 

Białko 

Protein 
[%] 

NaCl 

[%] 

pH 

Kontrola 

Control 
56,19 22,72 40,43 30,12 1,17 5,47 Do$wiadczalne 

Experimental 
Y. lipolytica  55,93 22,69 40,56 30,39 1,16 6,19 

Rokpol 57,24 30,62 53,49 22,64 3,47 6,20 

Camembert 45,82 23,34 50,93 19,43 2,12 4,50 

Cheddar 54,56 27,04 49,56 24,11 1,43 5,10 

Gouda  54,96 22,98 41,81 27,94 1,94 5,90 

Handlowe  

Commercial 

Ementaler 61,28 29,71 48,48 28,8 2,10 5,20 
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Kontrola/Control Y. lipolytica JII1c 
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Rys. 2. Profile lotnych zwi!zków zapachowych 
serów handlowych i wyprodukowanych 
z udziałem dro#d#y Y. lipolytica JII1. 
Wykaz zwi!zków (od 1 do 32) według 
numerów przedstawiono w tabeli 2. 
Ilo$% substancji wyra#ono jako wyso-
ko$% sygnału uzyskanego w rozdziale 
chromatograficznym 

Fig. 2. Volatile aroma compounds profiles of 
commercial cheeses and experimental 
cheese produced with Y. lipolytica
yeast. The numbers (1-32) of volatile 
compounds are shown in table 2. Con-
centrations are expressed as height of 
peaks of chromatogram
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Tabela 2. Procentowy udział lotnych zwi!zków zapachowych serów handlowych i wyprodu-

kowanych z udziałem dro#d#y Y. lipolytica JII1c.  

Table 2. Relative concentration of volatile aroma compounds in commercial cheeses and  

experimental cheese produced with Y. lipolytica yeast 

Ser do$wiadczalny 
Experimental cheese 

Sery handlowe 
Commercial cheeses 

Zwi!zki 
Compounds 

K
o
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/ 
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Y
. 
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E
m
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ALDEHYDY/ALDEHYDES        

1       aldehyd octowy/acetaldehyd – 3,1 1,8 – – – – 
2       2-metylopropanal/2-methylpropanal – – 0,8 – – – – 

3       3-metylobutanal/3-methylbutanal – – 5,5 – – – – 

4       2-propenal – 1,8 2,0 – – – – 
KETONY/KETONES        

5       2-butanon – – 4,4 – – – – 

6       2-pentanon – – 1,8 – – – – 
7       2-heksanon/2-hexanon – – 1,2 – – – – 

8       3-hydroksy-2-butanon/3 hydroxy-2-butanon – – 0,8 – – 1,7 – 

9       2-heptanon – – 5,2 – – – – 
10     2-tridekanon/2-tridecanon – 3,6 – – – – – 

11     2-pentadekanon/2-pentadecanon –– – 0,2 – – – – 

12     2-nonanon – 4,2 7,9 1,6 – – 4,8 
13     2-undekanon/2-undecanon – 7,4 24,2 7,1 10,3 5,7 19,0 

14     5-metylo-2-heksanon/5-methyl-2-heksanon – – 2,3 3,6 – – – 

15     2-metylo-4-heptanon/2-methyl-4-heptanon 5,9 2,8 2,3 1,5 3,0 – – 
ALKOHOLE/ALKOHOLS – – – – – – – 

16     3-metylo-1-butanol/3-methyl-1-butanol 12,5 – 0,3 – – – – 

17     3-metylobutanol/3-methylbutanol – 5,5 – 10,1 2,4 20,8 12,9 
18     2-heptanol 26,1 10,5 1,4 22,7 59,1 27,3 12,5 

19     2-fenyloetanol/2-phenylethanol – 3,9 7,3 4,8 – – 6,0 
20     2-propanol – 1,7 – – 4,1  5,8 

21     2-etylo-2-metylotridekanol/2-ethyl-2- 

         -methyltridecanol 
13,9 – – – 6,9 – – 

KWASY/CARBOXYLIC ACIDS         

22     Kwas propionowy/Propionic acid – – – – – – 9,8 

23     Kwas kapronowy/Caproic acid – 9,2 7,2 10,1 – – 1,9 
24     Kwas kaprylowy/Caprylic acid – 4,6 4,1 6,8 – – – 

25     Kwas kaprynowy/Caprynic acid – 3,2 3,2 5,5 – 17,0 – 

26     Kwas laurynowy/Laurynic acid – 2,4 2,5 4,5 6,3 7,4 11,3 
27     Kwas mirystynowy/Myristic acid 11,8 1,3 2,4 3,1   4,1 

28     Kwas indolo-3-octowy/ Indolo-3-acetic acid 7,6 20,3 1,5 5,4 – – – 

LAKTONY/LACTONES        
29     )-dodekalakton/)-dodecalacton – 3,2 5,8 3,6 7,9 5,0 11,9 

30     )-tetradekalakton/)-tetradecalacton 22,2 2,0 1,4 6,8 – 15,1 – 

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

32     ester metylowy kwasu oktadekanowego/ 

         octadecanoic acid methyl ester  
– – 1,5 2,6 – – – 

W badanych serach analizowano lotne zwi!zki zapachowe po ich uprzedniej eks-

trakcji do fazy stałej. Uzyskane wyniki bada" przedstawiono w tabeli 2 oraz zilustrowa-

no graficznie w postaci charakterystycznych profili (rys. 2). Głównymi grupami zwi!z-

ków chemicznych, jakie zidentyfikowano w serach, były: aldehydy, ketony, metyloke-

tony, alkohole, kwasy, laktony i estry. 
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Wykazano, #e w serach do$wiadczalnych, do których wprowadzono kultur& dro#d#y
Y. lipolytica JII1c, st&#enie lotnych zwi!zków zapachowych, wyra#one jako pole po-

wierzchni profilu wykre$lonego na podstawie wysoko$ci sygnałów uzyskanych w roz-

dziale chromatograficznym było najwy#sze (rys. 2). W puli analizowanych zwi!zków 

dominowały drugorz&dowe alkohole i kwasy tłuszczowe, których procentowy udział  

wynosił odpowiednio 21,6% i 20,7%. 

Hydroliza triacylogliceroli, jaka ujawnia si& w serach poprzez nagromadzanie si&
wolnych kwasów tłuszczowych, w du#ej mierze determinuje cechy sensoryczne tych 

produktów. Zwi!zki te bezpo$rednio przyczyniaj! si& do kształtowania smaku i zapachu 

serów, ale mog! by% tak#e prekursorami innych zwi!zków kształtuj!cych finaln! ich 

jako$%, takich jak: ketony, alkohole czy estry [Jollivet i in. 1994, Molimard i in. 1997, 

Cichosz 1997, Gardini i in. 1999, Pandey i in. 1999, McSweeney i Sousa 2000].  

Spo$ród wszystkich uwalnianych z tłuszczu mlecznego kwasów najwi&ksze znacze-

nie w kształtowaniu cech sensorycznych serów maj! kwasy krótko- i $rednioła"cucho-

we [Fox i in. 1995]. W serach otrzymanych z dodatkiem dro#d#y Y. lipolytica JII1c, 

wyst&powały wolne kwasy tłuszczowe: kapronowy, kaprylowy, kaprynowy, laurynowy 

i mirystynowy (tab. 2, rys. 2). Ich nagromadzenie si& wynikało ze zdolno$ci badanych 

dro#d#y do syntezy zarówno zewn!trz- i wewn!trzkomórkowych enzymów lipolitycz-

nych, hydrolizuj!cych lipidy mleka w $rodowisku sera [Szołtysik 2004, Szołtysik i in. 

2006].  

Badany szczep dro#d#y uczestniczył równie# w katabolizmie wolnych kwasów 

tłuszczowych przyczyniaj!c si& do powstania znacznych ilo$ci ketonów (2-tidekanonu, 

2-nonanonu, 2-undekanonu), drugorz&dowych alkoholi (2-propanolu i 2-heptanolu),  

a tak#e )-dodekalaktonu i *-dekalaktonu (tab. 2).  

Substancje, jakie zaobserwowano w serach wyprodukowanych z dodatkiem dro#d#y
Y. lipolytica JII1c wykazano tak#e w handlowych serach z przerostem i porostem ple$ni 

(ser Rokpol i Camembert), o czym $wiadczy du#e podobie"stwo ich profili przedsta-

wionych na rysunku 2. Obecno$% tych samych substancji w serach ple$niowych po-

twierdzili równie# inni autorzy [McSweeney i Sousa 2000, Collins i in. 2003], którzy 

zajmowali si& analiz! składników odpowiedzialnych za tworzenie cech smakowo-

zapachowych tych produktów. Wykazali oni, #e o charakterystycznym smaku i zapachu 

analizowanych serów decyduj! głównie nasycone n-metyloketony o nieparzystej liczbie 

atomów w&gla w cz!steczce (3-15 atomów), których st&#enie najcz&$ciej wynosi od 30 

do 50 mg/100 g sera [Collins i in., 2003]. Drug! w kolejno$ci po ketonach, wa#n! grup!
zwi!zków wpływaj!c! na jako$% serów ple$niowych s! wolne kwasy tłuszczowe o dłu-

go$ci ła"cucha w&glowego od 4 do 18 atomów w&gla z przewag! kwasów krótko-  

i $rednioła"cuchowych [McSweeney i Sousa 2000]. W formowaniu aromatu serów 

bior! równie# udział drugorz&dowe alkohole, w$ród których dominuje 2-heptanol,  

a tak#e powstaj!ce z hydroksykwasów laktony, główie )- i *-laktony o 10 i 12 atomach 

w&gla w cz!steczce [Cichosz 1997]. W serach handlowych z porostem i przerostem 

ple$ni zaobserwowano równie#  wyst&powanie estru metylowego kwasu stearynowego, 

którego nie identyfikowano w próbach serów do$wiadczalnych.  

W pozostałych typach serów handlowych, dojrzewaj!cych głównie przy udziale 

bakterii, udział lotnych zwi!zków pochodz!cych z degradacji tłuszczu były znacznie 

ni#sze (rys. 2). W serze Cheddar, Gouda i Ementaler stwierdzono jedynie obecno$%
2-undekanonu, 2-heptanolu, kwasu laurynowego i )-dodekalaktonu, a w serze Gouda 

dodatkowo kwasu kapronowego i )-tertadekalaktonu. Wyniki te potwierdzaj! doniesienia 
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innych autorów, którzy wykazali, #e w składzie zwi!zków tworz!cych aromat tych 

serów dominuj! głównie substancje powstaj!ce w wyniku katabolizmu aminokwasów 

[Fox i in. 2000, Singht i in. 2003, Smit i in. 2005, Dirinck i de Winne 1999, Thierry i in. 

2004].  

Aktywne uczestnictwo dro#d#y Y. lipolytica w procesie dojrzewania serów i formo-

waniu ich aromatu zwi!zane jest głównie z tym, #e gatunek ten wykazuje wysok! ak-

tywno$% proteolityczn!. Aktywno$% endopeptydazowa tych dro#d#y ujawnia si& zarów-

no w $rodowisku kwa$nym, jak i zasadowym [Lenoir 1984, Ogrydziak 1993, Sinigaglia 

i in. 1994, Roostita i Fleet 1996, Glover i in. 1997]. Gatunek ten zdolny jest do biosyn-

tezy pozakomórkowej zasadowej proteinazy serynowej, a tak#e kwa$nej aspartylowej 

[Ogrydziak 1993, Young i in. 1996, Glover i in. 1997]. Niektóre szczepy syntetyzuj!
proteinaz& aktywn! w $rodowisku oboj&tnym [Ogrydziak 1993]. Wiele doniesie" wska-

zuje równie# na aktywny udział Y. lipolytica w katabolizmie wolnych aminokwasów, o 

czym mo#e $wiadczy obecno$% produktów ich degradacji, identyfikowanych w podło-

#ach organicznych, w których prowadzono hodowle tego gatunku [Gardini i in. 2006].  

W serach wyprodukowanych z dodatkiem badanego szczepu dro#d#y zidentyfiko-

wano wprawdzie produkty powstaj!ce z rozkładu białka, cho% ich wpływ na walory 

sensoryczne nie był tak znacz!cy jak w przypadku zwi!zków powstaj!cych z tłuszczu. 

W serach, do których wprowadzono dro#d#e Y. lipolytica JII1c, wykazano obecno$%
zwi!zków zapachowych powstaj!cych z aminokwasów aromatycznych, a tak#e  posia-

daj!cych rozgał&ziony ła"cuch w&glowy. Najwi&kszy udział 20,3% w puli wszystkich 

zidentyfikowanych lotnych substancji posiadał kwas indolo-3-octowy powstaj!cy w 

wyniku rozkładu tryptofanu. Jego obecno$% w znacznie ni#szym st&#eniu wykazano 

równie# w serze kontrolnym wyprodukowanym bez udziału dro#d#y, a tak#e w serze 

Camembert.    

W$ród produktów katabolizmu izoleucyny wykazano 2-metylobutanol, którego wy-

st&powanie stwierdzono równie# w badanych serach z porostem ple$ni, a tak#e w serach 

typu angielskiego, holenderskiego i szwajcarskiego.  

Produktem rozkładu fenyloalaniny był 2-fenyloetanol, którego wyst&powanie zaob-

serwowano równie# w grupie analizowanych handlowych serów ple$niowych. Jego 

powstawanie jest wynikiem reakcji transaminacji i redukcji prowadzonej przez dro#d#e
rozwijaj!ce si& na powierzchni serów, głównie ple$niowych i maziowych  [McSweeney 

i Sousa 2000]. Analiza wyników uzyskanych w toku przeprowadzonych bada" wskazu-

je na zwi!zek pomi&dzy wyst&powaniem w serach 2-fenyloetanolu a wysok! liczebno-

$ci! dro#d#y zarówno starterowych, jak i niestarterowych.  

W badanych serach handlowych wykazano obecno$% lotnych zwi!zków charaktery-

stycznych dla danego typu tych produktów. W serze Ementaler zaobserwowano wyst&-
powanie kwasu propionowego, tworzonego z L-mleczanu przez bakterie z rodzaju Pro-

pionibacterium [Thierry i in. 2004]. W serze Gouda natomiast wyst&pował 3-hydroksy- 

-2-butanon (acetoina), powstaj!cy w wyniku enzymatycznej kondensacji dwóch cz!ste-

czek aldehydu octowego lub redukcji diacetylu [Dirinck i Winne 1999]. W serach doj-

rzewaj!cych z udziałem szczepu Y. lipolytica JII1c nie wykazano ani kwasu propiono-

wego, ani 3-hydroksy-2-butanonu. 
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WNIOSKI  

1. Najwy#sze st&#enie lotnych zwi!zków wykazano w serach dojrzewaj!cych z do-

datkiem dro#d#y Y. lipolytica JII1c, w puli których dominowały pochodz!ce z rozkładu 

lipidów drugorz&dowe alkohole i kwasy tłuszczowe oraz kwas indolo-3-octowy powsta-

j!cy z rozkładu tryptofanu. 

2. Sery do$wiadczalne wykazywały najwi&ksze podobie"stwo w składzie lotnych 

zwi!zków zapachowych do sera Rokpol i Camembert.  

3. We wszystkich serach handlowych wykazano typowe dla ich gatunków lotne 

zwi!zki zapachowe.  
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COMPARISON OF AROMA COMPOUNDS PROFILES  

OF COMMERCIAL CHEESES AND CHEESE PRODUCED  

WITH YEAST YARROWIA LIPOLYTICA 

Abstract. The aim of the study was to compare of aroma compounds profiles of experi-

mental cheeses produced with Yarrowia lipolytica JII1c with those of commercial che-

eses: Emmental, Gouda, Cheddar, Rokpol and Camembert. The level of yeast number as 

well as chemical composition and acidity were determined in all cheeses. Volatile aroma 

compounds were isolated from cheeses using solid phase microextraction (SPME) method 

and analysed by GC/MS method. The highest relative concentration of secondary alco-

hols, fatty acids and 3-indolo acetic acid were found in experimental cheese. The profile 

of aroma compounds of this cheese appeared to be similar to profiles of mould cheeses. 

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