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1. Wstep

Wisrod dostepnych na rynku odnawialnych Zrédel energii na uwage zastuguja biopaliwa,
a szczegolnie bioetanol - odwodniony alkohol etylowy, otrzymywany z produktéw roslin-
nych na drodze fermentacji etanolowej [Leiper i wsp. 2006, Prasad i wsp. 2007, Walker
2011]. Dzigki temu bioetanol jest przyjazny srodowisku i stanowi jeden z najbardziej obie-
cujacych biopaliw ptynnych [Kavalov 2004]. Etanol moze by¢ dodawany bezposrednio do
benzyny lub po przetworzeniu na eter etylo-tert-butylowy. Ze wzgledu na wyzsza liczbe
oktanowa w poréwnaniu ze zwykla benzyna jest mniej toksyczny i wybuchowy [Demirbas
2007]. Stosowany jako dodatek do paliw zmniejsza emisj¢ tlenku wegla i innych toksycz-
nych sktadnikéw spalin (m.in. benzenu i czastek statych). CO, bedacy produktem spala-
nia etanolu nie powoduje wzrostu netto ogdlnej iloéci tego gazu w atmosferze, poniewaz
wytwarzany jest z surowcow roslinnych, ktére asymilujg CO,. Zatem utlenianie etanolu
jest elementem naturalnego obiegu wegla w przyrodzie. Jedng z wad stosowania etanolu
jako dodatku do paliw jest jego gorsza smarownos¢ [Tomasik, Jamroz 2008].

Zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego 2003/30/EC udzial biopaliw w pali-
wach tradycyjnych powinien wynosi¢ 7% do 2015 r. i 20% do 2020 r. Na podstawie tej dy-
rektywy szacuje sig, Ze zapotrzebowanie na bioetanol jako paliwa transportowego w kra-
jach Unii Europejskiej w 2012 r. powinno wynosi¢ 12,7 biliona litréw. Aby to osiagna¢,
potrzebne beda znaczne naukowe i technologiczne inwestycje [Kupczyk 2008, Nikoli¢
i wsp. 2008].

Gléwng przeszkodg stosowania biopaliw na szeroka skale sg bariery ekonomiczne.
Ich koszty produkeji sa obecnie wyzsze niz produkcji paliw konwencjonalnych [Kupczyk
2007, Kupczyk, Rucinski 2008]. Wzrost produkeji etanolu na potrzeby paliwowe zwigza-
ny jest z koniecznoscig zmian technologicznych majacych unowocze$nic i zwigkszy¢ skale
produkgji oraz obnizy¢ koszty jednostkowe. Jedynie te rozwiazania, ktére ograniczg kosz-
ty wytwarzania bioetanolu i pozwola na obnizenie jego ceny, uczynia go konkurencyjnym
w stosunku do paliw konwencjonalnych [Krishnan i wsp. 2000, Sanchez, Cardona 2008].
W celu obnizenia kosztéw poszukuje si¢ nowych, tanich surowcéw, poniewaz stanowia
ok. 50-60% ceny etanolu. Na szczegolng uwage zastuguje kukurydza, ktéra w ostatnich la-
tach wzbudza coraz wigksze zainteresowanie. Jest wydajnym surowcem do produkgji eta-
nolu dzigki wysokiej zawartosci skrobi i niskiej polisacharydéw nieskrobiowych oraz ze
wzgledu na wysoka efektywno$¢ energetyczng [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 istotna role w produkeji etanolu na potrzeby paliwowe



odgrywa produkcja biopaliw drugiej generacji (2G) ze wzgledu na zagospodarowanie od-
padéw przemystu rolno-spozywczego [Lynd i wsp. 1991, Sanchez, Cardona 2008, Dias
iwsp. 2011].

Oprdcz poszukiwania nowych i tanich surowcéw opracowuje si¢ rowniez rozwigzania
majace skroci¢ czas przygotowania surowca skrobiowego oraz zmniejszy¢ straty skfad-
nikéw fermentujacych. Jedng z metod, ktéra pozwala zrealizowaé wytyczne dotyczace
przygotowania surowca, jest bezci$nieniowe uwalnianie skrobi [Stecka i wsp. 1996, Sieli-
wanowicz 2003, Wojcik, Czuprynski 2003]. W metodzie tej wysokoenergetyczny proces
parowania surowca zastgpiony jest jego rozdrobnieniem. Pozytywne efekty jej stosowania
to: zmniejszenie zapotrzebowania na energie cieplng, ograniczenie zuzycia wody i mniej-
sze ilo$ci odprowadzonych $ciekdéw oraz poprawa wskaznikéw technologicznych, m.in.
wzrostu produktywnosci etanolu oraz skrécenie czasu fermentacji [Czuprynski, Kotar-
ska 2003].

Najwazniejszym parametrem technologicznym gorzelni jest praktyczna wydajnos¢ eta-
nolu. Aby uzyska¢ maksymalng wydajno$¢ etanolu z surowca, kluczowq sprawg jest usta-
lenie optymalnych warunkéw prowadzenia procesu, tj. okreslenie optymalnej zawarto$ci
ekstraktu w zacierze, temperatur fermentacji czy dobor najlepszego szczepu odpornego
na warunki intensywnej produkeji etanolu [Alper i wsp. 2006, Agu i wsp. 2008].

Jednym z istotnych rozwigzan w zakresie zwigkszania wskaznika wydajnosci fermen-
tacji i koncowej koncentracji etanolu jest fermentacja zacieréw o wysokim stezeniu 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 zacieréw zawierajacych powyzej 27 g sktad-
nikéw rozpuszczalnych w 100 g zacieru” [Thomas i wsp. 1993]. W technologii VHG sto-
suje sie zaciery zawierajace nawet do 30-40% suchej substancji. Zalety wynikajace z zasto-
sowania technologii VHG s3 nastepujace:

- wzrost koncowej koncentracji etanolu,

- redukcja kosztéw destylacji etanolu wskutek uzyskania wyzszych stezen etanolu,
nawet powyzej 15% w/v,

- znaczne zmniejszenie zuzycia wody technologicznej,

- obnizenie kosztow zuzycia energii,

- wzrost przepustowosci gorzelni,

- zmniejszenie ilosci odpadéw oraz

- obnizenie ryzyka skazenia bakteryjnego [Bai i wsp. 2004, Reddy, Reddy 2006a,
2006b].

Nalezy pamietad, ze pomimo licznych korzys$ci fermentacja z udzialem drozdzy go-
rzelniczych w $rodowisku VHG jest utrudniona, ze wzgledu na niekorzystne wysokie
ci$nienie osmotyczne wynikajace z wysokiej koncentracji weglowodandw oraz duze ste-
zenie alkoholu powstatego pod koniec procesu [Bonin, Slusarska 2007], co wywoluje
stresy (osmotyczny i etanolowy) w komoérkach drozdzy gorzelniczych [Graves i wsp.
2007, Grajek, Szymanowska 2008].

Kluczowa role w zniwelowaniu negatywnego wplywu srodowiska na komoérki drozdzy
moze odegraé zastosowanie nowoczesnych rozwigzan zmniejszajacych stres osmotyczny
(m.in. technologia SSF - ang. Simultaneous Saccharification and Fermentation - jedno-



czesnego scukrzania i fermentacji czy metoda zacierania ze skréconym czasem scukrza-
nia). Stres etanolowy mozna ograniczy¢ przez stosowanie np. fermentacji prozniowej, fer-
mentacji z unieruchomionymi komoérkami drozdzy czy metody perwaporacji [Stenberg
i wsp. 2000, Alkasrawi i wsp. 2003].

Duzym zainteresowaniem w produkeji bioetanolu z zacieréw o wysokiej zawartosci
surowca cieszy sie technologia SSF polegajaca na jednoczesnym scukrzaniu i fermenta-
¢ji [Karimi i wsp. 2006, Ohgren i wsp. 2006, Linde i wsp. 2007, Srichuwong i wsp. 2009].
W metodzie SSF glukoamylaza dodawana jest razem z drozdzami do podloza fermenta-
cyjnego, po jego ochlodzeniu do temperatury fermentacji 30°C. W ten sposéb podczas
procesu fermentacji stezenie glukozy i maltozy utrzymywane jest na relatywnie niskim
poziomie, rzedu 1-5%, gdyz uwalniane cukry sa natychmiast wykorzystywane przez droz-
dze, co eliminuje inhibicje¢ przez substrat i ogranicza stres osmotyczny. Réwniez steze-
nie etanolu podczas fermentacji nie wzrasta drastycznie i jego oddzialywanie na komorki
drozdzy jest stabsze. Ograniczenia systemu SSF to m.in.: réznice optiméw temperaturo-
wych hydrolizy weglowodanéw z udziatem glukoamylazy (45-50°C) i fermentacji (28-
35°C). Spowolniona aktywno$¢ glukoamylazy w temperaturze fermentacji moze powodo-
wa¢é wydtuzenie procesu, a szczegdlnie etapu zafermentowania. W efekcie czesto dochodzi
do zakazen mikrobiologicznych i rozwoju niepozadanej mikroflory. Jak wynika z badan
prowadzonych przez Devantier i wsp. [2005], istotng role w technologii SSF odgrywa do-
boér wlasciwej dawki enzymu oraz szczepu drozdzy. Najlepsze efekty uzyskano, zwieksza-
jac o ¥ ilos¢ glukoamylazy. Metoda réwnoczesnego scukrzania i fermentacji pozwala na
uzyskanie wyzszej wydajnosci etanolu oraz eliminuje koniecznos$¢ stosowania oddziel-
nych reaktoréw stuzacych do scukrzania i fermentacji. Zastosowanie technologii SSF do
fermentacji zacieréw VHG pozwala na zwiekszenie zdolnoéci przerobowych gorzelni.
Metoda jednoczesnego scukrzania i fermentacji ma szersze zastosowanie, a mianowicie
do produkeji kwasu mlekowego z zastosowaniem bakterii gatunku Lactobacillus delbru-
ecki oraz do produkeji biopaliw IT generacji z odpadéw ligninocelulozowych [Anuradha
i wsp. 1999, Isci i wsp. 2008, Oloffson i wsp. 2008].

Innym rozwigzaniem w technologii fermentacji zacieréw VHG jest stosowanie zacie-
rania ze skréconym czasem scukrzania. W metodzie tej hydroliza dekstryn odbywa si¢
cze$ciowo w procesie zacierania w temperaturze optymalnej do dzialania enzyméw scu-
krzajacych, natomiast dalsze scukrzanie nastepuje juz w czasie fermentacji. Ten sposdb
pozwala réwniez na ograniczenie stresu osmotycznego ze wzgledu na uwolnienie tylko
czedci cukroéw prostych w procesie zacierania [Ohgren i wsp. 2007].

Obok rozwigzan technologicznych istotng role w technologii VHG odgrywa suple-
mentacja podloza fermentacyjnego sktadnikami chronigcymi komérki drozdzy przed
wplywem wysokiego ci$nienia osmotycznego (tzw. osmoprotektantami), takimi jak: gli-
cyna czy prolina. Ich obecnos¢ wplywa na poprawe zywotnoéci komérek drozdzy pod-
czas fermentacji, wzrost wykorzystania cukréw fermentujacych oraz poprawe efektywno-
$ci procesu [Thomas i wsp. 1994b].

W technologii produkeji etanolu na cele paliwowe nalezy zwrdcié szczeg6lna uwage
na dobdr drobnoustrojéw przemystowych wykazujacych duza odporno$¢ na niekorzyst-
ne warunki $rodowiskowe [Jimenez, Benitz 1987, Ingledew 1993, Heggart i wsp. 1999,
Yamaji i wsp. 2003]. Drozdze S. cerevisiae ciagle nalezg do najczesciej wykorzystywanych



na catym $wiecie mikroorganizméw w przemystowej produkgji etanolu z surowcéw skro-
biowych [Stewart, Russel 1987, Rose, Harrison 1993]. W odpowiednich warunkach sro-
dowiskowych drozdze S. cerevisiae moga produkowacd i tolerowaé wysokie stezenia etano-
lu [Thomas i wsp. 1996, Man i wsp. 2003, Pina i wsp. 2004]. Kilku badaczy zaobserwowato,
ze ekstrakt drozdzowy, amoniak, mocznik, wapn i magnez maja ochronny wplyw zaréw-
no na wzrost, fermentacje, jak i Zywotno$¢ drozdzy, co stymuluje szybkos¢ fermentacji
i produkgcje etanolu [Rees, Stewart 1998, Edens i wsp. 2002, De Nicola i wsp. 2009, Laopa-
iboon i wsp. 2009, Miranda i wsp. 2009]. S. cerevisiae moga utylizowa¢ glukoze, fruktoze,
mannoze, maltoze, a niektore takze maltotrioze. Nie majg zdolnosci fermentowania dek-
stryn i skrobi.

Istotng role w procesie fermentacji surowca skrobiowego odgrywa wstepny etap przy-
gotowania surowca polegajacy na hydrolizie skrobi do cukréw prostych z udziatem han-
dlowych enzyméw uplynniajacych i scukrzajacych. Od efektow procesu zacierania zalezg
kinetyka i sprawny przebieg procesu fermentacji. W celu ograniczenia kosztéw produkcji
poszukuje sie drozdzy, ktore maja uzdolnienia amylolityczne, co pozwola na zmniejsze-
nie zuzycia enzymoéw [Stewart, Russel 1987, Horn i wsp. 1992, Kregiel 2005, Ktosowski
i wsp. 2006].

Przedmiotem wielu do$wiadczen w licznych o$rodkach badawczych na $wiecie jest da-
zenie do pelnego poznania i wyjasnienia problemu oddzialywania wybranych pierwiast-
kéw na wzrost drozdzy oraz wydajnos¢ fermentacji prowadzonej z ich udzialem [Blazejak
i wsp. 2004, Bonin, Slusarska 2007, Chaung i wsp. 2008]. Wiadomo, ze drozdze wymaga-
ja odpowiedniego stezenia kationéw w podlozu do utrzymania struktury i funkcjonal-
nosci bton komoérkowych, okreslonych interakcji miedzykomoérkowych, np. flokulacji,
oraz tagodzenia skutkow streséw srodowiskowych. Niektdre metale sa rowniez czynnika-
mi decydujacymi o intensywnosci pobierania zwigzkéw odzywcezych, przyroscie biomasy,
regulacji ci$nienia osmotycznego oraz odpornoséci 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 moga oddziatywa¢ pierwiastki takie jak: magnez, cynk,
mangan, miedz, selen czy zelazo, ktére na poziomie komérkowym aktywnie uczestnicza
w metabolizmie wszystkich organizméw zywych [Walker, Maynard 1997, Blazejak i wsp.
2002, Rutherford, Bird 2004, De Nicola i wsp. 2009].

Wiele cennych informacji na temat roli pierwiastkdw w komérkach zywych organi-
zméw odkryto niedawno. Odnosi sie to réwniez do pierwiastka sladowego, jakim jest
chrom. Jest to skfadnik mineralny, ktérego nazwa pochodzi od greckiego chroma, ozna-
czajacego kolor, barwe. Chrom przez wiele lat byl uznawany za pierwiastek toksyczny.
Dopiero w 1957 roku, przy okazji badan nad cukrzyca odkryto, ze pelni jedna z podsta-
wowych funkeji w metabolizmie glukozy. Ponadto spelnia istotng funkcje w metaboli-
zmie lipidow i biatek, wchodzi w sktad niektérych enzymoéw oraz pobudza ich aktywnosé
[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)
tworzg trwale zwigzki. Za szkodliwy uwaza si¢ chrom na szdstym stopniu utlenienia, po-
niewaz wykazuje dziatanie toksyczne, mutagenne i kancerogenne [Kirpnick-Sobol i wsp.
2006, Summer i wsp. 2005], dlatego przedmiotem wielu badan jest chrom na trzecim
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stopniu utlenienia. Pierwsze doniesienia o wplywie chromu na regulowanie metaboli-
zmu glukozy przedstawili pod koniec lat 50. Mertz i Schwarz [1955]. Zauwazyli oni, ze
u szczuréw karmionych pokarmem bez Cr(III) wystapily zaburzenia tolerancji gluko-
zy, ktére ustepowaly po podaniu drozdzy browarniczych. Wzrost zdolno$ci usuwania
glukozy z krwi pod wplywem diety opartej na drozdzach browarniczych sugerowal, ze
w jej sklad wchodzi czynnik odpowiedzialny za taka reakcje organizmu. Ze wzgledu na
powigzanie nowo odkrytej substancji z metabolizmem glukozy nazwano ja czynnikiem
tolerancji glukozy (GTF - Glucose Tolerance Factor) [Schwarz, Mertz 1959]. Otrzyma-
na substancja biologicznie aktywna zawierata jony Cr(III), a takze kwas nikotynowy, gli-
cyne, cysteine i kwas glutaminowy. W latach 60. przeprowadzono podobne badanie na
szczurach, ktdre potwierdzalo opinie o istotnej roli biologicznych kompleksow zwigzku
chromu w szybkosci usuwania glukozy z krwi [Schroeder i wsp. 1962].

W wielu badaniach wykazano, ze istotnym czynnikiem wplywajacym na skutecznos¢
regulowania poziomu glukozy byla forma chromu, przy czym najlepsze dziatanie wyka-
zywaly kompleks chromu z kwasem nikotynowym oraz ekstrakt drozdzowy zawierajacy
kompleks GTFE, natomiast najgorsze sole nieorganiczne. Wynikato to ze znacznie lepsze-
go wchlaniania organicznych zwigzkéw kompleksowych z chromem niz soli nieorganicz-
nych [Anderson i wsp. 1978]. Pod koniec lat 80. odkryto i wyizolowano z watroby m.in.
psa i krélika oligopeptyd LMWCr (Low-Molecular-Weight-Chromium) o masie 1500Da
[Yamamoto i wsp. 1988]. Oprocz 4 atoméw chromu oligopeptyd zawiera aminokwasy: gli-
cyng, cysteing, kwas glutaminowy, kwas asparaginowy oraz ich pochodne aminowe. Sktad
aminokwaséw wchodzacych w LMWCr zalezy od miejsca, z ktdrego oligopeptyd zostat
wyizolowany. Najprawdopodobniej zwiazek ten poprzez aktywacje receptora insuliny ki-
nazy tyrozynowej utatwia wigzanie insuliny do receptoréw w komorce, dzieki czemu po-
prawia si¢ metabolizm glukozy. Uwaza si¢ ze GTF jest produktem hydrolizy oligopepty-
du LMWCr, powstajacym w czasie proby izolacji ,,biologicznego” chromu. W jednym
z do$wiadczen chrom zastapiono innymi metalami: Mn, Cu, Zn i badano aktywno$¢ tak
zmodyfikowanego kompleksu LMWCr. Zaden z analizowanych jonéw metali nie wy-
kazal poréwnywalnej aktywnoséci z chromem (III) [Schwarz, Mertz 1959, Davies, Vin-
cent 1997]. Znane sa rowniez syntetyczne zwigzki kompleksowe chromu oraz réznorod-
ne zwigzki koordynacyjne chromu z ligandami naturalnymi, takimi jak cysteina, glicyna
czy kwas nikotynowy [Gatuszka i wsp. 1998, Jain i wsp. 2007].

Obecnie wigkszo$¢ prac badawczych skupia sie na analizie mozliwosci bioakumulacji
zwigzkéw chromu (III) i (VI) w komoérkach drozdzy [Juvera-Espinoza i wsp. 2006].

Drozdze jako eukariotyczne mikroorganizmy maja zdolnos¢ do pobierania chromu
z roztworéw wodnych i magazynowania go w komoérkach oraz przeksztalcania jego form
nieorganicznych w organiczne [Beran i wsp. 1995, Mishira, Doble 2008]. Scharakteryzo-
wanie procesu akumulacji jest istotne nie tylko ze wzgledu na zrozumienie transportu
chromu i jego lokalizacji w komdrkach drozdzy, ale réwniez z uwagi na mozliwos¢ za-
stosowania drozdzy ,,chromowych” jako suplementu zywnosci lub pasz. Ponadto zdol-
nos$¢ drozdzy do tworzenia metalobiatek wykorzystywana jest w procesie remediacji $ro-
dowisk skazonych zwigzkami Cr(VI) [Rapaport, Muter 1995, Haq, Shakoori 1998, Ozer,
Ozer 2003]. Liczne prace prowadzone z udzialem drozdzy pozwalaja okresli¢ wptyw
chromu na strukture DNA, RNA, poziom bialek w komdrkach [Gadd, Griffiths 1978,
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Ding i wsp. 2000, Wang i wsp. 2004], oraz parametry ich wzrostu. Od kiedy dowiedzio-
no, ze Cr(III) jest mniej toksyczny niz Cr(VI), powszechnie uzywa si¢ go do doswiadczen
z roznym mikroorganizmami [Pas i wsp. 2004]. Najcze$ciej stosowanym materiatem bio-
logicznym sg drozdze paszowe Candida intermedia [Pas i wsp. 2004, Batic, Raspor 2000]
i Yarowia lipolytica [Musial i wsp. 2005], drozdze piekarskie S. cerevisiae [Zetic i wsp.
2001, Stecka i wsp. 2001] oraz drozdze browarnicze S. cerevisiae [Ding i wsp. 2000, Fer-
reira i wsp. 2010]. Mikroorganizmy te stosowane sg jako zrédlo substancji biologicznie
aktywnych (biatek oraz witamin). Drobnoustroje wzbogacane w chrom (III) uzywane sa
jako suplementy Zywnosci i pasz [Ono, Weng 1982, Bag i wsp. 2000, Kovacs i wsp. 2007,
Kaewkhomdee i wsp. 2010, Zielinska, Chojnacka 2010]. We wspomnianych badaniach
chrom dodawano do podtozy w postaci wodnych roztwordw soli. Najczeéciej stosowa-
no CrCl,-6H,0 [Pas i wsp. 2004, Zetic i wsp. 2001], KCr(C,0,),-3H,0 [Pas i wsp. 2004],
K,Cr(S0O,),-12H,0 [Batic, Raspor 2000] oraz Cr(NO,), [Karpnick-Sobol i wsp. 2006].

W publikacjach naukowych zajmujacych sie wzbogacaniem drozdzy w rozmaite pier-
wiastki widoczny jest niedostatek prac dotyczacych udzialu Cr(IIT) w procesach fermen-
tacyjnych.



2. Geneza, cel pracy
i zakres badan

Rosnace zainteresowanie technologii i biotechnologii zywno$ci chromem wynika z faktu,
iz w ostatnich latach znacznie poszerzyla si¢ wiedza o jego wielokierunkowym znaczeniu
w metabolizmie komoérki. Chrom w postaci tréjwartosciowej jest niezbedny do wiasci-
wego przebiegu proceséw metabolicznych, uczestniczy w przemianach weglowodanow
(m.in. glukozy) oraz procesach syntezy bialek i kwaséw tluszczowych. Zostat zidentyfi-
kowany jako skladnik centréw aktywnych wielu enzymow, jak réwniez jako nieodlaczna
cze$¢ biologicznie aktywnych komplekséw chromomoduliny (LMWCr).

Do tej pory nie praktykuje si¢ wzbogacania podlozy stosowanych do namnazania
drozdzy gorzelniczych i fermentacji etanolowej zwigzkami chromu. Dotychczasowa
wiedza na temat roli tego pierwiastka w tym procesie jest bowiem stanowczo niewy-
starczajaca. Wprawdzie publikowane nieliczne wyniki badan laboratoryjnych wskazu-
ja na mozliwos$¢ poprawy dynamiki tego procesu w obecnosci jonéw Cr(III), to jednak
nie dotyczg one fermentowania zacieréw kukurydzianych, szczegdlnie typu VHG, kto-
re moga odegra¢ kluczowa role w realizacji zamierzen polityki paliwowej Unii Euro-
pejskiej. Mankamentem technologii VHG jest relatywnie nizsza efektywnos$¢ konwersji
surowca do etanolu, ktéra jest konsekwencja specyficznych w tej metodzie warunkéw
polegajacych m.in. na wysokim stezeniu glukozy w poczatkowym etapie procesu i du-
zej zawarto$ci etanolu w jego koncowym stadium. W takich warunkach komoérki droz-
dzy narazone sg na stres osmotyczny obnizajacy ich potencjat do przeksztalcania obec-
nych w zacierze weglowodanéw do etanolu. Jak wynika z dotychczasowych wynikéw
badan nad rola Cr(III) w metabolizmie weglowodanéw, skutecznym remedium w ta-
kiej sytuacji moze by¢ suplementacja zacieréw VHG jonami Cr(III). Korzysci z tego
typu badan nie ograniczalyby sie tylko do blizszego poznania praktycznych aspektow
fermentowania zacieréw kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III), ale takze poznaw-
czych. W ogéle bowiem nic nie wiadomo na temat powigzania Cr(III) z cechami fizjo-
logicznymi i morfologicznymi komorek drozdzy fermentujacych takie zaciery, sktadem
nasyconych i nienasyconych kwaséw tluszczowych czy ich zdolnoéciag do akumulowa-
nia tego pierwiastka.

W zwiazku z tym, celem pracy byta ocena oddzialywania suplementacji Cr(III) za-
cieréw kukurydzianych o wysokiej zawarto$ci surowca (VHG) na intensywnos¢ i efek-
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tywno$¢ produkeji etanolu oraz zmiany cech morfologicznych i fizjologicznych badanych
drozdzy gorzelniczych.
Osiggniecie celu wymagalo zrealizowania nastepujacego zakresu badan:

- oceng cech fizjologicznych i morfologicznych drozdzy gorzelniczych podczas wzro-
stu na podlozu syntetycznym YPG z dodatkiem Cr(III);

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

- ocene dynamiki i efektow fermentacji etanolowej w naturalnych zacierach kukury-
dzianych o wzrastajacej zawartosci surowca od 20 do 40%;

- oznaczenie przebiegu i parametrow technologicznych fermentacji zacieréw kukury-
dzianych VHG z dodatkiem Cr(III);

— okreslenie zmian zachodzacych w stosowanych szczepach drozdzy w czasie fermen-
tacji zacierow VHG z dodatkiem Cr(IIT) w aspekcie cech morfologicznych i fizjo-
logicznych, a zwlaszcza zawartosci kwaséw ttuszczowych nasyconych i nienasyco-
nych.
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3. Material i metody badan

3.1. Material badawczy

Material biologiczny stanowily cztery szczepy drozdzy gorzelniczych: Saccharomyces
cerevisiae Ethanol Red, Saccharomyces diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086, Saccharomyces cerevisiae D2 (stosowano go tylko w I etapie ba-
dan).

Szczepy przechowywano w Zaktadzie Technologii Fermentacji Uniwersytetu Przyrod-
niczego we Wroclawiu na skosach YM w temperaturze +4°C. Charakterystyke szczepéw
podano w tabeli 1.

Tabela 1
Table 1
Charakterystyka szczepow wykorzystanych w badaniach
Characteristics of strains used in experiments

Szczepy Charakterystyka

Strains Characteristics

Szczep z kolekgji firmy Division of S.I. Lesaffre ,, FERMENTIS”;
wyselekcjonowany do przemystowej produkeji alkoholu.
Charakteryzuje si¢ dobra zywotno$cia zwlaszcza w technologii
fermentacji ,,wysokich stezen zacieréw”, odporny na wysokie stezenia
etanolu [materialy informacyjne Lesaffre Company]

Saccharomyces cerevisiae
Etanol Red

Szczep przechowywany w kolekeji kultur Katedry Technologii
Saccharomyces cerevisiae | Rolnej i Przechowalnictwa UP we Wroctawiu, drozdze stosowane
D2 w gorzelnictwie rolniczym do fermentacji zacieréw skrobiowych
[Sobkowicz i wsp. 1984]

Szczep z kolekeji ATCC. Charakteryzuje si¢ wysoka tolerancja

na etanol, wytwarza enzym glukoamylaze, moze hydrolizowa¢

i fermentowac dekstryny [Korhola 1987]

Szczep z kolekeji ATCC, mutant UV odporny na deoksy-d-glukoze.
Charakteryzuje sie wysoka aktywno$cig amylolityczna, wytwarza:
alfa-amylaze, glukoamylaze, enzymy hydrolizujace wigzania a-1,6
glikozydowe [Wilson i wsp. 1982]

Saccharomyces diastaticus
ATCC 13007

Schwanniomyces
occidentalis
ATCC 48086

W tabeli 2 przedstawiono charakterystyke podtozy wzrostowych i fermentacyjnych, wraz
z zastosowanymi dawkami preparatéw enzymatycznych.
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Tabela 2

Table 2
Podloza stosowane w pracy
Media used in experiments
Etap pracy Sktad podtoza Tlos¢ Rodzaj podloza
Stage of work Composition of medium Quantity Kind of medium
1 2 3 4
Podtoze YM
Glukoza 2,0%
Pepton 1,0% Przechowywanie szczepow
Ekstrakt stodowy 0,6% (skosy)
Ekstrakt drozdzowy 0,6%
+ agar 2,0%
Podloze YPG
Etap I Glukoza 2,0% Namnazanie biomasy
Pepton 1,0% (10 ml) - hodowle statyczne
Ekstrakt drozdzowy 1,0%
Podloze YPG
Glukoza 2,0%
Pepton 1,0% Namnazanie biomasy
Etap I Ekstrakt drozdzowy 1,0% w aparacie Bioscreen
+ CrCL6H,0 Hodowle wstrzgsane (48 h)
stezenie Cr (III):
0; 8; 30; 60; 156; 200 mg-1*
Podloze YM I\iz:)mnlazallllledblorlnasy
Glukoza 2.0% (10 ml) - hodowle statyczne
Etap IL, I1L, IV | Pepton 1,0% ;tap LTI IV
Ekstrakt stodowy 0,6%
Ekstrakt drozdzowy 0,6% (100 ml) - hodowle
’ wstrzgsane —etap 11, I1I, IV
Podloze YM (glukoza 2%)
;t;reilifgrzglﬂ): Namnazanie biomasy

Etap IT

0; 8; 30; 60; 156; 200 mg-1"!

Podloze YM (glukoza 10%)
+ CrCL6H,0

Stezenie Cr(III):

0; 8; 30; 60; 156; 200 mg-1"!

Proby fermentacyjne
- podloze modelowe
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Tabela 2 cd.

Table 2 cont.

1 2 3 4

Zaciery kukurydziane (20%)

(50 g kukurydzy/250 g préby)

+ preparaty enzymatyczne*:

—-Termamyl S.C. 0,25 ml

- Spiryzyme Fuel 0,30 ml

- OPTIMASH™ Bg 0,25 ml

Zaciery kukurydziane (24%)

(60 g kukurydzy/250 g proby)

+ preparaty enzymatyczne:

~ Termamyl S.C. 0,30 ml Podtoza fermentacyjne

- Spiryzyme Fuel 0,36 ml naturalne

- OPTIMASH™ Bg 0,30 ml )

Zaciery kukurydziane (28%) Ziarno kukurY,dz.Y.

(70 g kukurydzy/250 g proby) poddane wezesniejszemu

+ preparaty enzymatyczne: roz‘drobn¥en1u po .

- Termamyl S.C 035 ml zmieszaniu z woda s.tanowdo

- Spiryzyme Fuel 0,42 ml podstawowy skladnik

- OPTIMASH™ Bg 0,35 ml podioza,

Etap IIT 5 ; Zaciery przygotowano
Zaciery kukurydziane (32%) metoda bezcinieniowego
(80 g kukurydzy/250 g préby) uwalniania skrobi (BUS)

+ preparaty enzymatyczne: dzialem preparatéw

- Termamyl S.C. 0,40 ml 2 ucula em p %

- Spiryzyme Fuel 0,48 ml en(ziymle(lty;Znyc dnveh

~ OPTIMASH" Bg 0,40 ml ;vza’il;:’:e:anzfgr:gicenta
Zaciery kukurydziane (3 6,%) *wraz ze wzrostem ekstraktu
(90 g kukurydzy/250 g proby) w zacierze stosowano

i’ %Z;I;a:i;’lesnéymatyczne: 045 ml wyzsze dawki p}rleparat(')w
- Spiryzyme Fuel 0,54 ml enzymatyeznye

- OPTIMASH™ Bg 0,45 ml

Zaciery kukurydziane (40%)

(100 g kukurydzy/250 g préby)

+ preparaty enzymatyczne:

- Termamyl S.C 0,5 ml

— Spiryzyme Fuel 0,6 ml

- OPTIMASH™ Bg 0,5 ml

Zaciery kukurydziane:

20136% (VHG) Zaciery poddano filtracji
+ preparaty enzymatyczne*: 0,07g/50g | przed fermentacja

- Ceremix 6X MG surowca

Etap IV - Termamyl S.C* *wraz ze wzrostem ekstraktu
— Spiryzyme Fuel* W zacierze stosowano
- OPTIMASH" Bg* wyzsze dawki preparatow

+ suplementacja CrCL,6H,0
Stezenie Cr(III) - (0 i 60 mg1?)

enzymatycznych
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Enzymy dozowano zgodnie z zaleceniami producenta [Kapela, Solarek 2005], a ich cha-
rakterystyke przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Table 3
Charakterystyka preparatéw enzymatycznych
Characteristic of enzyme preparations

Enzym Producent Charakterystyka
Enzyme Producent Characteristc

preparat zawierajacy enzymy a-amylazy, {3-glukanazy,
Ceremix 6X MG Novozymes | proteazy, pentozanazy, celulazy; Zrodtem enzymow sa:
Bacillus sp. 1 Humicola sp.

preparat enzymatyczny uplynniajacy skrobie¢ o szerokim
zakresie pH; w sktad preparatu wchodzi termostabilna
a-amylaza produkowana przez szczep bakterii Bacillus
stearothermophilus

Termamyl S.C. Novozymes

preparat glukoamylazy stosowany do scukrzania
uplynnionych zacieréw przy produkeji destylatu
Spiryzyme Fuel Genencor | rolniczego; enzym ten wyrdznia si¢ wysoka
termostabilnoscia, pozostaje aktywny w temperaturach
od 30 do 70°C

preparat zawierajacy enzymy hydrolizujace polisacharydy
OPTIMASH™ Bg Genencor | nieskrobiowe; enzym izolowany z genetycznie
modyfikowanego szczepu Trichoderma reesei

3.2. Zakres prowadzonych badan

W pierwszym etapie pracy oceniono wplyw suplementacji modelowego podtoza wzro-
stowego YPG jonami Cr(III) na parametry wzrostu, cechy morfologiczne i fizjologiczne
drozdzy gorzelniczych. Materiat biologiczny stanowily drozdze: S. cerevisiae Ethanol Red,
S. diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, S. cerevisiae D2.
Do podtoza YPG dodano Cr(III) w postaci CrCl,-6H,O. Stezenie Cr (III) w podfozach wy-
nosifo: 0; 8; 30; 60; 156; 200 mg-1*. Namnazanie drozdzy prowadzono w automatycznym
turbidymetrze Bioscreen C oraz w trwajacych 48 godz. hodowlach wstrzasanych. Reali-
zacja I etapu badan zakladata wyznaczenie parametréw dynamiki wzrostu drozdzy: czasu
trwania logarytmicznej fazy wzrostu, maksymalnej szybko$ci wlasciwej wzrostu, maksy-
malnego przyrostu biomasy (podczas hodowli w aparacie Bioscreen C) oraz przyrost bio-
masy, ocene stanu fizjologicznego drozdzy, $redniej srednicy komorek, a takze mozliwosci
akumulacji jonéw chromu w komoérkach drozdzy (podczas 48 godz. hodowli wstrzasa-
nych). Doswiadczenie wykonano zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku la.
Wyniki pracy oméwiono w p. 4.1.1.

W drugim etapie pracy oceniono wpltyw Cr(III) na aktywnos¢ fermentacyjna drozdzy
gorzelniczych. Proces fermentacji prowadzono na podtozu modelowym YM. Zastosowa-
no dwa warianty suplementacji Cr(III) (wariant I - suplementacja podioza wzrostowego,
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wariant IT - suplementacja podloza fermentacyjnego). Stezenie Cr(III) bylo identyczne
jak w etapie I. Doswiadczenie wykonano zgodnie ze schematem przedstawionym na ry-
sunku 1b. Wyznaczono dynamike fermentacji podtozy modelowych z udziatem badanych
szczepow drozdzy. Wyniki opisano w p. 4.1.2.

W efekcie realizacji 11 I etapu badan wybrano optymalng (w przypadku drozdzy go-
rzelniczych) dawke Cr(III) oraz etap procesu technologicznego wiasciwy do jego dozo-
wania.

Majac na uwadze warunki przemystowej produkcji etanolu, w trzecim etapie badan
przygotowano zaciery gorzelnicze zawierajace odpowiednio: 20, 24, 28, 32, 36, 40% wago-
wych rozdrobnionej kukurydzy (p. 3.1, tab. 2). Proces zacierania przeprowadzono metoda
bezci$nieniowego uwalniania skrobi z udziatem enzymoéw uplynniajacych i scukrzajacych
w zaciernicy laboratoryjnej typ Typ LB 12 Lochner Labor (parametry technologiczne pro-
cesu opisano w p. 3.4). Testy fermentacyjne prowadzono w temperaturze 30°C przy udzia-
le trzech szczepow drozdzy S. cervisiae Ethanol Red, S. diastaticus ATCC 13007 i Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. W etapie tym oceniono wplyw wzrastajacej zawarosci
ekstraktu z surowca w zacierze na dynamike i efekty konicowe fermentacji etanolowej, ta-
kie jak: stezenie etanolu, wydajnos$¢ procesu fermentacji, profile weglowodanowe (gluko-
za, fruktoza, maltoza, maltotrioza, dekstryny), zawarto$¢ kwasoéw organicznych (bursz-
tynowego, octowego, mlekowego), glicerolu oraz stan fizjologiczny komdrek drozdzy po
fermentacji. Przebieg procesu oraz zakres wykonanych analiz przedstawiono na rysun-
ku 2. Wyniki pracy oméwiono w p. 4.2.

W kolejnym etapie badan oceniono wplyw Cr(III) na dynamike, parametry tech-
nologiczne, kinetyczne fermentacji zacieréw kukurydzianych VHG (36%) oraz za-
cier6w 20% (zaciery wybrano na podstawie III etapu badan), a takze wybrane cechy
biotechnologiczne drozdzy gorzelniczych. Podloza po procesie zacierania przefiltrowa-
no i suplementowano Cr(III) w iloéci 60 mg-1"' (dawke chromu wybrano na podstwie
IiII etapu badan). Proces fermentacji prowadzono réwniez w podlozach przygotowa-
nych bez chromu. Analize prob fermentacyjnych prowadzono co 24 godz., az do czasu
zakoniczenia procesu. Podczas fermentacji kontrolowano: stezenie etanolu, wydajnos¢
procesu fermentacji, profile weglowodanowe (glukoze, fruktoze, maltoze, maltotrio-
z¢, dekstryny), zawartos¢ kwasoéw organicznych (bursztynowego, octowego, mlekowe-
go) i glicerolu oraz parametry kinetyczne procesu (szybko$¢ zuzycia cukréw oraz szyb-
kos¢ tworzenia etanolu). Ocena wptywu Cr(III) na wybrane cechy drozdzy obejmowata:
przyrost biomasy, rozmiar ich komoérek, sktad pierwiastkowy, zmiany sktadu kwaséw
tluszczowych i zdolnos¢ do akumulacji jonéw chromu. Przebieg doswiadczenia oraz
zakres wykonanych analiz przeprowadzono zgodnie ze schematem umieszczonym na
rysunku 3. Wyniki omdéwiono w p. 4.3.
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Drozdze —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)

A

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

.

l

Namnazanie biomasy w aparacie Bioscreen C
Biomass inoculation in Bioscreen C

YPG (2%) + CrCl;-6H,O

Stezenie Cr(III) — concentration of Cr(III):
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg-I"'
T=30°C,t=48h

Namnazanie biomasy — Biomass inoculation
(hodowle wstrzasane — shaken culture)
YPG (2%) + CrCl;-6H,0

Stezenie Cr(III) — concentration of Cr(III):

0, 8, 30, 60, 156, 200 mg-1"

T =30°C, t =48 h, wstrzasanie — agitation
V=100 ml

A

A 4

Ocena wybranych cech komérek drozdzy
Evaluation of chosen characteristics
of yeast cells:

— czas trwania logarytmicznej fazy wzrostu
time of logarytmic growth

— maksymalna szybko$¢ wlasciwa wzrostu
max. specific growth rate

— maksymalny przyrost biomasy

max. biomas growth

Ocena wybranych cech komérek drozdzy
Evaluation of chosen characteristics

of yeast cells:

— przyrost biomasy

concentration of biomass

— wielkos$¢ komoérek drozdzy

size of yeast cells

— zdolnos¢ drozdzy do akumulacji jonow
chromu

ability of yeast to accumulation of chromium
ions

— stan fizjologiczny drozdzy

physiological condition of yeast cells

Rys. la. Schemat I etapu badan
Wplyw Cr(III) na parametry wzrostu i wybrane cechy drozdzy gorzelniczych
Fig. la. 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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Drozdze — 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)

A

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

.

.

Wariant I — variant I
Namnazanie biomasy — Biomass inoculation
YM (2%) + CrCl;-6H,0
Stezenie Cr(IIT) — concentration of Cr(III):
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg-1"'
T =30°C, t =24 h, wstrzasanie — agitation,
V =100 ml

Wariant I — variant IT
Namnazanie biomas — Biomass inoculation
YM (2%)

T =30°C, t =24 h, wstrzasanie — agitation,
V=100 ml

A 4

A 4

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

Wariant II — variant I1
Fermentacja etanolowa
Ethanol fermentation
YM (10% glukozy — glucose) + CrCl;-6H,0
Stezenie Cr(IlI) — concentration of Cr(I1I):
0, 8, 30, 60, 156, 200 mg-1"!
T=30°C,t=48h

Ocena dynamiki fermentacji
Assesment of fermentation dynamics

Rys. 1b. Schemat II etapu badan.
Wplyw Cr(III) na dynamike fermentacji etanolowej
Fig. 1b. Diagram of II phase of experiments
Influence the addition of Cr(IIT) on the on dynamics of ethanol fermentation
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Material badawcezy: zmielona kukurydza odmiany KB1903
Research material: ground corn of cultivar KB1903

]

.

Analiza surowca

Przygotowanie zacier6w o zawarto$ci kukurydzy
Preparation of mashes at corn concentration of:

Analysys in the
raw material:
1. Zawarto$¢

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

skrobi — Starch
content
2. Zawartosé

Kleikowanie i uplynnianie skrobi — Starch gelatinisation
and liquification
T =85°C; t = 60 min, pH = 6,2
0,5M H,SO,, Thermamyl SC

suchej masy — Dry
matter content

.

Scukrzanie skrobi — Starch saccharification
T = 55°C, t =90 min, pH = 5,6
7 M H,S0y4, Spiryzyme Fuel, Optimasch BG

Ustalenie pH
Determination
of pH
pH =5,0-5,2
7M H,S0,

'

Chlodzenie proby — Sample cooling
T=20°C

.

Oznaczenie profili
weglowodanowych
w zacierach

Determination
of carbohydrate
profiles in mashes

Przygotowanie podléz fermentacyjnych
(uzupetnienie woda destylowana do masy 250 g)
Preparation of fermentation media
(supplement with distilled water to 250 g weight)

Dodatek inokulum
drozdzy — Yeast
inoculum addition
1. 8. cerevisiae
Ethanol Red

2. Schw. occidentalis
3. 8. diastaticus

v

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

.

Ocena efektéw fermentacji
Evaluation of fermentation effects

— dynamika fermentacji — dynamics of ethanol fermentataion
— zawarto$¢ etanolu — ethanol content

— ocena wydajnosci procesu fermentacji — assesment of fermentation process yield

— ocena profili weglowodanowych (glukoza, fruktoza, maltoza, maltotrioza, dekstryny)

— determination of carbohydrate profiles (glucose, fructose, maltose, maltotriose, dextrines)
— zawarto$¢ kwasow organicznych (bursztynowego, octowego, mlekowego)
— organic acid content (succinic, acetic, lactic)

— zawarto$¢ glicerolu — glycerol content

— ocena stanu fizjologicznego komorek drozdzy po fermentacji

— physiological condition of yeast cells after fermentation

Rys. 2. Schemat III etapu badan.

Dynamika i efekty fermentacji etanolowej w zacierach kukurydzianych o réznej zawartoéci 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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Material badawcezy: zmielona kukurydza odmiany KB 1903 Analiza surowca
Research material: ground corn of cultivar KB 1903 Analysys in the
raw material:

l ¢ 1. Zawarto$¢

skrobi — Starch
Przygotowanie zacieru Przygotowanie zacieru content

o zawarto$ci kukurydzy 20% o zawarto$ci kukurydzy 36% (VHG)| | 2. Zawartosé
Preparation of mash at corn Preparation of mash at corn suchej masy — Dry

concentration of 20% concentration of 36% (VHG) mass content

(50 g/250 g) (90 g/250 g)
[ I
v

Faza pomocnicza — Assistance phase
T =45°C; t =20 min, pH = 6,2
Ceremix 6X MG

v

Kleikowanie i uplynnianie skrobi — Starch gelatinisation and liquification
T =85°C; t = 60 min, pH = 6,2
0,5M H,SO,, Thermamyl SC

|

Scukrzanie skrobi — Starch saccharification
T =55°C, t=90 min, pH = 5,6
7M H,S0y, Spiryzyme Fuel, Optimash BG

v

Ustalel}ie p.H Chlodzenie proby —OSample cooling Dodatek Cr(IIT)/
Dete;lfn;l;ltmn T=20°C Cr(I1I) addition:
-1
pH=50-52 I —0mgl
M H,S0, ~60 mg'1
Przygotowanie podiéz fermentacyjnych (CrCly6H,0)
(uzupetnienie woda destylowang do masy 250 g)
Oznaczenie profili Preparation of fermentation media

(supplement with distilled water to 250 g weight)

weglowodanowych
w zacierach i
Determination Dodatek inokulum
of carbohydrate Filtracja zacier6w — Filtration of mashes droidiy — Yeast
profiles in h i lum addition
¢ 1. 8. cerevisiae
Ethanol Red
Fermentacja etanolowa — Ethanol fermentation 2. Schw. occidentalis
T =30°C, t=72h(20%), t =96 h (36% — VHG) ] 3. S diastaticus
[
v v
Ocena wybranych cech komérek drozdzy Ocena aktywnosci fermentacyjnej drozdzy na podstawie:
Evaluation of chosen characteristics of yeast cells: Evaluation of fermentation activity of yeast:
— oznaczenie stgzenia biomasy — detrmination of concentration — dynamiki fermentacji etanolowej — ethanol fermentation dynamic
of biomass — sktadu jakos$ciowego i ilosciowego produktow fermentacji
— wielko$¢ komorek drozdzy — size of yeast cells quantitive and qualitative composition of fermentation products
— sktad pierwiastkowy komorek drozdzy — elemental composition — wydajnosci etanolu — ethanol yield
of yeast cells
— zmiany sktadu kwasow tluszczowych komoérek drozdzy
changes in fatty acids composition of yeast cells
— zdolno$¢ drozdzy do akumulacji jonéw chromu — ability of yeast
to accumulation of chromium ions

Rys. 3. Schemat IV etapu badan.
Charakterystyka cech biotechnologicznych drozdzy
podczas fermentacji zacieréw kukurydzianych z dodatkiem Cr(IIT)
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. Wplyw suplementacji podtoza hodowlanego jonami Cr(1I1)
na cechy morfologiczne i fizjologiczne drozdzy gorzelniczych

Ocene dynamiki wzrostu drozdzy gorzelniczych przeprowadzono na podiozu YPG wzbo-
gaconym w Cr(III) w postaci CrCl,-6H,0. Stezenie Cr (III) w podtozach wynosito: 8, 30,
60, 156, 200 mg-1*, (p. 3.1, tab. 2). Probe kontrolng stanowilo podloze bez chromu.

3.3.1. Ocena dynamiki wzrostu drozdzy gorzelniczych
na podlozu syntetycznym w obecnosci Cr(II1)

Oznaczenie wykonano w aparacie Bioscreen C, bazujac na pomiarze gesto$ci optycznej
podloza w czasie hodowli drobnoustrojéw. W urzadzeniu tym prowadzono wzrost mikro-
hodowli w studzienkach (400 pl) kasety inkubacyjnej. Warunki prowadzenia hodowli byly
nastepujgce: temperatura 30°C, wstrzgsanie ciggte, pomiar zmetnienia co 20 min, czas in-
kubacji 48 godz. Otrzymane wyniki przetworzono za pomocg oprogramowania (BioLink).
Na podstawie krzywych wzrostu (dane niepublikowane) bedacych zaleznoscig gestosci
optycznej od czasu hodowli wyznaczono:

- czas trwania fazy logarytmicznego wzrostu (h),

- maksymalng szybkos¢ wlasciwg wzrostu [y ] obliczono wedlug wzoru:

w . =InOD_ -InOD_ )/(t -t )

gdzie:
u . — maksymalna szybkos¢ wtasciwa wzrostu [h'],
OD,, - maksymalna warto$¢ gestosci optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu,
OD,, - minimalna warto$¢ gestosci optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu,
t .. — czas odpowiadajgcy wartosci OD_

‘min X

t_. — czas odpowiadajgcy wartosci OD__ .

ma

>

- maksymalny przyrost biomasy wyrazony jako delta absorbancji D __ OD:

D max OD = OD max OD min

gdzie:

OD - maksymalna wartos¢ gestosci optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu,
OD _ - minimalnawarto$¢ gestosci optycznej w fazie logarytmicznego wzrostu.

3.3.2. Charakterystyka cech drozdzy podczas hodowli
wstrzasanych na podlozu syntetycznym w obecnosci jonéw Cr(I11)

Hodowle wstrzasane prowadzono przez 48 godz. w kolbach stozkowych o pojemnosci 250
cm’ w podiozu YPG (kontrola) oraz YPG wzbogaconym w Cr(III) w stezeniu: 8, 30, 60,
156, 200 mg-1". Skfad podtozy przedstawiono w tabeli 2, pkt 3.1 metodyki badan. Warun-
ki hodowli byly optymalne do wzrostu drozdzy (temp. 30°C, ciagle wstrzasanie). Po odwi-
rowaniu i przemyciu biomasy przeprowadzono charakterystyke wybranych cech drozdzy
zgodnie z zalozeniami pracy. Oceniono wplyw obecnosci jonéw Cr(III) oraz jego stezenia
w podiozu na wybrane cechy drozdzy.
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Oznaczono:

— Przyrost biomasy drozdzy poprzez pomiar gesto$ci zawiesiny komorek za pomoca
spektrofotometru BECKMAN DU-650 przy dtugosci fali A = 560 nm oraz wyzna-
czenie na podstawie krzywych standardowych (dane niepublikowane) zmian steze-
nia suchej substancji drozdzy [g1"'] w czasie wzrostu.

- Stan fizjologiczny drozdzy gorzelniczych w preparacie mikroskopowym. Przy uzy-
ciu komory Thoma okre$lono procentowy udzial komérek paczkujacych oraz nieak-
tywnych (barwigcych sie blekitem metylenowym).

- Wielkos$¢ komoérek drozdzy za pomoca laserowego analizatora czastek Mastersizer
2000G firmy Malvern Instruments. Srednice komérek badanych szczepéw mierzo-
no w czasie 0 przed zaszczepieniem podioza hodowlanego oraz po 24 i 48 godz.
wzrostu drozdzy w podlozu YPG z dodatkiem lub bez dodatku Cr(III). Na pod-
stawie przebiegu krzywych rozktadu wielko$ci komoérek wyznaczono ich $rednice.
Komorki podzielono na cztery klasy wielkosci: I klasa (0,2-4,5 pm), IT klasa (4,6-
8,0 um), I1I klasa (8,1-15 pum), IV klasa (15,1-20 pum). Przyjeto, ze do klasy I kwa-
lifikujg si¢ oderwane od komorek paczki badz tez komorki o bardzo malych roz-
miarach. W II klasie znajdowaly sie komérki o typowej wielkosci. W sktad klasy III
mogly wchodzi¢ komoérki paczkujace. Megakomorki badz te o nietypowych ksztat-
tach i rozmiarach wchodzity w sktad klasy IV.

- Zawarto$¢ chromu ogétem w odwirowanej (3000 obr./min) i dwukrotnie przemy-
tej biomasie drozdzy przeprowadzono metoda atomowej spektrometrii absorpcyj-
nej. Proby do oznaczen chromu zostaly poddane mineralizacji na mokro w piecu
mikrofalowym Plazmatronika Uniclever II. Roztwory mineralizatéw umieszcza-
no w naczyniach plastikowych w autosamplerze aparatu AAS Perkin Elmer 3110
z kuwetg grafitowa HGA-600. W programie temperaturowym od 120 do 2500°C
nastepowato suszenie, piroliza i atomizacja probki. W chwili zatomizowania préb-
ki aparat dokonywal pomiaru absorbancji promieniowania przez atomy chromu.
Analizy przeprowadzono w Katedrze Bromatologii i Dietetyki Akademii Medycz-
nej we Wroctawiu.

3.4. Przygotowanie prob fermentacyjnych z kukurydzy

3.4.1. Charakterystyka wybranych cech surowca

Surowcem do przygotowania prob fermentacyjnych bylo ziarno kukurydzy odmiany KB
1903. Ziarno pochodzito ze Stacji Hodowli Roélin Rolniczych ,,Nasiona Kobierzyce” Sp.
z 0.0. W surowcu oznaczono zawarto$¢ suchej substancji oraz skrobi. Oznaczenie zawar-
tosci suchej masy wykonano za pomocg wagosuszarki typu WPS 50S. Wynik odczyty-
wano, jako procentowg zawarto$¢ suchej masy w surowcu. Oznaczenie zawartosci skrobi
w surowcu wykonano metoda Eversa w modyfikacji Grossfelda [BS EN ISO 10520:1998].
Zawarto$¢ skrobi w surowcu wynosita 63, a suchej masy 91%. Uzyskane wyniki postuzyty
do obliczenia wydajnos$ci procesu fermentacji etanolowe;j.
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3.4.2. Przygotowanie zacieréw

Do przygotowania zacieréw wykorzystano energooszczedng metode bezci$nieniowego
uwalniania skrobi (BUS). Ziarno kukurydzy rozdrobniono wstepnie na srutowniku (typ
VEB Muhlenbau), a nastepnie zmielono na mtynku laboratoryjnym (typ WZ-1). Roz-
drobniong kukurydz¢ odwazono do kubkéw zaciernych, przygotowujac zaciery o zawar-
tosci surowca: 20, 24, 28, 32, 36 1 40% wagowych (Etap III). Sklad zacieréw przedstawiono
w tabeli 4. Do etapu IV wybrano zaciery o zawarto$ci surowca 20 i 36% (VHG).

Tabela 4
Table 4
Sklad zacieréw kukurydzianych
Corn mashes composition
Rodzaj zacieru [%] Udzial surowca w zacierze [% wagowych kukurydzy]
Lp. . . .
Type of mash 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 pomoca 0,5M H,SO, do wartosci 6.2 zawiesing kukurydzy z woda
poddano procesowi zacierania w zaciernicy laboratoryjnej Typ LB 12 Lochner Labor.
Pierwszym etapem zacierania bylo skleikowanie i uptynnianie skrobi zawartej w surowcu.
Proces przeprowadzono w temperaturze 85°C, w czasie 60 minut z zastosowaniem enzy-
mu uplynniajacego Termamyl S.C. Ilo$¢ dodanego enzymu byla przeliczana odpowied-
nio do danego stezenia surowca (tab. 2, p. 3.1). Zaciery schlodzono do temperatury 55°C
i skorygowano pH do wartosci 5,8 za pomocg 7M H,SO,.

Drugim etapem zacierania bylo scukrzanie oraz hydroliza polisacharydéw nieskrobio-
wych. Proces przeprowadzono w temperaturze 55°C w czasie 90 minut z zastosowaniem
enzymo6w Spiryzyme Fuel i OPTIMASH™ Bg. Dawki enzyméw ustalono adekwatnie do
zawartos$ci surowca w zacierze (tab. 2, p. 3.1). W czasie procesu prowadzono kontrole
scukrzenia, wykonujac probe jodowa. Po zakonczeniu tego etapu zaciery schlodzono do
temperatury 20°C, pH zacieru ustalono na 5 za pomocg pH-metru Mettler Toledo typ
MP220. Dozowano inokulum drozdzy przygotowane zgodnie z pkt. 3.4.3. Proby uzupel-
niono woda do 250 g.

W etapie IV pracy zastosowano dodatkowy preparat enzymatyczny Ceremix 6X MG.
Zaciery przygotowane do fermentacji przesaczono. Proces filtracji zacieréw byl niezbedny
w celu przeprowadzenia charakterystyki wybranych cech drozdzy zgodnie ze schematem
pracy (p. 3.2, rys. 3). Uzyskane filtraty rozdzielono na dwie czesci - jedna z nich uzupel-
niono Cr(III) w dawce 60 mg-1", druga przygotowano bez chromu (0 mg Cr(III)-1"). Fil-
traty zaszczepiono drozdzami i przeprowadzono fermentacje.
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3.4.3. Przygotowanie inokulum drozdzy

Szczepy drozdzy uaktywniono w probéwkach w podiozu ptynnym YM (p. 3.1 metodyki,
tab. 2) w temperaturze 30°C, w czasie 24 godz. Tak uaktywniong biomasg zaszczepiono
podloze YM (100 cm?) i hodowano w temperaturze 30°C przez 72 godz. Nastepnie bio-
mase¢ drozdzy odwirowano (3000 obr./min) i po przemyciu poddano standaryzacji. Pro-
ces ten wykonano na podstawie krzywych zaleznosci absorbancji od suchej masy drozdzy
(dane niepublikowane). 100 g podloza fermentacyjnego szczepiono 0,15 g s.m. drozdzy.

3.4.4. Fermentacja etanolowa zacieréw kukurydzianych

Fermentacje etanolowg prowadzono metoda okresowg w temperaturze 30°C z uzyciem
drozdzy gorzelniczych. Czas fermentacji wynosit od 72 do 96 godz. Analizy wykonywano
w czasie 0, 24, 48, 72 godz. oraz w przypadku zacieréw o wysokiej zawartosci surowca tak-
ze po 96 godz. Podczas fermentacji kontrolowano:

- Dynamike procesu fermentacji na podstawie ilosci wydzielonego CO,. Préby wazo-
no az do momentu, gdy réznica miedzy kolejnymi wazeniami byla nie wieksza niz
0,02 g. Ilo$¢ wydzielonego dwutlenku wegla w czasie procesu podano w procentach
[%] w odniesieniu do calkowitej ilo$ci wydzielonego gazu.

- Sklad ilo$ciowy i jako$ciowy podiozy fermentacyjnych, wykorzystujagc metode wy-
soko sprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Oznaczono: ilo§¢ wytworzonego
etanolu, profile weglowodanowe (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-
lumna firmy BIO-RAD HPX-87H o $rednicy 7,8 mm i dtugosci 300 mm, detektorem RI
(temperatura detekeji 60°C), szybko$¢ przeptywu eluentu 0,6 ml-min™, wielko$¢ nastrzy-
ku préby 0,25 pl.

3.5. Charakterystyka cech biotechnologicznych drozdzy
gorzelniczych podczas fermentacji zacieréw kukurydzianych

Charakterystyke cech drozdzy gorzelniczych wykonywano podczas fermentacji zacieréw
VHG (36%) oraz zacieréw 20% poddanych filtracji, w wariancie bez chromu (préba kon-
trolna) oraz z dodatkiem Cr(III) w ilo$ci 60 mg-1" (zgodnie ze schematem IV etapu pra-
<y, p 3.2, rys. 3).

Material do badan pobierano po 24., 48., 72. 1 96. godz. fermentacji. Drozdze wirowa-
no i przemywano 2-krotnie wodg w celu wydzielenia biomasy z podioza fermentacyjnego.
Podczas fermentacji kontrolowano:

- Stezenie biomasy (p. 3.3.2).

- Stan fizjologiczny drozdzy (p. 3.3.2).

- Rozmiar komorek drozdzy (p. 3.3.2).

- Biosorpcje jonéw chromu ogétem (p. 3.3.2).

- Zawartos¢ jonow: Na, K, Ca, Mg, Fe oraz Zn w biomasie drozdzy, po mineralizacji
prob w piecu mikrofalowym do spalan na mokro MARS 5 firmy CEM, za pomoca
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spektrometru absorpcji atomowej ,,Spektra AA 240FS” firmy Varian. Oznaczenie
zawartoéci Na, Ca i K wykonano metoda atomowej spektrometrii emisyjnej, a Mg,
Fe i Zn metoda atomowej spektrometrii absorpcyjnej [Kunachowicz 1997].
Sklad jakosciowy i ilo$ciowy kwaséw tluszczowych w komérkach drozdzy. Eks-
trakcje kwasow ttuszczowych z komoérki drozdzy wykonano zmodyfikowang me-
todg Ackmana [1998]. Modyfikacja polegata na tym, Ze doktadnie wysuszong préb-
ke biomasy drozdzy potraktowano mieszaning benzenu i metanolowego kompleksu
trojfluorku boru. Prébe wytrzasano, a nastepnie ogrzewano przez 15 min w temp.
50°C. Takie warunki byly optymalne do przeprowadzenia procesu estryfikacji. Po
ochtodzeniu do préby dodano H,O. Prébe odwirowano, gérng warstwe odparowa-
no w atmosferze azotu, a suchg pozostatos¢ rozpuszczano w CH,Cl,. Analize estréw
metylowych kwaséw tluszczowych przeprowadzono za pomocg chromatografu ga-
zowego PU 4410 firmy Philips wyposazonego w detektor FID. Rozdzialu dokona-
no na kolumnie kapilarnej RTX-2330 (105 m, 0.25 mm ID, 0.2 pm df) firmy Restek
stosujac jako gaz no$ny hel. Oznaczone kwasy ttuszczowe zostaly podzielone na trzy
grupy:
o MCFA (C10-C14): (Medium Chain Fatty Acids; $redniotaicuchowe kwasy
thuszczowe);
o SFA (LCFA) (C16-C18): (Long Chain Fatty Acids; diugotancuchowe kwasy
thuszczowe);
« UFA (Cl6:1, C18:1, C18:2, C18:3): (Unsaturated Fatty Acids; nienasycone
kwasy tluszczowe) [Beltran i wsp. 2008].

Klasyfikacje oznaczonych kwaséw do poszczegolnych grup przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5
Table 5
Klasyfikacja kwasow tluszczowych
Classification of fatty acids

Grupa kwasow Oznaczenie Nazwa systematyczna Nazwa zwyczajowa
Group of acids Name Systematic name Ordinary name
C 10:0 dekanowy kaprynowy
MCFA C12:0 dodekanowy laurynowy
C14:0 tetradekanowy mirystynowy
SFA (LCFA) C16:0 heksadekanowy palmitynowy
C18:0 oktadekanowy stearynowy
Cl14:1 tetradecenowy oleomirystynowy
Cle6:1 heksadecenowy oleopalmitynowy
UFA C18:1 oktadecenowy oleinowy
C18:2 oktadekadienowy linolowy
C18:3 oktadekatrienowy linolenowy

Zawarto$¢ poszczegdlnych kwasow ttuszczowych w komorkach drozdzy wyrazono jako
procent catkowitej ilosci kwasow tluszczowych. Na podstawie uzyskanych wynikéw ob-
liczono wspdtczynnik UFA/SFA (kwaséw nienasyconych/kwaséw nasyconych) [Torija

i wsp. 2003a].
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3.6. Obliczenie wydajnosci procesu i parametréw kinetycznych

Na podstawie ilosci uzyskanego etanolu obliczono wydajnos¢ etanolu ze skrobi
Y (g, 1008, ..)» a takie wydajnos¢ praktyczng etanolu w stosunku do teoretycznej (%]
wedlug réwnania fermentacji etanolowej i zawartosci skrobi w otrzymanych zacierach.

Wedlug oznaczonej ilo$ci weglowodanéw w podlozach po zacieraniu oraz ilosci cukru
nieprzefermentowanego i stezenia etanolu w plynach fermentacyjnych obliczono:

1. szybko$¢ zuzycia cukru - r, [g1"-h"],

2. stopien odfermentowania cukru - a,

3. szybko$¢ tworzenia etanolu - r_[g-1*-h'].

P
Szybkos¢ zuzycia cukru obliczono wedtug wzoru (1)
_AIST _ [S1e =[Sk 0
s - 1
At L —1,

gdzie:

r - szybkos¢ zuzycia cukru [g1"-h'],

[S], - stezenie poczatkowe cukru w przeliczeniu na glukoze [g1"],
[S], - stezenie koncowe cukru w przeliczeniu na glukoze [g1"],

t — czas poczatkowy [h],

t_ - czas konicowy [h].

Stopien odfermentowania cukru a obliczono ze wzoru (2)
[S1p =[Sk

[S1p
gdzie:

a - stopient odfermentowania cukru [%],
[S], - stezenie poczatkowe cukru w przeliczeniu na glukoze [g1"],
[S], - stezenie konicowe cukru w przeliczeniu na glukoze [g1"].

-100% (2)

Szybko$¢ tworzenia etanolu obliczono wedtug wzoru (3)

A[P] _[P), -[P],

= =
.Y t—t, )

gdzie:

r - szybkos¢ tworzenia etanolu [g1"-h],
[P], - stezenie poczatkowe etanolu [g-1'],
[P], - stezenie koncowe etanolu [g1"],

t — czas poczatkowy [h],

t, - czas konicowy [h].

W celu obliczenia wyzej wymienionych parametréw kinetycznych oznaczone weglowoda-
ny: dekstryny, maltotrioze i maltoze przeliczono na glukoze.

29



4. Omowienie wynikdéw

4.1. Charakterystyka cech biotechnologicznych
drozdzy gorzelniczych podczas wzrostu na podlozu
syntetycznym YPG wzbogaconym jonami Cr(I1I)

Czynniki $rodowiskowe, w tym zawarto$¢ zwigzkéw mineralnych, wplywaja na parame-
try wzrostu drozdzy gorzelniczych. Ze wzgledu na brak danych charakteryzujacych taki
wplyw przez jony Cr(III) pierwszy etap pracy poswiecono okresleniu skutkéw dodatku
Cr(III) na parametry wzrostu, cechy fizjologiczne i morfologiczne drozdzy gorzelniczych
oraz ich zdolno$¢ do biosorpcji tego pierwiastka podczas namnazania biomasy.

4.1.1. Parametry wzrostu drozdzy gorzelniczych w obecnosci Cr(I11)

Podstawowe wskazniki wzrostu drozdzy w podiozu syntetycznym (wykonane wg meto-
dyki p. 3.3.1) zalezaly w zréznicowany sposob od ich cech oraz stezenia dodanego Cr(I1I)
(tab. 6).

Maksymalna wlasciwa szybko$¢ wzrostu drozdzy rosta (o 5-10%) w obecnosci 8-
-60 mg Cr(III)-I"* i malafa (0 5-8%), gdy stezenie tego jonu byto wyzsze od 156 mg Cr(III)-1".
Przekroczenie tego progu stezenia skutkowalo wydluzeniem logarytmicznej fazy wzrostu
drozdzy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 0 0,5 i 1 godz. w przypadku . diastaticus
ATCC 13007.

Dodatek Cr(IIT) wptynat na wskaznik maksymalnego przyrostu biomasy (AOD,_ ).
W przypadku szczepow: S. cerevisiae Etanol Red i S. cerevisiae D2 obserwowano wzrost
tego wskaznika, gdy stezenie Cr(III) nie przekraczalo poziomu 30 mg-I'. W warunkach
wyzszego stezenia Cr(IIT) wartosci omawianego parametru byty poréwnywalne lub nizsze
w odniesieniu do prob kontrolnych. Obecnosé¢ Cr(I1I), niezaleznie od st¢zenia, wspoma-
gala tworzenie biomasy przez szczep S. diastaticus ATCC 13007.
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Tabela 6
Table 6

Wybrane parametry wzrostu drozdzy gorzelniczych obliczone na podstawie krzywych wzrostu na

podtozu YPG w obecnosci jonéw 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)

. Maksymalna
Czas trwania -
- . wiasciwa Maksymalny
Stezenie logarytmicznego o .
0 szybko$¢ przyrost biomasy
Szczepy [mg-1] wzrostu
. . wzrostu AODmax
Strains Concentration [h] N .
. . p[h'] Max. biomas
Cr (IIT) Time of logarytmic max -
Max. specific growth
growth
growth rate

0 4,63 0,23 1,08
8 4,63 0,24 1,13
S. cerevisiae 30 4,63 0,24 1,12
Etanol Red 60 4,63 0,23 1,07
156 5,00 0,21 1,06
200 5,00 0,21 1,06
0 5,33 0,22 1,16
) 8 5,00 0,23 1,13
Sch?wanmo.myces 30 5.00 023 112
occidentalis 50 =00 024 2

ATCC 48086 . 2 2
156 5,67 0,22 1,22
200 5,67 0,21 1,16
0 5,00 0,22 1,12
8 5,00 0,23 1,15
S. diastaticus 30 5,00 0,23 1,14
ATCC 13007 60 5,33 0,22 1,16
156 5,67 0,21 1,18
200 5,67 0,21 1,17
0 6,00 0,21 1,22
8 5,67 0,20 1,13
L. 30 6,00 0,21 1,23

S. cerevisiae D2

60 6,00 0,21 1,24
156 6,00 0,20 1,22
200 6,00 0,20 1,20

Pozostate cechy drozdzy badano w hodowlach wstrzasanych na podlozu YPG wzbogaco-
nym Cr(III). Najwiekszy przyrost biomasy wykazywatl szczep S. cerevisiae Ethanol Red,
a najnizszy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 (rys. 4). Badane szczepy reagowa-
ty na wzrastajace dawki Cr(III) do poziomu 60 mg-I"! wyzszym przyrostem biomasy, za$
wysokie dawki chromu powyzej 156 mg-1* wplynely na obnizenie zawartosci biomasy
0 10-15% w poréwnaniu z probami kontrolnymi. Ilos¢ biomasy szczepu S. cerevisiae D2
byta wyzsza w poréwnaniu z préba kontrolng przy wszystkich dawkach Cr(III).
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Dobrym wskaznikiem charakteryzujacym stan fizjologiczny drozdzy jest udzial w bio-
masie paczkujacych i nieaktywnych komoérek (rys. 5). Po 48 godzinach wzrostu drozdzy
w podlozu YPG bez dodatku Cr(III) udziat komérek paczkujacych wynosit od 22 (Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086) do 36% (S. diastaticus ATCC 13007), za$ nieaktyw-
nych od 1 (S. cerevisiae Ethanol Red) do 7% (S. diastaticus ATCC 13007). Wieksza ilo$cia
komorek paczkujacych charakteryzowaly sie szczepy S. cerevisiae Ethanol Red oraz S. dia-
staticus ATCC 13007 rosngce na podlozach z dodatkiem Cr(III) - od 30 do 60 mg-1"* oraz
szczep Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 podczas wzrostu na podlozu z Cr(III)
- od 8 do 60 mg-I"". W obecnosci Cr(III) do 60 mg-1" drozdze charakteryzowaly sie réw-
niez nizszym (S. diastaticus ATCC 13007) lub poréwnywalnym (S. cerevisiae Ethanol Red,
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) w stosunku do préb kontrolnych, udziatem
komorek nieaktywnych. Z kolei gdy stezenie Cr(III) bylo wyzsze od 156 mg-l", zaobser-
wowano obnizenie ilo$ci komérek paczkujacych (drozdzy S. cerevisiae Ethanol Red oraz
S. cerevisiae D2) oraz wzrost iloéci komorek nieaktywnych (drozdzy S. cerevisiae D2 oraz
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) w poréwnaniu z probg kontrolng. Drozdze
S. cerevisiae D2 reagowaly na obecnos$¢ Cr(III) obnizeniem udzialu komorek paczkuja-
cych 0 10% juz przy stezeniu 8 mg-1" oraz o 25% w obecnosci 200 mg-1'. Wysoki udziat
komorek paczkujacych tego szczepu (poréwnywalny z proba kontrolna) odnotowano je-
dynie w obecnos$ci 60 mg Cr(III)-I"".

Wazna do oceny cech morfologicznych drozdzy byta wielkos¢ komérek (p. 4.5). W ho-
dowli stanowiacej inokulum $rednica komoérek wynosita od 6,5 do 6,8 um (rys. 6). Wy-
jatkiem byly komorki drozdzy S. diastaticus ATCC 13007, ktérych srednica byta wiek-
sza i wynosita 7,6 pm. Wielkos¢ komorek nie ulegata zasadniczym zmianom podczas
hodowli w $rodowiskach o réznym stezeniu Cr(III) (rys. 6), poza szczepem S. diastati-
cus ATCC 13007. Rozmiar jego komorek, zwlaszcza w drugiej dobie hodowli, zwigkszat
sie wraz ze wzrastajacym stezeniem chromu w $rodowisku, osiagajac najwyzsza warto$¢
(10 um) w podtozu YPG z dodatkiem 200 mg Cr(III)-I"".

Najwiekszy udzial w biomasie przygotowanej do zaszczepienia miaty komorki o roz-
miarach 4,6-8,0 um (klasa IT), a wiec typowe komorki (rys. 7).

W czasie hodowli na podtozach wzbogacanych w Cr(III) nie stwierdzono jego zna-
czacego wplywu na udzial procentowy komérek w poszczegdlnych klasach wielkosci
wigkszo$ci badanych szczepéw drozdzy. Podobnie jak w inokulum najwiecej komodrek
(60-70%) znajdowato si¢ w klasie IT o wymiarach 4,6-8,0 um (rys. 8). Wystepowanie ko-
morek w poszczegdlnych klasach wielkosci bylo raczej uzaleznione od rodzaju szczepu
drozdzy niz obecnosci Cr(IIT) w podiozu hodowlanym. Jedyny wyjatek stanowily droz-
dze S. diastaticus ATCC 13007. W przypadku tego szczepu wraz ze wzrostem stezenia
Cr(III) w srodowisku hodowlanym obserwowano obnizenie zawartos$ci komdrek w kla-
sie drugiej z 60 do 45% i wzrost udziatu komoérek w klasie IIT i IV. Pojawienie si¢ mega-
komorek w klasie IV w ilo$ci do 4,5% bylo charakterystyczne tylko dla szczepu S. diasta-
ticus ATCC 13007. W tym przypadku ilo§¢ komdrek o bardzo duzej $rednicy zwigkszata
sie wraz ze wzrostem stezenia chromu w podlozu.
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Rys. 7. Udzial komérek drozdzy w poszczegdlnych klasach wielkosci
przed zaszczepieniem do podfoza YPG wzbogaconego w Cr(IIT)
Fig. 7. The share of yeast cells in different size classes
before inoculation to YPG medium enriched with Cr (IIT)
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W komorkach drozdzy préb kontrolnych (bez dodatku Cr(IIT)) stwierdzono $ladowe ilo-
$ci chromu, ktére wynosily od 0,05 (S.cerevisiae D2) do 0,14 pg-g's.m. (S. diastaticus
ATCC 13007). Wszystkie badane szczepy drozdzy wykazywaly zdolnos¢ pobierania tego
pierwiastka ze srodowiska hodowlanego i jego bioakumulacji (tab. 7). Ilo§¢ chromu w bio-
masie drozdzy rosta wraz ze wzrostem stezenia Cr(IIT) w podiozu, przy czym zawarto$é
chromu w biomasie zalezala od szczepu drozdzy. Podczas namnazania najwiecej chromu
(powyzej 800 ug-g’s.m.) przyswoily szczepy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086
oraz S. cerevisiae D2, a najmniej S. cerevisiae Etanol Red (430 ug-g's.m.).

Tabela 7
Table 7
Zawarto$¢ chromu w komoérkach drozdzy po 48 godz. wzrostu w podtozu YPG
w obecnosci Cr (IIT)
The content of chromium in yeast cells after 48 h growth
in YPG medium in the presence of Cr (III)
L Zawarto$¢ chromu [pug-g*s.m.]
S[t;izge? 11 ]e The content of chromium [pg-g"'d.w.]
Concentration S.cerevisiae SCZYZ.ZZZZ?; ces S. cerevisiae S. diastaticus
Cr (IIT) Etanol Red ATCC 48086 D2 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

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze dodatek jonéw Cr(III) do modelowego podto-
za hodowlanego YPG w ilosci do 60 mg-1* wptynal pozytywnie na parametry kine-
tyczne wzrostu badanych szczepoéw drozdzy gorzelniczych. Stwierdzono takze popra-
we dynamiki wzrostu drozdzy (zwiekszenie maksymalnej wlasciwej szybko$¢ wzrostu,
maksymalnego przyrostu biomasy) oraz wzrost stezenia biomasy. Odnotowano réw-
niez wiekszy procentowy udzial komoérek paczkujacych niz w probach kontrolnych.
W obecnosci 156 oraz 200 mg Cr(III)-1"* obserwowano obnizenie ilosci komoérek pacz-
kujacych drozdzy oraz wzrost ilosci komdrek nieaktywnych w poréwnaniu z prébami
kontrolnymi. Nie stwierdzono wptywu Cr(III) na cechy morfologiczne (rozmiar ko-
morek drozdzy). Wyjatkiem byl szczep S. diastaticus ATCC 13007, rozmiar jego komo-
rek, zwlaszcza w drugiej dobie hodowli, zwiekszal si¢ wraz ze wzrastajacym stezeniem
Cr(III) w $rodowisku.

Drozdze wykazywaly zdolno$¢ bioakumulacji chromu. Najwiecej nagromadzity 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 podlozu syntetycznym YM z dodatkiem Cr(I1I)

Dos$wiadczenie przeprowadzono w dwdch wariantach (p. 3.2, rys. 1b). W wariancie I -
chlorek chromu dodano do podloza wzrostowego, a w drugim do podloza fermentacyj-
nego.

Celem tak skonstruowanego do$wiadczenia byt zamiar oceny wptywu jonéw Cr(III) na
przebieg fermentacji etanolowej glukozy w zaleznosci od stezenia tego pierwiastka oraz
zastosowanego wariantu suplementacji. Przebieg dynamiki fermentacji, stanowiacy wy-
znacznik aktywnosci fermentacyjnej drozdzy, przedstawiono jako procentowy udzial wy-
dzielonego CO, w odniesieniu do catkowitej ilosci wydzielonego gazu.

Dodanie Cr(III) do podloza wzrostowego nie wywieralo wplywu na dynamike fer-
mentacji badanych szczepéw drozdzy, niezaleznie od jego dawki (rys. 9). Natomiast
wyrazny wplyw na aktywno$¢ fermentacyjna badanych szczepdw wykazywal dodatek
Cr(III) bezpos$rednio do podioza fermentacyjnego (wariant II). Aktywnos$¢ fermen-
tacyjna drozdzy z wyjatkiem S. cerevisiae D2 rosta wraz ze wzrostem stezenia Cr(I1I)
w podlozu fermentacyjnym (rys. 10). Stwierdzono, ze suplementacja Cr(III) podlo-
za fermentacyjnego wplyneta na skrécenie fazy zafermentowania. Najwieksze réznice
w ilosci wydzielonego CO, obserwowano w pierwszych 6 godzinach fermentacji. W tym
czasie w probach kontrolnych wydzielilo si¢ zaledwie 7,5% gazu, natomiast w probach
wzbogacanych Cr(III) odnotowano nawet 50% catkowitej ilo$ci wydzielonego CO,.
Wzrost aktywnos$ci fermentacyjnej drozdzy obserwowano takze po pierwszej dobie
procesu, wowczas w probach kontrolnych odnotowano 70-75% calkowitej ilo$ci wy-
dzielonego gazu, natomiast w probach zawierajacych 200 mg Cr(III)-1" wydzielilo si¢
0 25% gazu wiece;j.

Dodatek Cr(III) do podloza fermentacyjnego nie wptynal na dynamike fermentacji
szczepu S. cerevisiae D2. Po pigciu godzinach fermentacji etanolowej réznica w ilo$ci
wydzielonego gazu pomigdzy proba o najlepszej aktywnosci fermentacyjnej (wariant
II z dodatkiem 200 mg Cr(III)-1"'), a préba kontrolng wynosita zaledwie 5%, podczas
gdy w przypadku wczes$niej omowionych szczepdw drozdzy rdznica ta wynosila nawet
50%. Po 24 godz. procesu aktywnosci fermentacyjne drozdzy w podlozach zawierajg-
cych Cr(III) byly zblizone. Ilo$¢ wydzielonego gazu w tych eksperymentach wynosila
okoto 96%, natomiast w do$wiadczeniach prowadzonych na podtozu kontrolnym réw-
nata sie 83%.

Stwierdzono, ze dodatek Cr(III) do podiozy fermentacyjnych miat korzystny wptyw na
dynamike fermentacji wszystkich badanych drozdzy z wyjatkiem szczepu S. cerevisiae D2.
Do dalszych etapéw pracy wybrano wariant II (suplementacja podfoza fermentacyjne-
go jonami Cr(III)) i zrezygnowano z udzialu szczepu S. cerevisiae D2, poniewaz dodatek
Cr(III) nie poprawil jego aktywnosci fermentacyjnej. Analizujac wplyw Cr(III) na para-
metry wzrostu i aktywno$¢ fermentacyjng w podtozach modelowych (syntetycznych), do
dalszego etapu pracy wybrano dawke 60 mg Cr(III)-I"', poniewaz wplywala ona korzystnie
na parametry wzrostu drozdzy gorzelniczych, ich stan fizjologiczny oraz nie powodowala
zmian cech morfologicznych.
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4.2. Dynamika i efekty fermentacji etanolowej
w zacierach kukurydzianych o réznej zawartosci surowca

Majac na uwadze warunki przemystowej produkcji etanolu, w kolejnym etapie pracy za-
stosowano podloza naturalne przygotowane z kukurydzy i oceniono wplyw jej zawartosci
w zacierze na aktywno$é¢ fermentacyjng drozdzy gorzelniczych.

W wyniku procesu zacierania przeprowadzonego w warunkach laboratoryjnych
(p. 3.4.2) otrzymano 6 zacieréw kukurydzianych o zréznicowanej zawartosci surowca
w zakresie od 20 do 40% (p. 3.1 tab. 2). Na podstawie analizy profili weglowodanowych
uzyskanych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w zacierach stwierdzono
obecnos¢ glukozy, fruktozy, maltozy, maltotriozy oraz dekstryn, a przykladowy chroma-
togram przedstawiono na rysunku 11.
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Rys. 11. Chromatogram profili weglowodanowych i produktéw fermentacji etanolowej zacieréw
kukurydzianych
Fig. 11. Chromatogram of carbohydrate profiles and prod-
ucts of ethanol fermentation of corn mashes

Wraz ze wzrostem zawartosci kukurydzy w zacierze podnosil sie poziom weglowodanéw
w podtozu fermentacyjnym, gtéwnie glukozy (rys. 12) od 143 (zacier 20%) do 236 g-1"
(zacier 40%) oraz maltozy (rys. 13) od 4 (zacier 20%) do 12 g-1"' (zacier 40%). W zacie-
rach o zawartoéci surowca do 28% ilo$¢ pozostatych weglowodanéw (tj. fruktozy, mal-
totriozy oraz dekstryn) utrzymywala si¢ poziomie nieprzekraczajacym Iacznie steze-
nia 5 g (rys. 13). Najwyzsze stezenie polisacharydéw stwierdzono w zacierach gestych
(36 1 40%), ilos¢ maltotriozy byta czterokrotnie wyzsza, a dekstryn dwunastokrotnie
w poréwnaniu z zacierami 20%. Fakt ten $wiadczy o niskiej efektywnosci hydrolizy skro-
bi w zacierach gestych.
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Rys. 12. Poczatkowe stezenie glukozy w zacierach kukurydzianych
o wzrastajgcej zawartosci surowca
Fig. 12. Initial glucose concentration in corn mashes of increasing raw material content
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Rys. 13. Poczatkowe stezenie weglowodanéw w zacierach kukurydzianych
0 wzrastajgcej zawartosci surowca
Fig. 13. Initial carbohydrates concentration in corn mashes of increasing extract content

Wzrost ekstraktu z kukurydzy w zacierze ostabial dynamike fermentacji z udzialem ba-
danych drozdzy. Najwigksze réznice obserwowano w pierwszej i drugiej dobie procesu.
Tlos¢ wydzielanego CO, w zacierach 36 i 40% byta nizsza $rednio 0 10-20% w poréwnaniu
z zacierami 20 i 24%, a po 92 godzinach procesu jego ilo$ci byly zblizone we wszystkich
probach fermentacyjnych i wynosily powyzej 90%. Najlepsza dynamikg fermentacji cha-
rakteryzowal si¢ szczep gorzelniczy S. cerevisiae Etanol Red (rys. 14).
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Rys. 14. Dynamika wydzielania CO, podczas fermentacji zacierow kukurydzianych
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Fig. 14. Dynamics of CO, secretion during fermentation of corn mashes

Analiza profili weglowodanowych przefermentowanych zacieréw wykazata, iz bada-
ne drozdze gorzelnicze wykorzystaly catkowicie glukoze i fruktoze obecng w zacie-
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rach zawierajacych do 32% surowca (rys. 15). Ilosci maltozy, maltotriozy i dekstryn
byty niewielkie i wynosity od 1 do 2 g-1"'. Znaczne ilo$ci weglowodanéw wykazano
w przefermentowanych zacierach gestych (zaciery 36 i 40%) (rys. 15). Najwigkszy pro-
cent w nich stanowila glukoza (60-70%), nastepnie maltoza (10-15%) oraz dekstryny
(6-11%). IloSci nieprzefermentowanych cukréw zalezaty réwniez od szczepu drozdzy
uzytego do fermentacji. Najnizsze stezenie dekstryn odnotowano w prébach fermento-
wanych z udzialem drozdzy amylolitycznych S. diastaticus ATCC 13007 oraz Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086, za$ najnizsze ilosci glukozy oraz maltozy w przy-
padku szczepu S. cerevisiae Ethanol Red.
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Rys. 15. Profile weglowodanowe przefermentowanych zacieréw kukurydzianych
0 wzrastajacej zawartosci 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

Wzrastajacej zawartosci kukurydzy w zacierach od 20 do 36% towarzyszyly wieksze iloéci two-
rzonego etanolu (od 65 do 92 g1"), ale przekroczenie poziomu 40% surowca skutkowato obni-
zeniem jej zawarto$ci o 2-3 g-I'* (rys. 16a). Pomimo wzrostu stezenia etanolu w podlozach fer-
mentacyjnych wraz ze zwigkszaniem zawarto$ci surowca w zacierze jego wydajnos¢ ze skrobi
oraz wydajno$¢ praktyczna procesu obliczone zgodnie z p. 3.6, obnizaly si¢ (rys. 16b, rys. 16¢).
Zdolnosci badanych drozdzy do wydajnej produkgji etanolu byty wiec zréznicowane. Stwier-
dzono, ze najlepsza wydajnos¢ etanolu osiagnieto w zacierach 20 i 24% z udzialem drozdzy
S. diastaticus ATCC 13007 (90-92% teoretycznej). Wzrost zawarto$ci surowca w zacierach skut-
kowat obnizeniem wydajnosci praktycznej etanolu niezaleznie od stosowanego szczepu do 62—
-68% (w zacierze 40%). Najlepsza wydajnoscia praktyczng w zacierach gestych (36-40%) cha-
rakteryzowat sie szczep S. cerevisiae Etanol Red, a najnizsza S. diastaticus ATCC 13007 (rys. 16¢).

Potwierdzeniem zmniejszania si¢ wydajnoséci etanolu podczas fermentacji zacieréw
o podwyzszonej zawartosci ekstraktu byto obnizanie si¢ stopnia wykorzystania cukrow
(rys. 16d). Wysoki stopien odfermentowania (99-97%) odnotowano w zacierach zawiera-
jacych do 32% surowca, za$ w pozostalych podiozach fermentacyjnych obserwowano ob-
nizenie wartosci omawianego parametru do poziomu 78% (zacier 40%).

Nielotnym produktem ubocznym fermentacji etanolowej jest glicerol. Jego zawarto$¢
w przefermentowanych zacierach rosta wraz z wiekszg iloscia kukurydzy od 5,6 do 10,2 g1,
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osiagajac najwyzszy poziom w zacierze 40% (rys. 17a). Podobne tendencje wykazano w przy-
padku kwaséw organicznych. W przefermentowanych zacierach 40% stezenie kwasu octowe-
go bylo czterokrotnie wyzsze w poréwnaniu z zacierami 20%, a kwasu bursztynowego dwu-
krotnie (rys. 17b, 17¢).
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Rys. 17. Iloé¢ produktéw ubocznych tworzonych podczas fermentacji zacieréw kukurydzianych
o wzrastajacej zawartosci 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

Zréznicowane warunki srodowiska fermentacyjnego wynikajace poczatkowo ze wzra-
stajacego stezenia weglowodanéw w zacierze, a nastepnie wzrastajacej ilosci wytworzo-
nego etanolu i produktéw ubocznych fermentacji, wptynely na stan fizjologiczny bada-
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nych komdrek drozdzy oceniany ilo$cia komdrek paczkujacych i nieaktywnych (rys. 18).
Po zakonczonej fermentacji w zacierach gestych (36-40%) udzial komérek paczkujacych
z reguly byl dwukrotnie nizszy, a nieaktywnych wyzszy o 3% (w przypadku S. cerevisiae
Ethanol Red) i 8% (dla S. diastaticus ATCC 13007) w poréwnaniu z zacierami 20%.

Zz
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Komarki paczkujace Komoarki nieaktywne
Budding cells Inactive cells

Rys. 18. Stan fizjologiczny komoérek drozdzy po fermentacji zacieréw
0 wzrastajacej zawartosci surowca
Fig 18. Physiological condition of yeast cells after fermentation of mashes
of increasing raw material content

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze wzrost zawarto$ci surowca w zacierze ujawnit
zréznicowane zdolnoséci badanych drozdzy do wydajnej produkcji etanolu. Pomimo
wiekszych iloéci tworzonego etanolu wydajnos¢ procesu obnizata si¢ wraz ze wzrostem
ekstraktu z kukurydzy w zacierze. Najlepsza wydajno$¢ etanolu oraz najwyzszy stopien
odfermentowania uzyskano w zacierach 20 i 24% fermentowanych z udziatem wszyst-
kich badanych drozdzy. Wzrost zawartosci surowca do 32% skutkowal obnizeniem wy-
dajnosci produkeji etanolu, cho¢ stopien odfermentowania byt bardzo wysoki i wynosit
powyzej 97%. W efekcie drozdze wykorzystaly prawie catkowicie dostepne w zacierze
weglowodany, a obnizenie wydajnosci etanolu bylo skorelowane ze wzrostem ilosci wy-
tworzonych produktéw ubocznych procesu, gtéwnie glicerolu. W zacierach gestych (36
i 40%) zanotowano najnizsza wydajno$¢ procesu (62-68% teoretycznej) oraz niski sto-
pien odfermentowania weglowodandw (78%). Po zakonczeniu fermentacji stwierdzono
w zacierach znaczne ilosci nieprzefermentowanych weglowodanéw, w tym glukozy (od
15 do 34 g1') oraz maltozy (od 3,5 do 6,5 g-1"). Stad tez przedmiotem dalszych badan
byta cheé poprawy efektéw fermentacji zacieréw gestych typu VHG droga suplementa-
¢ji podloza fermentacyjnego jonami Cr(III). Do kolejnego etapu badan wybrano zacier
36% (VHG) i 20% jako poréwnawczy. Powodem rezygnacji z zacieru 40% byly problemy
z jego filtracja.
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4.3. Charakterystyka wybranych cech biotechnologicznych
drozdzy gorzelniczych w zacierach kukurydzianych
z dodatkiem chromu (60 mg Cr(III)-1")

W dostepnej literaturze trudno znalez¢ informacje dotyczace wplywu jonéw Cr(III) na
przebieg i wskazniki technologiczne fermentacji zacieréw kukurydzianych typu VHG
oraz cechy morfologiczne i fizjologiczne drozdzy gorzelniczych. Wybrane w p. 4.2 podto-
za suplementowano Cr(III) w ilosci 60 mg:1". Taka iloé¢ Cr(III) wptywata korzystnie na
parametry wzrostu drozdzy oraz dynamike fermentacji glukozy w podfozu syntetycznym
(p. 4.1). Ponadto nie zmienita ona cech morfologicznych zadnego z badanych szczepow.

4.3.1. Aktywno$¢ fermentacyjna drozdzy gorzelniczych w przefiltrowanych
zacierach kukurydzianych 20 i 36% (VHG) z dodatkiem 60 mg Cr(III)-1"

Zmienne warunki srodowiska fermentacyjnego wynikajace zaréwno ze zrdznicowanej za-
wartosci ekstraktu z kukurydzy, jak i braku lub obecnosci Cr(III) (0 i 60 mg Cr(III)-1")
wplynely na przebieg i efekty konicowe procesu fermentacji (rys. 19). W przefiltrowanych
zacierach VHG (36%) wysoki ekstrakt z kukurydzy spowalnial dynamike wydzielania
CO,. W efekcie czas niezbedny do przeprowadzenia fermentacji przefiltrowanych zacie-
réw VHG wynosil 96 godzin, podczas gdy fermentacja zacieréw 20% zakonczyla si¢ po
72 godzinach. Obecnos¢ Cr(III) w ilosci 60 mg-1" nie wpltyneta na dynamike wydzielania
CO, w badanych podtozach kukurydzianych.

Drozdze bardzo szybko wykorzystywaly weglowodany zawarte w zacierach 20%.
W czasie pierwszej doby wykorzystaly 75% glukozy. Po drugiej dobie fermentacji w pod-
tozach kukurydzianych nie stwierdzono obecnoéci glukozy (rys. 20a) ani fruktozy (rys.
20b), a po jej zakonczeniu oznaczono jedynie §ladowe ilosci nieprzefermentowanej mal-
tozy (rys. 24c), maltotriozy (rys. 20d) i dekstryn (rys. 20e).

Dynamika wykorzystania weglowodanéw przez drozdze w podtozach VHG byla zde-
cydowanie odmienna. W pierwszej dobie przyswoily one zaledwie 30% glukozy. W tym
samym okresie obserwowano 3—-4-krotne obnizenie stezenia maltotriozy i dekstryn oraz
wzrost zawartosci maltozy. Byt to wynik dziatania enzyméw amylolitycznych uplynniaja-
cych i scukrzajacych dodanych do podloza kukurydzianego podczas zacierania (p. 3.4.2)
oraz wytworzonych przez drozdze S. diastaticus ATCC 13007 i Schwanniomyces occidenta-
lis ATCC 48086 (rys. 20 a, b, ¢, d, e). W kolejnych dobach procesu obserwowano stopnio-
we obnizenie zawarto$ci poszczegdlnych weglowodandw. Pomimo to, po zakonczeniu fer-
mentacji, w podlozach pozostaly znaczne iloéci nieprzefermentowanych weglowodandw.
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Rys. 19. Dynamika fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych 20 i 36% w obecnosci

60 mg-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:1" Cr(III) and without it
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Ich stezenie zalezalo od zastosowanego szczepu drozdzy i wynosilo od 24 (S. cerevisiae
Ethanol Red) do 37 gl (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086). Najnizsze steze-
nie glukozy (13 g"') stwierdzono w prébach fermentowanych z udzialem S. cerevisiae
Ethanol Red, a najwyzsze w probie VHG bez dodatku Cr(III) fermentowanej przy uzyciu
drozdzy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 (rys. 20a). Najnizsze ilosci nieprzefer-
mentowanej maltozy (rys. 20c), maltotriozy (rys. 20d) i dekstryn (rys. 20e) stwierdzono
w prébach fermentowanych przez drozdze S. diastaticus ATCC 13007.

Suplementacja podloza VHG Cr(III) w ilosci 60 mg-1"' wplyneta na poprawe dynamiki
i stopienia wykorzystania weglowodandw. Po zakonczonej fermentacji w podtozach ku-
kurydzianych stezenie weglowodanéw byto nizsze i wynosito od 15 do 29 g-1*. Najlepsze
efekty uzyskano w podlozach fermentowanych z udzialem drozdzy S. diastaticus ATCC
13007, gdzie koncowe stezenie nieprzefermentowanych weglowodanéw bylo dwukrot-
nie nizsze w poréwnaniu z prébami niesuplementowanymi. W obecnosci Cr(III) drozdze
szybciej wykorzystywaly glukoze, przy czym najwieksze réznice obserwowano w drugiej
i trzeciej dobie fermentacji, a w efekcie konicowym stezenie glukozy po fermentacji bylo
nizsze w poréwnaniu z prébami niesuplementowanymi o 13 (S. diastaticus ATCC 13007),
10 (S. cerevisiae Ethanol Red) i 7 g (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) (rys.
20a). W obecnosci jondéw Cr(III) drozdze S. diastaticus ATCC 13007 i Schwanniomyces
occidentalis ATCC 48086 lepiej wykorzystywaty dekstryny, ktérych koncowe stezenie byto
dwukrotnie nizsze w poréwnaniu z probami bez dodatku chromu. Nie stwierdzono wpty-
wu Cr(IIT) na bilans wykorzystania fruktozy i maltotriozy.

Na podstawie analizy profili weglowodanowych oraz ilo$ci wytworzonego etano-
lu obliczono parametry kinetyczne procesu (zgodnie z p. 3.6): szybkos$¢ zuzycia cukrow
r [g1"h] (rys. 21), stopien ich odfermentowania a [%] (rys. 22) oraz szybkos¢ produkcji
etanolur [gl"h"'] (rys. 24). Najwyzszg szybkos¢ zuzycia cukrow 4,7 g1'-h"' odnotowano
w pierwszej dobie fermentacji w podlozach 20% (rys. 21), zas w podtozach 36% wartos¢
analizowanego parametru byta nizsza o 1 g1"-h"’. Stopient wykorzystania curéw w pierw-
szej i drugiej dobie procesu byl o potowe nizszy w zacierach VHG w poréwnaniu z pro-
bami 20%. Obecnoé¢ Cr(IIT) wplyneta zardwno na wzrost szybkosci zuzycia cukréow, jak
i stopnia ich wykorzystania w podlozach 36% od drugiej doby procesu (rys. 21, rys. 22).
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Rys. 20. Zawarto$¢ glukozy (a), fruktozy (b), maltozy (c), maltotriozy (d) i dekstryn (e) podczas
fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-1"* Cr(III)
ibez 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-1" Cr(III) and without it
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Rys. 21. Szybkos¢ zuzycia cukru podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych
201 36% w obecnosci 60 mg-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-1"! Cr(III) and without it
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Rys. 22. Stopient wykorzystania weglowodanéw po fermentacji zacieréw przefiltrowanych zacieréw
kukurydzianych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-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-1"' Cr(III) and without it

W prébach VHG (36%) wzbogaconych Cr(III) stwierdzono wyzsze ilosci etanolu w po-
réwnaniu z probami niesuplementowanymi poczawszy od drugiej doby procesu (rys. 23).
Obserwowano wzrost szybkosci produkeji etanolu, szczegdlnie przez S. cerevisiae Ethanol
RediS. diastaticus ATCC 13007 (rys. 24), co skutkowalo jego wyzszym stezeniem po pro-
cesie fermentacji odpowiednio o 7 i 12 gI"! oraz poprawg wydajnosci produkcji etanolu
(rys. 25). Najbardziej efektywny pod wzgledem iloéci etanolu oraz wydajnosci fermenta-
cji byt szczep S. diastaticus ATCC 13007, najmniej za$ Schwanniomyces occidentalis ATCC
48086. Pomimo wzrostu dynamiki tworzenia etanolu w obecnosci Cr(III) jego koncowe
stezenie nie zmienifo sie¢ w przypadku tego szczepu drozdzy, natomiast czas potrzebny do
jego uzyskania byl krétszy o dobe.
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W zacierach 20% nie obserwowano wptywu Cr(III) na dynamike fermentacji weglo-
wodandw, tworzenia etanolu ani jego koncowe stezenie.
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Rys. 23. Zawartos$¢ etanolu podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych
201 36% w obecnosci 60 mg-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-1" Cr(III) and without it
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Rys. 24. Szybkos¢ produkgji etanolu podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzia-
nych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-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-1" Cr(III) and without it
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Rys. 25. Wydajnos¢ etanolu po fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych 20 i 36%
w obecnosci 60 mg-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-1" Cr(III) and without it

Stezenie gtdwnego nielotnego produktu ubocznego fermentacji, glicerolu, rosto w kolej-
nych dobach fermentacji. Niezaleznie od obecnosci czy braku Cr(III) bylo blisko dwu-
krotnie wyzsze w zacierach 36%, poczawszy od pierwszej doby fermentacji (rys. 26). Naj-
nizsza jego ilo$¢ (od 3,5 do 6 g1'!) stwierdzono w zacierach fermentowanych przez szczep
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, za$ najwyzsza, gdy stosowano szczep S. diasta-
ticus ATCC 13007 (od 4 do 8 g-I'"). Obecno$¢ jonéw Cr(IIT) nie miata widocznego wplywu
na biosynteze glicerolu niezaleznie od ekstraktu ani szczepu drozdzy.

Dynamika tworzenia kwasu bursztynowego w pierwszych dwoch dobach fermentacji
byta zblizona niezaleznie od zawartosci ekstraktu w podlozu fermentacyjnym. Dopiero
w 3. i 4. dobie ulegla zréznicowaniu (rys. 27). Koficowe stezenie kwasu bursztynowego
bylo dwukrotnie wyzsze w podtozu VHG. Nie stwierdzono wplywu obecnosci Cr(III) na
iloé¢ tworzonego kwasu bursztynowego.

Stezenie kwasu octowego nie przekraczalo w podlozach 20% 0,5 g1, a w zacierach
VHG bylo pieciokrotnie wyzsze (rys. 28). Dodatek Cr(III) nie miat znacznego wptywu na
tworzenie tego kwasu.

Obecno$¢ kwasu mlekowego, bedacego prawdopodobnie efektem rozwoju bakterii
mlekowych, stwierdzono jedynie w §ladowych ilo$ciach w podlozach 20% bez dodatku
Cr(III) (rys. 29). Tak niskie ilosci kwasu mlekowego nie stanowily u badanych drozdzy
czynnika hamujacego ich aktywno$¢ metaboliczng.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze w zacierach VHG z dodatkiem Cr(III) w ilo-
$ci 60 mgI" wskazniki technologiczne fermentacji ulegly znacznej poprawie. Od dru-
giej doby procesu obserwowano wzrost dynamiki i stopnia wykorzystania weglowoda-
ndw, polepszenie paramatrow kinetycznych, w tym wzrost szybkosci produkgji etanolu.
W obecnosci Cr(III) drozdze szybciej wykorzystywaty glukoze, a jej stezenie po fermenta-
¢ji byto nizsze w poréwnaniu z prébami niesuplementowanymi o 13 (S. diastaticus ATCC
13007), 10 (S. cerevisiae Ethanol Red) 17 g-1'! (Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086).
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Ponadto w obecnosci Cr(III) drozdze amylolityczne (S. diastaticus ATCC 13007 i Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086) lepiej wykorzystywaly dekstryny. W efekcie konco-
wym uzyskano wzrost stgzenia etanolu w probach fermentowanych przez drozdze S. ce-
revisiae Ethanol Red i S. diastaticus ATCC 13007, odpowiednio o 7 i 12 g-1*, poprawe
wydajnosci procesu oraz skrdcenie czasu fermentacji o dobe z udzialem szczepu Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086 przy zachowaniu wydajnosci procesu.
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Rys. 26. Zawartos¢ glicerolu podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych
201 36% w obecnosci 60 mg-1" Cr(III) i bez jego dodatku
Fig. 26. Glycerol content during fermentation of 20 and 36% filtra-
ted corn mashes in the presence of 60 mg-1" Cr(III) and without it
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Rys. 27. Zawarto$¢ kwasu bursztynowego podczas fermentacji przefiltrowanych zacierow
kukurydzianych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-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-1" Cr(III) and without it
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Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red
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Rys. 28. Zawarto$¢ kwasu octowego podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw
kukurydzianych 20 i 36% w obecnoéci 60 mg-1* Cr(III) i bez jego dodatku
Fig. 28. Acetic acid content during fermentation of 20 and 36% filtrated corn mashes
in the presence of 60 mg-1" Cr(III) and without it
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Rys. 29. Zawarto$¢ kwasu mlekowego podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzia-
nych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-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-1" Cr(III) and without it
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4.3.2. Przyrost biomasy podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw
kukurydzianych wzbogaconych w Cr(I1I)

Oproécz skladu podioza fermentacyjnego waznym czynnikiem wplywajacym na tempo
i efekty fermentacji byly zawarto$¢ biomasy i szybkos¢ jej przyrostu.

Najwiekszy (blisko dwukrotny) przyrost biomasy drozdzy obserwowano w pierwszej
(S. diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) i drugiej (S. cere-
visiae Etanol Red) dobie fermentacji przefiltrowanych zacieréw 20% (rys. 30). W podto-
zu VHG drozdze (8. diastaticus ATCC 13007, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086)
charakteryzowaly sie dluzsza faza adaptacji do warunkow srodowiska, a zawartoéci ich
biomasy byly blisko dwukrotnie nizsze w poréwnaniu z zacierami 20%. Jedynie czasowy
profil biomasy szczepu S. cerevisiae Ethanol Red byt podobny w obydwu zacierach, a po-
nadto szczep ten charakteryzowal si¢ najwyzszym przyrostem biomasy (4,5 g1 s.m.) nie-
zaleznie od rodzaju podloza fermentacyjnego oraz braku lub obecnosci Cr(III). Najnizszy
przyrost biomasy (3,0 g-1'' s.m.) odnotowano w przypadku szczepu Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086, zwlaszcza w podlozu VHG z dodatkiem Cr(III) (rys. 30).

Dodatek 60 mg Cr(III)-1" do podtozy kukurydzianych 20% poprawil dynamike wzro-
stu wszystkich badanych drozdzy oraz koncowq zawartos¢ biomasy drozdzy S. diastaticus
ATCC 13007. Natomiast suplementacja podtoza VHG Cr(III) wptyneta pozytywnie jedy-
nie na szybko$¢ namnazania biomasy szczepu S. diastaticus ATCC 13007.
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Rys. 30. Dynamika namnazania biomasy podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw kukury-
dzianych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-1" Cr(III) i bez jego dodatku
Fig. 30. Dynamics of biomass production during fermentation
of 20 and 36% filtrated corn mashes in the presence of 60 mg-1"! Cr(III) and without it
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Wplyw Cr(III) na cechy morfologiczne drozdzy gorzelniczych podczas fermentacji oce-
niono na podstawie zmian wielko$ci komérek. Srednica komérek drozdzy (rys. 31) przed
fermentacja wynosila od 5,5 (S. cerevisiae Etanol Red) do 6,1 um (Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086). Bez wzgledu na obecnos¢ lub brak Cr(III) komoérki wszystkich ba-
danych szczepéw drozdzy zwiekszaly swoje rozmiary w poczatkowym etapie fermentacji
(do 8,5 um), a pod koniec fermentacji stawaly si¢ mniejsze (7,5 um). Najwieksze rdznice
obserwowano w pierwszej i drugiej dobie procesu, rozmiar komoérek zwigkszyt sie o 30%
i zalezal od szczepu drozdzy oraz rodzaju podloza fermentacyjnego. Nie stwierdzono za-
tem wplywu Cr(III) na wielko$¢ komoérek drozdzy.

Opierajac si¢ jedynie na srednich warto$ciach rozmiaréw komorek nie charakteryzu-
je wystarczajaco struktury populacji wedlug rozmiardw, totez badane szczepy analizowa-
no réwniez, biorgc pod uwage podane wczeéniej klasy (p. 3.3.2). W biomasie drozdzy
przed fermentacja obserwowano 60% komorek o typowych rozmiarach od 4,6 do 8,0 pm
(klasa IT) oraz 25-30% komdrek drobnych (0,2-4,5 pm) zaliczanych do I klasy wielko$ci.
Udziat komoérek w klasie IIT (8,1-15 um), do ktérej zaliczamy komorki paczkujace lub te
o duzych $rednicach, wynosit od 5 (S. cerevisiae Etanol Red) do 17% (Schwanniomyces
occidentalis ATCC 48086). Nie stwierdzono obecno$ci megakomorek o srednicy powy-
zej 15,1 pum. W ciagu pierwszej doby fermentacji zmniejszal si¢ udzial dojrzatych komo-
rek (klasa IT) o 15-20%, a takze komorek drobnych o $rednicy do 8 pm o 10-15%. Stan
ten utrzymywat sie, z niewielka fluktuacja, do korca procesu fermentacji (rys. 32, 33, 34).
Obecnos¢ komorek w klasie ITI, stosunkowo niska w momencie zaszczepienia, zwigkszy-
ta sie w trakcie fermentacji do poziomu 30%. Ponadto juz w pierwszej dobie fermentacji
obserwowano pojawienie si¢ megakomorek (klasa IV). Ich ilo$¢ byta wyzsza podczas fer-
mentacji prob VHG i wynosita 5-6%. Drozdze fermentujace proby VHG charakteryzowa-
ty si¢ poza tym wyzszym udzialem komorek w klasie III oraz nizszym komorek w klasie I
w poréwnaniu z probami 20%. Inaczej zmieniala sie struktura populacji wedtug klas wiel-
kosci w przypadku drozdzy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 podczas fermen-
tacji zacieréw kukurydzianych 20% z dodatkiem Cr(III) (rys. 33). W czasie fermentacji
wykazano wysoka ilo$¢ komorek o typowych rozmiarach w klasie II utrzymujacg sie na
poziomie 60% do kornca procesu. Obserwowano natomiast spadek liczby komoérek drob-
nych o érednicy ponizej 8 um do 6%.
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Rys. 31. Srednica komoérek drozdzy podczas fermentacji przefiltrowanych zacieréw
kukurydzianych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-1" Cr(III) i bez jego dodatku
Fig. 31. Diameter of yeast cells during fermentation of 20 and 36% filtra-
ted corn mashes in the presence of 60 mg-1" Cr(III) and without it
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4.3.3. Zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych w komorkach drozdzy podczas fer-
mentacji przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych wzbogaconych w Cr(I1I)

Zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych w podlozu fermentacyjnym oraz w biomasie maja za-
sadnicze znaczenie w prawidlowym metabolizmie komoérek drozdzy. Poniewaz wprowa-
dzenie nowego pierwiastka (Cr(III)) mogto wptywac¢ na wewnatrzkomorkowy sktad pier-
wiastkow, analizowano ten problem, biorac pod uwage Mg, Ca, Zn, Fe, Na, K.

Niezaleznie od zawarto$ci ekstraktu w podiozu fermentacyjnym zawartos¢ Mg i Ca
w komorkach badanych szczepéw drozdzy malala w miare postepu fermentacji (rys. 35),
z wyjatkiem szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, w ktorego komorkach po
dwdch dobach fermentacji zaobserwowano wzrost zawarto$ci jonéw Mg. Konicowe steze-
nie Mg i Ca bylo najnizsze w komoérkach drozdzy fermentujacych zaciery kukurydziane
VHG (36%). W prébach suplementowanych Cr(III) zawarto$¢ tych pierwiastkéw w ko-
morkach drozdzy byla wyzsza w poréwnaniu z prébami niesuplementowanymi, zaréwno
w trakcie procesu, jak i po jego zakonczeniu. Wykazano ponadto, ze zawarto$¢ obydwu
pierwiastkow w komérkach drozdzy fermentujacych podloza VHG z dodatkiem Cr(III)
byta wyzsza po zakonczeniu procesu niz w zacierach 20%.

Zawarto$¢ Fe, Zn oraz Na w komoérkach drozdzy po pierwszej dobie fermentacji wynosi-
ta Tacznie od 1 do 2 mg-g"s.m. (rys. 36). W komoérkach drozdzy stwierdzono $ladowe ilosci
Fe na poziomie mniejszym od 0,2 mg-g" s.m. Zawarto$¢ tego pierwiastka albo zmniejszata
sie u wigkszo$ci badanych szczepdw w miare postepu fermentacji zacieréw, albo pozostawata
na stalym poziomie. Nie obserwowano wplywu dodatku Cr(III) na zawarto$¢ Fe w bioma-
sie stosowanych szczepéw drozdzy (rys. 36). Najnizszy poziom Zn, ponizej 0,2 mg-g's.m.,
stwierdzono w komorkach drozdzy S. cerevisiae Ethanol Red, za$ jego siedmiokrotnie wyzsza
zawarto$¢ w komorkach drozdzy S. diastaticus ATCC 13007. W podlozach fermentacyjnych
bez dodatku Cr(III) zawarto$¢ Zn w komorkach obnizala si¢ w kolejnych dobach procesu.
W obecnosci jonéw Cr(III) drozdze uwalnialy, a nastepnie pobieraly Zn z podloza fermenta-
cyjnego, a jego zawarto$¢ w komorkach byta wyzsza zaréwno w trakcie (proba 20 i 36%), jak
i po zakoniczeniu procesu (zacier 20%). Po zakoniczeniu fermentacji najwyzsza zawarto$¢ cyn-
ku odnotowano w komérkach szczepu S. diastaticus ATCC 13007 (w podtozu 20% + Cr(IIT)).
Szczep ten charakteryzowal si¢ réwniez niska zawartoscig jonéw Na (0,4-0,2 mg-g' s.m.),
ktéra utrzymywala si¢ na tym poziomie niezaleznie od stezenia sktadnikéw podioza fermen-
tacyjnego oraz jego suplementacji Cr(III). W przypadku pozostalych szczepdw zawartos¢ Na
w komorkach podczas fermentacji byta nizsza w obecnosci Cr(III) (rys. 36).

Po pierwszej dobie fermentacji drozdze charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawarto$cig K
od 8 (S. cerevisiae Ethanol Red, zacier 36%) do 16 mg-g"' s.m. (S. diastaticus ATCC 13007,
zacier 36%) (rys. 37). Zawarto$¢ K w komorkach drozdzy Saccharomyces obnizala si¢
w kolejnych dobach fermentacji i byla nizsza w obecnosci Cr(III) (rys. 37). Wyjatek sta-
nowil szczep Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, gdzie poczatkowe stezenie K wy-
nosito od 2 do 4 mg-g's.m., a jego maksymalne stezenie w komdrkach (18 mg-g's.m.)
obserwowano w drugiej lub trzeciej dobie fermentacji.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze w obecno$ci Cr(III) obserwowano w trakcie fer-
mentacji oraz po jej zakonczeniu, wyzsza zawarto$¢ Mg, Ca i Zn w komoérkach i nizsza jo-
néw KiNa. Komorki drozdzy S. diastaticus ATCC 13007 charakteryzowaly si¢ najbardziej
stabilnym skfadem pierwiastkéw w czasie fermentacji zacieréw 20%.
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4.3.4. Biosorpcja chromu przez komoérki drozdzy podczas fermentacji przefiltro-
wanych zacieréw kukurydzianych wzbogaconych w Cr(I1II)

Zawarto$¢ chromu w pofermentacyjnej biomasie stosowanych szczepéw drozdzy byla
zréznicowana zaréwno w przypadku zacieréw kontrolnych (20%), jak i VHG (rys. 38).
Najmniejsze (250 pg-g* s.m.) oraz najwieksze (800 pg-g” s.m.) jego ilo$ci oznaczono od-
powiednio w komoérkach drozdzy S. cerevisiae Ethanol Red i Schwanniomyces occidentalis
ATCC 48086 fermentujacych zacier 20%. Stosowanie tego zacieru prowadzilo do groma-
dzenia mniejszych ilo$ci chromu w komorkach S. cerevisiae Ethanol Red, a takze S. dia-
staticus ATCC 13007 w poréwnaniu z zacierami 36%. Odmienne wyniki stwierdzono
w przypadku Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086.

Zawarto$¢ chromu w biomasie wszystkich szczepow drozdzy rosta w miare postepowa-
nia fermentacji obydwu zacieréw i osiagata maksymalny poziom po zakonczeniu ekspe-
rymentdw. Podobne byly czasowe profile bioakumulacji tego mikroelementu, ale w przy-
padku zacieréw VHG (36%) iloéci chromu oznaczone po pierwszej dobie fermentacji byty
wyraznie wyzsze w poréwnaniu z zacierami 20%.

4.3.5. Przemiany kwasow tluszczowych w komorkach drozdzy podczas fermen-
tacji zacieréw kukurydzianych wzbogaconych w Cr(I1I)

Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych, szczegdlnie nienasyconych, jest cechg okre$lajaca od-
pornos$¢ komdrek drozdzy na etanol [Ma, Liu 2010]. Dodawany Cr(III) do zacieréw ku-
kurydzianych mégt wplywaé na zmiang ich sktadu.

Badane szczepy drozdzy réznily sie pod wzgledem zawarto$ci zaréwno nasyconych, jak
i nienasyconych kwaséw ttuszczowych (tab. 8). Najwiecej kwasoéw nienasyconych stwier-
dzono w komorkach S. cerevisiae Etanol Red (tab. 8), a najmniej w S. diastaticus ATCC
13007. W przypadku kwaséw nasyconych bylo odwrotnie. Taki uktad zawarto$ci kwa-
sOw nasyconych i nienasyconych, wyrazony relacja UFA/SFA (kwasdéw nienasyconych/
kwaséw nasyconych), wskazywal na lepszg odporno$¢ szczepu S. cerevisiae Etanol Red na
dzialanie etanolu niz S. diastaticus ATCC 13007. Niezaleznie od szczepu komorki droz-
dzy zawieraly najwiecej kwasu C16:1 (od 53,22 do 61,16%), a nastepnie C18:1 (od 23,2 do
26%).
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Rys. 38. Bioakumulacja chromu przez komérki drozdzy gorzelniczych podczas fermentacji
przefiltrowanych zacieréw kukurydzianych 20 i 36% w obecnosci 60 mg-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-1" Cr(III)
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Tabela 8

Table 8

Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w badanych szczepach drozdzy przed rozpoczeciem fermentacji
Fatty acids content in studied yeast strains before fermentation

Zawarto$¢ kwasow [% calkowitej ilosci kwasow
thuszczowych]
G lwasé Acid content [% of total fatty acids content]
rl;p arovlsllazow Kwas tluszczowy Szczep drozdzy
o ficcigs Fatty acid Yeast strain
S. cerevisiae SCT;:ZZ:ZZE; ces S. diastaticus
Ethanol Red ATCC 48086 ATCC 13007
C10: 0* 0,49 0,29 0,13
MCFA C12: 0* 0,12 0,15 0,15
C14: 0* 0,58 0,46 0,76
SEA(LCFA) C16:0* 11,0 14,69 17,56
C18:0* 2,76 2,42 3,79
Cl14:1* 0,25 0,24 0,21
C16: 1* 61,16 55,29 53,22
UFA C18: 1* 23,21 26,06 23,60
C18: 2% 0,44 0,39 0,57
Cl18: 3* 0 0 0
UFA/SFA 6,12 4,78 3,63

*indeks oznacza dtugos¢ tanicucha weglowego i stopien jego nienasycenia
*index means the length of hydrocarbon chain and its degree of unsaturation

Poczawszy od pierwszej doby fermentacji w komoérkach wszystkich szczepéw drozdzy
nienasyconych ubywalo kwasow tluszczowych (UFA), niezaleznie od zawartoéci eks-
traktu w zacierze, jak i braku lub obecnosci Cr(III) oraz przybywalo dtugotancuchowych
kwaséw ttuszczowych (LCFA) (rys. 39). Wzrastala takze zawarto$¢ sredniotancuchowych
kwaséw (MCFA) z wyjatkiem szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Anali-
za danych ilustrujacych zmiany zawartosci poszczegolnych kwaséw tluszczowych w ko-
morkach stosowanych szczepéw drozdzy gorzelniczych przedstawionych w tabelach 9,
101 11 nie jest tatwa. Trudno dopatrze¢ sie wspdlnych u wszystkich szczepéw zaleznosci
pomiedzy sktadem kwaséw tluszczowych a zawarto$cig ekstraktu w zacierze i brakiem
lub obecnoscia w nim Cr(III). Indywidualnos¢ kazdego szczepu moze by¢ takze istotnym
czynnikiem komplikujgcym obraz poszukiwanych zaleznosci. Na tym etapie badan moz-
na jedynie pokusi¢ sie o stwierdzenie, ze dodatek Cr(III) do zacieréw kukurydzianych
skutkowal wyzszg zawartoscia nienasyconych kwaséw tluszczowych w pofermentacyjnej
biomasie drozdzy. W efekcie wspélczynnik UFA/SFA (ilo$ci kwaséw nienasyconych do
nasyconych) byt wyzszy w komorkach drozdzy fermentujacych zaciery suplementowane
Cr(III) (rys. 40). Moze to mie¢ pozytywny wydzwiek praktyczny polegajacy na korzystnej
poprawie odpornosci drozdzy na wysokie stezenie etanolu w zacierach typu VHG wzbo-
gaconych Cr(III).
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Rys. 39. Zawarto$¢ kwaséw ttuszczowych w komdrkach drozdzy w trakcie fermentacji zacieréw
20% (A) i 36% (B) w zaleznosci od dodatku lub braku Cr(IIT)
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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




Tabela 9
Table 9

Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w komoérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red

w czasie fermentacji zacieréw 20 i 36% w zaleznoéci 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

Zawarto$¢ kwasow [% calkowitej ilosci kwasow ttuszczowych]
Acid content [% of total fatty acids content]
Z?(;)l]e r Czas fermentacji [h] — Time of fermentation
Mash 24 48 72 96
wil:licz)ut z - with wil:ﬁ(Z)ut z - with wiltjlizut 2~ with wiltjlizut 2 - with
e | S | Gy | SO0 | Gy | A |y | Cram
a) Kwas tluszczowy — 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
Cl14:0* 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 ttuszczowy — 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
¢) Kwas ttuszczowy — Fatty acid UFA
Cla: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
Cl6:1* 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 dtugos¢ tanicucha weglowego i stopien jego nienasycenia
*index means the length of hydrocarbon chain and its degree of unsaturation
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Tabela 10
Table 10

Zawarto$¢ kwasow w komorkach drozdzy Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086
w czasie fermentacji zacieréw 20 i 36% w zaleznoéci 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

Zawarto$¢ kwasow [% calkowitej ilosci kwasow ttuszczowych]
Acid content [% of total fatty acids content]
Zacier Czas fermentacji [h] — Time of fermentation
[%] 24 48 72 96
Mash
wilt)}iz)ut 2 - with wilt)lfzut z - with wil'z}:(iut z - with wi?gcz)ut z - with
Cen | S |y | S [y | Cram | S| cram
a) Kwas tluszczowy — 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
Cl4:0* 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 tluszczowy — 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
¢) Kwas tluszczowy — Fatty acid UFA
Cl4:1% 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
Cl6:1* 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 dtugos¢ tanicucha weglowego i stopien jego nienasycenia
*index means the length of hydrocarbon chain and its degree of unsaturation
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Tabela 11
Table 11

Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w komoérkach drozdzy S. diastaticus ATCC 13007
w czasie fermentacji zacieréw 20 i 36% w zaleznoéci 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

Zawarto$¢ kwasow [% calkowitej ilo$ci kwasow ttuszczowych]
Acid content [% of total fatty acids content]
Zacier Czas fermentacji [h] — Time of fermentation
[%] 24 48 72 96
Mash
wilt)}iz)ut z - with wiltjlicz)ut z - with wilzlizut z - with wilzlizut z - with
Cean | S [ e | SO | Sy | SO | ey | S
a) Kwas tluszczowy — 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
Cl14:0% 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 tluszczowy — 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 tluszczowy — Fatty acid UFA
Cla: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
Cl6:1* 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
Cl8:1* 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 dtugos¢ tanicucha weglowego i stopien jego nienasycenia
*index means the length othydrocarbon chain and its degree of unsaturation
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Rys. 40. Warto$¢ wspotczynnika UFA/SFA w komorkach drozdzy S. cerevisiae Ethanol Red,
Schw. occidentalis i S. diastaticus w trakcie fermentacji zacieréw kukurydzianych 20% (A)
136% (B) w zaleznosci 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
0f 20% (A) and 36% (B) in the presence of Cr(III) and without it



S. Dyskusja

W istniejacych gorzelniach wzrost produkeji etanolu na cele paliwowe wigze sie z ko-
niecznoscig zmian technologicznych prowadzacych do unowoczesnienia, zwigkszenia
skali produkcji i obnizenia kosztow jednostkowych. Aby obnizy¢ cene bioetanolu i uczy-
ni¢ z niego gtéwnie tania domieszke do paliw, nalezy poszukiwaé nowych, energooszczed-
nych i wydajnych technologii [Krishnan i wsp. 2000, Prasad i wsp. 2007, Pereira i wsp.
2010]. Wydajno$¢ praktyczna etanolu jest jednym z najwazniejszych parametréw techno-
logicznych gorzelni. W celu uzyskania jej maksymalnej wartosci z surowca sprawa klu-
czowg wydaje sie by¢ ustalenie optymalnych warunkéw prowadzenia procesu, tj. ustalenie
odpowiedniej zawartoéci surowca, sktadu podloza, wybdr technologii czy dobor najlep-
szego szczepu odpornego na warunki intensywnej produkeji etanolu [Chi i wsp. 1995, Al-
per i wsp. 2006, Kawa-Rygielska 2009].

5.1. Wybér szczepéw drozdzy

Zrozumienie zalezno$ci miedzy realnymi warunkami fermentacji przemystowej a funk-
cjonowaniem drobnoustrojéw jest kluczem do wlasciwego doboru odpowiednich szcze-
pow i sprawnego kierowania przebiegiem procesu fermentacji [Graves i wsp. 2007, Chu-
ang i wsp. 2008, Berbet i wsp. 2009]. Obecnie w przemysle najczesciej wykorzystuje sig
drozdze z rodzaju Saccharomyces, ktérych zaletg jest szybkie odfermentowanie zacieru
gorzelniczego z jednoczesnym wytworzeniem znacznych ilosci etanolu (ok. 11%) w ciaggu
dwu-, trzydobowej fermentacji [Kondo i wsp. 2002]. Czgsto wykorzystuje si¢ metody in-
zynierii genetycznej do poprawy cech drozdzy gorzelniczych [Stewart 1981, Chi, Zirong
1994, Carmona i wsp. 2002, Kawa-Rygielska 2004], natomiast nie wszystkie nowe szczepy
drozdzy otrzymane w ten sposéb spelniaja wymagania technologiczne, ktére sa nastepu-
jace: szybkie namnazanie komorek i intensywna fermentacja cukréw w ciagu pierwszych
24 godz. procesu, wysoka produktywno$¢ etanolu, tolerancja na wysokie stezenie ekstrak-
tu, etanolu, jak i pH $rodowiska na poziomie 2,0-3,0 oraz stabilnos¢ genetyczna.

W celu poprawy efektywnosci proceséw fermentacji poszukiwane sg mikroorgani-
zmy o jeszcze korzystniejszych cechach technologicznych. Przykladem moga by¢ droz-
dze o uzdolnieniach amylolitycznych, ktérych przedstawicielami sg szczepy S. diastaticus
ATCC 13007 oraz Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 zastosowane jako material
biologiczny w badaniach wlasnych. Niewatpliwg zaleta tych drozdzy jest mozliwo$¢ wyko-
rzystywania zwigzkow, ktorych tradycyjne szczepy uzywane w gorzelnictwie nie potrafia
utylizowaé, m.in. dekstryn i skrobi [Kawa 2002, Dziuba, Kawa-Rygielska 2003].
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Drozdze S. diastaticus charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig fermentacyjng, wytwarzaja
aktywna glukoamylaze oraz sa zdolne do hydrolizy i fermentacji dekstryn. Dodatkowg zaletg
tego gatunku jest wysoka tolerancja na etanol [Laluce, Matton 1984, Zieliniska i wsp. 1997].

Najwazniejsza cecha biotechnologiczna drozdzy Schwanniomyces occidentalis jest ich
bogaty kompleks amylolityczny [Ingledew 1987]. Szczepy tego gatunku wydzielaja do sro-
dowiska pozakomodrkowa a-amylaze, jedna lub dwie formy glukoamylazy oraz enzym
hydrolizujacy rozgalezienia w tanicuchu skrobiowym (tzw. debranching enzyme). Syner-
gistyczne dzialanie obu enzymow daje efekt catkowitego rozktadu skrobi. Drozdze te wy-
kazujg uzdolnienia fermentacyjne, ale niestety cechuja si¢ nizsza odpornoscia na stezenie
etanolu. Niskie tempo fermentacji wynika z faktu, ze enzymy amylolityczne tych drozdzy
sg represjonowane przez powstajacg z rozktadu skrobi glukoze [Wilson i wsp. 1982]. Po-
prawe tej cechy uzyskano przez otrzymanie mutantéw odpornych na represje katabolicz-
ng w obecnosci glukozy. Jednym z nich jest zastosowany w badaniach wlasnych szczep
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086.

Mozliwos¢ hydrolizy dekstryn i skrobi bezposrednio przez ukiad enzymatyczny droz-
dzy ogranicza lub eliminuje koniecznos¢ wprowadzania tych enzymoéw w procesie zacie-
rania, a co za tym idzie, korzystnie wplywa na obnizenie kosztéw produkeji etanolu, co
ma istotne znaczenie w jego produkcji na cele paliwowe [Devantier i wsp. 2005]. Ponad-
to, w warunkach intensywnej produkeji etanolu, poszukiwane sg drobnoustroje charak-
teryzujace si¢ wysoka produktywnoscig oraz odpornoscig na stresy srodowiska, szcze-
gdlnie na wysokie stezenie etanolu. Kryteria spelnia zastosowany w badaniach wtasnych
szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red wykorzystywany do produkeji eta-
nolu w warunkach przemystowych [Devantier i wsp. 2005].

Drozdze o bogatym kompleksie amylolitycznym lub drobnoustroje odporne na warun-
ki zwiazane z intensyfikacja produkcji etanolu stanowia szczegdlnie cenny material biolo-
giczny we wspolczesnym gorzelnictwie.

5.2. Suplementacja podloza jonami Cr(III)

Tematem wielu badan i dyskusji jest wzbogacanie podt6z hodowlanych i fermentacyjnych
w jony roznych pierwiastkow, takich jak: Mg, Zn, Ca — w celu okreslenia ich wplywu na
drobnoustroje prowadzace proces fermentacji oraz sam jego przebieg [Edie 1998, Soyudu-
ru i wsp. 2009, Chmielewska, Kawa-Rygielska 2010]. Do tej pory wielu badaczy skupiato
sie takze na zglebianiu problemu miejsca gromadzenia w komdrce pobranych jonéw me-
tali [Blackwell i wsp. 1995, Rees, Steward 1997, Tuszynski, Pasternakiewicz 2000, De Feri-
tas i wsp. 2003, Blazejak i wsp. 2004, Pagani i wsp. 2007] czy ilo$ci jonow, jakg akumulujg
komorki [Btazejak i wsp. 2002, Duszkiewicz-Reinhard i wsp. 2002].

W badaniach wlasnych podjeto probe odpowiedzi na pytanie, czy wzbogacenie podto-
za fermentacyjnego w jony Cr(III) wptywa na przebieg, dynamike i stopient wykorzystania
weglowodandw, efekty konicowe fermentacji oraz poprawe cech drozdzy gorzelniczych,
szczegolnie podczas fermentacji zacierdw o wysokiej zawartosci ekstraktu (VHG). Zagad-
nienie jest istotne, gdyz fermentacja zacieréw VHG stanowi jedna z mozliwosci zwigksza-
nia wskaznika wydajnosci fermentacji i koncowej koncentracji etanolu. Dotychczasowa
wiedza na temat roli tego pierwiastka w procesie jest bowiem niewystarczajaca.
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Zainteresowanie dodatkiem Cr(IIT) wynika z dotychczasowych badan prowadzonych
z udzialem tego pierwiastka i roli jego biologicznie aktywnych komplekséw w metaboli-
zmie weglowodandw i lipidéw organizméw wyzszych [Holdsworth, Neville 1990, Balk
i wsp. 2007, Krzysik, Grajeta 2010]. Chrom w postaci tréjwartosciowej jest niezbedny do
wlasciwego przebiegu proceséw metabolicznych. To mikroelement uczestniczacy w prze-
mianach weglowodanéw (m.in. glukozy) oraz procesach syntezy biatek, kwasow tlusz-
czowych i cholesterolu HDL. Zostal zidentyfikowany jako sktadnik centréw aktywnych
wielu enzymow, jak réwniez jako nieodlgczna czes¢ czynnika tolerancji glukozy (GTF),
[Schwarz, Mertz 1959, Vincent 2001].

Chrom jest pierwiastkiem wystepujacym powszechnie w glebie, wodzie i powietrzu
atmosferycznym. Jego obecnos¢ zostala rowniez wykryta w tkankach roélin i zwierzat.
Ponadto wystepuje w wielu produktach spozywczych, takich jak: biate i czerwone wino
(1-5,4 pg-100 g), przyprawy (37-1205 pg-100 g*), produkty przemiatu pszenicy czy ku-
kurydzy (0,9-9,22 pg-100 g), drozdze piwowarskie (2 p1g-100 g™') oraz suplementy na ba-
zie drozdzy piwowarskich (108-604 pg-100 g) [Kovacs i wsp. 2007]. W naturze chrom
wystepuje przewaznie na dwoch stopniach utlenienia, ktére wykazuja najwieksza trwatosé
i stabilno$¢ - jako chrom szesciowartosciowy Cr(VI) oraz chrom tréjwartosciowy Cr(III).
Obie formy wykazujg zréznicowane wlasciwosci fizykochemiczne [Chatterjee, Luo 2010,
Poljsak, wsp. 2009, Kirpnick-Sobol i wsp. 2006, Summer i wsp. 2005]. Réwniez jego bio-
przyswajalnos¢ zalezy od formy, w jakiej wystepuje. Zwigzki chromu szesciowartosciowe-
go sa lepiej rozpuszczalne, mobilne i przyswajalne w poréwnaniu ze stabo rozpuszczalny-
mi zwigzkami Cr(III) [Vincent 2001], a jednoczesnie sa bardzo toksyczne [Bagchi i wsp.
2002, Haq, Shakoori 1998].

Chrom w zwiazkach organicznych jest bardziej dostepny biologicznie i ma wyzszg ak-
tywnos¢ niz pochodzacy ze zwigzkow nieorganicznych. Przeksztalcenie chromu nieorga-
nicznego do postaci aktywnej biologicznie ma zasadnicze znaczenie w jego fizjologicznym
dziataniu [Jain i wsp. 2007].

Chrom, aby osiggna¢ pelna aktywno$¢, po wniknieciu do komorek taczy sie z odpo-
wiednimi ligandami. Do najczestszych naleza polaczenia pierwiastka z kwasem nikoty-
nowym oraz glutationem. Sam chrom nie stymuluje jednak metabolizmu glukozy. Bio-
logicznie czynna forma chromu wchodzi w sktad struktury zwanej czynnikiem tolerancji
glukozy (GTF), a ta prawdopodobnie jest czeécig wiekszego kompleksu chromomoduliny
LMWCr. Pomimo wielu lat badan natura tego kompleksu jest wciaz w kregu zaintereso-
wan naukowcéw. Wiadomo, iz biologicznie aktywne kompleksy chromu poprawiaja dzia-
tanie insuliny, umozliwiajac jej przylaczenie do odpowiednich receptoréw komérkowych
[Mertz 1993].

Pierwszym zrédtem biologicznie aktywnego chromu (GTF) byty drozdze browarnicze,
obecnie prowadzone s3 badania nad zdolnoscig akumulacji chromu z uzyciem réznych
grup mikroorganizméw, w tym réwniez: alg, bakterii czy grzybéw [Simonoft i wsp. 1992,
Zielinska, Chojnacka 2010].

Chrom nie jest stosowany jako suplement podloza fermentacyjnego w gorzelniach, dla-
tego jego wprowadzenie do podloza fermentacyjnego wymaga oceny wplywu jego obec-
nosci i stezenia, zaréwno na parametry wzrostu drozdzy (procesy anaboliczne), jak i na
ich aktywno$¢ fermentacyjng (aktywno$¢ proceséw katabolicznych).
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5.3. Wplyw Cr(I11) na parametry wzrostu drozdzy gorzelniczych

Intensywno$¢ procesu namnazania biomasy drozdzy gorzelniczych w znacznym stopniu
zalezy od wlasciwosci i sktadu $rodowiska hodowlanego, przy czym istnieje minimalne
stezenie kazdego skfadnika podloza propagacyjnego, poczawszy od ktérego komorka jest
zdolna ten zwigzek metabolizowa¢. W miare podwyzszania stezenia skladnikéw w podto-
zu tempo przyrostu biomasy zwieksza sie do okreslonego poziomu, za$ jego dalszy wzrost
moze prowadzi¢ do hamowania proceséw zyciowych drozdzy.

Chrom (IIT) nie byl do tej pory stosowany jako suplement podlozy wzrostowych droz-
dzy gorzelniczych, co ttumaczy brak danych literaturowych dotyczacych jego wpltywu na
parametry wzrostu tych drozdzy. Dlatego tez w badaniach wlasnych zastosowano szeroki
zakres stezen Cr(IIT) od 8 do 200 mg-1", a suplementacje¢ podloza prowadzono z udziatem
soli CrCl,-6H,0. Zrédto Cr(III) - jak i jego dawki - wybrano na postawie przegladu litera-
tury [Pas i wsp. 2004, Zetic i wsp. 2001]. Celem tak zatozonego eksperymentu bylo okre-
$lenie wptywu Cr(IIT) na parametry wzrostu drozdzy gorzelniczych przy jednoczesnej eli-
minacji stezen mogacych wywiera¢ wplyw negatywny na biomase.

Intensywno$¢ pobierania i stopienn wykorzystywania jondw chromu przez komorki
drozdzy zaleza od jego struktury chemicznej, stopnia utlenienia, stezenia w substracie
oraz biodostepnosci. Ostatnia z wymienionych cech determinowana jest przez rozpusz-
czalnos$¢ zwigzkéw jonowych i obecnos¢ ligandéw kompleksujacych wybrane kationy
[Wang, Chen 2006].

Pozytywna rola chromu jest zwigzana z trzecim stopniem utlenienia. Jednak bar-
dzo staba rozpuszczalnos¢ zwigzkéw Cr(III) w wodzie w pH = 7,0 powoduje, iz jon ten
w niewielkim stopniu przechodzi przez blone komorkowa. Istotng role w biosorpcji pier-
wiastka przez mikroorganizmy odgrywa pH srodowiska. Najwyzsza akumulacje chromu
w biomasie flokulujacych drozdzy piwowarskich stwierdzono przy wyjsciowej wartosci
pH = 5,0 [Ferraz, Teixeira 1999]. Zjawisko to zwigzane jest z wptywem pH $rodowiska
na aktywno$¢ grup funkcjonalnych $cian komérkowych drozdzy -COOH, -OH, -NH,
oraz na obecno$¢ poszczegolnych form jonowych pierwiastka. W srodowisku wodnym
w pH = 2,0 stwierdzono obecno$¢ jedynie jonéw Cr**. Chrom w tej postaci nie jest absor-
bowany przez drozdze S. cerevisiae. W pH = 4,0 stwierdzono obecnos¢ dwoéch form Cr*
(40%) oraz Cr(OH)*" (60%), a w pH = 5 dominuja formy Cr(OH)** (70%) i Cr(OH),*
(20%) [Ramos i wsp. 1995]. Najwyzsza przyswajalno$¢ chromu przez drozdze piekarskie
obserwowano w zakresie pH = 5,0-5,2, a dalszy wzrost pH do wartosci 5,4 powodowat
drastyczne obnizenie zdolno$ci jego akumulacji [Mapoleo, Torno 2004].

Rola chromu jako pierwiastka kompleksotworczego jest dobrze znana. Chrom wy-
kazuje szczegdlne powinowactwo z twardymi zasadami, czyli ligandami, zawierajacymi
jako donory elektronéw atomy tlenu i azotu. Nieco stabiej taczy sie z ligandami poprzez
siarke czy fosfor. Wymienione atomy donorowe wystepuja m.in. w aminokwasach beda-
cych sktadnikami ekstraktu drozdzowego, takich jak: glicyna, cysteina, kwas nikotynowy
i kwas glutaminowy [Vincent 2001].

Wykazano, ze zdolnos$¢ do akumulacji jonéw chromu jest cechg osobniczg, zalezna od
czasu namnazania, sposobu prowadzenia hodowli, stezenia wyjéciowego biomasy, fazy
wzrostu [Batic, Raspor 2000, Kaszycki i wsp. 2004], etapu jego suplementacji, sktadu pod-
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toza oraz dostepnych w podiozu modulatoréw - siarki, fosforu, zelaza i czynnikéw che-
latujacych [Ksheminska i wsp. 2005, 2008, Mapolelo, Torno 2004, Raspor i wsp. 2000].

Drozdze akumuluja chrom gléwnie podczas logarytmicznej fazy wzrostu. Akumulacja
rozpoczyna sie szybka biosorpcja na powierzchni komorki i zalezy od temperatury [Fer-
raz, Teixeira 1999], po czym nastepuje wolne gromadzenie wewnatrz komoérki. Chrom
przenika przez blone komoérkows drozdzy, ale mechanizm tego transportu nie jest wcigz
rozpoznany. Jak wynika z badan przeprowadzonych przez Pas i wsp. [2004], w przypad-
ku drozdzy paszowych rodzaju Candida chrom gromadzony jest gléwnie w protoplastach
(okoto 70-80%) oraz w $cianie komdrkowej (okoto 15%) i zaledwie 6% absorbowane jest
na powierzchni komorki. Stezenie chromu oraz jego rozklad w poszczegoélnych struktu-
rach komorkowych s uzaleznione od Zrédta chromu oraz jego stopnia utlenienia. Wedlug
Pas i wsp. [2004], CrCl,-6H,0 stanowi jedna z najlepiej przyswajalnych przez drozdze po-
staci chromu. Ilo$¢ chromu zakumulowana w biomasie drozdzy Candida intermedia pod-
czas hodowli z dodatkiem tej soli byta 100-krotnie wyzsza niz w obecnosci KCr(C,0,),.

W niniejszej pracy zastosowano Cr(III) w postaci CrCl,-6H,O, wzorujac si¢ na literatu-
rze przedmiotu [Pas i wsp. 2004, Kaszycki i wsp. 2004]. Badane drozdze gorzelnicze wy-
kazywaly zdolno$¢ biosorpcji jonéw chromu z podtoza. Zawarto$¢ tego mikroelementu
w komdrkach zwiekszata sie wraz ze wzrostem jego stezenia w podlozu wzrostowym, osig-
gajac poziom od 0,43 do 0,88 mg-g"'s.m. w zaleznosci od badanego szczepu drozdzy. Naj-
wyzszg zdolnos¢ akumulacji chromu wykazywaly szczepy S. cerevisiae D2 oraz Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. W przypadku drozdzy Schwanniomyces zjawisko to
prawdopodobnie moze by¢ zwigzane z faktem, iz szczep ten zawiera 50% biatka w suchej
masie i jest stosowany do produkcji SCP (single cel protein) [Wilson i wsp. 1982]. Nieco
wyzsze ilosci chromu oznaczono w drozdzach Schwanniomyces occidentalis VKM Y-1565
(1,31 mg-g"'s.m.) po namnazaniu w obecnosci Cr,(SO,),16H,O [Ksheminska i wsp. 2005].

Zréznicowang zdolnos¢ do biosorpcji jonéw chromu w zaleznosci od uzytego szcze-
pu drozdzy wykazaly badania Ksheminska i wsp. [2005], w ktorych stwierdzono, ze droz-
dze akumulowaty chrom w szerokim zakresie od 0,51 do 11,10 mg-g* s.m. (w przypadku
szczepu Candida curvata VKM Y-39). Z kolei optymalizacja warunkéw hodowli pozwoli-
ta Liu i wsp. [2001] na uzyskanie maksymalnej zawartosci wewnatrzkomérkowego chro-
mu na poziomie 3248 pg-g"'s.m. w wybranym szczepie S. cerevisiae LZ053.

W niewielu pracach oceniano wptyw Cr(III) na parametry wzrostu i cechy morfolo-
giczne drozdzy. W badaniach prowadzonych przez Jianlong i wsp. [2004] stwierdzono
wplyw obecnosci jonéw Cr(III) w stezeniu 15 uM na wydltuzenie lag fazy oraz ogranicze-
nie wzrostu drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae 0 30% w poréwnaniu z probami
kontrolnymi bez chromu. Podczas badan 51 szczepdw drozdzy paszowych i piekarskich
wiekszos¢ z nich wykazywala wrazliwos$¢ na stezenie Cr(III) w iloéci 1-2 mM, co prze-
jawiato si¢ wydluzeniem lag fazy. Wzrost koncentracji Cr(III) do poziomu 4 mM powo-
dowal obnizenie zawarto$ci biomasy oraz wydtuzenie komorek drozdzy Pichia guillier-
mondii (poziom stezenia wewnatrzkomoérkowego wynosit 0,83 mg-g* s.m.) [Ksheminska
i wsp. 2005]. Jednocze$nie w innych badaniach obserwowano wptyw Cr(III) w stezeniu
10 mM na cechy morfologiczne badanych drozdzy paszowych. Stwierdzono m.in. zmiane
ksztattu i wielko$ci komorek wyjsciowych oraz komdrek paczkujacych [Pas i wsp. 2004].
Badano takze wplyw chromu na plon biomasy. Musial i wsp. [2005] zaobserwowali, ze
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dawka chromu w podlozu wynoszaca 80 mgl' wplynela na obnizenie plonu biomasy
drozdzy Yarrowia lipolytica. Stezenie chromu na poziomie 40 mg Cr(III)-1"* byto najko-
rzystniejsze w procesie produkgji biomasy tych drozdzy w podlozu z substratem ttuszczo-
wym. Z kolei Zetic i wsp. [2001] wykazali, ze dawka chromu w ilosci 200 mg-I"' w postaci
CrCl,-6H,0 podwyzszala plon biomasy drozdzy piekarskich S. cerevisiae w poréwna-
niu z probg kontrolng. Zréznicowana tolerancja drozdzy na wzrastajace stezenie chromu
moze by¢ zwigzana z gesto$cia biomasy, ich stanem fizjologicznym oraz faza wzrostu. Przy
niskiej zawartosci biomasy, w obecno$ci Cr(III) dodanego do podtoza na poczatku fazy
logarytmicznego wzrostu zauwazono wyzszy udzial komorek nieaktywnych w poréwna-
niu z prébami, w ktérych zastosowano wysoka zawartos$¢ wyjsciowej biomasy i suplemen-
tacje Cr(III) w czasie logarytmicznej fazy wzrostu [Kaszycki i wsp. 2004].

W badaniach wiasnych obserwowano korzystny wplyw jonéw Cr(III) w dawce do
60 mgl"! na parametry wzrostu badanych szczepéw drozdzy gorzelniczych. Stwierdzo-
no poprawe dynamiki i zwiekszenie szybkosci wilasciwej wzrostu oraz przyrostu bio-
masy. Odnotowano takze wiekszy procentowy udzial komdrek paczkujacych niz w pro-
bach kontrolnych bez Cr(III). Wysokie dawki tego pierwiastka (156 oraz 200 mg-1"') na
ogot nieznacznie obnizaly wartosci wspomnianych wskaznikéw. Pomimo wysokich ste-
zen Cr(III) nie obserwowano zmian cech morfologicznych drozdzy gorzelniczych. Jedy-
ny wyjatek stanowit szczep S. diastaticus ATCC 13007. Rozmiar jego komoérek zwiekszat
sie wraz ze wzrastajacym stezeniem Cr(III) w srodowisku. Znaczna tolerancje na wysokie
dawki Cr(III) mozna prawdopodobnie tlumaczy¢ wysoka odpornoscia drozdzy gorzelni-
czych na warunki $rodowiska.

W drugim etapie pracy okreslono wptyw Cr(III) na aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy
w podlozach modelowych oraz wybrano etap procesu technologicznego, w ktérym suple-
mentacja jest najbardziej efektywna.

5.4. Wplyw warunkdéw fermentacji oraz obecnosci
Cr(III) na aktywno$¢ fermentacyjna drozdzy

Zachetg do oceny wplywu jonéw Cr(III) na aktywno$¢ fermentacyjna drozdzy byly bada-
nia prowadzone przez Zetic i wsp. [2001]. Wykazano w nich wzrost ilo$ci wydzielonego
CO, podczas fermentacji pod6z syntetycznych suplementowanych chromem oraz wyeks-
trahowang z drozdzy piekarskich frakcja zawierajacg kompleks GTE.

W badaniach wiasnych suplementacja Cr(III) podczas wzrostu drozdzy nie oddziaty-
wala na ich aktywnos¢ fermentacyjng. Z kolei dodatek Cr(III) do podloza fermentacyj-
nego wplynat na poprawe dynamiki fermentacji. Obserwowano skrocenie czasu adaptacji
drozdzy w $rodowisku fermentacyjnym oraz wzrost ilosci wydzielonego CO, w pierw-
szych godzinach fermentacji. Jedynie szczep S. cerevisiae D2 w nieznacznym stopniu re-
agowal na obecno$¢ Cr(III).

Korzystny wptyw dodatku CrCl-6H,0 mozna ttumaczy¢ tym, ze chrom przyspiesza
metabolizm weglowodandw, poniewaz jest aktywatorem wielu enzymoéw bioracych udziat
w przemianie glukozy i syntezie biatek [Moore, Pettigrew 1990]. Skrocenie czasu adapta-
¢ji drozdzy do $rodowiska oraz szybkie zafermentowanie wplywaja na poprawe dynami-
ki fermentacji oraz zabezpieczaja srodowisko przed rozwojem niepozadanej mikroflory.
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Korzystne efekty uzyskane na podlozach modelowych byly zacheta do dalszych badan.
Podtoza modelowe stosowane w warunkach laboratoryjnych sa przydatne we wstepnym
etapie badan, ktére roznig sie bardzo od warunkéw przemystowych. W celu dostosowa-
nia do$wiadczenia do warunkéw przemystowych zuzyto naturalne zaciery gorzelnicze.
Jako surowiec do przygotowania podléz wybrano kukurydze, ktéra stosowana jest obec-
nie jako jeden z najbardziej efektywnych energetycznie surowcoéw gorzelniczych [Borktun
2003, Michalski 2007, Kawa-Rygielska 2007, Ktosowski i wsp. 2010].

Jednym z najnowszych rozwigzan w zakresie zwiekszania wskaznika praktycznej wy-
dajnosci fermentacji i koricowej koncentracji etanolu jest fermentacja zacieréw o wysokiej
zawarto$ci ekstraktu (VHG) (ang. Very High Gravity) [Wang i wsp. 1999, Devantier i wsp.
2005, Pereira i wsp. 2010]. Jest ona wykorzystywana na skale przemystowa do produkgji
etanolu na cele paliwowe szczegdlnie w USA, gdzie gléwnym surowcem w produkgji eta-
nolu jest kukurydza [Devantier i wsp. 2005].

Istotng role w technologii VHG odgrywaja rodzaj zastosowanego do procesu fermen-
tacji surowca oraz jego jako$¢. Z doswiadczen wynika, iz zawarto$¢ surowca skrobiowego
w zacierze ma ekonomiczne uzasadnienie do poziomu ok. 28-33%, natomiast w przypad-
ku ziarna kukurydzy zawartos$¢ te mozna podnie$¢ do 35%. Fakt ten wynika z niskiej za-
warto$ci polisacharydow nieskrobiowych. Polisacharydy nieskrobiowe w gtéwnej mierze
odpowiadajg za lepko$¢ zacieru. Wysoka lepkos¢ z kolei zmniejsza ekstraktywno$¢ surow-
ca, utrudnia komdrce drozdzy kontakt ze srodowiskiem, ogranicza sprawny przebieg ope-
racji technologicznych, zwieksza zuzycie energii i utrudnia utrzymanie wlasciwego stanu
higienicznego instalacji, co wptywa na ceng¢ produkeji spirytusu [Czuprynski, Kotarska
2003]. Dlatego tez kukurydza jest przydatna do przygotowania zacieréw VHG w wigk-
szym stopniu niz tradycyjnie stosowane zyto, ktore charakteryzuje sie znacznie wyzsza
zawartoscig polisacharydéw nieskrobiowych. Pomimo korzystnego skladu chemiczne-
go kukurydzy i jej powszechnie potwierdzonej przydatnosci do produkgji etanolu pali-
wowego zastosowanie w badaniach wlasnych zacieru 36% skutkowato dtuzsza adaptacja
drozdzy w srodowisku, wydtuzeniem fazy zafermentowania i spowolnieniem dynamiki
fermentacji, obnizeniem wydajnosci procesu fermentacji etanolowej, stopnia odfermen-
towania, wzrostem iloci nieprzefermentowanych weglowodandw oraz pogorszeniem sta-
nu fizjologicznego drozdzy w poréwnaniu z probami kontrolnymi 20%.

Negatywny wplyw warunkéw $rodowiska VHG na aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy
zwigzany jest z wysokim stezeniem w zacierach cukréw prostych (gtéwnie glukozy i mal-
tozy), co wywoluje stres osmotyczny w komoérkach drozdzy [Rolland i wsp. 2002, Pid-
docke i wsp. 2009]. Przekroczone zostaje optymalne ci$nienie osmotyczne, wynoszace
w komoérce od 1,2 do 8,0 atm [Converti i wsp. 1984]. Wraz ze wzrostem stezenia rozpusz-
czalnych skfadnikéw ci$nienie osmotyczne w komorce zwieksza sie. I tak: przy zawartosci
20, 30, 40% cukru w podlozu wynosi ono kolejno 14, 22, 28 atm. Oprdcz cukréw prostych
i soli mineralnych réwniez nielotne metabolity drozdzowe zwiekszaja ci$nienie osmotycz-
ne, co powoduje inhibicje substratami [Grajek, Szymanowska 2008].

Wraz ze wzrostem ci$nienia osmotycznego w podlozu obniza si¢ zywotno$¢ komo-
rek i stabnie ich aktywno$¢ fermentacyjna, zmniejsza przyrost biomasy, obniza wydaj-
nos¢ fermentacji, nastepuje szybka redukcja objetosci komodrek bedaca efektem wydala-
nia wody z komdrki w celu zageszczenia skfadnikéw cytoplazmy [Bai i wsp. 2004, Pratt
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i wsp. 2003]. Komorka bronigc sie przed skutkami stresu osmotycznego, podnosi swoje
wewnetrzne ci$nienie, akumulujgc glicerol i trehaloze [D’Amore i wsp. 1988, Lages, Lu-
cas 1997, Hounsa i wsp. 1998, Wang i wsp. 2001]. Ponadto w wyniku wysokiej koficowej
koncentracji etanolu komorki drozdzy narazone sa na stres etanolowy [D’Amore, Ste-
ward 1987, Pratt i wsp. 2003, Bai i wsp. 2004].

Podczas fermentacji etanol kumuluje si¢ w zacierze odfermentowanym, a majac nizsza
mase czasteczkowa od glukozy i maltozy, powoduje, ze silniej zwieksza ci$nienie osmo-
tyczne niz wymienione wcze$niej cukry. Jego wysokie stezenie w gestych zacierach, kto-
re moze siega¢ skrajnie nawet 18%, stwarza zagrozenie w integralnoéci komorek droz-
dzowych. Etanol hamuje wzrost drozdzy i ich Zywotnos$¢, a takze aktywnos¢ kluczowych
enzymow, np. heksokinazy czy dehydrogenazy. Ponadto etanol zmienia stopien hydra-
tacji blony komérkowej, przez co oddzialuje na jej funkcje (pobieranie sktadnikéw od-
zywczych i wydzielanie etanolu z komorki) [Nager-Legmann, Margalith 1987, D’Amo-
re 1 wsp. 1990, Morakile i wsp. 2002, Mishra, Kaur 1991, Thomas i wsp. 1978]. Etanol
dziata w tym przypadku jak rozpuszczalnik organiczny fosfolipidéw stanowiacych gtow-
ny skltadnik bton komérkowych, co prowadzi do szybkiej dezintegracji struktury komo-
rek drozdzowych.

Wrazliwo$¢ drozdzy na etanol w czasie wzrostu i fermentacji moze by¢ zwigzana ze
sktadem lipidéw membrany komdérkowej — gléwnie steroli i nienasyconych kwaséw thusz-
czowych [Morakile i wsp. 2002, Aquilera i wsp. 2006]. Badania dowodza, ze im dluzsze
tancuchy kwasow ttuszczowych i wigkszy udzial steroli oraz nienasyconych kwaséw ttusz-
czowych, tym wyzsza odporno$¢ komorek na etanol [Ghareib 1988, Rosa, Sa-Coriera
1992].

Sklad kwaséw ttuszczowych jest cecha osobnicza drozdzy i jest on charakterystycz-
ny w kazdym szczepie [Cocito, Delfini 1994, Torija i wsp. 2003a]. Wyzsze stezenie jedno-
nienasyconych kwaséw tluszczowych (UFA) w blonie cytoplazmatycznej oraz witaminy
i proteiny zwigkszaja odporno$¢ na etanol [Ingram, Buttke 1984, D’Amore i wsp. 1987].
Sugeruje to, ze szczegdlnie pozadanymi kwasami thuszczowymi sg kwasy nienasycone (np.
oleinowy) [Mannazzu i wsp. 2008, You i wsp. 2003, Thomas i wsp. 1978].

Sktad kwaséw ttuszczowych (KT) w btonie komérkowej jest bardzo zmienny (specy-
ficznie u pewnych grup mikrobiologicznych) i wyraznie zalezny od czynnikéw srodo-
wiska (np. temperatury fermentacji) [Beltran i wsp. 2008] oraz od sktadu podtoza [Sro-
ka, Tuszynski 2007, Chaung i wsp. 2008], zawartosci w nim kwaséw ttuszczowych (KT)
i fosfolipidéw [Benchekroun, Bonaly 1991, Mizoguchi, Hara 1997, Moonjai i wsp. 2002].
Wydaje sie to by¢ naturalne, gdyz blona komérkowa jako pierwsza ma kontakt ze $ro-
dowiskiem, odgrywa wiec wazng role w transporcie i tolerancji sktadnikéw obecnych
w podlozu, a niewielkie zmiany w jej sktadzie moga wplywaé na metabolizm komor-
ki [Valero i wsp. 1998, Torija i wsp. 2003b]. W czasie procesu fermentacji drozdze stop-
niowo zmieniajg sktad w swoich frakcjach lipidowych, zawarto$¢ kwaséw nienasyconych
(UFA i MUFA) obniza sie, a nasyconych (LSFA i MSFA) wzrasta. Skraca sie takze $red-
nia dlugos¢ tanicuchéw kwasow tluszczowych [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]. Wplyw $redniotancuchowych kwaséw ttuszczowych (MSFA) na
komorki drozdzy jest negatywny — redukuja one hydrofobowy charakter blon komérko-
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wych, zaburzaja dzialanie enzymoéw i zmniejszajg odporno$¢ na etanol [Arneborg i wsp.
2000, Ma, Liu 2010].

Poprawe tolerancji drozdzy na stresy mozna osiagnac poprzez wzbogacanie podioz fer-
mentacyjnych w jony réznych pierwiastkéw. Dobrze w tym zakresie zostaly rozpoznane
takie pierwiastki jak cynk, wapn czy magnez [Rees, Steward 1997, 1998, 1999, Bafrnco-
va i wsp. 1999, Bonin, Slusarska 2007, Soyuduru i wsp. 2009]. Jednoczesna suplementacja
podloza jonami Mg*? w iloéci 50 mM:1" oraz 1,5% peptonem pozwolita na wzrost konco-
wej koncentracji etanolu z 14,2 do 17% (v/v) w czasie 48 godz. fermentacji zacieréw VHG
[Wang i wsp. 2007, Li i wsp. 2009].

W badaniach wlasnych zastosowano niekonwencjonalne rozwigzanie w postaci su-
plementacji podloza fermentacyjnego jonami Cr(III). Stworzylo to nowe mozliwosci
do zwigkszenia wydajnosci proceséw produkeyjnych w technologii VHG. Stwierdzono,
ze w zacierze 36% (VHG) obecno$¢ Cr(III) wplynela na wzrost szybkosci zuzycia cu-
kréw, stopnia ich odfermentowania oraz szybkosci tworzenia etanolu. Poprawe efektow
fermentacji obserwowano od drugiej doby procesu, co prawdopodobnie zwigzane bylo
z nagromadzeniem jonéw chromu w komorkach drozdzy gorzelniczych. Obserwowano
korzystny wptyw Cr(III) na szybo$¢ i stopien wykorzystania glukozy, maltozy i dekstryn
(w przypadku zastosowania drozdzy amylolitycznych). W efekcie koricowym w obecno-
$ci Cr(III) stwierdzono wyzsze stezenie etanolu w probach fermentowanych przez droz-
dze S. cerevisiae Ethanol Red i S. diastaticus ATCC 13007 oraz skrocenie czasu fermentacji
z udziatem szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086.

Wzrost ilosci wytworzonego etanolu w zacierach VHG zmienit sktad kwasow ttuszczo-
wych badanych drozdzy. Obserwowano wieksze ilosci kwasdéw nasyconych kosztem ob-
nizenia zawartosci kwaséw nienasyconych w poréwnaniu z zacierami 20%. W obecnosci
Cr(III) sktad kwasoéw ttuszczowych drozdzy podczas fermentacji byt bardziej stabilny. Po
zakonczonym procesie drozdze charakteryzowaly sie wyzsza zawarto$cig kwaséw niena-
syconych: oleinowego (C18:1) i linolowego (C18:2), ktére odgrywaja istotng role w tole-
rancji drozdzy na etanol.

5.5. Wplyw Cr (I1I) na wybrane cechy drozdzy

gorzelniczych podczas fermentacji

Drozdze gorzelnicze wykazywaty zdolnos¢ do akumulacji jonéw Cr(III) podczas fermen-
tacji okresowej kukurydzianych zacieréw gorzelniczych. Ilo$¢ chromu zakumulowana
w komorkach podczas fermentacji rosta w kazdej dobie procesu, osiagajac najwyzsze war-
toéci po jego zakonczeniu. Zmienne warunki srodowiska podczas fermentacji etanolowej
zwigzane z obnizeniem pH z wartosci 5,0 do okoto 3,5-4,0 oraz wzrost koncentracji eta-
nolu zapewne wplywaly na dynamike i ilo$¢ gromadzonego chromu w komérkach droz-
dzy gorzelniczych. Wplyw dodatku etanolu do podfoza wzrostowego na zdolno$¢ bioaku-
mulacji chromu przez drozdze piekarskie oceniali Mapolelo i Torno [2004]. Jak wynikato
z ich badan, suplementacja podloza wzrostowego etanolem wplynela na zmniejszenie
stopnia wykorzystania chromu z podtoza wzrostowego. Na ilo§¢ zakumulowanego chro-
mu przez drozdze gorzelnicze miata réwniez wplyw zawartos¢ ekstraktu w podlozu fer-
mentacyjnym. Drozdze akumulowaly wyzsze ilosci chromu z podtoza VHG z wyjatkiem
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szczepu Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Jak wynika z badan prowadzonych
przez Mapolelo i Torno [2004], w obecnosci zwiekszajacego sie stezenia glukozy w pod-
tozu wzrostowym w zakresie od 10 do 60 mM-I"! obserwowano zwiekszenie ilosci chro-
mu w biomasie drozdzy piekarskich. Podobne zaleznosci zauwazono we wczeéniejszych
badaniach prowadzonych przez Anderson i wsp. [1978]. W obecnosci wysokiego steze-
nia glukozy w podlozu (25%) drozdze piwowarskie akumulowaty wyzsze ilosci chromu.
Zjawisko to ttumaczone jest rolg, jaka chrom odgrywa w tolerancji na wysokie stezenie
weglowodandéw. Zdolno$¢ drozdzy S. cerevisiae do akumulacji chromu podczas fermen-
tacji ocenili takze Demirci i Pometto [2000]. Skupili sie oni gléwnie na ocenie zdolnosci
akumulacji oraz tworzenia biologicznie aktywnych komplekséw chromu przez komoérki
drozdzy podczas fermentacji okresowej i ciaglej. Zdaniem autoréw ilos¢ zakumulowane-
go przez komorki drozdzy chromu byla zalezna od jego stezenia w podlozu i sposobu po-
dawania, a nie od systemu fermentacji.

Jak wynika z badan prowadzonych przez Zielinska i Chojnacka [2010] nad biosoprpcja
jonoéw Cr(III) przez cjanobakterie Spirulina maxima w ukladzie zamknietym, pobdr jonow
chromu odbywat sie na zasadzie wymiany jonowej z pierwiastkami zawartymi w komor-
kach. W podlozu wzrostowym badacze obserwowali wzrost ilosci uwalnianych z komoérek
jonéw Na, K, Mg, Ca. W niniejszej pracy nie zauwazono podobnych zaleznosci. W obec-
noéci Cr(III) w podtozu fermentacyjnym sklad wewnatrzkomérkowy pierwiastkow droz-
dzy gorzelniczych byl bardziej stabilny. Stwierdzono takze, podobnie jak w badaniach in-
nych autordw, ze akumulacja i uwalnianie jondéw metali przez drozdze w czasie fermentacji
s3 procesami dynamicznymi, uwarunkowanymi zawartoscig weglowodanéw i alkoholu
w produkcie [Mochaba i wsp. 1997, Mizoguchi, Hara 1997], a obecnos¢ Cr(III) wplywata
na utrzymanie wyzszego stezenia wewnatrzkomorkowego takich jonéw jak: Mg, Zn, Ca.
Stopien uwalniania jonéw Mg i K przez komorki drozdzowe bezposrednio po zaszczepie-
niu do podtoza jest silnie skorelowany z witalnoscig komorek gestwy drozdzowej. Pomiar
intensywnosci tego zjawiska mozna przyja¢ jako jedng z metod oceny kondycji fizjologicz-
nej drozdzy [Mochaba i wsp. 1997]. Wyzsze stezenie sktadnikéw mineralnych, takich jak:
Zn czy Mg, ktore s kofaktorami wielu enzymoéw fermentacyjnych, a zarazem regulatorami
stresu Srodowiskowego, ma znaczacy wplyw na przebieg procesu fermentacji.

Na dynamike oraz efekty konicowe procesu fermentacji wptywa réwniez przyrost bio-
masy. W niniejszej pracy w obecnosci Cr(III) stwierdzono poprawe dynamiki wzrostu
oraz wyzszy przyrost biomasy wybranych drozdzy gorzelniczych. Podobne efekty obser-
wowali Demirci i Pometo [2000]. Wzrost zawartosci biomasy jest szczegélnie korzystny
w poczatkowym etapie procesu fermentacji zacieréw VHG. W warunkach wysokiej za-
wartosci ekstraktu drozdze charakteryzuja sie dtuzsza fazg adaptacji do warunkéw srodo-
wiska oraz obnizeniem tempa i przyrostu biomasy. Dlatego tez w technologii VHG zaleca
sie zwiekszenie stezenia biomasy wyjsciowej w celu poprawy wydajnoéci procesu i skro-
cenia fazy zafermentowania [Demibras 2007]. Wplyw Cr(III) na cechy morfologiczne wy-
razone zmiang rozmiaru komorek obserwowano jedynie w przypadku szczepu Schwan-
niomyces occidentalis ATCC 48086. Szczep ten akumulowal najwicksze ilo$ci chromu
zaréwno z podtoza wzrostowego, jak i fermentacyjnego.

Podsumowujac, przeprowadzone w niniejszej pracy badania dotycza mato znanych
zagadnien. Mimo iz szeroko opisywana jest zdolno$¢ mikroorganizméw do akumula-
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¢ji Cr(III) oraz rola tych biologicznie aktywnych komplekséw Cr(III) w metabolizmie
glukozy czy syntezie kwaséw ttuszczowych w komérkach organizmoéw wyzszych, to
jednak niewiele wiadomo na temat zdolnosci drozdzy gorzelniczych do gromadzenia
chromu w warunkach fermentacji etanolowej oraz jego oddzialywania na dynamike
i stopien wykorzystania weglowodanow, przebieg i efekty koncowe fermentacji zacie-
réw kukurydzianych typu VHG oraz cechy fizjologiczne i morfologiczne drozdzy go-
rzelniczych.

Niniejsza praca dostarcza wiec wielu oryginalnych danych na temat wptywu Cr(III)
ijego dawki na parametry wzrostu, przyrost biomasy, stan fizjologiczny czy cechy mor-
fologiczne drozdzy gorzelniczych oraz ich aktywno$¢ fermentacyjna w podtozach mo-
delowych zawierajacych glukoze. Ponadto potwierdzono zdolno$¢ drozdzy gorzelni-
czych do biosorpcji chromu, wskazujac na duze zréznicowanie pomiedzy szczepami.
Na podstawie tych obserwacji wybrano optymalng dla badanych drozdzy gorzelni-
czych dawke Cr(III) oraz etap procesu technologicznego wlasciwy w jego suplementa-
¢ji. Majac na uwadze warunki przemystowe procesu produkcji etanolu, opisano wptyw
zroznicowanej zawartosci ekstraktu w zacierach kukurydzianych na przebieg i efekty
koncowe fermentacji etanolowej. Wskazano, ze mankamentem technologii fermenta-
¢ji zacierow kukurydzianych o zawartoséci surowca powyzej 32% (VHG) jest relatyw-
nie nizsza efektywnos¢ konwersji weglowodanéw do etanolu, a skutecznym remedium
w takiej sytuacji moze by¢ suplementacja zacieréw VHG jonami Cr(III). Wazne za-
réwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia sg wyniki potwierdzajace
korzystny wptyw Cr(III) w dawce 60 mg-1" na dynamike i stopien wykorzystania we-
glowodanoéw, szybkos¢ produkeji etanolu oraz wydajno$¢ procesu podczas fermentacji
zacieréw typu VHG. Po raz pierwszy przesledzono wpltyw Cr(III) na metabolizm nie
tylko glukozy, ale takze innych weglowodanéw (maltotriozy czy dekstryn) z udziatem
drozdzy amylolitycznych. Nie potwierdzono przydatnosci Cr(III) w technologii fer-
mentacji zacierow o zawartosci surowca 20%. Suplementacja podloza fermentacyjne-
go Cr(IIT) moze by¢ brana pod uwage przy opracowywaniu procesu produkeji etanolu
z zacieréw kukurydzianych typu VHG w gorzelniach, ponadto wzbogacenie biomasy
drozdzy znacznie podniesie warto$¢ paszowa wywaru. Uzyskane wyniki majg istot-
ne znaczenie aplikacyjne. Wzrost wydajnosci etanolu czy skrécenie czasu fermentacji
wplywaja korzystnie na zwigkszenie efektywnosci pracy gorzelni, jej przepustowosci,
a w efekcie obnizenie kosztéw produkeji, co ma istotne znaczenie w realizacji zamie-
rzen polityki produkcji biopaliw ptynnych.

Korzysci z tego typu badan nie ograniczaja si¢ tylko do blizszego poznania aspektow
praktycznych fermentowania zacieréw kukurydzianych wzbogaconych w Cr(III), ale maja
takze walory poznawcze.

Nowoscig w pracy byla ocena zdolnosci akumulacji chromu przez drozdze gorzelni-
cze podczas fermentacji etanolowej zacieréw kukurydzianych. Odnotowano wyzsze ilosci
chromu w biomasie drozdzy fermentujacej zaciery VHG. Jednocze$nie ze wzgledu na fakt
uczestnictwa Cr(III) w metabolizmie kwasow tluszczowych istotnym poznawczym aspek-
tem pracy byta ocena jego wplywu na sklad nasyconych i nienasyconych kwaséw ttusz-
czowych w komdrce drozdzy, ktéry dotychczas réwniez nie byl badany. Stwierdzono, iz
w obecnosci Cr(III) drozdze charakteryzowaly sie wyzsza zawarto$cig kwaséw nienasyco-
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nych: oleinowego (C18:1) i linolowego (C18:2), ktére odgrywaja istotng role w tolerancji
drozdzy na etanol.

Pozytywne efekty uzyskane w pracy sktaniaja do dalszych badan w zakresie wykorzy-
stania Cr(III) w technologii VHG z uwzglednieniem réznych systemoéw fermentacji oraz
oceng warto$ci paszowej wywaru zawierajacego drozdze wzbogacone jonami Cr(III).



6. Whnioski

1. Obecnos¢ Cr(III) w podlozach wzrostowych drozdzy gorzelniczych nieprzekracza-
jaca 60 mg1' owocowata korzystniejsza dynamikg i parametrami ich wzrostu, po-
prawa przyrostu biomasy oraz zwigkszonym udzialem komoérek paczkujacych, na-
tomiast wyzsza od 156 mg-1" skutkowata wzrostem ilosci komorek nieaktywnych,
zmniejszeniem udzialu komorek paczkujacych oraz pogorszeniem przyrostu bio-
masy. Dodatek Cr(III) nie wptywal na cechy morfologiczne drozdzy z wyjatkiem
szczepu S. diastaticus ATCC 13007, ktérego komorki mialy w jego obecnosci wigk-
szg Srednice.

2. Wprowadzenie Cr(III) bezposrednio do podloza fermentacyjnego YPG zdynamizo-
walo fermentacje i skrdcito faze zafermentowania glukozy. Aktywno$¢ fermentacyj-
na drozdzy poprawiala sie, z wyjatkiem S. cerevisiae D2, wraz ze wzrostem stezenia
Cr(III).

3. Wzrost zawarto$ci surowca w zacierach kukurydzianych réznicowal wydajnos¢
biosyntezy etanolu, ktéra byla najwyzsza w zacierach 20 i 24%. Zawarto$¢ surow-
ca wyzsza od 36% skutkowala obnizeniem wydajnosci procesu, stopnia odfermen-
towania, wzrostem ilosci nieprzefermentowanych weglowodanéw oraz pogorsze-
niem stanu fizjologicznego drozdzy. Dodatek 60 mg Cr(III)-I"! poprawil parametry
kinetyczne fermentacji zacieréw o wysokiej zawartoéci ekstraktu (VHG). Stwier-
dzono wzrost szybkosci zuzycia cukréw, produkcji etanolu, stopnia wykorzysta-
nia weglowodanodw, a takze stezenia etanolu o 12 g-1'' (S. diastaticus ATCC 13007)
i 7 gl (S. cerevisiae Etanol Red). Jedynie szczep Schwanniomyces occidentalis
ATCC 48086 nie wytworzyt wiekszych iloéci etanolu w obecno$¢ Cr(III), ale przy-
$pieszyl jego biosynteze o dobe. Dodatek Cr(III) nie wplynat na przebieg i efekty
konicowe fermentacji zacierow 20%.

4. Drozdze akumulowatly Cr(III) zar6wno podczas wzrostu na podlozu YPG, jak i fer-
mentacji zacieréw kukurydzianych suplementowanych CrCl,-6H,0. Najwiecej chro-
mu akumulowaly drozdze Schwanniomyces occidentalis, a najmniej S. cerevisiae
Ethanol Red. Podczas fermentacji zacieréw VHG zawarto$¢ chromu w komérkach
drozdzy rodzaju Saccharomyces byla wyzsza niz w zacierach 20%.

5. Dodatek Cr(III) w ilosci 60 mg-1" do zacieréw kukurydzianych powodowat poprawe
dynamiki wzrostu oraz wiekszy przyrost biomasy w poréwnaniu z prébami niesu-
plementowanymi. Nie stwierdzono wplywu obecnosci Cr(III) na rozmiar komérek
drozdzy z rodzaju Saccharomyces.
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6. W obecnos$ci Cr(III) w komdrkach drozdzy oznaczono wyzsza zawartos¢ Mg, Ca
i Zn oraz nizsza K i Na, zaréwno w trakcie fermentacji, jak i po jej zakonczeniu.
Najbardziej stabilnym sktadem oznaczanych pierwiastkow charakteryzowaly si¢ ko-
morki szczepu S. diastaticus ATCC 13007 w czasie fermentacji zacieréw 20%.

7. Dodatek Cr(IIT) do zacieréw kukurydzianych skutkowat wyzsza zawartoscia w bio-
masie pofermentacyjnej drozdzy nienasyconych kwaséw tluszczowych. W efekcie
wspotczynnik UFA/SFA (ilosci kwaséw nienasyconych do nasyconych) byl wyzszy
w komorkach drozdzy fermentujacych 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-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-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)-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-I'! (S. diastaticus ATCC 13007) and
7 g1 (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 CrCl,-6H,0. 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(IIT) at 60 mg-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 aresult, 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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Oddziatywanie jonéw Cr(III)
na dynamike i efekty fermentacji
zacierow kukurydzianych VHG

Streszczenie

Rosnace zainteresowanie technologii i biotechnologii Zywno$ci chromem wynika z faktu,
iz w ostatnich latach znacznie poszerzyla si¢ wiedza o jego wielokierunkowym znaczeniu
w metabolizmie komoérki. Chrom w postaci tréjwartosciowej jest niezbedny do wiasci-
wego przebiegu proceséw metabolicznych, uczestniczy w przemianach weglowodanéw
(m.in. glukozy) oraz procesach syntezy bialek i kwaséw tluszczowych. Zostal zidentyfi-
kowany jako skladnik centréw aktywnych wielu enzymow, jak réwniez jako nieodlaczna
czg$¢ biologicznie aktywnych komplekséw chromomoduliny (LMWCr). Do tej pory nie
praktykowano wzbogacania podlozy stosowanych do namnazania drozdzy gorzelniczych
i fermentacji etanolowej zwigzkami chromu. Dotychczasowa wiedza na temat roli tego
pierwiastka w tym procesie jest bowiem stanowczo niewystarczajaca. Wprawdzie publiko-
wane nieliczne wyniki badan laboratoryjnych wskazujg na mozliwo$¢ poprawy dynamiki
tego procesu w obecnosci jonéw Cr(III), to jednak nie dotycza one fermentowania zacie-
réw kukurydzianych, szczegdlnie typu VHG, ktére moga odegra¢ kluczows role w reali-
zacji zamierzen polityki paliwowej Unii Europejskiej.

Celem pracy byta ocena oddziatywania suplementacji Cr(III) zacieréw kukurydzia-
nych o wysokiej zawartoséci surowca (VHG) na intensywnos¢ i efektywnos¢ produkeji
etanolu oraz zmiany cech morfologicznych i fizjologicznych badanych drozdzy gorzel-
niczych.

W badaniach wykazano, ze obecno$¢ Cr(III) w podtozach wzrostowych drozdzy go-
rzelniczych nieprzekraczajaca 60 mg-l' owocowala korzystniejsza dynamika i parame-
trami ich wzrostu, poprawa przyrostu biomasy oraz zwigkszonym udzialem komoérek
paczkujacych, natomiast wyzsza od 156 mg-1" skutkowata wzrostem ilo$ci komoérek nieak-
tywnych, zmniejszeniem udzial komoérek paczkujacych oraz pogorszeniem przyrostu bio-
masy. Dodatek Cr(III) nie wptywal na cechy morfologiczne drozdzy z wyjatkiem szcze-
pu S. diastaticus ATCC 13007, ktérego komorki miaty w jego obecnosci wigksza srednice.
Wprowadzenie Cr(III) bezposrednio do podloza fermentacyjnego YPG zdynamizowato
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fermentacje i skrocilo faze zafermentowania glukozy. Aktywnos¢ fermentacyjna drozdzy
poprawiala sie, z wyjatkiem S. cerevisiae D2, wraz ze wzrostem stezenia Cr(III).

Majac na uwadze warunki przemystowe procesu produkeji etanolu, oceniono wplyw
zroznicowanej zawartoéci ekstraktu w zacierach kukurydzianych na przebieg i efekty kon-
cowe fermentacji etanolowej. Wskazano, ze mankamentem technologii fermentacji za-
cieréw kukurydzianych o zawartoéci surowca powyzej 32% (VHG) jest relatywnie nizsza
efektywno$¢ konwersji weglowodandw do etanolu, a skutecznym remedium w takiej sy-
tuacji moze by¢ suplementacja zacieréw VHG jonami Cr(III). Dodatek 60 mg Cr(III)-1*
poprawil parametry kinetyczne fermentacji zacieréw o wysokiej zawartosci ekstraktu
(VHG). Stwierdzono wzrost szybkosci zuzycia cukréw, produkeji etanolu, stopnia wyko-
rzystania weglowodanow, a takze stezenia etanolu o 12 g1 (S. diastaticus ATCC 13007)
17 g1 (S. cerevisiae Etanol Red). Jedynie szczep Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086
nie wytworzyt wiekszych iloéci etanolu w obecno$¢ Cr(III), ale przy$pieszyl jego biosyn-
teze o dobe. Dodatek Cr(III) nie wptynal na przebieg i efekty konicowe fermentacji zacie-
réw 20%. Drozdze gorzelnicze akumulowaly Cr(III) zaréwno podczas wzrostu na pod-
lozu YPG, jak i fermentacji zacieréw kukurydzianych suplementowanych CrCL-6H,O.
Najwiecej chromu akumulowaly drozdze Schwanniomyces occidentalis, a najmniej S. cere-
visiae Ethanol Red. Podczas fermentacji zacierow VHG zawartos¢ chromu w komérkach
drozdzy rodzaju Saccharomyces byla wyzsza niz w zacierach 20%. Dodatek Cr(III) w ilo-
$ci 60 mg-1* do zacieréw kukurydzianych powodowat poprawe dynamiki wzrostu oraz
wigkszy przyrost biomasy w poréwnaniu z probami niesuplementowanymi. Nie stwier-
dzono wplywu obecnosci Cr(III) na rozmiar komérek drozdzy z rodzaju Saccharomyces.
W obecnosci Cr(III) w komoérkach drozdzy oznaczono wyzsza zawartos¢ Mg, Ca i Zn
oraz nizszg KiNa zaréwno w trakcie fermentacji, jak i po jej zakonczeniu. Najbardziej sta-
bilnym sktadem oznaczanych pierwiastkéw charakteryzowaly si¢ komorki szczepu S. dia-
staticus ATCC 13007 w czasie fermentacji zacierow 20%. Dodatek Cr(III) do zacierow
kukurydzianych skutkowal wyzsza zawarto$cia w biomasie pofermentacyjnej drozdzy
nienasyconych kwasow ttuszczowych. W efekcie wspolczynnik UFA/SFA (ilo$ci kwasow
nienasyconych do nasyconych) byt wyzszy w komérkach drozdzy fermentujacych zaciery
suplementowane jonami Cr(III).

Przeprowadzone badania potwierdzity przydatno$¢ Cr(III) w technologii fermentacji
zacieréw gorzelniczych typu VHG.

Stowa kluczowe: etanol, fermentacja, technologia VHG, drozdze, chrom
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