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DLUGOTRWALA, CIAGEA FERMENTACJA WINIARSKA
Z DROZDZAMI IMMOBILIZOWANYMI NA SZKLE PIANKOWYM

Streszczenie

Celem pracy byto przeprowadzenie diugotrwalej, ciggtej fermentacji winiarskiej z drozdzami immo-
bilizowanymi na szkle piankowym.

Fermentacje prowadzono przez okres ponad 4,5 miesigca, w temp. 22°C. Przeptyw medium przez 4
szklane kolumny wypetnione kostkami szkia piankowego wynosit 5-6 dni. Stwierdzono prawidtowy
przebieg fermentacji przez okres ponad 3 miesiecy. Po tym czasie nastgpit nieznaczny spadek otrzymy-
wanego alkoholu, a w 5. miesigcu zmiany cech sensorycznych wina. W czasie fermentacji obserwowano
obnizanie sie liczby komérek drozdzy w kolejnych kolumnach i w miare uptywu czasu pracy fermentora,
a takze wzrost liczby komarek nieaktywnych zyciowo. Obserwacje mikroskopowe wykazaty zmiany w
ksztatcie komoérek. Stwierdzono, ze mozliwe jest prowadzenie ciagtej fermentacji winiarskiej z drozdzami
immobilizowanymi na szkle piankowym przez okres 3-4 miesiecy.

Wistep

W ostatnich latach, w procesie ciggtej fermentacji obserwuje sie wzrost zaintere-
sowania wykorzystaniem unieruchomionych komdrek drozdzy [17]. Badania te pro-
wadzone sg gtéwnie w kierunku produkcji etanolu [13]. Nieliczne prace z zakresu fer-
mentacji winiarskiej donoszg gtéwnie o wykorzystaniu drozdzy immobilizowanych
metodg putapkowania w réznych rodzajach zeli [2, 3, 5, 8, 11]. ,Kuleczki” zelu sg
jednak Scisliwe i wykazujg tendencje do osadzania sie na dnie zbiornikéw fermenta-
cyjnych, co utrudnia przeptyw medium. Stwarza to konieczno$¢ stosowania fermento-
row z mieszaniem fluidyzacyjnym lub z zastosowaniem przegréd [16]. Ponadto w
kwasnym Srodowisku wina, zele tracg swe wasciwosci mechaniczne, a przy dtuzszym
uzyciu mogga ulec destrukcji. Niektorzy wskazujg tez na niekorzystny wptyw na wia-
$ciwosci sensoryczne otrzymywanego produktu [5].
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Stad tez wydaje sie wtasciwe podjecie prob nad ciggta fermentacjg winiarskg z
drozdzami unieruchomionymi na powierzchni twardego, niescisliwego nos$nika. Do-
Swiadczenia nad ciggtg fermentacjg winiarska w niskiej temperaturze z drozdzami im-
mobilizowanymi na powierzchni pumeksu (porowatego, wulkanicznego mineratu za-
wierajacego okoto 70% SO:) przeprowadzili Bakoyianis i wsp. [1], W naszym Zakta-
dzie w badaniach nad szeryzacjg win owocowych do immobilizacji komorek drozdzy
wykorzystano biate szkto piankowe [14, 15]. No$nik ten zastosowano réwniez do unie-
ruchamiania drozdzy w ciggtej fermentacji winiarskiej trwajacej 33 dni [18].

Celem pracy byta préba okreslenia wptywu diugotrwatej, ciggtej fermentacji wi-
niarskiej z drozdzami immobilizowanymi na szkle piankowym, na cechy otrzymywa-
nego wina.

Materiaty i metody badan

Zestaw do prowadzenia ciggtej fermentacji sktadat sie z 4 szklanych kolumn wy-
petnionych kostkami szkia piankowego, pompy zasilajgcej, zbiornika zasilajgcego i
odbieralnika.

Nastaw winiarski przygotowywano z soku odtworzonego z koncentratu jabtko-
wego, przy czym zawarto$¢ cukrow ogétem wynosita po uzupetnieniu sacharozg ok.
320 g/dm3. Nastaw wzbogacano w pozywke azotowg, a takze sulfitowano do ilosci 80
mg/dm3 S02w celu przeciwdziatania rozwojowi szkodliwej mikroflory w czasie fer-
mentacji.

Do fermentacji uzywano drozdze z gatunku Saccharomyces cerevisiae, rasy
S.0./IAD, adaptowane do wysokiego stezenia cukréw i alkoholu, pochodzace z kolek-
cji czystych kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW. Drozdze
dodawano jednorazowo przed rozpoczeciem fermentacji, a kolumny napetniano stop-
niowo w odstepach dwudniowych. Przerwy te umozliwiaty osadzenie si¢ drozdzy na
powierzchni no$nika.

Przed rozpoczeciem fermentacji przeprowadzano pasazowanie drozdzy majace na
celu przyzwyczajenie ich do obecnosci SO. w nastawie i do wzrastajgcej zawarto$¢
cukrow.

Fermentacje prowadzono w temp. ok. 22°C przez okres ponad 4,5 miesigca od
momentu rozpoczecia zasilania, przy czym przeptyw przez baterie fermentoréw wyno-
sit ok. 5-6 dni.

W trakcie procesu fermentacji prowadzono analize chemiczng zgodnie z po-
wszechnie stosowang metodykg. Przeprowadzano rOwniez ocene sensoryczng wina
w skali pieciopunktowej o 9 poziomach jakoS$ci wyliczajac ocene ogdlngjako $rednig
wazong przy wspo6tczynnikach wazkosci: barwa-1, zapach-2, smak-6. Okreslano takze
liczbe komorek drozdzy w medium w poszczeg6lnych kolumnach fermentora metodg
liczenia bezposSredniego w komorze Thoma oraz metodg ptytkowa. Po zakonczeniu
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procesu oznaczano w kolejnych kolumnach liczbe komorek drozdzy na powierzchni
nos$nika z uwzglednieniem komérek nieaktywnych zyciowo.

Whyniki i dyskusja

llo$¢ otrzymywanego alkoholu wzrastata w poczatkowym okresie pracy fermen-
torow. Najwyzszg ilos¢ alkoholu otrzymano ok. 20-30 dnia fermentacji i wynosita ona
17,4% obj. Nastepnie poprzez zwiekszenie przeptywu starano sie uzyskiwaé¢ ok. 16%
alkoholu, tzn. przeptyw przez kolumny wynosit wtedy ok. 5-6 dni. W 4 miesigcu fer-
mentacji nastapit nieznaczny spadek ilosSci otrzymywanego alkoholu i wynosit on ok.
15%, a w 5 miesigcu ok.14% (rys. 1). Fermentacje ciggta nalezy prowadzi¢ w ten spo-
séb, aby w winie opuszczajagcym linie pozostato 2-3% nie przefermentowanych cu-
kréw podtrzymujgcych aktywno$é zyciowg drozdzy [19]. Stad nie starano sie zmniej-
szac przeptywu dla petnego odfermentowania cukréw.

Rys. 1. Wplyw czasu trwania fermentacji ciggtej na zawarto$¢ alkoholu w winie.
Fig. 1 Influence of continuous time of fermentation on alcohol content in wine.

Jako$¢ mtodych win byta dobra (bez dodatkowej obrébki) i na wyréwnanym po-
ziomie przez okres ponad 3 miesiecy trwania fermentacji. Pod koniec 4 miesigca nie-
przerwanej fermentacji jako$¢ win ulegta niewielkiemu obnizeniu. Pojawit sie specy-
ficzny posmak i zapach, co prawdopodobnie wigzato sie z procesem autolizy drozdzy,
a ocena ogélna ulegta obnizeniu do 3,7 punktu (tab. 1). Powyzsze dane wskazujg na
znaczng stabilno$¢ w procesie fermentacji w ciagu ponad trzech miesiecy jego trwania.
Bakoyianis i wsp. [1] prowadzili ciggtg fermentacje winiarska przez okres 75 dni obni-
zajgc stopniowo temperature z 27 do 5°C. Natomiast Ogbonna i wsp. [12] prowadzili
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proces fermentacji ciagtej przez 42 dni uzywajac drozdzy immobilizowanych w postaci
membrany w alginianie wapnia na szklanych biowktadach. Dallmann i wsp. [2] prze-
prowadzili trwajacq 15 dni ciggta fermentacje soku jabtkowego z uzyciem drozdzy
putapkowanych w alginianie wapnia. O trwajgcej 5 miesiecy fermentacji z drozdzami
immobilizowanymi réwniez w alginianie wapnia donoszg Nagashima i wsp. [10]. Jed-
nak badania te prowadzone byty w kierunku otrzymywania alkoholu z trzciny cukro-
wej.

Tabela 1

Wplyw czasu trwania fermentacji ciagtej na oceng sensoryczng win (skala 5-punktowa).
Influence of continuous fermentation time on organoleptic assessment of wines (5 point score).

Czas pracy fermentora (dni) / Work time of fermentor (days)
Wyréznik / Quality factor

30 50 100 135
Barwa / Colour 3,9 34 4,4 4.4
Zapach / Aroma 41 4.4 4,0 33
Smak / Taste 42 4,0 4,0 3,7
Ocena ogdlna / Total assessment 41 4,0 41 3,7

Rys. 2. Liczba komérek drozdzy w kolumnach w zaleznos$ci od czasu pracy fermentora.
Fig. 2. Number of yeast cells in columns depending on work time of fermentor.
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W miare uptywu czasu fermentacji obserwowano obnizanie sie liczby komorek
drozdzy w 1 ml fermentowanego medium oraz w kolejnych kolumnach. Na rys. 2.
przedstawiono dane otrzymane metodg liczenia bezposredniego. Szczeg6lnie niewielkg
liczbg komorek zaobserwowano w 1V kolumnie. Liczba ta wynosita 2,5-107 komorek
w pierwszym miesigcu fermentacji, a w trzecim miesigcu obnizyta sie o potowe do
1,1-107, co jest spowodowane prawdopodobnie znaczng koncentracjg alkoholu. Obni-
zanie sie liczby komorek w kolejnych kadziach fermentacyjnych stwierdzili Lipiec i
Krawczyk [7], prowadzac préby nad ciggta fermentacjg winiarskg w skali technicznej.

Bezposrednio po zakonczeniu procesu fermentacji okreslano liczbg komorek
drozdzy na 1 cm2powierzchni nosnika (rys. 3). Stwierdzono spadek liczby drozdzy w
kolejnych kolumnach fermentora. Jednocze$nie liczba komérek otrzymana metoda
posiewu byta nizsza niz uzyskana drogg liczenia bezposredniego, z uwzglednieniem
komorek nie barwigcych sie biekitem metylenowym. Przyczyng moze by¢ tworzenie
przez drozdze aglomeratow, tancuszkéw 3-4 komaérkowych. Obnizanie sie liczby ko-
morek na powierzchni nosnika jest zgodne ze stwierdzonym wczesniej spadkiem ilosci
drozdzy w medium w kolejnych kolumnach fermentora.

Rys. 3. Liczba komérek drozdzy w kolumnach po zakoriczeniu fermentacji.
Fig. 3.  Number of yeast cells in columns after fermentation.

Po zakonczeniu fermentacji okreslano takze procent komorek nieaktywnych zy-
ciowo na powierzchni nos$nika w poszczeg6lnych kolumnach (rys. 4). Stwierdzono
wzrost liczby komorek nieaktywnych zyciowo w kolejnych kolumnach. Zaobserwo-
wano takze nieznaczne zwiekszenie sie udziatu tych komorek w dolnych partiach
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trzech kolumn, liczac od poczatku zestawu. Wzrost liczby komorek barwiacych sie
btekitem metylenowym w kolejnych kadziach stwierdzili Lipiec i Krawczyk [7], Jed-
nak ta ciggta fermentacja trwata 92 dni i prowadzona byta metoda tradycyjna.

Rys. 4. Udziat komérek nieaktywnych zyciowo na r6znych poziomach kolumn po 4,5 miesigcach pracy
fermentora.

Fig. 4. Content of non-viable yeast cells on different levels of columns after 4,5 month work of fer-
mentor.

W miare uptywu czasu pracy fermentora obserwowano zmiany w ksztatcie komo-
rek drozdzy. Zwiekszat sie udziat komérek wydtuzonych i butawkowatych, co udoku-
mentowano na zdjeciach z mikroskopu $wietlnego (fot. 1-3). Zmiany w ksztatcie ko-
morek od eliptycznych do podiuznych podczas fermentacji ciggtej zaobserwowali Hill
i Robinson [4], Stwierdzili oni, ze im bardziej przeptywajace podtoze jest rozcienczo-
ne, tym komorki sg bardziej wydtuzone. Réwniez Lipiec [6] zaobserwowata wydtuza-
nie sie komorek drozdzy w kolejnych kadziach fermentacyjnych. Stwierdzone przez
nas ksztatty butawkowate mogg wigzac sie z faktem, ze przy znacznej i dtugotrwatej
koncentracji alkoholu w $rodowisku moze nastepowacé wyciek zawartosci komorek w
wyniku uszkodzenia btony komdrkowej [9], Planowane sg dalsze badania w tym kie-
runku.
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Fot. 1. Komorki ,matki drozdzowej” (pow. x600).

Fot. 2. Drozdze po ponad 4,5 miesigcach fermentacji wyizolowane z nosnika (pow. x600).

Fot. 3. Komorki drozdzy wyizolowane z nosnika po 4,5 miesigcach fermentacji (pow. x600).
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Podsumowanie

Mozliwe jest prowadzenie ciggtej fermentacji winiarskiej z drozdzami immobili-
zowanymi na szkle piankowym, przez okres ok. 3-4 miesiecy, w temp. ok. 22°C, bez
negatywnego wptywu najakos$¢ otrzymywanego produktu.

Biate szkto piankowe wydaje sie by¢ odpowiednim nosnikiem drozdzy w ciggtej
fermentacji winiarskiej.
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LONG-LASTING, CONTINUOUS FERMENTATION BY YEST CELLS IMMOBILIZED
ON FOAM GLASS

Summary

Long-lasting, continuous wine fermentation by yeast cells immobilized on foam glass was investi-
gated. The fermentation was carried out for more than 4,5 months at 22°C. The medium was passed thrugh
4 glass columns with the cubes of foam glass at a rate of 5-6 days. The steady state was maintained for
more than 3 months and insignificant decrease of alcohol content was observed after this period. The
negative changes in the sensoric quality of wine occured in the 5th month of investigation. The decrease
in the number of yeast cells per ml of medium in the columns and at the work time of fermentor was
stated. The increase in number of non-viable yeast cells in the columns was observed too. Microscopic
observation shows morphological changes of yeast cells after fermentation. This research has shown that
process of continuous wine fermentation with yeast immobilized on foam glass can be conducted for 3-4
months. »



