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Oceniono możliwości biosyntezy kwasu octowego przez drożdże Brettanomy-
ces bruxellensis w warunkach hodowli wstrząsanych z wykorzystaniem glukozy 
i fruktozy jako źródeł węgla. Scharakteryzowano wzrost i żywotność drożdży 
oraz ich metabolizm szczególnie pod kątem dynamiki oraz wydajności procesu 
biosyntezy kwasu octowego. Stwierdzono, że trzy testowane szczepy wykazywały 
zdolność do biosyntezy kwasu octowego a najwyższe uzyskane stężenie wynosiło 
6,04 g/dm3.
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Drożdże z rodzaju Brettanomyces należą do mikrofl ory winogron i poznane zo-
stały jako jedno ze szczególnych zagrożeń zakażeń mikrobiologicznych win grono-
wych (1–3). Wyizolowane zostały w 1904 r. z angielskich piw, co znalazło konse-
kwencję w ich nazwie: Brettanomyces – „brettano” czyli British brewer (angielski 
piwowar) oraz „myces” (grzyby). Brettanomyces dobrze znoszą surowe warunki pa-
nujące w takim środowisku jakim jest wino, a mianowicie wysoka kwasowość (pH 
ok. 3,5), wysokie stężenie etanolu (10–14% obj.), niskie stężenie cukrów (nawet 
poniżej 2 g/dm3) oraz duże ilości związków polifenolowych. Prawdopodobnie dlate-
go częściej spotyka się je w winach czerwonych niż białych (1–5). Zagrożeniem wy-
nikającym z obecności tych drożdży w winie jest przede wszystkim ich zdolność do 
syntezy niekorzystnych aromatów. Brettanomyces mają bowiem zdolność rozkładu 
naturalnie występujących w winogronach hydroksykwasów (kumarowego, ferulo-
wego i kawowego) oraz ich biokonwersji do fenolowych związków zapachowych 
takich, jak: 4-etylo fenol, 4-etylo gwalikol i etylo katechol, odpowiedzialnych za 
aromaty: wędzonki, stajni, potu, plastrów opatrunkowych czy myszy. Należy jednak 
zaznaczyć, że poza niekorzystnymi zapachami, drożdże Brettanomyces zdolne są 
również do syntezy całej gamy estrów przyczyniających się z kolei do powstawania 
przyjemnych aromatów takich, jak: kwiatowy, owocowy, świeżego chleba, piwa czy 
szynki (3, 6–8). 

Analiza metabolizmu drożdży Brettanomyces wskazuje również na ich zdolność 
do biosyntezy podwyższonych ilości kwasu octowego. Niskie wymagania żywie-
niowe tych drożdży, zdolność do wykorzystywania różnych źródeł węgla oraz bez-
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pośredniej biokonwersji glukozy do kwasu octowego z pominięciem fermentacji 
alkoholowej, to cechy dzięki którym Brettanomyces mają szanse stać się mikroorga-
nizmami alternatywnymi dla bakterii Acetobacter w procesie produkcji kwasu oc-
towego. Pierwsze doniesienia wskazują na bardzo zróżnicowaną wydajność takiego 
procesu, w zakresie od 8 do 65 g kwasu octowego/dm3, w zależności od specyfi ki 
szczepu, warunków hodowli oraz rodzaju zastosowanego źródła węgla (9–13). 

W prezentowanej pracy oceniono wzrost oraz metabolizm drożdży Brettanomy-
ces bruxellensis w podłożach zawierających różne rodzaje oraz stężenia cukru jako 
źródła węgla szczególnie pod kątem dynamiki oraz wydajności procesu biosyntezy 
kwasu octowego.

MATERIAŁ I METODY

Do badań wykorzystano trzy szczepy drożdży Brettanomyces bruxellensis pocho-
dzące z Cornell Enology Strain Collection (NYSAES, NY, USA): B. bruxellensis 
CE 116, B. bruxellensis CE 120 oraz B. bruxellensis CE 254. Drożdże przechowy-
wano i namnażano w podłożu YM, Difco (glukoza 10 g/dm3, pepton małosolny 5 
g/dm3, ekstrakt drożdżowy 3 g/dm3, ekstrakt słodowy 3 g/dm3. Dla biosyntezy kwa-
su octowego stosowano modelowe podłoże glukozowe (11) o składzie: glukoza 50 
g/dm3, (NH4)2HPO4 2 g/dm3, KH2PO4 5 g/dm3, MgSO4 · 7 H2O 0,4 g/dm3, ekstrakt 
drożdżowy 1 g/dm3, pH = 4. Dla oceny wpływu różnych źródeł węgla na wydajność 
biosyntezy kwasu octowego zastosowano modyfi kację własną podłoża modelowe-
go, w której glukozę w stężeniu 50g/dm3 zastępowano glukozą i fruktozą w stęże-
niach 10 i 25 g/dm3, oraz stosowano równocześnie glukozę i fruktozę (symulacja 
składu moszczu gronowego) w stężeniach 5, 10 i 25 g/dm3. 

Hodowle prowadzono w warunkach wstrząsanych (150 obr./min), w temp. 30°C, 
bez regulacji pH. Inokulum stanowiła 48 h hodowla szczepu Brettanomyces bruxel-
lensis w ilości 5% (v/v).

Metody anal i tyczne:
Liczbę oraz żywotność komórek drożdży oceniano mikroskopowo za pomocą ko-

mory Thoma oraz z zastosowaniem barwienia błękitem metylenowym. 
Kwasowość czynną oceniano za pomocą pH-metru Elmetron CP-411 z automa-

tyczną kompensacją temperatury. Zmiany stężenia glukozy, fruktozy oraz kwasu 
octowego oceniano za pomocą wysokosprawnej chromatografi i cieczowej. Płyny 
pohodowlane fi ltrowano przez mikrofi ltr 0,45 μm, tak przygotowane próbki na-
strzykiwano na kolumnę Aminex HPX-87H (BIO-RAD) w objętości 20 mm3. Fazę 
ruchomą stanowił roztwór kwasu siarkowego o stęż. 0,005 mol/dm3. Czas analizy 
wynosił 30 min., a temp. 30°C. 

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Na podstawie analizy wyników hodowli wszystkich trzech testowanych szcze-
pów Brettanomyces bruxellensis stwierdzono, iż największa dynamika wykorzysta-
nia glukozy występowała w pierwszych siedmiu dniach hodowli (tab. I). Najwyższe 
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odnotowane stężenie kwasu octowego dla szczepów B. bruxellensis CE 116, CE 120 
i CE 254 wyniosło odpowiednio 5,76 ± 0,50, 6,04 ± 0,29 i 5,66 ± 0,49 g/dm3. Żywot-
ność drożdży do siódmego dnia hodowli była bardzo wysoka (> 95%), a następnie 
nieznacznie obniżała się. Uzyskane w warunkach prezentowanego doświadczenia 
ilości kwasu octowego są jednak niższe od wyników prac innych badaczy. Podczas 
hodowli prowadzonych w podobnych warunkach uzyskiwane stężenia kwasu oc-
towego sięgały od 9 g/dm3 (11) lub 11 g/dm3 (10) do 24 g/dm3 (13). W przypadku 
zwiększenia napowietrzania podłoża hodowlanego w warunkach hodowli bioreak-
torowych najwyższe odnotowane stężenie wynosiło 65 g/dm3 (12). Trzeba jednak 
podkreślić, że wydajność procesu biosyntezy kwasu octowego jest ściśle związana 
ze specyfi ką szczepu. Freer i współpr. (13) w tych samych badaniach podają, że 26 
szczepów z 60 badanych w ogóle nie było zdolnych do produkcji kwasu octowego 
na określonym poziomie detekcji.
Ta b e l a  I. Zmiany pH, liczy i żywotności drożdży oraz stężenia glukozy, kwasu octowego i alkoholu podczas ho-
dowli Brettanomyces bruxellensis w modelowym podłożu glukozowym

Ta b l e  I. Changes in the pH, amount and vitality of yeasts, as well as in the concentration of glucose, acetic acid 
and ethanol during cultivation of Brettanomyces bruxellensis in the model glucose medium 

Dzień
hodowli pH log

kom/cm3

Żywotność 
drożdży

(%)

Glukoza 
(g/dm3)

Kwas 
octowy 
(g/dm3)

Etanol 
(% v/v)

Brettanomyces bruxellensis CE 116

0 4,19±0,00 7,62±0,00 97,86±0,00 50,00±0,00 0 0

1 3,16±0,03 7,83±0,14 97,44±0,33 45,00±0,00 0 0

3 2,49±0,01 8,60±0,01 96,51±0,15 33,70±7,07 3,53±0,11 0,70±0,99

7 2,59±0,00 8,42±0,06 92,97±4,09 20,90±1,14 5,38±0,61 1,80±0,04

10 2,61±0,00 8,44±0,01 94,51±0,43 17,42±1,39 5,60±0,69 1,57±0,13

14 2,57±0,01 8,43±0,03 90,74±0,06 14,01±2,68 5,76±0,50 1,54±0,00

Brettanomyces bruxellensis CE 120

0 4,19±0,00 7,36±0,00 97,41±0,00 50,00±0,00 0 0

1 3,09±0,03 7,81±0,11 98,15±2,62 34,62±2,11 0 0

3 2,50±0,00 8,69±0,05 95,65±2,98 26,69±7,62 5,64±1,70 1,20±0,00

7 2,64±0,02 8,39±0,06 96,58±2,74 21,27±8,30 5,94±0,80 1,80±0,13

10 2,65±0,01 8,62±0,03 95,17±1,03 17,24±6,99 6,04±0,29 1,55±0,01

14 2,64±0,01 8,53±0,02 89,57±1,37 14,56±4,86 5,64±0,76 1,50±0,06

Brettanomyces bruxellensis CE 254

0 4,18±0,00 7,55±0,00 98,81±0,00 50,00±0,00 0 0

1 3,06±0,01 8,15±0,05 95,89±3,61 40,64±0,76 0 0

3 2,51±0,00 8,44±0,04 94,55±0,02 31,98±1,22 5,66±0,49 1,95±0,08

7 2,66±0,01 8,50±0,05 97,21±1,02 29,58±2,60 5,13±0,26 1,46±0,28

10 2,65±0,01 8,64±0,13 93,50±1,25 26,76±0,61 5,25±0,24 1,44±0,15

14 2,62±0,01 8,44±0,04 88,86±1,78 25,00±1,20 5,47±0,18 1,51±0,00



Nr 3 359Metabolizm glukozy i fruktozy u drożdży Brettanomyces bruxellensis

Należy również zwrócić uwagę na zdolność drożdży do wykorzystania etano-
lu jako źródło węgla. We wszystkich hodowlach zauważono syntezę niewielkich 
ilości etanolu. Jednak po siódmym dniu hodowli jego stężenie zaczęło się obniżać 
co może świadczyć o wykorzystaniu go przez drożdże jako źródło węgla. Takie 
zjawisko podczas hodowli Brettanomyces jest potwierdzeniem obserwacji innych 
badaczy (11–13) analizujących warunki syntezy kwasu octowego.
Ta b e l a  II. Zmiany pH, liczy i żywotności drożdży oraz stężenia cukru (glukozy lub fruktozy), kwasu octowego 
i alkoholu podczas hodowli szczepu Brettanomyces bruxellensis CE 254 w modyfikowanym podłożu glukozowym 

Ta b l e  II. Changes in the pH, amount and vitality of yeasts, as well as in the concentration of sugar (glucose or 
fructose), acetic acid and ethanol during cultivation of the strain Brettanomyces bruxellensis CE 254 in the modified 
glucose medium 

Dzień 
hodowli pH log

kom/cm3

Żywotność 
drożdży

(%)

Cukier 
(g/dm3)

Kwas 
octowy 
(g/dm3)

Etanol 
(% v/v)

 glukoza 25 g/dm3

0 4,51±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 25,00±0,00 0 0

1 2,60±0,02 8,30±0,01 97,51±2,07 7,88±0,04 0,92±0,16 0,82±0,04

3 2,54±0,05 8,42±0,03 97,29±0,74 0,12±0,00 4,07±1,21 0,71±0,00

7 2,77±0,04 8,40±0,11 79,10±4,11 0 5,82±0,42 0,62±0,00

 fruktoza 25 g/dm3

0 4,42±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 25,00±0,00 0 0

1 2,88±0,04 8,11±0,15 96,22±0,25 9,73±1,17 1,14±0,02 0,51±0,00

3 2,70±0,00 8,42±0,01 96,18±0,08 0 3,42±1,87 0,62±0,11

7 2,84±0,01 8,26±0,02  78,14±11,36 0 5,96±0,24 0,62±0,01

 glukoza 10 g/dm3

0 4,57±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 10,00±0,00 0 0

1 2,84±0,02 8,19±0,03 98,02±1,07 0,96±0,21 1,47±0,02 0,42±0,02

3 2,70±0,00 8,62±0,03 95,90±0,04 0,15±0,07 0,21±0,13 0,20±0,14

7 2,83±0,01 8,41±0,24 83,18±1,03 0 0 0

 glukoza 10 g/dm3

0 4,48±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 10,00±0,00 0 0

1 2,87±0,03 8,17±0,11 98,05±0,45 0,03±0,04 0,45±0,07 0,21±0,01

3 2,84±0,02 8,41±0,07 96,19±0,51 0 0,43±0,04 0,14±0,02

7 2,92±0,00 8,39±0,03 86,67±5,45 0 0 0

Podczas hodowli z zastosowaniem dwóch rodzajów cukru: glukozy i fruktozy 
w różnych stężeniach wykazano, że stężenie zarówno glukozy, jak i fruktozy w ilo-
ści 10 g/dm3, było zbyt niskie dla uzyskania zadowalającej wydajności produkcji 
kwasu octowego (tab. II). W przypadku glukozy cukier został wykorzystany po trze-
cim dniu hodowli, w przypadku fruktozy już po pierwszym dniu. W podłożu poja-
wił się kwas octowy jednak w bardzo małych ilościach (w podłożu zawierającym 
glukozę – 1,47 ± 0,02 g/dm3 i fruktozę – 0,45 ± 0,07 g/dm3). Zaobserwowano, że 
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zarówno powstały kwas, jak i etanol były wykorzystane przez drożdże jako jedyne 
pozostałe w środowisku źródło węgla (kiedy glukoza i fruktoza została całkowicie 
zutylizowana). Po siedmiu dniach hodowli odnotowywano brak glukozy, fruktozy, 
kwasu octowego i etanolu. Wartość pH w obu przypadkach osiągnęła najniższy po-
ziom w trzecim dniu hodowli. Następnie, podobnie jak w pierwszym etapie badań, 
zaobserwowano podwyższenie pH z jednoczesnym zmniejszeniem liczby drożdży, 
co może wskazywać na lizę komórek. Podczas hodowli w podłożu zawierającym
25 g/dm3 glukozy lub fruktozy ponownie zaobserwowano całkowite wykorzystanie 
cukru już po trzech dniach (tab. II). Stwierdzono, że stężenie to jest wystarczające, 
aby drożdże nie wykorzystywały kwasu octowego i etanolu jako dodatkowego źródła 
węgla. Stężenie kwasu octowego osiągnęło poziom 5,96 ± 0,24 g/dm3 w przypadku 
podłoża zawierającego fruktozę i 5,82 ± 0,42 g/dm3 w podłożu zawierającym gluko-
zę. Ponownie po intensywnym obniżeniu pH środowiska hodowlanego obserwowa-
no wzrost pH po trzecim dniu hodowli z jednoczesnym obniżeniem liczby komórek. 
Różne stężenia i rodzaje źródeł węgla korzystnych dla procesu produkcji kwasu 
octowego przez drożdże Brettanomyces były również celem badań innych naukow-
ców. Aguilar i współpr. (9) wskazują na stężenie glukozy w wysokości 50–60 g/dm3 
jako najlepsze środowisko do biosyntezy (stężenie kwasu octowego sięgało wtedy 
13 g/dm3). Z kolei wg Freer i współpr. (12) najlepszym stężeniem glukozy było

Ta b e l a  III. Zmiany pH, liczy i żywotności drożdży oraz stężenia cukru (glukozy i fruktozy), kwasu octowego i alko-
holu podczas hodowli szczepu Brettanomyces bruxellensis CE 254 w modyfikowanym podłożu glukozowym 

Ta b l e  III. Changes in the pH, amount and vitality of yeasts, as well as in the concentration of sugar (glucose and 
fructose), acetic acid and ethanol during cultivation of the strain Brettanomyces bruxellensis CE 254 in the modified 
glucose medium 

Dzień 
hodowli pH log 

kom/cm3

Żywotność 
drożdży

(%)

Glukoza 
(g/dm3)

Fruktoza 
(g/dm3)

Kwas 
octowy 
(g/dm3)

Etanol 
(% v/v)

 glukoza/fruktoza: 25/25 g/dm3

0 4,47±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 25,00±0,00 25,00±0,00 0 0

1 3,11±0,21 8,13±0,11 96,98±0,78 14,83±3,22 21,80±3,25 0,83±1,17 0,45±0,21

3 2,58±0,01 8,65±0,05 96,20±0,11 0 0 2,30±0,15 0,85±0,07

7 2,65±0,01 8,57±0,09 79,44±4,25 0 0 4,10±0,49 1,01±0,13

 glukoza/fruktoza: 10/10 g/dm3

0 4,59±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 10,00±0,00 10,00±0,00 0 0

1 2,94±0,14 8,35±0,16 96,68±1,81 2,18±1,52 5,10±2,61 1,06±0,15 0,46±0,08

3 2,79±0,02 8,34±0,12 96,65±1,53 0 0 3,28±1,10 0,45±0,04

7 2,87±0,02 8,15±0,10 81,85±4,45 0 0 5,66±0,24 0,45±0,01

 glukoza/fruktoza: 5/5 g/dm3

0 4,48±0,00 7,95±0,00 98,89±0,00 5,00±0,00 5,00±0,00 0 0

1 3,04±0,05 8,20±0,05 98,04±1,10 0 0,11±0,16 1,17±0,02 0,39±0,06

3 2,95±0,07 8,55±0,04 96,41±1,70 0 0 0,42±0,17 0,17±0,10

7 2,91±0,02 8,58±0,02 80,68±0,95 0 0 0 0
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100 g/dm3. Przy takiej koncentracji cukru jako substratu, uzyskano stężenie kwasu 
octowego na poziomie 31,6 g/dm3, ale glukoza w podłożu nie została całkowicie 
wykorzystana. Należy podkreślić, że podczas tak przeprowadzonej hodowli tylko
5 szczepów z 60 badanych miało zdolność do produkcji kwasu octowego powyżej 
29 g/dm3. Natomiast 28 z nich uzyskało wydajność powyżej 5 g/dm3. Zatem wydaj-
ności uzyskane w ramach prezentowanych badań znajdują potwierdzenie w wyni-
kach badań innych zespołów.

W podłożach z zastosowaniem glukozy i fruktozy jako źródeł węgla ponownie 
zaobserwowano całkowite zużycie cukru, jednak glukoza zawsze była wykorzy-
stywana w pierwszej kolejności. Podobne preferencje dotyczące wykorzystania 
glukozy przez drożdże B. bruxellensis w porównaniu z innymi źródłami węgla ta-
kimi, jak: melas, sacharoza, sok buraczany i ananasowy zostały opisane również 
przez innych badaczy podczas hodowli okresowych prowadzonych w bioreaktorach 
(9). W ramach prezentowanych badań własnych, największą koncentrację kwasu 
octowego (5,66±0,24 g/dm3) uzyskano w hodowli ze stężeniem cukrów glukoza/
fruktoza 10/10 g/dm3. W przypadku stężenia cukrów 5/5 g/dm3 jako źródło węgla 
wykorzystane były także, wytworzone wcześniej kwas octowy i etanol. Przy stę-
żeniu cukrów 25/25 g/dm3 stwierdzono zmniejszoną produkcję kwasu octowego, 
jak również niską przeżywalność komórek – 79,44% po siedmiu dniach (tab. III). 
Stwierdzono, że takie stężenie cukru może mieć inhibujący wpływ na metabolizm 
badanego szczepu. 

WNIOSKI

1. Stwierdzono zdolność trzech testowanych szczepów drożdży Brettanomyces 
bruxellensis CE 116, CE 120 oraz CE 254 do biosyntezy kwasu octowego w zasto-
sowanych warunkach tlenowych – hodowli wstrząsanych, prowadzonych w temp. 
30°C, bez regulacji kwasowości środowiska. 

2. Z przetestowanych źródeł węgla najkorzystniejszym pod względem biosyn-
tezy kwasu octowego była glukoza w stężeniu od 25 do 50 g/dm3. W przypadku 
braku glukozy w środowisku zarówno fruktoza, jak i etanol mogą również stanowić 
przyswajalne dla Brettanomyces źródła węgla, jednak obserwowany wzrost i meta-
bolizm drożdży były w takich warunkach istotnie ograniczone. 

M.  L a s i k,  M.  G u m i e n n a,  J.  N o w a k

CHARACTERISTIC OF GLUCOSE AND FRUCTOSE METABOLISM BY YEAST 
BRETTANOMYCES BRUXELLENSIS IN A MODEL MEDIUM

S u m m a r y

The possibility of acetic acid biosynthesis by the yeast Brettanomyces bruxellensis with a carbon sou-
rce of glucose and fructose, in shake conditions was evaluated. The characteristic of growth and vitality 
of the yeast as well as the metabolism, specially from the point of view of the dynamic and effi ciency of 
acetic acid biosynthesis were performed. It was found that all three tested strains were able to produce the 
acetic acid and the highest obtained concentration reached 6 g/dm3.
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