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Oceniono mozliwosci biosyntezy kwasu octowego przez drozdze Brettanomy-
ces bruxellensis w warunkach hodowli wstrzqsanych z wykorzystaniem glukozy
i fruktozy jako zZrédel wegla. Scharakteryzowano wzrost i Zywotnosé drozdzy
oraz ich metabolizm szczegdlnie pod kqtem dynamiki oraz wydajnosci procesu
biosyntezy kwasu octowego. Stwierdzono, ze trzy testowane szczepy wykazywaty
zdolnos¢ do biosyntezy kwasu octowego a najwyzsze uzyskane stezenie wynosito
6,04 g/dm’.
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Drozdze z rodzaju Brettanomyces naleza do mikroflory winogron i poznane zo-
staty jako jedno ze szczegodlnych zagrozen zakazen mikrobiologicznych win grono-
wych (1-3). Wyizolowane zostaly w 1904 r. z angielskich piw, co znalazto konse-
kwencj¢ w ich nazwie: Brettanomyces — ,,brettano” czyli British brewer (angielski
piwowar) oraz ,,myces” (grzyby). Brettanomyces dobrze znosza surowe warunki pa-
nujace w takim srodowisku jakim jest wino, a mianowicie wysoka kwasowos$¢ (pH
ok. 3,5), wysokie stezenie etanolu (10-14% obj.), niskie stgzenie cukrow (nawet
ponizej 2 g/dm?) oraz duze ilo$ci zwiazkdw polifenolowych. Prawdopodobnie dlate-
go czesciej spotyka si¢ je w winach czerwonych niz biatych (1-5). Zagrozeniem wy-
nikajacym z obecnosci tych drozdzy w winie jest przede wszystkim ich zdoIlnos¢ do
syntezy niekorzystnych aromatow. Brettanomyces maja bowiem zdolnosé¢ rozktadu
naturalnie wystgpujacych w winogronach hydroksykwasow (kumarowego, ferulo-
wego 1 kawowego) oraz ich biokonwersji do fenolowych zwiazkéw zapachowych
takich, jak: 4-etylo fenol, 4-etylo gwalikol i etylo katechol, odpowiedzialnych za
aromaty: wedzonki, stajni, potu, plastréw opatrunkowych czy myszy. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze poza niekorzystnymi zapachami, drozdze Brettanomyces zdolne sa
réowniez do syntezy calej gamy estrow przyczyniajacych si¢ z kolei do powstawania
przyjemnych aromatow takich, jak: kwiatowy, owocowy, swiezego chleba, piwa czy
szynki (3, 6-8).

Analiza metabolizmu drozdzy Brettanomyces wskazuje rdwniez na ich zdolnosé
do biosyntezy podwyzszonych ilosci kwasu octowego. Niskie wymagania zywie-
niowe tych drozdzy, zdolno$¢ do wykorzystywania réznych zrédet wegla oraz bez-
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posredniej biokonwersji glukozy do kwasu octowego z pominigciem fermentacji
alkoholowej, to cechy dzigki ktorym Brettanomyces maja szanse stac si¢ mikroorga-
nizmami alternatywnymi dla bakterii Acetobacter w procesie produkcji kwasu oc-
towego. Pierwsze doniesienia wskazuja na bardzo zréznicowana wydajnos¢ takiego
procesu, w zakresie od 8 do 65 g kwasu octowego/dm?, w zaleznosci od specyfiki
szczepu, warunkow hodowli oraz rodzaju zastosowanego zrédta wegla (9—13).

W prezentowanej pracy oceniono wzrost oraz metabolizm drozdzy Brettanomy-
ces bruxellensis w podtozach zawierajacych rézne rodzaje oraz stezenia cukru jako
zrodta wegla szczegdlnie pod katem dynamiki oraz wydajnosci procesu biosyntezy
kwasu octowego.

MATERIAL I METODY

Do badan wykorzystano trzy szczepy drozdzy Brettanomyces bruxellensis pocho-
dzace z Cornell Enology Strain Collection (NYSAES, NY, USA): B. bruxellensis
CE 116, B. bruxellensis CE 120 oraz B. bruxellensis CE 254. Drozdze przechowy-
wano i namnazano w podtozu YM, Difco (glukoza 10 g/dm?, pepton matosolny 5
g/dm?, ekstrakt drozdzowy 3 g/dm?, ekstrakt stodowy 3 g/dm?. Dla biosyntezy kwa-
su octowego stosowano modelowe podtoze glukozowe (11) o sktadzie: glukoza 50
g/dm?, (NH,),HPO, 2 g/dm?, KH,PO, 5 g/dm?, MgSO, - 7 H,0 0,4 g/dm?, ekstrakt
drozdzowy 1 g/dm3, pH = 4. Dla oceny wptywu réznych zrodet wegla na wydajnosé
biosyntezy kwasu octowego zastosowano modyfikacj¢ wtasng podtoza modelowe-
go, w ktorej glukoze w stezeniu 50g/dm® zastgpowano glukoza i fruktoza w steze-
niach 10 i 25 g/dm?, oraz stosowano rownoczesnie glukoze i fruktoze (symulacja
sktadu moszczu gronowego) w stezeniach 5, 10 1 25 g/dm?.

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

Metody analityczne:

Liczbg oraz zywotno$¢ komoérek drozdzy oceniano mikroskopowo za pomoca ko-
mory Thoma oraz z zastosowaniem barwienia bigkitem metylenowym.

Kwasowos$¢ czynna oceniano za pomoca pH-metru Elmetron CP-411 z automa-
tyczna kompensacja temperatury. Zmiany st¢zenia glukozy, fruktozy oraz kwasu
octowego oceniano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Ptyny
pohodowlane filtrowano przez mikrofiltr 0,45 um, tak przygotowane probki na-
strzykiwano na kolumn¢ Aminex HPX-87H (BIO-RAD) w objetosci 20 mm?®. Faze
ruchoma stanowit roztwor kwasu siarkowego o stez. 0,005 mol/dm?. Czas analizy
wynosit 30 min., a temp. 30°C.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na podstawie analizy wynikéw hodowli wszystkich trzech testowanych szcze-
pow Brettanomyces bruxellensis stwierdzono, iz najwigksza dynamika wykorzysta-
nia glukozy wystgpowata w pierwszych siedmiu dniach hodowli (tab. I). Najwyzsze
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odnotowane stgzenie kwasu octowego dla szczepow B. bruxellensis CE 116, CE 120
i CE 254 wyniosto odpowiednio 5,76 + 0,50, 6,04 + 0,291 5,66 + 0,49 g/dm?. Zywot-
no$¢ drozdzy do siodmego dnia hodowli byta bardzo wysoka (> 95%), a nastgpnie
nieznacznie obnizata si¢. Uzyskane w warunkach prezentowanego doswiadczenia
ilosci kwasu octowego sa jednak nizsze od wynikéw prac innych badaczy. Podczas
hodowli prowadzonych w podobnych warunkach uzyskiwane st¢zenia kwasu oc-
towego siggaty od 9 g/dm’ (11) lub 11 g/dm® (10) do 24 g/dm® (13). W przypadku
zwigkszenia napowietrzania podloza hodowlanego w warunkach hodowli bioreak-
torowych najwyzsze odnotowane stezenie wynosito 65 g/dm? (12). Trzeba jednak
podkresli¢, ze wydajnos¢ procesu biosyntezy kwasu octowego jest $cisle zwiazana
ze specyfika szczepu. Freer 1 wspolpr. (13) w tych samych badaniach podaja, ze 26
szczepow z 60 badanych w ogdle nie byto zdolnych do produkcji kwasu octowego
na okreslonym poziomie detekcji.

Tabela I. Zmiany pH, liczy i zywotno$ci drozdzy oraz stgzenia glukozy, kwasu octowego i alkoholu podczas ho-
dowli Brettanomyces bruxellensis w modelowym podtozu glukozowym

Table 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

Dziert oH log Z‘(’j"r"c‘)’ztg‘z’fé Glukoza o'é‘t"(’)avfy Etanol
hodowli kom/cm? (%) (g/dm3) (g/dm?) (% 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 2,69+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 | 29,568+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
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Nalezy roéwniez zwréci¢ uwage na zdolnos¢ drozdzy do wykorzystania etano-
lu jako zrodto wegla. We wszystkich hodowlach zauwazono synteze niewielkich
ilosci etanolu. Jednak po siodmym dniu hodowli jego stgzenie zaczelo si¢ obnizac
co moze $§wiadczy¢ o wykorzystaniu go przez drozdze jako zrodto wegla. Takie
zjawisko podczas hodowli Brettanomyces jest potwierdzeniem obserwacji innych
badaczy (11-13) analizujacych warunki syntezy kwasu octowego.

Tabela Il. Zmiany pH, liczy i zywotno$ci drozdzy oraz stgzenia cukru (glukozy lub fruktozy), kwasu octowego
i alkoholu podczas hodowli szczepu Brettanomyces bruxellensis CE 254 w modyfikowanym podtozu glukozowym

Table Il. 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

Dzien _ oH log Z}é\:v(;)ztgcz)jé Cukier o}f:\t,\(l)ﬁy Etanol
hodowli kom/cm? (%) (g/dm3) (g/dm?) (% v/v)
glukoza 25 g/dm?
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 2,54x0,05 | 8,42+0,03 | 97,29+0,74 | 0,12=0,00 | 4,07=1,21 | 0,71x0,00
2,77+0,04 | 8,40+0,11 79,10%4,11 0 5,82+0,42 | 0,62+0,00
fruktoza 25 g/dm?
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+x1,17 | 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
2,84+0,01 8,26+0,02 78,14+11,36 0 5,96+0,24 | 0,62=0,01
glukoza 10 g/dm?
0 4,57+0,00 | 7,95+0,00 | 98,89+0,00 | 10,00+0,00 0 0
1 2,84+0,02 | 8,190,083 | 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
2,83+x0,01 | 8,41+0,24 | 83,18+1,03 0 0 0
glukoza 10 g/dm?
0 4,48+x0,00 | 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 2,84x0,02 | 8,41+0,07 | 96,19%0,51 0 0,43x0,04 | 0,14%+0,02
2,92+0,00 | 8,39+0,03 | 86,67+5,45 0 0 0

Podczas hodowli z zastosowaniem dwdch rodzajow cukru: glukozy i fruktozy
w roéznych stezeniach wykazano, ze stezenie zarowno glukozy, jak i fruktozy w ilo-
$ci 10 g/dm?, bylo zbyt niskie dla uzyskania zadowalajacej wydajnosci produkcji
kwasu octowego (tab. II). W przypadku glukozy cukier zostat wykorzystany po trze-
cim dniu hodowli, w przypadku fruktozy juz po pierwszym dniu. W podtozu poja-
wit si¢ kwas octowy jednak w bardzo matych ilosciach (w podlozu zawierajacym
glukozg — 1,47 + 0,02 g/dm? i fruktoze — 0,45 + 0,07 g/dm?). Zaobserwowano, ze
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zardwno powstaty kwas, jak i etanol byly wykorzystane przez drozdze jako jedyne
pozostate w Srodowisku zrodto wegla (kiedy glukoza i fruktoza zostata calkowicie
zutylizowana). Po siedmiu dniach hodowli odnotowywano brak glukozy, fruktozy,
kwasu octowego i etanolu. Warto$¢ pH w obu przypadkach osiagneta najnizszy po-
ziom w trzecim dniu hodowli. Nastepnie, podobnie jak w pierwszym etapie badan,
zaobserwowano podwyzszenie pH z jednoczesnym zmniejszeniem liczby drozdzy,
co moze wskazywac na liz¢ komorek. Podczas hodowli w podlozu zawierajacym
25 g/dm? glukozy lub fruktozy ponownie zaobserwowano catkowite wykorzystanie
cukru juz po trzech dniach (tab. II). Stwierdzono, ze stgzenie to jest wystarczajace,
aby drozdze nie wykorzystywaty kwasu octowego i etanolu jako dodatkowego zrodta
wegla. Stezenie kwasu octowego osiagneto poziom 5,96 + 0,24 g/dm? w przypadku
podtoza zawierajacego fruktoze i 5,82 + 0,42 g/dm? w podtozu zawierajacym gluko-
z¢. Ponownie po intensywnym obnizeniu pH srodowiska hodowlanego obserwowa-
no wzrost pH po trzecim dniu hodowli z jednoczesnym obnizeniem liczby komorek.
Roézne stezenia i rodzaje zrodet wegla korzystnych dla procesu produkeji kwasu
octowego przez drozdze Brettanomyces byty rowniez celem badan innych naukow-
codw. Aguilar i wspolpr. (9) wskazuja na stezenie glukozy w wysokosci 50-60 g/dm?
jako najlepsze srodowisko do biosyntezy (stezenie kwasu octowego siggato wtedy
13 g/dm?). Z kolei wg Freer i wspolpr. (12) najlepszym st¢zeniem glukozy byto

Tabela lll. Zmiany pH, liczy i zywotno$ci drozdzy oraz stezenia cukru (glukozy i fruktozy), kwasu octowego i alko-
holu podczas hodowli szczepu Brettanomyces bruxellensis CE 254 w modyfikowanym podtozu glukozowym
Table lll. 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

Dzien _ oH log Zm’:;ggjé Glukoza Fruktoza o}c(:\tNoE\l:y Etanol
hodowli kom/cm? (%) (g/dm?) (g/dm3) (g/dm?) (% Vviv)
glukoza/fruktoza: 25/25 g/dm?
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/dm?
0 4,59+0,00 | 7,95+0,00 | 98,89+0,00 | 10,00+0,00 |10,00+0,00 0 0
1 2,94x0,14 | 8,35+0,16 | 96,68=1,81 | 2,18x1,52 | 5,10+2,61 | 1,06+0,15 | 0,46+0,08
2,79+0,02 | 8,34+0,12 | 96,65+1,53 0 0 3,28+1,10 | 0,45+0,04
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/dm?
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 2,91x0,02 | 8,58+0,02 | 80,68+0,95 0 0 0 0
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100 g/dm?®. Przy takiej koncentracji cukru jako substratu, uzyskano stezenie kwasu
octowego na poziomie 31,6 g/dm?, ale glukoza w podtozu nie zostata catkowicie
wykorzystana. Nalezy podkresli¢, ze podczas tak przeprowadzonej hodowli tylko
5 szczepdw z 60 badanych miato zdolno$¢ do produkcji kwasu octowego powyzej
29 g/dm’. Natomiast 28 z nich uzyskato wydajnos¢ powyzej 5 g/dm’. Zatem wydaj-
nosci uzyskane w ramach prezentowanych badan znajduja potwierdzenie w wyni-
kach badan innych zespotow.

W podtozach z zastosowaniem glukozy i fruktozy jako zrédet wegla ponownie
zaobserwowano calkowite zuzycie cukru, jednak glukoza zawsze byla wykorzy-
stywana w pierwszej kolejnosci. Podobne preferencje dotyczace wykorzystania
glukozy przez drozdze B. bruxellensis w porownaniu z innymi zrodtami wegla ta-
kimi, jak: melas, sacharoza, sok buraczany i ananasowy zostaly opisane rowniez
przez innych badaczy podczas hodowli okresowych prowadzonych w bioreaktorach
(9). W ramach prezentowanych badan wlasnych, najwigksza koncentracje kwasu
octowego (5,66+0,24 g/dm?®) uzyskano w hodowli ze stezeniem cukrow glukoza/
fruktoza 10/10 g/dm’. W przypadku stezenia cukréw 5/5 g/dm? jako zrodto wegla
wykorzystane byly takze, wytworzone wczesniej kwas octowy i etanol. Przy ste-
zeniu cukrow 25/25 g/dm® stwierdzono zmniejszona produkcj¢ kwasu octowego,
jak réwniez niska przezywalnos¢ komorek — 79,44% po siedmiu dniach (tab. III).
Stwierdzono, ze takie st¢zenie cukru moze mie¢ inhibujacy wplyw na metabolizm
badanego szczepu.

WNIOSKI

1. Stwierdzono zdolnos¢ trzech testowanych szczepdéw drozdzy Brettanomyces
bruxellensis CE 116, CE 120 oraz CE 254 do biosyntezy kwasu octowego w zasto-
sowanych warunkach tlenowych — hodowli wstrzasanych, prowadzonych w temp.
30°C, bez regulacji kwasowosci srodowiska.

2. Z przetestowanych zrédet wegla najkorzystniejszym pod wzgledem biosyn-
tezy kwasu octowego byta glukoza w stezeniu od 25 do 50 g/dm®. W przypadku
braku glukozy w srodowisku zaréwno fruktoza, jak i etanol moga rowniez stanowié
przyswajalne dla Brettanomyces zrodta wegla, jednak obserwowany wzrost i meta-
bolizm drozdzy byty w takich warunkach istotnie ograniczone.

M. Lasik, M. Gumienna, J. Nowak

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

Summary

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 efficiency 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/dm?.
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