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Fermentacja mlekowa w produkcji twarogu i jej wplyw na przebieg
procesu produkcyjnego oraz parametry fizykochemiczne i
organoleptyczne produktu gotowego

- Poréwnanie klasyfikacji proceséw fermentacyjnych
wg Gadena i Deindoerfera

- Modele wzrostu mikroorganizmoéw
- Poréwnanie réznych technologii produkcji kwasu octowego
- Réznice w produkcji alkoholu etylowego i glicerolu

- Produkcja butanolu i acetonu

Twarog jest to silnie odwodniony skrzep z mleka petnego, z mleka
czeSciowo odtluszczonego Ilub w petni odttuszczonego, koagulowanego
metodg kwasowg bez/lub z niewielkim dodatkiem podpuszczki. Koagulacja
mleka zachodzi pod wptywem bakterii mlekowych, ktére wytwarzajgc kwas
mlekowy doprowadzajg biatka mleka, gtownie kazeine, do punktu
izoelektrycznego. Bakterie mlekowe stosowane w produkcji twarogu to
mezofilne, a czasem termofilne, homo- i heterofermentacyjne ziarniaki i

niekiedy pateczki. W tej grupie produktow wyrézniamy: twarogi tradycyjne i



twarozki o réznej zawartosci ttuszczu, homogenizowane oraz ziarniste typu
,cottage cheese”.

Twarogi i twarozki otrzymuje sie wytgcznie w wyniku ukwaszania mleka,
natomiast twarozki homogenizowane i ziarniste na skutek koagulacji mleka
metodg kwasowo-podpuszczkowg (twarozki ziarniste mozna réwniez
produkowaé metodg kwasowg).

W  produkcji twarogéw tradycyjnych stosujemy nastepujgce gatunki
drobnoustrojéw: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetilactis, natomiast w produkciji
twarozku ziarnistego stosujemy tylko dwa pierwsze z wymienionych gatunkéw.
Wynika to z faktu, ze Lactococcus lactis subsp. diacetilactis ma silne
wiasciwosci aromatyzujgce i gazotwoércze, stad skrzep uzyskany przy jego
udziale zawiera duzo gazu i utrzymuje sie na powierzchni. Poniewaz ten
gatunek bakterii rozwija sie bardzo wolno, dlatego tez proces produkciji
twarogu jest bardzo dlugi i trwa kilkanascie godzin. Stwarza to
niebezpieczenstwo ataku bakteriofagéw. Proces ten mozna skréci¢ podnoszac
temperature inkubacji mleka z 25°C do 35°C, jednak mogg nastgpi¢ trudnosci
w obrébce skrzepu (zbyt mate nasycenie skrzepu gazem), a aromat twarogu
bedzie nieodpowiedni (zbyt maty udziat Lactococcus lactis subsp.
diacetilactis).

Sery twarogowe stanowig bardzo zrdéznicowang grupe produktow,
przeznaczonych w zdecydowanej wiekszosci do bezposredniego spozycia,
cho¢ niektére poddaje sie uprzedniemu dojrzewaniu lub suszeniu,
przedtuzajgcemu ich trwatos$¢. Inne stuzg do celéw piekarsko-cukierniczych
lub po wymieszaniu z dodatkami smakowo-zapachowymi — do produkcji
deserow i past kanapkowych.

Wartos¢ odzywcza seréw twarogowych jest dosS¢ wysoka, szczegodlnie ze
wzgledu na znaczng ilos¢ petnowartosciowego biatka, witamin (zwtaszcza B>) i

wapnia.



Tabela 1
Wartos¢é odzywcza wybranych rodzajéw seréw twarogowych, w 100 g produktu
(wg Kolanowskiego, 2000)

Produkt Energia | Woda Biatko | Ttuszcz | Wapn Wit. A | B-karoten | Wit. B, | Wit. Bg

(kcal) (@) (@) (9) (mg) (Mg (H9) (mg) (mg)

Sery twarogowe kwasowe
Ser twarogowy chudy 100 75,3 19,8 0,5 96 5 3 0,49 0,09
Ser twarogowy potttusty 134 72,1 18,7 4,7 94 39 29 0,45 0,09
Ser twarogowy tlusty 177 67,9 17,7 10,1 88 83 62 0,36 0,1

Serki twarogowe kwasowo-podpuszczkowe

Serek homogenizowany

petnottusty 162 72,6 12,7 11,0 98 39 30 0,25 0,03

Serek ziarnisty typu

cottage cheese” 102 79,2 12,3 4,3 80 22 14 0,25 0,06

* - ekwiwalent retinolu (retinol + 3-karoten)

W procesie produkcji serow twarogowych kwasowych wyrdznia sie
nastepujgce etapy produkcji: pasteryzacja mleka, dodatek zakwasu, krojenie
skrzepu, dogrzewanie, ptukanie, ociekanie, prasowanie, formowanie i
pakowanie. W celu uzyskania twarogu mleko pasteryzuje sie (92°C, kilka
sekund), schtadza do temperatury 20-26°C (lub 32-34°C - metoda
krotkotrwata) i miesza z zakwasem bakterii fermentacji mlekowej, zazwyczaj w
ilosci 0,5-2,5%, ewentualnie dodaje sie okreslone ilosci kwasu mlekowego.
Koagulacja biatek prowadzgca do wytrgcenia skrzepu kazeiny zachodzi na
skutek wzrostu kwasowos$ci mleka do punktu izoelektrycznego (pH 4,5),
nastepuje po 12-16 godzinach (lub 6-8, zaleznie od kwasowosci). Kazeina
tworzy w sSwiezym mileku koloidalny roztwér miceli hydrofilowych, ktére po
zakwaszeniu tracg wode z warstwy zewnetrznej i nabierajg charakteru
hydrofobowego (nierozpuszczalnego w wodzie). W rezultacie micele
kazeinowe fgczg sie w wieksze agregaty i wytrgcajg sie z mleka w postaci
zelu. W sieciach zelu zatrzymywane sg kuleczki ttuszczu i krople serwatki.
Lekko podchodzgcy serwatkg skrzep kroi sie oraz rozdrabnia na ziarna
wielkosci 1-5 cm i dogrzewa do temperatury ok. 30-35°C. Po oddzieleniu
czesci serwatki gestwe twarogowg umieszcza sie na stotach odciekowych w
formach (o ksztatcie bloku, okragtym lub klina) lub w workach z tkaniny, i

poddaje prasowaniu w celu usuniecia pozostatej serwatki.



Ze 100 kg mleka odttuszczonego otrzymuje sie 8,5-10 kg twarogu
kwasowego o zawartosci ok. 70-75% wody. Rozréznia sie ser twarogowy
prasowany — krajanke (w ksztatcie szescianu), klinek (w ksztaicie klina) i
mielony — powszechnie okreslane jako ser biaty. Sery twarogowe kwasowe
mogg byC przeznaczone do bezposredniego spozycia lub do dalszego
przerobu na serki twarogowe, sery twarogowe dojrzewajgce lub sery
twarogowe topione (sery smazone). Twarogi naturalne sg produktami o
krotkiej przydatnosci do spozycia (zazwyczaj 48-72 h).

Sery twarogowe tj. twarozki, otrzymuje sie z serow twarogowych
kwasowych naturalnych przez ich rozcieranie i mielenie, mieszanie z woda,
mlekiem, maslankg, smietankg lub mastem. Tego typu twarozki doprawia sie
réznymi dodatkami smakowymi, takimi jak sél, ziota, warzywa, owoce itp.,
niekiedy stosuje sie takze dodatek stabilizatorow. Serki te poddaje sie
termizacji i pakuje w wyttoczki z tworzyw sztucznych, w warunkach
aseptycznych — przez co zyskujg trwatos¢ od kilku dni do kilku tygodni.
Termizacja polega na ogrzewaniu przez klika minut masy serowej do
temperatury ok. 60°C. Proces ten niszczy znaczng cze$¢ mikroorganizmow
obecnych w wyrobie, a tym samym przedtuza jego trwatos¢. Dodatek
stabilizatorow pozwala na uzyskanie w czasie termizacji trwatej konsystenc;ji
wyrobu, chronigc biatka przed destrukcyjnym wptywem wysokiej temperatury i
niskiego pH, ograniczajgc zjawisko synerezy i stabilizujgc emulsyjng strukture
fazy ttuszczowej.

Sery twarogowe ze wszystkich biatek mleka zawierajg zarbwno kazeine
jak i biatka serwatkowe, ktore w przypadku innych seréw tracone sg wraz z
serwatkg. Podczas produkcji tych serkow wykorzystuje sie m.in. metode
serwitowg. W metodzie serwitowej do surowego mleka dodaje sie ok. 0,04%
chlorku wapniowego i poddaje pasteryzacji (92°C, 15 sekund). Po schtodzeniu
przeprowadza sie koagulacje kazeiny i biatek serwatkowych - przez
ukwaszenie dodatkiem zakwasu bakterii starterowych. Wytrgcenie ok. 95%
biatek mleka (metodami tradycyjnymi ok. 75%) umozliwia dodatek wapnia,

ktéry w podwyzszonej temperaturze wzmaga tworzenie sie komplekséw biatek



serwatkowych z kazeing. Dzieki temu wzrasta wydajnos¢ twarogu, o 10-15%
oraz wartos¢ odzywcza.

Sery twarogowe dojrzewajgce stanowig nieliczng grupe seréw

twarogowych. Sery tego typu wytwarza sie na niewielkg skale i majg one
znaczenie regionalne. Otrzymuje sie je zazwyczaj z twarogow uzyskiwanych z
mleka czesciowo lub catkowicie odttuszczonego. Twardég miesza sie z solg,
czesto z przyprawami smakowymi (np. kminkiem, majerankiem) i formuje w
serki w ksztatcie ptaskich krgzkow o masie 50-200 g. Krgzki obsusza sie,
uktada w drewnianych skrzynkach i poddaje procesowi dojrzewania (tzw.
gliwienia). Wyréznia sie sery twarogowe dojrzewajgce plesniowe i maziowe.
Do najbardziej znanych seréw twarogowych dojrzewajacych nalezg serKki
harcenskie, kwargle i gomofki.
Dojrzewanie serow twarogowych polega na tzw. gliwieniu, czyli proteolizie
kazeiny. Proces przebiega od powierzchni do wewnatrz, nadajgc w koncu
ciemniejszy, szklisty wyglad prawie catej masie sera. Gliwienie zachodzi
gtébwnie pod wptywem plesni Oospora lactis, drozdzy kozuchowych i bakterii
proteolitycznych, w temperaturze 15-20°C w czasie od kilku dni do kilku
miesiecy, zaleznie od typu sera (np. szwajcarski ser schabziger uwaza sie za
najlepszy po roku). Plesn Oospora lactis (jak i inne plesnie) poza
wiasciwosciami silnie proteolitycznymi, posiada zdolnos¢ syntetyzowania wielu
witamin z grupy B, zwiekszajgc ich zawarto$¢ w serze. Plesn ta dzieki biatej
grzybni i brakowi zarodnikbw nie wywotuje intensywnych przebarwien,
charakterystycznych dla serow z przerostem plesniowym. Tradycyjnie w
trakcie wyrobu seréw tego typu nie stosuje sie dodatku plesni, wykorzystujgc
ich naturalng obecnos¢ w powietrzu.

Serki kwasowo-podpuszczkowe otrzymuje sie przez zadanie
pasteryzowanego mleka wzbogaconego w chlorek wapniowy, zakwasem
czystych kultur bakterii fermentacji mlekowej i niewielkg iloscig preparatu
podpuszczki. Uzyskany po 12-14 godzinach skrzep odwapnionej kazeiny i
parakazeinianu wapniowego kroi sie w duze kostki, uktada na specjalnych

stotach lub rozpietych chustach, do odciekniecia serwatki. Ze 100 kg



odttuszczonego mleka otrzymuje sie 12-14,5 kg twarogu kwasowo-
podpuszczkowego o zawartosci wody ok. 75%. Najpopularniejsze sery
kwasowo-podpuszczkowe to tzw. serki homogenizowane i serki ziarniste typu
,cottage  cheese” (np. serek  wiejski). Otrzymywanie  serkow
homogenizowanych polega na oddzielaniu skrzepu od serwatki metodg
wirbwkowa. Uzyskuje sie w ten sposdb mase twarogowg w stanie silnie
rozbitym (tzw. zhomogenizowanym) o zawartosci 18-24% suchej masy.
Otrzymang mase poddaje sie termizaciji, a po ochtodzeniu (do ok. 8°C) miesza
z pasteryzowang smietankg i ewentualnie dodatkami smakowo-zapachowymi.
Serki pakuje sie w pojemniki z tworzyw sztucznych.

Serki ziarniste otrzymuje sie przez rozdrobienie skrzepu mleka tak, aby
ziarna serowe nie zlepialy sie w mase, lecz pozostawaty osobno.
Rozdrabnianie polega na krojeniu gestwy serowej na drobne ziarna, gdy
skrzep osiggnie pH ok. 4,8. Stopien rozdrobnienia powinien by¢ rownomierny,
a wielkos¢ ziaren zalezy od rodzaju produkowanego sera (najczesciej 1,5-2,5,
1 lub 0,6 cm). Po odczerpaniu serwatki ziarna serowe dogrzewa sie w trakcie
mieszania, a nastepnie ptucze 3-krotnie wodg o coraz nizszej temperaturze
(odpowiednio ok. 22, 10 i 3°C). Plukanie ma na celu stopniowe i silne
schtodzenie ziaren serowych, co powoduje ich stezenie i utrwalenie uzyskanej
tekstury. Po odcieknieciu wody ziarna serowe miesza sie z solong sSmietankg i
pakuje aseptycznie do termoformowanych opakowan z tworzywa sztucznego,
zamykajgc szczelnie — przez zgrzewanie z wieczkiem z folii aluminiowej.
Serek ten zawiera ok. 80% wody i minimum 20% tluszczu w suchej masie.
Dzieki termizacji i aseptycznemu pakowaniu serki zyskujg wiekszg trwatos¢ —
zwykle od 1 do 3 tygodni.

W kazdym typie sera twarogowego wyroznia sie klasy jakosci | i Il. Sery
twarogowe (z wyjgtkiem serow dojrzewajgcych) powinny charakteryzowac sie
smakiem i zapachem czystym, tagodnym, lekko kwasnym, a w przypadku
serow z dodatkami smakowymi takze wyraznym smakiem uzytych dodatkow.
Struktura i konsystencja powinna by¢ jednolita, zwarta, bez grudek lub lekko

ziarnista (dla twarogéw chudych), z ewentualnie widocznymi czgstkami



uzytych dodatkow, a barwa — biata do kremowej, jednolita w catej masie lub
charakterystyczna dla uzytych dodatkow. Kwasowos¢ twarogow kwasowych
nie powinna przekracza¢ 80-110°SH, a seréw kwasowo-podpuszczkowych —
70-90°SH, przy czym im wyzsza zawarto$¢ tluszczu, tym dopuszczalna
wartos¢ SH jest mniejsza.

Sery twarogowe pakuje sie w suchy papier pergaminowy, w kubeczki z
tworzyw sztucznych, prozniowo w folie polietylenowg Ilub w kartony
laminowane. Sery twarogowe nalezy przechowywa¢ w pomieszczeniach
chtodnych, czystych, suchych i wolnych od obcych zapachdéw, w temperaturze
do 10°C. Okres przydatnosci do spozycia serow przechowywanych w tych
warunkach wynosi co najmniej 48 h, liczac od daty produkcji. W praktyce
spotyka sie sery twarogowe o trwatosci przedtuzonej przez termizacje i
aseptyczne pakowanie. Inne okresy przechowywania ustala producent, na
podstawie badan przechowalniczych.

Najczesciej wystepujgce wady seréw twarogowych wynikajg z

nieodpowiedniej jakosci mikrobiologicznej surowca, odstepstw
technologicznych w zakresie parametrow produkcji i niewtasciwego
przechowywania.

Stosowane parametry pasteryzacji mleka powinny by¢é odpowiednie dla
danego rodzaju sera. Zbyt wysoka temperatura obrébki skrzepu, oprocz
poprawy czystosci mikrobiologicznej i podniesienia wydajnosci twarogu czesto
jest przyczyng uzyskania twarogu mazistego i trudnego do sprasowania.

Nadmierne ukwaszenie mleka (ponizej pH 4,4) powoduje rozpuszczenie
czesci kazeiny, trudnosci w obrobce skrzepu | pogorszenie cech
sensorycznych — twarég mazisty i kwasny. Zbyt wysoka temperatura
ukwaszania mleka i obrobki skrzepu powoduje nadmierne odwodnienie, w
wyniku czego powstaje twardg suchy i kruchy. W nizszej temperaturze —
konsystencja twarogu moze stawac¢ sie gumowata. Zbyt szybkie ochtodzenie
twarogu przed prasowaniem spowodowaC moze konsystencje wodnists.
Obecnos¢ wolnych przestrzeni w prasowanej gestwie twarogowej sprzyja

rozwojowi szkodliwych drobnoustrojow. Smak gorzki powstaje w wyniku
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rozwoju bakterii psychrofilnych. Zakazenie drozdzami lub plesniami jest
przyczyng pojawienia sie smaku nieczystego i stechtego. Rozne dodatki do
masy twarogowej (np. owoce, warzywa, przyprawy) mogg podwyzszaé

kwasowos¢, co sprzyja rozwojowi drobnoustrojéw i sluzowaceniu sera.
Poréwnanie klasyfikacji procesow fermentacyjnych wg Gadena i Deindoerfera

Uktad klasyfikacyjny proponowany przez Gadena opiera sie na
wspotzaleznosci miedzy wytwarzaniem produktu i zuzywaniem substratu.
Inaczej klasyfikacje te mozna rozumie¢ jako prébe oceny stopnia sprzezenia
reakcji wytwarzajgcych energie z reakcjami wytwarzajgcymi produkty. Taki

sposob interpretacji jest szczegdlnie dogodny w badaniach fermentacji ciggte;j.

Tabela 2
Przyktady typow procesu fermentacji wg klasyfikacji Gadena
Typ Charakterystyka kinetyczna Przyktad
| Tworzenie sig produktu jest zwigzane bezposrednio ze zuzyciem weglowodanéw Etanol
Il Tworzenie si¢ produktu jest zwigzane posrednio ze zuzyciem weglowodanow Kwas cytrynowy
11l Tworzenie sig produktu nie jest zwigzane ze zuzyciem weglowodandw Penicylina

Natomiast klasyfikacja proponowana przez Deindoerfera jest oparta na
podziale wg sposobu przebiegu procesow fermentacyjnych, np. fermentacja
prosta, rdwnoczesna, nastepcza, stopniowana. Klasyfikacja ta jest bardzo

uzyteczna w badaniu okresowych procesow fermentacyjnych.

Tabela 3
Klasyfikacja proceséw fermentacji oparta na rodzaju zachodzacych reakcji wg Deindoerfera

Typ reakcji Opis

Sktadniki pozywki przeksztatcajg sie w produkty w okreslonych stosunkach stechiometrycznych, bez

Prosta nagromadzania sie produktéw posrednich
RéWN n Sktadniki pozywki przeksztatcajg sie w produkty w zmiennych proporcjach stechiometrycznych, bez

ownoczesna nagromadzania sie produktéw posrednich
Nastepcza Sktadniki pozywki przeksztatcajg sie w produkty, przy czym wystepuje gromadzenie sie produktéw

posrednich

Sktadniki pozywki przed przeksztatceniem w produkty koricowe tworzg zwigzki posrednie lub sktadniki

Stopniowana pozywki catkowicie przeksztatcajg sie w produkty w okreslonej, uprzywilejowanej kolejnosci

Reakcje proste. Ten typ kinetyki fermentacji zawiera w sobie dwie grupy

reakcji, a mianowicie reakcje zwigzane ze wzrostem oraz reakcje bez wzrostu



kultur. Typowymi przyktadami takich reakcji sg odpowiednio: wzrost masy i
drozdzy oraz wytwarzanie kwasu glukonowego przez grzybnie.

Reakcje rownoczesne. Reakcjami rownoczesnymi sg nazywane takie reakcje,
w wyniku ktérych powstaje wiecej niz jeden produkt, a wzgledne szybkosci
tworzenia produktow zmieniajg sie zaleznie od stezenia substanciji
odzywczych w pozywce.

Reakcje nastepcze. Cechg charakterystyczng reakcji nastepczych jest
tworzenie sie produktow koncowych dopiero w wyniku wczesniejszego
nagromadzenia sie substancji posrednich. Przyktadem jest tu fermentacja
glukozy do kwasu glukonowego, wywotywana przez organizmy nie
wykazujgce aktywnosci glukonolaktolazy. Do tej grupy reakcji mozna zaliczy¢
rowniez szereg procesow fermentacyjnych, prowadzgcych do wytwarzania

antybiotykdw.
Modele wzrostu mikroorganizmdw

Poznanie fizjologii drobnoustrojéw, fazowosci procesow
mikrobiologicznych i relacji miedzy wzrostem a tworzeniem produktu jest
potrzebne do racjonalnego kierowania procesami biosyntezy i biotransformaciji
mikrobiologicznej. W klasycznej hodowli okresowej nastepujgce po sobie fazy
w rozwoju populacji drobnoustrojéw sg wyrazem zmian w ich metabolizmie
oraz zmian we wzajemnym oddziatywaniu miedzy komorkami a sSrodowiskiem.
Fazowos$¢é procesdéw wigze sie scisle ze zdolnoscig drobnoustrojow do
adaptacji do zmieniajgcych sie warunkow srodowiskowych, takich jak
wyczerpanie sktadnikdw pozywki, nagromadzenie produktow metabolizmu,
zmiana pH, zmiana potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego i stezenia tlenu
rozpuszczonego w podtozu.

Fazowy charakter procesow mikrobiologicznych odzwierciedlajg zmiany
jakosciowe i ilosciowe aparatu enzymatycznego komorki. W zaleznosci od
fazy hodowli mogg funkcjonowa¢ w réznym nasileniu poszczegdlne szlaki
metaboliczne. Wynika stgd powigzanie miedzy tworzeniem produktu a fazg
wzrostu drobnoustrojéw, zaleznie od funkcji metabolicznej produktu lub szlaku,

w ktérym produkt ten powstaje oraz od biezgcych i wczesniejszych warunkow
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srodowiskowych. Mozna wyrdzniC nastepujgce modele procesow

mikrobiologicznych:

1.

Namnazanie komoérek jest rownoznaczne z tworzeniem produktu, co
oznacza, ze wiasciwym produktem jest biomasa:

dP dX
dt odt’
Tworzenie produktu zwigzane jest bezposrednio ze wzrostem i przebiega
rownolegle z namnazeniem komorek, zanikajgc w fazie stacjonarnej

hodowli (rys. 1.A). W ten sposob przebiega synteza niektorych enzymaow:

Rys. 1. Podstawowe modele proceséw biosyntezy mikrobiologicznej. Tworzenie produktu
przez komoérki rosngce (A), przez komorki rosngce i nie rosnace (B) oraz tylko przez komoérki

nie rosngce (C); X — stezenie biomasy, P — stezenie produktu

®_ X
a “ac’

gdzie: a — wspotczynnik szybkosci tworzenia produktu przez komorki rosngce.

3.

Tworzenie produktu zachodzi zaréowno w komdérkach rosngcych, jak i nie
rosngcych (rys. 1.B), jak to ma miejsce w przypadku wielu produktow
przemian katabolicznych (kwas mlekowy, etanol) oraz niektorych
produktow biosyntezy (niektére antybiotyki, witaminy, aminokwasy). Kwas
mlekowy oraz etanol wydzielane sg przez zywe komaorki, zarowno w czasie
wzrostu, jak i w fazie stacjonarnej, gdyz sg one produktami przemian

katabolicznych nie zmienionych po zahamowaniu wzrostu.
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dp dX

w Gt

gdzie: B — wspodtczynnik szybkosci tworzenia produktu przez komaorki nie
rosngce.
Wzajemne relacje miedzy wspotczynnikami mogg by¢ rézne; zaleznie od
procesu dominowa¢ moze jeden lub drugi.
4. Tworzenie produktu ma miejsce tylko w komorkach nie namnazajgcych sie
(rys. 1.C):
ar _
dt
Biosynteza wielu antybiotykow, toksyn oraz niektorych aminokwasow i witamin
oraz biotransformacja steroidow i innych zwigzkéw zachodzi zgodnie z tym
modelem procesu, dopiero po zahamowaniu (czesciowym lub catkowitym)
wzrostu drobnoustrojéw.

Relacje miedzy wzrostem drobnoustrojéw i tworzeniem produktu nie
zawsze wynikajg z funkcji metabolicznej produktow. Jezeli dokonamy analizy
fizjologii komorek, np. w procesie produkcji lizyny, okaze sie, ze synteza tego
metabolitu w fazie wzrostu jest niewielka — okreslona potrzebami
namnazajgcych sie komorek. Wihasciwa produkcja, a raczej nadprodukcja, ma
miejsce dopiero po zahamowaniu wzrostu.

W  klasycznym modelu biosyntezy antybiotykow w podtozu
kompleksowym wyréznia sie zazwyczaj dwie fazy: (1) intensywnego wzrostu,
czyli tzw. trofofaze, podczas ktérej zachodzi zrownowazone wykorzystywanie
skfadnikow podtoza oraz (2) faze produkcji, inaczej idiofaze. Najczesciej nie
obserwuje sie ostrego rozgraniczenia obu faz; mogg one czesciowo na siebie
zachodzic.

W hodowli organizmow jednokomorkowych relacje miedzy wzrostem
populacji a tworzeniem produktu mogg by¢é zarysowane bardziej wyraznie
anizeli w hodowlach grzybdéw strzepkowych i promieniowcow, stanowigcych
heterogeniczny zbior komorek o zréznicowanej fizjologii, zaleznie od miejsca
w rozgatezionych wielokomérkowych strzepkach, kfaczkach lub kuleczkach

grzybni. W takich hodowlach mogg wystepowac obok siebie mtode komorki
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rozmnazajgce sie, dojrzate komorki produkujgce metabolity nie zwigzane z
procesem wzrostu, a takze komorki ulegajgce autolizie w warunkach
niedotlenienia i deficytu pozywek w centrum zwartych kuleczek grzybni.
Modelowanie i optymalizacja procesow mikrobiologicznych przebiegajgcych w
takich ztozonych populacjach komérek przysparza wiele probleméw natury

biologicznej i technicznej.
Poréwnanie réznych technologii produkcji kwasu octowego

Kwas octowy o stezeniu do 10%, tzw. ocet, jest powszechnie stosowany
w przemysle spozywczym.

Fermentacja octowa tj. produkcja kwasu octowego polega na biologicznym
utlenianiu etanolu przez aldehyd octowy do kwasu octowego przez bakterie z
rodzaju Acetobacter, gatunek Acetobacter aceti ssp. aceti, xylinum,
orleanensis, liquefaciens.

Po wyczerpaniu etanolu niektore gatunki bakterii Acetobacter mogg utleniac
kwas octowy do dwutlenku wegla i wody, jak rowniez utlenia¢ kwas octowy w
obecnosci alkoholu.

Acetobacter aceti ssp. xylinum zdolny jest do tworzenia duzych ilosci sluzu, co
powoduje zlepianie sie wypetnienia w ociekowych metodach produkcji octu i w
konsekwencji hamuje przebieg fermentaciji.

Bakterie octowe najintensywniej rozwijajg sie w pH 4-6,5, przy temperaturze
30°C. Wytrzymujg duze, dochodzgce do 15%, stezenie kwasu octowego w
podtozu.

Do najstarszych metod produkcji octu nalezy tzw. metoda francuska lub
orleanska. Fermentacja jest prowadzona w beczkach o pojemnosci ok.
230 dm3. Do 100 dm? dobrego jako$ciowo octu dodaje sie 2 dm® wina, a po 8
dniach — nastepne 3 dm? wina. Kolejne porcje wina zwiekszone o 1 dm?
dolewa sie co 8 dni, az do osiggniecia wielkosci porcji wina 10 dm?3.
Fermentacja octowa jako proces tlenowy przebiega bardzo wolno, gdyz
bakterie octowe namnazajg sie jedynie na powierzchni wina, tworzgc tzw.
kozuszek. Po kilku tygodniach, gdy osiggnie sie kwasowos¢ podtoza

odpowiadajacg pH 5-6, odlewa sie potowe zawartosci beczki, uzyskujgc ptyn o
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zawarto$ci 5-6% kwasu octowego i ponownie uzupetnia Swiezym winem w
ilodci 10 dm?, nie naruszajgc kozuszka. Co kilka dni pobiera sie po 10 dm?3
octu, dodajgc na to miejsce wina. Uzyskany ocet — vinegar — odznacza sie
dobrym aromatem i smakiem.

W metodzie szybkiego octowania, tzw. metodzie stojakowej], do
produkcji kwasu octowego uzywa sie drewnianych, cylindrycznych kadzi
wypetnionych widérami z drewna bukowego, na ktérych powierzchni sg
namnozone bakterie octowe. Przygotowany roztwor alkoholu z kwasem
octowym oraz substancjami niezbednymi do wzrostu bakterii, zawierajgcy
2-4% etanolu i 7-8% kwasu octowego, doprowadza sie na gérng powierzchnie
wiorow. Podczas wolnego Sciekania zacieru po wiorach, w temperaturze
28-34°C, alkohol ulega przemianie na kwas octowy. Wydajnos¢ kwasu
octowego z etanolu wynosi 60-80% wydajnosci teoretycznej.

Natomiast produkcja octu w tzw. aparatach generatorowych ma
charakter okresowy. Do zbiornika w ksztatcie scietego stozka napetnionego
widérami bukowymi wprowadza sie okreslong ilo§¢ zacieru zawierajgcego ok.
10% alkoholu i 1% kwasu octowego z dodatkiem zwigzkéw organicznych i
mineralnych, niezbednych do rozwoju bakterii octowych. Od dotu za pomocag
specjalnych urzgdzen wttacza sie do generatora powietrze. Doptyw powietrza
jest scisle kontrolowany ze wzgledu na duze zapotrzebowanie tlenu przez
bakterie octowe.

Alkohol znajdujacy sie w ptynie po jednorazowym przejsciu przez generator
nie zostaje catkowicie utleniony, dlatego po ochtodzeniu jest ponownie
kierowany do generatora.

Przerdb etanolu na kwas octowy zachodzi z 85-90% wydajnoscig w stosunku
do teoretycznej. Z generatora zawierajgcego 40 m® wiérow mozna otrzymac
ok. 20 tysiecy litréw 10% octu na dobe.

Obecnie kwas octowy produkuje sie metodg fermentacji wgtebnej.
Urzgdzenie do produkcji octu ww. metodg nazywa sie acetatorem. Zapewnia
ono utrzymanie jednakowych warunkéw temperaturowych i napowietrzania w

catej masie fermentora, co pozwala na to, aby populacja bakterii octowych
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byta w najkorzystniejszej fazie rozwoju. Fermentacje prowadzi sie przy uzyciu
czystej kultury wyselekcjonowanego szczepu Acetobacter. Metoda ta pozwala
na skrocenie cyklu produkcyjnego i osiggniecie wydajnosci 90-95%, co
znacznie obniza koszty produkciji octu.

Otrzymany ww. metodami tzw. surowy ocet spirytusowy zawiera 9-13%
kwasu octowego. Po jego rozcienczeniu do zawartosci okoto 6-10% kwasu
octowego poddaje sie go filtracji i pasteryzacji (70-80°C) lub siarkowaniu dla

zabicia bakterii octowych.

Réznice w produkciji alkoholu etylowego i glicerolu

Rys. 2. Schemat tradycyjnej produkcji spirytusu gorzelnianego
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Surowcami do produkcji alkoholu etylowego mogg by¢é wszystkie
produkty, ktdére zawierajg weglowodany. Najczesciej stosuje sie te, ktére
zawierajg monosacharydy lub skrobie. Nalezg do nich surowce roslinne, takie
jak: ziemniaki, zboza, buraki cukrowe, kukurydza, okopowe rosliny pastewne
oraz surowce przemystowe: melasa, odpady produkcji krochmalu, przemystu
miynarskiego, owocowo-warzywnego i celulozowego (tugi pocelulozowe).

W przemys$le spirytusowym do przygotowania surowcoOw zawierajgcych
monosacharydy, takich jak: melasa, sok buraka cukrowego lub z trzciny
cukrowej, soki owocowe itp., nie trzeba specjalnych zabiegdéw, natomiast do
przygotowania surowcow, ktére zawierajg polisacharydy (skrobie) jest
konieczna ich hydroliza do monosacharydow.

W przypadku surowcédw skrobiowych proces ten skfada sie z etapow:

- uptynnienie surowca (w parnikach lub kottach cisnieniowych),

- hydroliza uptynnionej skrobi, przy uzyciu enzymow amylolitycznych.
Uptynnienie surowca polega niejako na rozgotowaniu surowca w wodzie, w
wysokiej temperaturze. Proces prowadzi sie pod cisnieniem 0,4-0,6 MPa, w
temperaturze 150-170°C. W wyniku tego dochodzi do kleikowania skrobi, ktéra
w tej formie jest podatna na dziatanie enzymow amylolitycznych.

Pierwszym etapem produkcji alkoholu etylowego jest zacieranie. Polega
ono na takim przygotowaniu surowca, zeby byt mozliwy rozwdj drozdzy, a w
rezultacie przerob weglowodanédw na alkohol. W zacieraniu skrobi
skleikowanej udziat biorg 3 enzymy a- i B-amylaza oraz amyloglukozydaza.
Istnieje wiele metod zacierania. Dobdér metody zalezy od surowca,
stosowanych preparatdow enzymatycznych i posiadanych urzgdzen. Jednak w
kazdym przypadku, po skonczonym procesie zacierania, zacier zawiera
monosacharydy, disacharydy i dekstryny, ktére mogg stuzyé drozdzom do
produkcji alkoholu.

Drozdze gorzelnicze (Saccharomyces cerevisiae) powinny szybko
fermentowac sacharydy oraz by¢ niewrazliwe na stezenie alkoholu do 14%
(V/V). lIstniejg zréznicowane wymagania co do drozdzy stosowanych w

gorzelniach rolniczych i przemystowych. Rasy drozdzy stosowane w
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gorzelniach przemystowych powinny by¢ odporne na wiekszg gestosc brzeczki

melasowej oraz szybciej odfermentowywacC cukry. Drozdze gorzelnicze

fermentujg glukoze, fruktoze, maltoze, sacharoze, a niektére rasy rowniez
czesciowo mannoze, laktoze i rafinoze. Sg one odporne na dziatanie wielu
kwasow organicznych.

Obecnie do produkcji alkoholu etylowego uzywa sie drozdzy suszonych,

mrozonych lub liofilizowanych. Istniejg dwie metody wprowadzenia drozdzy do

produkcji alkoholu. Pierwsza polega na namnozeniu biomasy drozdzy
matecznych w zbiornikach i dodaniu jej do zacieru, druga na dodaniu
utrwalonych drozdzy bezposrednio do zacieru.

Nastepnym etapem produkcji alkoholu etylowego jest fermentacja, ktora
polega na przemianie sacharyddéw, znajdujgcych sie w zacierze, w alkohol
etylowy, przy uzyciu drozdzy. Przecietny czas fermentacji wynosi 48-72 h. W
czasie fermentacji wyroznia sie 3 fazy procesu.

1) Zafermentowanie — jest to poczatkowy etap procesu (6-18 h), gdy zacier
zawiera duzo powietrza oraz sacharydéw. W takich warunkach drozdze
zuzywajg sacharydy na rozmnazanie, a w mniejszym stopniu wytwarzajg
alkohol etylowy. Jednocze$nie jest wytwarzany COg, ktéry najpierw nasyca
lepki zacier, a nastepnie uwalniajgc sie do otoczenia powoduje tworzenie
piany na powierzchni. Proces jest egzotermiczny i powoduje podwyzszenie
temperatury zacieru. Gdy wzrost temperatury jest za duzy, zacier nalezy
schtodzi¢ do temperatury 16-18°C. Przy konhcu tego etapu proces z
tlenowego stopniowo staje sie beztlenowy i w coraz wiekszym stopniu
wynikiem fermentacji sacharydéw jest alkohol. Powoduje to rowniez
wieksze wytwarzanie CO: i silniejsze ,burzenie sie” zacieru.

2) Fermentacja gtébwna — ten etap trwa 12-18 h. Charakteryzuje sie
gwattownym ,burzeniem sie” zacieru, na skutek silnego wydzielania CO»
oraz wzrostu temperatury zwigzanych z intensywnym tworzeniem alkoholu
etylowego przez drozdze. Zwigksza sie objetosC zacieru. Na powierzchni
gromadzi sie piana, a temperatura moze wzrosng¢ nawet do 30°C i wyzej.

Tak wysoka temperatura jest niekorzystna dla produkcji alkoholu przez
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drozdze i nalezy dgzy¢ do obnizenia jej do wartosci optymalnych dla danej
rasy drozdzy. Jednoczesnie zwiekszenie stezenia alkoholu etylowego
powyzej 5% oraz znaczne zuzycie sacharydow powodujg stopniowe
hamowanie metabolizmu drozdzy. Zakonczenie tego etapu fermentacji
mozna poznaé po zmniejszeniu burzliwosci procesu i zniknieciu piany na
skutek zmniejszenia gestosci i lepkosci zacieru.

3) Dofermentowanie — jest to najdtuzszy etap procesu fermentaciji, ktory trwa
20-30 h. Polega na dofermentowaniu resztek sacharydéw przez drozdze.
Proces przebiega powoli z powodu niewielkiego stezenia sacharydow w
pozywce. W tym etapie drozdze fermentujg gtéwnie dekstryny. W rezultacie
ilo§¢ wydzielanego gazu jest mata, nasycenie zacieru gazem maleje, przez
CO zmniejsza sie jego objetos¢. Na skutek spowolnienia proceséw
metabolicznych drozdzy ilos¢ wydzielanego ciepta jest mniejsza niz ilos¢
odprowadzana do otoczenia i temperatura zacieru obniza sie. Po
zakonczeniu fermentacji gestos¢ zacieru zbozowego lub ziemniaczanego
wynosi 1,0-1,5°Blg, a zawartos¢ alkoholu etylowego (8-10% mas.)
10-12,5% (VIV).

Nastepnie zacier poddaje sie destylacji i rektyfikacji. W wyniku destylacji

i rektyfikacji, oprécz alkoholu uzyskujemy wartosciowy produkt uboczny —

wywar zawierajgcy gliceryne, kwasy organiczne, wyzsze alkohole (fuzle), estry

I aldehydy.

Gliceryna jest jedng z najwazniejszych substancji skladowych win gronowych.

Jako czysty zwigzek jest ona cieczg stodka, bezbarwng i bezzapachowsg. Jest

jednak nieodzowna przy tworzeniu aromatu i smaku win. Gliceryne otrzymuje

sie przez uwodornienie fosforanu dihydroksyacetonu do fosforanu a-gliceryny.

Fosforan a-gliceryny po odtgczeniu reszty kwasu fosforowego (V) tworzy

gliceryne.
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Gliceryna w najwiekszej ilosci powstaje w poczgtkowych etapach
fermentaciji alkoholowej.

Istnieje takze Scista korelacja tworzonego etanolu i gliceryny, jednak na
skutek zmiennych warunkéw fermentacji moze ona ulec zmianie, np.: w
wyniku fermentacji spontanicznej, z udziatem dzikich drozdzy z rodzaju:
Kloeckera, Candida, Torulaspora i Metschnikovia, powstata gliceryna stanowi
przecietnie 8% powstatego etanolu. Istotny wptyw na ilos¢ tworzonej gliceryny
ma temperatura fermentacji. Przy temperaturach wyzszych powstaje jej
wiecej.

Produkcja butanolu i acetonu

W  Srodowisku kwasnym bakterie z rodzaju Clostridium zamiast
fermentacji mastowej wywotujg fermentacje aceto-butanolowg, w ktorej, obok
innych produktow, powstajg przede wszystkim duze ilosci alkoholu butylowego
I acetonu. Sg tez gatunki bakterii mastowych, ktore redukujg aceton do
alkoholu izopropylowego. Bakterie  Clostridium  acetobutylicum sg
gramdodatnimi, prostymi, ruchliwymi komdrkami. Ich wyglad moze byc¢ rozny,
zaleznie od szczepu, podtoza hodowlanego i fazy hodowli. Po wykietkowaniu
przetrwalnikbw nastepuje faza intensywnego namnazania komorek,
poczagtkowo wystepujgcych w postaci tancuchéw, ktére nastepnie rozpadajg
sie na pojedyncze lub potgczone parami ruchliwe komorki. W koncowej fazie
hodowli  obserwuje sie powstawanie klostridiow, czyli komodrek
wrzecionowatych, zdeformowanych na skutek tworzenia sie przetrwalnikéw,
ktére nastepnie sg uwalniane do podtoza.

Stwierdzono istnienie wspotzaleznosci miedzy obfitym
przetrwalnikowaniem i duzg ruchliwoscig a efektywnoscig produkcji acetonu i
butanolu w hodowli C. acetobutylicum. W klasycznym procesie fermentacji
acetonowo-butanolowej, w fazie intensywnego namnazania komoérek zachodzi
szybkie zuzywanie weglowodanow i wydzielanie matoczgsteczkowych kwasow
organicznych — mastowego i octowego w stezeniu kilku g/l. Zakwaszenie
Srodowiska ponizej pH 5,5 i wczesniejsze wykorzystanie duzej czesci

weglowodandw sprzyjajg przestawieniu metabolizmu na produkcje butanolu i
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acetonu, ktoéra zachodzi intensywnie przy ograniczonej szybkosci przyswajania
zasadniczego zrodta wegla i energii. W tych warunkach zachodzi efektywna
redukcja wytworzonych uprzednio kwasow organicznych. Koncowe stezenie
rozpuszczalnikbw nie przekracza zazwyczaj 20 g/l. Trwajg poszukiwania
szczepow bardziej wydajnych, o podwyzszonej odpornosci na butanol i
aceton. Wydajnos¢ rozpuszczalnikow w przeliczeniu na zuzyte weglowodany
ksztattuje sie w granicach 30-35%, za$ produktywnosc¢ w procesie okresowym
wynosi 0,2-0,6 g/lI-h. Opracowywane sg obecnie procesy z kontrolowanym
uzupetnianiem weglowodanow oraz fermentacje ciggte, a takze z uzyciem
komérek unieruchomionych w (lub na) nierozpuszczalnych nosnikach.
Syntezie butanolu i acetonu w tych warunkach sprzyja utrzymywanie odczynu
podtoza w granicach pH 4,3-5,5.

Beztlenowa przemiana cukréw u C. acetobutylicum (rys. 3) w pierwszym
etapie przebiega zgodnie 2z glikolityczng drogg EMP. Zredukowana
ferredoksyna powstajgca w procesie oksydacyjnej dekarboksylacji
pirogronianu do acetylo-CoA, moze by¢ dawca protonéw do tworzenia NADPH
lub jest utleniana przy udziale hydrogenazy. W wyniku tej drugie] reakciji
powstaje H: jako jeden z koncowych produktéw fermentacji. Centralny
metabolit posredni — acetylo-CoA, ulega przemianie w trzech kierunkach z
wytworzeniem etanolu, octanu, (ktéry w poézniejszej fazie fermentacji jest
przeksztatcany z powrotem do acetylo-CoA) i acetoacetylo-CoA. Ten ostatni
jest drugim punktem rozgateziania sie szlaku fermentacyjnego, w ktérego
odgatezieniach powstajg: aceton, maslan (produkt przejsciowy) i butanol
(produkt koncowy). Produkcja kwasu mastowego i octowego przypada na faze
intensywnego wzrostu wegetatywnego C. acetobutylicum, podczas gdy
produkcja acetonu i butanolu ma miejsce w fazie stacjonarnej i przebiega przy

udziale klostridialnych form komorek.
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Rys. 3. Zarys metabolizmu cukréw u bakterii z rodzaju Clostridium; w ramkach ciagtych
zaznaczono mozliwe produkty koncowe fermentacji, w ramkach przerywanych — produkty
przejsciowe, powstajace w poczatkowym etapie fermentacji
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