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Influence of the nitrogen nutrients on the fermentation and the features of apple
wines and wine-like drinks

The effect of addition of the nitrogen sources, in the form of ammonium salts and com-
plex nutrient, on the process of wine fermentation and also features of final products was
investigated. Nitrogen nutrients were added to the musts, which were made from apple
juice. The content of juice in musts amounted 60% in the case of wines and 30% in the
case of wine-like drinks. The content of total sugars in musts was about 300 gidm?. Yeast
Saccharomyces cerevisiae strain Tokay was used. It was stated that the addition of the
nitrogen sources has beneficial effect on the fermentation rate. The musts supplemented
with complex nutrient were fermented the most quickly and final concentration of etha-
nol amounted 15,7% vol. in wines and 15,3% vol. in wine-like drinks. Control samples
were characterized by slow rate of fermentation and achieved the lowest content of
alcohol = 11,1% vol. in wine and 8,6% vol. in drinks

Zbadano wplyw dodatku pozywek azotowych w postaci soli amonowych oraz po-
#ywki kompleksowej na przebieg fermentacji oraz cechy produktéw. Pozywki doda-
wano do nastawdw, kidre sporzadzono z soku jablkowego. Udzial soku w nastawach
na wina wynosil 60%, a w nastawach na napoje winopodobne — 30%. Zawartos¢
cukréw ogolem wynosila ok. 300 gidm?. Wykorzystano drozdze Saccharomyces cere-
visiae rasy Tokay. Stwierdzono, ze dodatek pozywek azotowych ma korzystny wplyw
na tempo procesu. Najszybciej odfermentowaly nastawy z pozywka kompleksowa,
a po zakoriczeniu fermentacji stwierdzono 15,7% obj. alkoholu w winach i 15,3% obj.
w napojach winopodobnych. Prébki kontrolne odznaczaly sie wolnym przebiegiem
fermentacji i osiagnely 11,1% obj. alkoholu w winie, a 8,6% obj. w napojach.

Pozywki azotowe oraz ich znaczenie dla fermentacji i cech wina
Moszcze owocowe sg dosc zroznicowane pod wzgledem zawartosci zwigzkow
azotowych. Najwieksze ich ilosci wystepuja w malinach i czarnych porzeczkach,
natomiast miody pszczele, borowki czerwone | jablka maja ich niedostateczng
ilos¢ [13]. Mata zawarto$¢ zwiazkow azotowych wystepuje szczegdinie

Poza samym wzbogacaniem moszczu w sole amonowe korzystne jest jedno-
czesne natlenianie. Zapabiega to fakim problemom, jak pozne zafermentowanie oraz
zakoriczenie fermentacii przy pozostalosci duzych ilosci cukrow, skraca rowniez czas
procesu fermentacji [2, 11].

W skiad odzywek kompleksowych wchodzg zarowno pozywki azotowe, jak
i aktywatory fermentacii. Przykladowo, skfad preparatu ,Activit” [14] to nieaktywne
komorki drozdzy, Sciany komorkowe, celuloza oraz sole amonowe, a takze amino-
kwasy, witaminy (B, B,, Bs, Bg, By, PP, cholina itp.) oraz mineraly (Mg, Na, K, Ca).
Dodatek pozywki do nastawu na wino, w ilosci ok. 0,2-0,4 g/dm3, dostarcza nie-
zbednych skladnikéw potrzebnych do prawidlowego rozwoju drozdzy, zapewniajac

| ich optymalng aktywnos¢ we wszystkich fazach fermentacji, co eliminuje problem

spowolnienia i zatrzymania fermentacji oraz umozliwia catkowite odfermentowanie
cukrow. Role preparatow Scian komaorkowych przedstawiono we wczesniejszym
artykule [3].

» Celem pracy bylo zbadanie wptywu dodatku réznych pozywek azotowych do
wysokocukrowych nastawow na proces fermentacii i sklad chemiczny wina jabiko-
wego i napojow winopodabnych.

Metodyka pracy
Nastawy przygotowywano z soku jabtkowego odiworzonego z koncentratu,
dosladzajac cukrem konsumpceyjnym do koricowego stezenia cukrow ogdlem ok.
300 g/dm?. Udzial moszczu w nastawach na wino wynosit 60%, a w nastawach na na-
poje winopodobne — 30%. Nastawy sulfitowano do zawartosci SO, ok. 80 mg/dm?,
Sporzadzono nastawy, kidre zawieraly nastepujace pozywki:
— fosforan amonu - 0,4 g/dm?,

WINIARSTWO

w przypadku nastawow na napoje winopodobne, poniewaz moszcz jest

140}

mocno rozcienczony.
Substancje azotowe biorg udzial w metabolizmie drozdzy jako aktywa- 12

fory enzymadw lub elementy zwigzkow, z ktdrych zbudowana jest komorka "E 100
[5]. Przyswajalny azot, zwykle w postaci soli amonowych, jest konieczny E} 80
do syntezy bialka i wzrostu drozdzy [11]. Stad odpowiednia zawartos¢ azo- %l .
1u zwigksza przyrost biomasy komorkowej, co przyspiesza zafermentowa- %
nie oraz tempo fermentacii, a w efekcie skraca czas procesu fermentacii -E' 40

i umozliwia uzyskanie wigkszych ilosci alkoholu. Ponadto azot wplywa na 20
zwigkszenie ogolnej ilosci aminokwaséw w winie [8, 13].

Jako pozywki azotowe stosuije sie:
@ sole amonowe w postaci fosforanu amonu lub ortofosforanu amonu,
ktore dodaje sie w ilosci nieprzekraczajacej 0,4 g/dm3, a takze siarczan

amonu lub disiarczan amonu, w ilosci nieprzekraczajacej 0,3 g/dm?; w
® preparaty uzyskane ze Scian komorkowych drozdzy w ilosci nieprze- 120
kraczajacej 0,4 g/dm? [7]; i
® odzywki kompleksowe. -
Dodatek fosforanu amonu ogranicza sie ze wzgledu na mozliwosé % 80
powstawania w winie karbaminianow. Zwigzki te, zwane rowniez uretana- E &
mi, s3 pochodnymi mocznika o wiasciwosciach kancerogennych. W celu i,
obnizenia dawki fosforanu amonu wskazane jest stosowanie mieszaniny | - ¥
soli fosforanu amonu | siarczanu amonu [9, 13]. Pogorzelski i wsp. [10] 20

podaja, Ze do moszczow niesiarkowanych korzystnie jest dodawac mie-
szaning soli fosforanu diamonowego i siarczanu amonowego w stosunku
1:1. Drozdze wykorzystujg wowczas kation amonowy, anion siarczanowy
i fosforanowy, co ma wptyw na szybko$é przyswajania azotu.
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Rys. 1. Wplyw pozywek azotowych na ubytek masy nastawdw na wina owocowe ($rednia z 3 serii)
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Rys. 2. Wplyw pozywek azotowych na ubytek masy nastawéw na napoje winopodobne ($rednia z 3 serii)
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Tabela 1. Zawartos$¢ azotu (mg/dm?) w nastawach i po fermentacji Wyniki
Rodzaj pozywki Ubytek masy nastawu zwigzany jest z przemiang cukréw na al-
| [ 04gams | R | 01gdm® | kohol i ulatniajacy sig CO,, co $wiadczy o tempie procesu fermentaci.
Proba | (NHyJ,HPO, | 0,4g/dm3 | 03g/dm3 | (NH,),HPO, | - We wszystkich prabkach spadki byly wigksze w przypadku dodatku
AV | 03g/dmd | (NHJHPO, | (NHJ,SO, | +01gams <OWOR MR ;y : ; ; Py eﬁbk : y ZTD S
- - (NHg), S0, 5 (NS0, Zwigzkow azotowych w pordwnaniu z probka kontro na,_ ajwiekszy
Nastaw na wino | 231 208 149 120 87 5 353 spadek masy nastawow zaobserwowano przy dodatku pozywki Riattiv.
| Juz 8. dnia fermentacji w przypadku napojow winopodobnych i 12.
Nasanranm. | oy 179 119 97 60 22 | 403 i R ) gy ,
winopodobny i | dnia w przypadku win nastawy osiagnely taki ubytek mas, jak probki
Wino 142 134 52 a7 22 19 243 bez dodatku azotu po 28 dniach. Z probek wzbogaconych w zwigzki
:;EOF winope- | 4,5 g | m 19 15 11 | 341  azotowe najwolniejszym przebiegiem fermentacii charakteryzowaly sig
Ry | |

— siarczan amonu — 0,3 g/dm3,

— fosforan amonu - 0,4 g/dm?3 i siarczan amonu - 0,3 g/dm?,

— fosforan amonu - 0,1 g/dm? i siarczan amonu - 0,1 g/dm?3,

— pozywka kompleksowa Riattiv — 1 g/dm? (firmy Marescalchi, zawierajaca 35% fos-
foranu diamonu, 25% siarczanu amonu, 0,12% tiaminy, 38% preparatu Scian komorek
drozdzy oraz 1,88% zelu krzemionkowego),

— w celach kontrolnych przygotowano nastawy bez dodatku pozywki.

Fermentacje prowadzono przy uzyciu drozdzy Saccharomyces cerevisiae rasy |

Tokay, pochodzacych z Kolekeji Czystych Kultur Zakiadu Biotechnologii i Mikrobiologii |

Zywnosci. Matki drozdzowe, w celu pobudzenia i przyzwyczajenia do warunkow
srodowiska, namnazano na podlozach o stopniowo wzrastajacym stezeniu cukru
—od ok. 200 do ok. 300 g/dm3, ktdre przygotowywano analogicznie jak na nasta-
wy. Dodatek matki drozdzowej do nastawéw wynosil 5%. Fermentacje prowadzono
w temp. 18 °C przez 28 dni. Przeprowadzono trzy serie do$wiadczen.

Proces fermentacii kontrolowany byt przez pomiar ubytku masy poszczegéinych
nastawow. W nastawach, mlodych winach i napojach winopodobnych oznaczano za-
wartosc podstawowych skladnikow oraz prowadzono analize sensoryczna, stosujac
powszechnie przyjgta metodyke [4] oraz iloS¢ azotu ogdlnego metoda Kijeldahla [6].
Na podstawie ubytku ilosci cukrow ogatem i iloci wytworzonego alkoholu wyliczano
wydajnosc procesu fermentacji alkoholowe.

Wyniki poddano obrobee statystycznej wykorzystuigc program Statgraphics Plus.

Stosowano analize wariacji przy c= 0,05, a najmniejsza istotng roznice (NIR) obliczo- |

no uzywajac testu Tukeya (jako HSD). W przypadku gdy wartosé poziomu istotnosci
byla wyzsza od 0,05, podawano empiryczna wartosc Pl.

Tabela 2. Zawarto$¢ wybranych sktadnikow win i napojow winopodobnych

nastawy wzbogacone w 0,1 g/dm? fosforanu diamonu + 0,1 g/dm?
siarczanu diamonu (rys.1i2).

Pogorzelski i wsp. [10] stwierdzili, ze dodatek autolizatow do nastawow skracal
czas fermentaciji o ok. 67 dni w pordwnaniu z nastawem wzbogaconym w 0,3 o/
dm? fosforanu diamonu, Natomiast Blateyron | Sablayrolles [2] stwierdzili, ze dodatek
0,3 g/dm? wodoroortofosforanu diamonu skracit czas fermentacii 0 35% w porow-
naniu z moszczami bez wzbogacania w azot.

Przyjmuie sie, ze 140 mg/dm? azotu to minimalna ilo$¢ zapewniajaca prawidio-
wy przebieg fermentacii nastawow o srednim stezeniu cukrow [12]. Zdrowy moszcz
gronowy zawiera od 300 do 800 mg/dm? zwiazkow azotu [10].

Najwyzszq zawartoscig azotu ogoinego w nastawie (tab. 1) charakteryzowaly
sig probki z dodatkiem pozywki Riattiv, zardwno w nastawach na wina — 231 mg/
dm3, jak i na napoje winopodobne — 216 mg/dm?. Najmnigjszg ilo¢ azotu, z nasta-
wow wzbogacanych, zawieraly probki z dodatkiem 0,1 g/dm3 (NH,4),HPO, + 0,1
g/dm3 (NH,),S04 — 87 mg/dm? w nastawach na wina i 60 mg/dm? w nastawach
na napoje. Probki kontrolne zawieraly odpowiednio 44,8 mg/dm3 i 22,4 mg/dm3
azotu.

Otrzymane wina i napoje winopodobne zawieraly znacznie mniej azotu niz na-
stawy (tab. 1). Jednak drozdze nie asymilowaty calego azotu, kibry byt w nastawach.
Najwiecej azotu pozostalo w probkach z pozywka Riattiv, 142 mg/dm3. W probkach
z dodatkiem 0,1 g/dm? fosforanu diamonu + 0,1 g/dm? siarczanu diamonu po-
zostaty podobne ilo$ci azotu jak w probkach kontrolnych. Najwigkszg ilos¢ azotu
z podloza (ok. 100 mg/dm3) drozdze wykorzystaly w prabkach wzbogaconych
w 0,4 g/dm? fosforanu diamonu.

Torrea i wsp. [12] podaja, ze poszczegolne szczepy drozdzy majg rozne za-
potrzebowanie na azot i przyswajaja go w roznym tempie. Autorzy przeprowadzili

fermentacje moszczu gronowego zawieraja-
cego 350 mg/dm? azotu ogdinego, uzywajac

Rodza] pozywki dwoch roznych szczepow drozdzy Saccha-
SKtadnik (g/dm)/(ok)* ; 0.4 g/dm? b s 03 wee (gﬂ‘gﬁg& i . mmyc‘es cerevisiae. Piesrwszy 28 SZCZEpOW
Riattiv (hIH_q.)z::-JP{),t +03¢/ | (NHJHPO, | (NH),S0, | + 0.1 g/dmd | kontrola | NIR/PI zasymilowal 309 mg/dms3 azotu, w szybszym
dm? (NH,),50, : (NHQ,S0, | | tempie od drugiego szczepu, kiory wykorzy-

g wino 219 49,0 35 495 419 65.2 17,7 5 27?_ g ae)
E = . | Najwyzszg zawartoscig alkoholu -
§ %‘g - napdj 23,0 : 52,0 325 423 57.8 17,0 | 185 15,7% obj. charakteryzowalo sig wino uzy-
| i skane z nastawu z dodatkiem pozywki Riattiv.
B é‘ wino 46,2 79,9 62,2 | 80,7 72,8 104,9 250 Rowniez wysoka zawarto$é alkoholu — 15,0%
é 7 : | ; | obj. mialo trzymane z nastawu z 0,4
md [REEATES i i e 822 | W22 1 WT . 4ms (NH,),HPO,. W probce kontrolne]
2 wino 0,45 0,46 0,45 0,49 0,49 0,49 07" zawartosc etanolu byfa najnizsza — 11,1%
§ | obj. Pozostale wina odznaczaly sie zblizong
£E napoj 0.48 0.45 ! L R 0.46 047 | 006 zawartoscia alkoholu (13,6-13,7% obj.).
5 . Podobne tendencje zauwazono w przypadku
“ wino 4.8 48 48 48 48 47 05 napojow winopodobnych. Najwiecej alkoholu
% - | uzyskano rowniez w probce z dodatkiem po-
25 | oo ‘ 5 49 48 48 48 | 03" ywki Riattiv— 15,2% obj. etanolu, najmnie]
— | za$ w kontrolnej — 8,6% obj. Znaczna zawar-
8| v | &2 ‘ 49 A i L W tos¢ alkoholu — 14,8% obj. uzyskano rowniez
g8 | [emes w napojach winopodobnych suplementowa-
.8 g ' s i ‘ i bt it s W ! %9 nych 0,4 g/dm3 fosforanu diamonu (rys. 3).
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Rys. 5. Wydajnos¢ procesdw fermentaciji

Zawartosc¢ cukrow ogdfem w winach i napojach winopodobnych (rys. 4) ksztal-
towala sig na roznym poziomie w zaleznosci od ilosci dodanej pozywki do nastawu
i wskazywata na niecatkowite odfermentowanie moszczu. Najwigcej cukréw pozosta-
to probkach kontrolnych, w napojach $rednio 126,2 g/dm?, a w winach 74,4 g/dm3.
Najmniej cukrow ogolem pozostalo w probkach wzbogacanych w pozywke Riattiv
- 22,9 g/dm3 w winach i 28 2 n/#m3 w napojach. W probkach z dodatkiem 0,4 g/
dm3 fosforanu diamonu poze.. " ok. 35 g/dm? cukréw ogdtem, zarowno w winach,
jak i napojach winopodobnych. Podobne tendencje zaobserwowano w ksztaftowaniu
sig zawartosci cukrow bezposrednio redukujacych (tab. 2).

Najwieksza wydajnos¢ procesu fermentacji — 89% osiagnieto przy dodatku 0,4
g/dm? fosforanu diamonu. Podobny wynik — 88%, zaréwno w winach, jak i w napo-
jach, uzyskano przy wzbogacaniu w pozywke Riattiv. Najmniejsza charakteryzoway
sig procesy bez pozywek azotowych, w ktérych stwierdzono wydajnos¢ na poziomie
77% w przypadku win i 79% — napojow winopodobnych (rys. 5).

Najwyzsza zawartosc ekstraktu rzeczywistego, zarowno w winach, jak i napo-
jach winopodabnych, stwierdzono w probkach kontrolnych. Natomiast najnizszym
ekstraktemn rzeczywistym charakteryzowaly sie probki z pozywka Riattiv (tab. 2). Jest
to zwigzane z wysokg zawartoscig cukrow w prébach kontrolnych i malg w przypad-
ku stosowania pozywki Riattiv.
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Kwasowos¢ lotna win ksztattowala sig na poziomie 0,45-0,49 g/dm3. Napo-
je winopodobne charakteryzowaly sig podobng kwasowoscig lotng, ktdra wynosifa
0,44-0,51 g/dm?3 (tab. 2). Rowniez kwasowo$¢ ogdina win i napojéw winopodob-
nych byla podobna i wynosita 4,7-4,9 g/dm? (tab. 2).

Glownym skladnikiem wplywajacym na kwasowosc lotna jest kwas octowy, kio-
ry jest ubocznym produktem fermentacii alkoholowej. llo$¢ kwasu octowego zalezy
od ilosci cukréw w nastawie, temperatury oraz szczepu drozdzy [13]. Bely i wsp. [1]
podajg, ze wzbogacanie moszczu w azot ma wplyw na ksztattowanie kwasowosci
lotnej. Wraz ze wzrostem zawartosci azotu w moszczu od 90 do 190 mg/dm3 obser-
wowali oni, ze kwasowos$¢ lotna win malala od 1,5 do 0,56 g/dm3.

Wina charakteryzowaly sie korzystniejszymi cechami sensorycznymi od napojow
winopodobnych (tab. 2). W przypadku win najwyzszg oceng 0going — 4,2 (w skali
5-punktowej) otrzymaly wina z nastawow wzbogaconych w pozywke Riattiv oraz
z nastawow z 0,4 g/dm3 fosforanu diamonu, a najnizsza note (3,8), gdy zastosowano
0,3 g/dm? siarczanu amonu. W przypadku napojow ocena ogolna miescita sie w za-
kresie 3,5-3,7. Przy czym wyzsza note otrzymaly napoje z nastawow z dodatkiem
pozywki kompleksowe|.

Whioski

® \Vzbogacanie nastawow w pozywki azotowe wplywa korzystnie na tempo fer-
mentacii, produkcje etanolu i wydajnos¢ fermentacii.

® Najlepsze wyniki fermentacii uzyskuie sig przy wzbogacaniu nastawow w pozyw-
ke kompleksowg. Z zastosowanych soli amonowych najkorzystniejszy byt dodatek
fosforanu diamonu w ilosci 0,4 g/dm3,

® W zaleznosci od ilosci dodawanych pozywek azotowych drozdze wykorzystuja
rozne ilosci azotu.

Literatura

[1] Bely M., Rinald A., Dubourdieu D.: 2003. Influence of assimilable nitrogen on volatile aci-
dity production by Saccharomyces cerevisiae during high sugar fermentation. Journal
of Bioscience and Bioenginegring, 96, 6, 507-512.

[2] Blateyron L., Sablayrolies J. M.: 2001. Stuck and slow fermentations in enology: Statisti-
cal study of causes and effectiveness of combined additions of oxygen and diammo-
nium phosphate. Journal of Bioscience and Bioengineering, 91, 184-189.

[3] Bonin S., Kolwas M.. 2008, Fermentacja nastawdw wysokocukrowych z dodatkiem pre- |
paratu scian komorkowych. Przem. Ferm. i Owoc.-Warz., 5, 6-8.

[4] Bonin S., Wzorek W.: 2005, Wybrane zagadnienia z technologii winiarstwa. Wydawnictwo
SGGW, Warszawa.

[5] Czyiycki A., Laskowska J., Cytlak D.: 1999. Bifans substancji mineralnych w procesie

produkcji win owocowych i napojow alkoholowych. Przem. Ferm. i Owoc.-Warz., 5,

26-30.

Drzazga B.: 1995. Analiza techniczna w przetworstwie owocow i warzyw. WSIP War-

szawa. ]

[7] Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 2 maja 2005 r. w sprawie szczegolowe-
go wyrobu fermentowanych napojow winiarskich oraz metod analiz tych napojow do celow
urzgdowej kontroli pod wzgledem jakosci tych wyrobdw. DzU 2005 nr 88, poz. 748.

[8] Manginot C., Sablayrolles J. M., Roustan J. L., Barre P: 1997. Use of constant rate alco-
halic fermentations to compare the effectiveness of different nitrogen sources added
during the stationary phase. Enzyme and Microbial Technology, 20, 373-380.

[9] Marks V. D., van der Merwe G. K., van Vuuren H. J. J.: 2003. Transcriptional profiling of
wine yeast in fermenting grape juice: regulatory effect of diammonium phosphate.
FEMS Yeast Research, 3, 269-287.

[10] Pogorzelski E., Koch M., Fajkowski J.: 2000. Stymulatory fermentacyi alkoholowej z 05a-
dowych drozdzy winiarskich. Przem. Ferm. i Owoc.-Warz., 1, 32-34.

[11] Sablayrolles J. M., Dubois C., Manginot C., Roustan J.L., Barre P: 1996. Effectiveness of
combined ammoniacal nitrogen and oxygen additions for completion of sluggish and
stuck wine fermentations. Journal of Fermentation and Bioengineering, 82, 4, 377-381.

[12] Torrea D., Fraile P, Garde T., Ancin C.: 2003. Production of volatile compounds in the
fermentation of chardonnay musts inoculated with two strains of Saccharomyces
cerevisiae with different nitrogen demands. Food Control, 14, 565-571.

[13] Wzorek W., Pogorzelski E.: 1998, Technologia winiarstwa owocowego i gronowego.
Sigma-NOT, Warszawa.

[14] http://www.ake.com.pl/spozywczy/pozywki_winiarskie/activit

6

PRZEMYSt FERMENTACYJNY | OWOCOWO-WARZYWNY @ 12/2009




