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The influence of metal jons Mg and Ca on the fermentation process

Magnesium is involved in many essentials physiological functions in cells and protects yeast
against ethanol stress. There are any articles about the influence of magnesium on the process
of wine fermentation of musts with high sugar concentration, In our previous work we obser-
ved the favorable influence of 240 mg/dm? magnesium on the fermentation of the musts with
sugar concentration about 320 gldm?, The results in present study show that the addition of
160 mg/dm3 magnesium to the musts causes higher amount of ethanol in wine, higher fer-
mentation efficiency and yeast viability.

Magnez jest pierwiastkiem, ktdry odpowiada za wiele istotnych funkgji fizjologicznych
w komdrkach i dziala ochronnie na drozdze w warunkach stresu etanolowego. W dostepnej
literaturze brak jest doniesieri o wplywie magnezu na proces fermentacji winiarskiej nasta-
widw wysokocukrowych, W naszych wezesniejszych badaniach stwierdzilismy, ze dodatek
magnezu w ilosci 240 mgldm? do nastawdw o zawartoéci cukrow ok. 320 gldm3 wphwa
korzystnie na proces fermentacji. W niniejszej pracy stwierdzono, ze dodatek magnezu w ilo-
dei 160 mgldm3 zwieksza ilo$¢ wytworzonego etanolu w winie, wydajnos¢ procesu fermen-
tacji i aktywnosc zyciowa drozdzy.

Drozdze, jak kazdy zywy organizm, do optymalnego wzrostu i prawidlowego
funkcjonowania, w tym m.in. fermentaciji, wymagaja nie tylko podstawowych skiadni-
kow podioza, ale réwniez mikro- i milimolowych ilo$ci roznych jondw nieorganicznych.
Odpowiednie stezenia tych jondw w Srodowisku fermentacyjnym pozwalajg na przy-
spieszenie wzrostu komarek, powigkszenie wydajnosci biomasy i produkcii etanolu.

Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 2 maja 2005 r.
do nastawow fermentowanych napojow winiarskich mozna wprowadzac dwa pier-
wiastki wazne z technologicznego punkiu widzenia — magnez oraz wapn. Drugi
Z nich stosuje sie w postaci siarczynu i wodorosiarczynu wapnia, ktérych glownym
zadaniem jest dodatek SO, a nie suplementacja wapniem.

Magnez

Pierwiastek ten pefni bardzo wazng role we wzroscie i metabolizmie komorek
drozdzy. Minimalna dawka magnezu dla rozwoju drozdzy wedtug Maynard [4] wyno-
si 0,65 mM (16 mg/dm?). Optymalne stezenie tego pierwiastka dia wzrostu komorek
drozdzy miesci sig w przedziale od 4 do 20 mM (96-480 mg/dm3), a catkowite
zahamowanie wzrostu nastepuje przy stezeniu 1 M (24000 mg/dm3) [3]. Walker
i Maynard [12] podaja, ze w warunkach optymalnej zawartosci magnezu w podiozu
drozdze pobierajg zwykle stale iloSci magnezu, a przy ograniczonej zawartosci tych
jondw komorki pobierajg Mg2+ proporcjonalnie do jego dostepnosci. Ponadto mak-
symalna akumulacja w komorce jest skorelowana z maksymalng produkcig etanolu.

Jony magnezu aktywujq liczne enzymy i warunkujg prawidlowy przebieg pod-
stawowych procesow Zyciowych, takich jak np.: glikoliza, replikacja DNA, biosynte-
za bialek, transport przez blony cytoplazmatyczne, wplywaja na kinetyke przemian
oraz réwnowage asocjacii i dysocjacji roznych zwigzkow oraz poziom innych jondw
w komérce [5, 6, 10, 11]. Magnez uczestniczy takie w budowie rybosomow.
Ponadto zapewnia integrainos¢ spirali kwasu dezoksyrybonukleinowego oraz utrzy-
manie wiasciwej struktury chromosoméw [5]. W warunkach stresu wywolanego
wysokim stezeniem alkoholu, wysoka temperaturg lub cignieniem osmotycznym
jony magnezu dzialajg ochronnie na komdrki drozdzy poprzez stabilizacjg blony
cytoplazmatycznej i mitochondrialnej. Magnez tworzy z fosfolipidami blony komor-
kowe] zwiazki kompleksowe, kidre powodujg zmniejszenie ptynnoéci i przepuszczal-
nosci bton cytoplazmatycznych [11].

Dodatek magnezu do podloza wptywa na wzrost liczby komérek drozdzy zarow-
no w trakcie hodowli biomasy, jak i w czasie fermentacji [1, 5, 7].
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Magnez wplywa takze na wzrost ilosci etanolu produkowanego przez drozdze.
Jednak roine ilosci tego plerwiastka podawane s3 jako optymalne. Przykiadowo,
Rees i Stewart [6, 7] stwierdzili, ze dodatek magnezu w ilosci ok. 500 mg/dm3
brzeczki stodowej o zawariosci ekstrakiu 20 °Blg spowodowal szybszy przebieg
fermentacji | wzrost zawartosci alkoholu w piwie w poréwnaniu z probami kontrolny-
mi. W badaniach prowadzonych w Zakiadzie Biotechnologii i Mikrobiologii SGGW
zaobserwowalismy, ze wzrost ilosci efanoiu w winie mozna uzyskac, stosujac nie
tylko tak wysokie dawki magnezu. Rowniez 240 mg/dm? pozwala uzyskac prawie 2%
obj. alkoholu wigcej w porownaniu z probkami bez dodatku tego pierwiastka [1].

Wapn

Jony wapnia, z uwagi na duzg zdolnos¢ lczenia sie z grupami karboksylowymi,
stabilizujg sciany komorkowe | enzymy wewnatrzkomorkowe, pelnig waing role
w regulacji metabolizmu azotu na poziomie mitochondriow oraz aktywujg skiadniki
biatkowe odpowiedziaine z2 zdoinos¢ drozdzy do klaczkowania. Ponadio wapn ula-
twia synteze i zapobiega wyciekaniu materialu komdrkowego oraz reguluje oddzialy-
wanie lipidowo-proteinowe [5, 9]. Minimalne stezenie wapnia w podiozu waha sie
od 0,25 mM (10 mg/dm?) do 0,5 mM (20 mg/dm?), natomiast przy 25 mM (1000
mg/dm?3) nastepuje zahamowanie wzrostu komoarek. Zapotrzebowanie zwigksza sie
W momencie narazenia komarek na dzialanie czynnikow stresowych: temperatury,
pH i etanolu [5]. Natomiast Rees i Stewart [6, 7] stwierdzili, Zze dodatek wapnia
w ilosci 800 mg/dm? brzeczki piwnej powoduje obnizenie liczby komérek drozdzy,
tempa fermentacji | koncowe] llosci etanolu w piwie w porownaniu z probkami nie-
wzbogacanymi w ten pierwiastek. W prowadzonych przez nas badaniach [1], przy
wzbogacaniu nastawu w 400 mg/dm® wapnia zaobserwowaliSmy najmniejszg
zawartos¢ alkoholu w winach — 14,1% obj. Natomiast suplementacja w dawce 40
mg/dm3 wplynela korzystnie na proces fermentacji, poniewaz odnotowali$my
15,1% obj. alkoholu, 2 w probee kontrolnej — 14,3% obj. Wigksza dawka wapnia
wplynela takze niekorzystnie na przyrost biomasy drozdzy. W probce z 400 mg/dm3
wapnia stwierdzono 7,7 g s.5./dm?, a przy dodatku 40 mg/dm3 ~ 9,2 g s.s./dm?, co
bylo wigksza ilodcig w poréwnaniu z probkg kontrolng i wzbogacong w 240 mg/dm?
magnezu.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu magnezu w ilo$ci 160 mg/dm3 oraz 160
mg/dm3 magnezu w polgczeniu z 40 mg/dm3 wapnia na fermentacje winiarska
i przyrost biomasy drozdzy w warunkach podiozy wysokocukrowych.
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Rys. 1. Wplyw suplementaciji nastawéw na zawartost ekstraktu pozornego w czasie trwania
fermentacji ($rednia z trzech serii)
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Tabela 1. Wpiyw suplementacji nastawow na podstawowe skiadniki wina oraz wydajnosc
fermentacii ($rednia z trzech serii)

Parametr Kontol ‘160rnwum3Mn‘1aa mg/dm® Mg |

+ 40 mg/dm? Ca |
Alkohal (% obj.) | 161 | 167 i 16,1 L2
Cukry ogdlem (g/dm?) | 835 | 490 | 50,5 {2
Sacharoza (g/dm?) 79 | 6.2 56 09
Kwasowosé lotma (g/dm?) | 064 064 i 0,60 |00t
Kwasowos$¢ ogdlna (g/dm3) 51 | 50 § 51 FY 0
Ekstrakt bezcukrowy (g/dm?) = 30,7 | 28 : 379 [ 30
S0, ogolem (mg/dm?) 51,1 52,8 54,0 16
Wydajnost (%) | %45 | %8 93,6 [ 08

Tabela 2. Wptyw suplementacji nastawow na oceng sensoryczng win i liczbg oraz Zywotnosé
drozdiy po fermentacii (Srednia z trzech serii)

Oznaczenie | Kontrola | 160 mg/dm? Mg | 160mg/dm? Mg i 40 mg/dm? Ca
Ogdina ocena ' |

sensoryczna (pkt) 40 | 41 "

Ogdina liczba { 7 7 7

komorek (kom./cm®) | 6,2x10 6,8 x10 ! 6,4 x10

Zywomost(®) | 70 | 78 | &

Materialy i metody

Nastawy sporzadzano na bazie koncentratu jablkowego, wody dejonizowane;
oraz cukru konsumpcyjnego. Koricowe stezenie cukrow ogolem wynosito ok. 320
g/dm?, a udzial soku w nastawie — 70%. Do nastawow dodawano pozywki azotowe
w postaci wodorofosforanu (V) diamonu w ilosci 0,3 g/dm?® oraz siarczanu (VI)
diamonu w ilosci 0,2 g/dm3. Dodawano takze pirosiarczyn potasu w takiej ilosci, by
koficowa zawartos¢ SO, w nastawie wynosita ok. 80 mg/dm?.

Wykorzystano drozdze Saccharomyces bayanus S.0./1AD z Kolekeji Czystych
Kultur Zakladu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW, ktdre przed zaszcze-
pieniem adaptowano do warunkow panujgcych w nastawie, pasazujac na podtozach
0 wzrastajgcej zawartosci cukrow, od 20 do 32 °Blg, | zawartosci 50, od ok. 25 do
90 mg/dm?, Udzial matki drozdzowej w nastawach wynosil 5%. Fermentacje prowa-
dzono przez 33 dni.

W czasie fermentacji prowadzono kontrolg dynamiki procesu poprzez pomiar
ekstrakiu pozornego. Miode wina poddawano analizie chemicznej przy zastosowa-
niu powszechnie przyjetej metodyki, prowadzono ocene sensoryczng wina w skali
pieciopunktowej o dziewieciu poziomach jakosci oraz obliczano wydajnosc fermen-
tacji [2]. Oznaczano takze liczbe komorek drozdzy przed i po fermentacji metoda
liczenia bezposredniego w komorze Thoma oraz zywoinosc drozdzy po fermentacii
metoda liczenia z dodatkiem blekitu metylenowego [1].

Wybrane wyniki poddano weryfikacji statystyczne|. Stosowano analize wariacji
przy poziomie istotnosci c.=0,05, a najmniejsz3 istotng roznice (NIR) obliczano
festem Tukey'a.

Wyniki

Fermentacja wszystkich nastawow przebiegala z duzg infensywnoscig przez
trzy tygodnie, po czym spadek ekstrakiu byl niewielki, co wskazywalo na koficowe
dofermentowanie win. Najwigkszy spadek odnotowano miedzy 1. a 4. dniem — $red-
nio dla wszystkich probek 10,5 °Blg (rys. 1).

Po zakoriczone]j fermentacji przeprowadzono podstawowg analize win (tab. 1).
Stwierdzono, ze najwieksza ilos¢ alkoholu—16,7% obj., mialy wina ofrzymane z nasta-
wu wzbogaconego w magnez. Polgczenie magnezu z wapniem wplynefo niekorzyst-
nie na produkcje alkoholu, poniewaz koricowa zawarto$¢ byla taka sama, jak
w przypadku probki bez dodatku pierwiastkow, | wynosita 16,1% obj. Uzyskane wina
odznaczaly sig zawartoscig cukrow og6lem na poziomie od 49 do 53,5 g/dm3,
a ilos¢ sacharozy ksztattowata sie na poziomie 5,6-8,1 g/dm3. Na podstawie ilosci
wytworzonego alkoholu | zuzytyeh cukrow wyliczono wydajno$c procesu fermenta-
cji. Najwieksza wydajnosc — 96,8% stwierdzono w przypadku fermentacji nastawow

| z dodatkiem magnezu, co oznacza, ze do wytworzenia 1% obj. alkoholu drozdze

wykorzystaly 1,61 g cukru, w przeliczeniu na glukoze. Najmniejsza — 93,6% charak-
teryzowal sig proces fermentaciji nastawow suplementowanych magnezem i wap-
niem. Wydajnos¢ fermentacji w przypadku wina kontrolnego wyniosia 94,5%.

Kwasowos$¢ ogdina win wynosila 5,0-5,1 g/dm3, a kwasowos¢ lotna 0,60
0,64 mg/dm?. Zaobserwowano, ze suplementacja wplyngla istotnie na zwigkszenie
zawartosci ekstraktu bezcukrowego w winach. Wina otrzymane z nastawow wzbo-
gaconych w magnez | wapn zawieraly go 37,9 g/dm?, a w winie kontrolnym ekstrakt
bezcukrowy wynosit 30,7 g/dm3 (tab. 1).

Po zaszczepieniu ,matkg drozdzowg” w 1 cm3 nastawu stwierdzono 6,1x108
kom./cm3. Po zakoriczeniu procesu fermentacji najwiecej komorek drozdzy —
6,8x107 komorek w przeliczeniu na 1cm?3 wina odnotowano w probee z dodatkiem
magnezu, zatem liczba komorek drozdzy zwigkszyla sie 11-krotnie. W pozostatych
winach liczba komorek drozdzy wynosita 6,2-6,4x107 kom./cm3. Po fermentacii
udziat komarek aktywnych zyciowo byl wiekszy w winie otrzymanym z nastawu
suplementowanego magnezem i wynios! 78%, w pozostatych byl podobny 69-70%
{tab. 2).

Miode wino po tygodniu lezakowania poddano analizie sensorycznej (tab. 2).
Otrzymane wina charakieryzowaly sie zblizong jakoscig sensoryczng i otrzymaty
o0g6ing oceng w przedziale 4,0-4,1.

Otrzymane wyniki potwierdzajg korzystny wplyw magnezu na produkcje etano-
lu, wydajnos¢ procesu fermentacji i Zzywotnos¢ drozdzy [6, 7, 11, 12]. Jednak
cytowani autorzy w swych do$wiadczeniach stosowali brzeczki, melase oraz podto-
e syntetyczne. Nie stosowali za$ nastawow wysokocukrowych i drozdzy winiar-
skich. W naszych wczesniejszych badaniach [1] dodatek do nastawow o zawartosci
cukrow ok. 320 g/dm? magnezu w ilosci 240 mg/dm3, a takze wapnia w ilodci 40
mg/dm3 wptynal korzystnie na proces fermentaciji w poréwnaniu do prabki kontrol-
nej. W ninigjszym do$wiadczeniu zaohserwowano, Ze uzycie mniejszej ilosci mag-
nezu réwniez powoduje zwiekszenie ilosci wytwarzanego etanolu, wydajnosci fer-
mentacji i zywotnosci drozdzy, jednak polaczenie 40 mg/dm® wapnia ze 160 mg/
/dm3 magnezu nie jest korzystne.

Walker i wsp. [12] stwierdzill, ze zwigkszenie stosunku Ca:Mg wplywa nieko-
rzystnie na przebieg fermentacji, poniewaz wapn podobnie jak magnez jest pier-
wiastkiem dwuwartosciowym i istnieje konkurencja migdzy tymi metalami w komor-
ce. Jednak w niniejszej pracy stosunek tych pierwiastkow wynosil jedynie 1:4.

Whioski

o Magnez jest pierwiastkiem, ktérego dodatek do nastawow wysokocukrowych
wplywa korzystnie na ilo§¢ wytworzonego etanolu, wydajnosc procesu fermentacii
i aktywnos¢ zyciowa drozdzy.

e Korzystny wplyw magnezu na proces fermentacji jest hamowany obecnoscia
jondw wapnia. m]
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