Zastosowanie drozdzy w wybranych
procesach biotechnologicznych

Sviwia Bonin

3.1. Drozdze w fermentacji winiarskie}

3.1.1. Czesc teoretyczna

Historia produkcji wina jest scisle zwigzana z rozwojem cywilizacji. Pierwsze

wina rozpoczeto wytwarza¢ okoto 6 tys. lat p.n.e., w Azji Mniejszej, na terenach
dzisiejszego Iranu 1 Armenii, a surowcem byly owoce winorosli wtasciwej Vitis vi-
nifera. Takze obecnie pojecie wino okresla napd) powstaly w wyniku fermentac;i
alkoholowej owocow lub moszczy, czyli sSwiezych sokow, owocoOw winorosli wia-
sciwe]. Jezeli do produkcji uzyto owoce inne niz winogrona, to napoj taki jest winem
owocowym, a w Jego nazwie podana jest nazwa owocow, na przykiad wino wisnio-
we, wino jablkowe.
W produkcji win przez tysiaclecia wykorzystywano spontaniczng termentacje
1 nie znano, co jest jej przyczyna. Dopiero w drugiej potowie XIX wieku Ludwik
Pasteur wykazal, ze za przemian¢ cukru z winogron w alkohol, w warunkach bez
dostepu powietrza, sa odpowiedzialne drozdze obecne na owocach. Nastepnie Emil
Christian Hansen z browaru Carlsberg w Kopenhadze wyizolowal czysta kulture
drozdzy. Dzieki temu mozliwe stalo sie szczepienie moszczy wyselekcjonowany-
mi1 z owocOw winogron szczepami drozdzy szlachetnych, co zapewmalo wiasciwy
przebieg fermentacji 1 uzyskiwanie produktu o powtarzalnej jakosci, poniewaz po-
zwolito na uniezaleznienie si¢ winiarni od rodzimej mikroflory lokalnego surowca,
ktora zalezy od warunkow klimatycznych, glebowych 1 odmiany winorosli. Obecnie
fermentacje spontaniczne stosuje si¢ rzadko, gidwnie do produkcji win na matq ska-
le. W przemystowej produkcji win stosuje si¢ powszechnie dodatek czystych kultur
drozdzy szlachetnych.
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Charakterystyka drozdzy winiarskich
Drozdze winiarskie naleza do gatunkow Saccharomyces cerevisiae 1 Saccha-
romyces bayanus, ktore zalicza sie do grupy okreslanej jako Saccharomyces sensu
stricte. Wykorzystywane w przemysle winiarskim szczepy drozdzy zostalty wyizo-
lowane z réznych odmian owocéw (gidwnie winogron), a takze moszczy, win, urza-
dzen produkcyjnych, winiarni. Nosza one nazwy stawnych regionow lub typow win,
takich jak na przyklad: Bordeaux, Malaga, Tokay czy Riesling. Obecnie w celu po-
zyskania drozdzy o odpowiednich wlasciwosciach wykorzystuje si¢, obok selekcji
nowych szczepow, mutacje adaptacyjne oraz metody inzyniern genetycznej, a sym-
bole takich szczepow skladaja si¢ ze skrotow literowych oraz liczb. Przykiadowo
oferowane przez firme Fermentis drozdze to CK S102, UCLM 8325, VR 44.

Przy uzyciu drozdzy Saccharomyces bayanus uzyskuje si¢ wina o wigksze;
zawartosci etanolu (nawet 19% obj.) 1 nizszej kwasowosci lotnej w porownaniu
Zz winami otrzymywanymi przy uzyciu drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Droz-
dze S. bayanus sa wykorzystywane do fermentacji nastawow wysokocukrowych,
wznawiania zatrzymanej fermentacji i produkcji win musujacych, poniewaz niekto-
re szczepy fermentuja w niskiej temperaturze.

Na podstawie badan genetycznych gatunek S. bayanus podzielono na dwie gru-
py. Pierwsza to S. bayanus var. bayanus, w ktorej sklad wchodza szczepy bgdace
naturalnymi hybrydami dwéch lub trzech gatunkow, giownie: S. cerevisiae, S. bay-
anus, S. kudriavzevii. Druga grupa to S. bayanus var. uvarum, powszechnie okresla-
na jako S. uvarum. Cecha szczepow drozdzy tej grupy jest brak fragmentow DNA
innych gatunkow Saccharomyces w materiale genetycznym, zatem nie sg to szczepy
hybrydowe.

Badania materialu genetycznego roznych szczepow drozdzy nalezacych do ga-
tunku S. cerevisiae wykazaly, ze niektore szczepy majq w swym materiale gene-
tycznym fragmenty DNA innych gatunkow z rodzaju Saccharomyces, zatem sg to
szczepy hybrydowe. Sa one korzystne w procesach fermentacji, poniewaz zawierajq
cechy roznych organizmow, w zwiazku z czym mogg si¢ fatwiej adaptowac do roz-
nych srodowisk fermentacyjnych, a naturalna hybrydyzacja jest waznym mechani-
zmem ewoluc)i drozdzy.

Drozdze stosowane do produkcji wina muszg spetniac okreslone cechy, ktore
umozliwiaja uzyskanie produktu o odpowiedniej jakosci. Cechy drozdzy winiar-
skich to:

—  krotki okres adaptacji do srodowiska moszczu,

— szybkie zatermentowanie,

— Intensywna fermentacja, o prawidtowym przebiegu,

— synteza etanolu do wymaganego poziomu, ale takze opornos¢ na podwyz-

szone stezenie etanolu,
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—  wytwarzanie produktow ubocznych fermentac)i, ktore decyduja o wiasci-

wym aromacie 1 smaku wina,

— mala wrazliwos¢ na niskie pH 1 wysokie st¢zenie kwasdw organicznych,

— zdolnos¢ do szybkiego osadzania si¢ po zakonczeniu procesu fermentacii,

co ulatwia klarowanie,

—  opornosc na obecnosc¢ zwigzkow siarki,

— opornos¢ na wysokie stezenia garbnikow (w przypadku produkcji win czer-

wonych),

— opornos¢ na wysokie cisnienie CO, (w przypadku wtdornej fermentacji, czy-

l1 produkcjy1 win musujacych).

Oczywiscie poszczegolne szczepy znacznie si¢ miedzy soba roznig. Roznice
te dotycza: optymalnych do wzrostu 1 fermentacji1 wartosci temperatury, pH mosz-
czu, zapotrzebowania na zwigzki azotowe, tolerancji na alkohol, SO, 1 garbniki,
Opornoscl na stres osmotyczny zwiazany z obecnoscia znacznych stezen cukru,
a takze 1losci oraz rodzaju wytwarzanych produktow ubocznych 1 wydzielanych do
srodowiska enzymow. Stad dobor szczepu drozdzy do wyprodukowania wina o za-
mierzone) charakterystyce odbywa si¢ poprzez uwzglednienie zawartosci cukrow,
kwasOw organicznych oraz barwnikow 1 garbnikOw w moszczu, temperatury 1 czasu
fermentacji, docelowej zawartosci alkoholu 1 planowanych walorow sensorycznych
produktu.

Drozdze winiarskie sa z reguty organizmami mezofilnymi, o optymalnych war-
tosciach temperatury fermentacji w granicach 20-28°C. Natomiast w czasie pro-
dukcj1 czerwonych win gronowych temperatura fermentujacego moszczu moze do-
chodzi¢ nawet do 40°C, co wymaga zastosowania odpowiednich szczepow drozdzy,
zdolnych do termentacji w wysokiej temperaturze 1 opornych na znaczne 1losci garb-
nikow 1 polifenoli. Mozliwe jest rOwniez prowadzenie tak zwanej zimnej fermenta-
Cj1, w temperaturze okoto 4-6°C, przy uzyciu szczepow drozdzy kriofilnych. Zimna
fermentacja trwa dtuzej, jednak otrzymuje si¢ wina bardziej wysycone CO,, o wiek-
sze] zawartosci alkoholu, nizszej kwasowosci lotnej 1 0 korzystniejszych walorach
sensorycznych niz wina wyprodukowane przy uzyciu drozdzy mezofilnych.

Pod wzgledem zawartosci wytworzonego alkoholu, drozdze mozna podzielié
na: szczepy przeznaczone do produkcyi win lekkich (o zawartosci 9—11% obj. etano-
lu) — przyktadowo Riesling, Sauternes; win sredniej mocy (12-15%) — Tokay, Mala-
ga 1 mocnych (powyzej 15 do 19%) — na przyktad Portwein, drozdze S. bayanus.

Drozdze, ktore powoduja niskie stezenia alkoholu, sq wrazliwe na wysokie ste-
zenie cukrow w moszczu, stad ich zawartos¢ w soku powinna wynosi¢ 16-20%.
W przypadku szczepow, ktore wytwarzaja srednie 1losci alkoholu, poczatkowa za-
wartos¢ cukrow miesci si¢ w przedziale 21-25%. W przypadku szczepdw stosowa-
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nych do produkcji win mocnych oraz miodow pitnych st¢zenie cukrow ksztaltuje
s1¢ na poziomie 27-35%, przy czym szczegodlnie oporne sa szczepy osmofilne, ktore
prowadza fermentacje miodow.

Czyste kultury drozdzy dodaje si¢ do moszczu lub nastawu w postaci drozdzy
suszonych lub ptynnego inokulum okreslanego jako ,,matka drozdzowa”. Otrzymuje
s1¢ Jg poprzez kilkuetapowe namnozenie komorek drozdzy, w warunkach zapobie-
gajacych zakazeniom innymi drobnoustrojami. Namnazanie drozdzy prowadzi sie
w spasteryzowanym, ochlodzonym 1 wzbogacony w pozywke¢ azotowa moszczu,
przy czym w kolejnych etapach zwieksza sie jego obj¢tosC oraz zawartos¢ cukrow
1 SO,. W ostatnim pasazu sktad podioza jest analogiczny, jak poddawanego fermen-
tacji. Dobrze namnozona matka drozdzowa powinna zwiera¢ ponad 10° komorek
w 1 cm’. Dodaje si¢ ja w ilosci srednio 5% objetosci nastawu, aby zapewni¢ domina-
cj¢ dodawanego szczepu nad rodzima mikroflorg surowca. Poniewaz proces przygo-
towania matki drozdzowej jest pracochionny, trwa od 1 do 2 tygodni, a w tym czasie
Istnieje niebezpieczenstwo zakazenia obcg mikroflora, wigc w warunkach przemy-
stowych stosuje si¢ aktywne drozdze suszone. Dodaje si¢ je w ilosci 20-30 g-hl™’,
po rehydratacj1 w letniej wodzie, o 3—5-procentowym st¢zeniu sacharozy, przy czym
czas rehydratacji nie powinien przekracza¢ 45 minut. Swiatowa produkcja drozdzy
suszonych jest zdominowana przez dwie firmy — Lallemand oraz Fermentis, naleza-

ce do grupy Lesafire.

Fermentacja winiarska
Regulacje prawne
Polska ze wzgledu na warunki klimatyczne 1 tradycj¢ nie nalezy do producen-

tOw win gronowych. Szacuje si¢, ze winnice zajmujg obszar okoto 500 ha, a produk-
cja win gronowych wynosita w 2009 roku okoto 600 hl. Krajowy przemyst winiarski
wytwarza giownie fermentowane napoje winiarskie, do ktorych zalicza sie: wina
owocowe, wina z soku gronowego, napoje winne owocowe lub miodowe, miody pit-
ne oraz napoje niskoalkoholowe. Produkcja win owocowych (wg GUS) w ostatnich
latach wynosi okoto 1 min hl.

Krajowe przepisy prawne dotyczace wyrobu napojow winiarskich reguluje mie-
dzy innymi Ustawa ,,O wyrobie 1 rozlewie wyrobow winiarskich, obrocie tymi wy-
robami 1 organizacji rynku wina”. Zgodnie z Ustawg wyroznia si¢ dwie kategorie
produktow — jedna obeymuje wspomniane fermentowane napoje winiarskie, a druga
to wyroby winiarskie gronowe. Wyroby gronowe moga by¢ produkowane jedynie
z owocOw winorosli wiasciwej Vitis vinifera L. lub jej krzyzowek z innymi gatun-
kami z rodzaju Vitis dopuszczonymi do uprawy w danym kraju Wspolnoty Europej-
skiej. Fermentowane napoje winiarskie uzyskuje si¢ w wyniku fermentacji roznych
nastawow, a gotowe produkty roéznig si¢ miedzy innymi rzeczywistym stezeniem al-
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koholu. Wspomniany nastaw jest to mieszanina sporzadzona z soku lub koncentratu
owocowego, ewentualnie miodu pszczelego (wowczas otrzymujemy miody pitne),
oraz z wody, dozwolonych substancji stodzacych, z dodatkiem pozywek azotowych,
kwasow organicznych i zwiazkéw zawierajacych SO,. Do produkcji win owocowych
i napojow winnych owocowych uzywa si¢ soki lub koncentraty otrzymane Z Owo-
cow, z wyjatkiem winogron, przy czym giownym surowcem s3 jabtka. Udzial soku
owocowego w nastawach do produkcji win owocowych, w zaleznosci od uzytych
owocow, wynosi od 20% (np. w przypadku rézy) do 60% (np. w przypadku jablek).
W przypadku produkcji wina z soku gronowego jego udzial w nastawie wynosi €O
najmniej 75%. Dalsze informacje dotyczace szczegOlow produkcji wyrobow winiar-
skich sa zamieszczone w rozporzadzeniach Ministra Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi.

W przypadku win gronowych dodatek wody do moszczy gronowych jest zabro-
niony. W zaleznosci od strefy upraw winorosli mozliwe jest wzbogacanie moszczy
w celu zwiekszenia naturalnej objetosciowej ilosci alkoholu. W strefie A, w ktore)
znajduje sie Polska, do wzbogacania mozna stosowac sacharoze, jednak jej dodatek
nie moze zwiekszy¢ zawartosci alkoholu w winie powyzej 3% obj. (Rozporzadzenie
Rady WE nr 478/2008).

Zaréwno w produkcji win gronowych, jak i fermentowanych wyrobOw winiar-
skich, stosuje sie sulfitacje, czyli dodatek SO,, ktory hamuje rozwdj niepozadane]
mikroflory — drozdzy ,,dzikich” oraz bakteri octowych. Stosowane przed rOZpo-
czeciem fermentacji dawki SO, wahaja si¢ pomigdzy 30 a 120 mg-dm™. W proce-
sie produkcji SO, moze by¢ takze dodawany w kolejnym etapie, czyli lezakowaniu
(dojrzewaniu) wina oraz przed rozlewem. Poniewaz SO, jest substancjq alergenna,
wiec konieczne jest zamieszczanie na etykiecie informacji, ze produkt winiarski
zawiera ten zwiazek. Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia maksymal-
na zawarto$¢ SO, w winach owocowych i miodach pitnych wynost 200 mg: .dm™
W przypadku win gronowych obowiazujg przepisy Wspolnoty Europejskie] doty
czace wspolnej organizacji rynku wina, ktore zezwalaja w przypadku niektorych
typOw win na wigksza zawartos¢ SO, niz w fermentowanych napojach winiarskich.

Sok gronowy zawiera zwykle azot w 1losci wystarczajacej do wiasciwego na-
mnozenia drozdzy i prawidlowego przebiegu fermentacji, stad wzbogacanie mosz-
czy w dodatkowe zrodia azotu nie jest tak istotne, jak w produkcji fermentowanych

wyrobow winiarskich. Wykorzystywany w naszym krajowym przemysle w najwigk-
szej ilosci surowiec — sok jablkowy, zawiera niewielkie ilosci zwiazkow azotowych,
a bogate w azot soki, na przyklad porzeczkowy, mocno sie rozciencza ze wzgledu
na wysoka kwasowosé, dlatego do nastawéw dodaje sie sole azotowe. Stosuje SIQ
wodorofosforan dwuamonu (NH,4),HPO,4 w 1losci nleprzekraczajqcej 0,4 g-dm™
i siarczan amonu (NH,4),SO, w ilosci do 0,3 g .dm™. Przy czym mozna dodawac
jedna sol lub obie.
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Etapy fermentacji

Do wiasciwego przebiegu fermentacji, ktory pozwala na osiggniecie wysokiego
stopnia odfermentowania, nalezy zapewni¢ odpowiednie w odniesieniu do danego
szczepu drozdzy warunki, miedzy innymi: st¢zenie cukrow, zawartos¢ zwiazkow
azotowych 1 pH moszczu oraz temperature fermentacji. Fermentacje prowadzi sie
w zbiornikach wypetnionych srednio w 85%, ze wzgledu na powstawanie piany.
W czasie fermentac)i wyrdznia si¢ trzy etapy, ktore wynikaja z intensywnosci proce-
su, jak: zafermentowanie, fermentacj¢ burzliwa 1 dotermentowanie.

Pierwszy etap to zafermentowanie, w czasie ktorego najpierw drozdze wykorzy-
stuja obecny w moszczu/nastawie tlen, w zwiazku z czym zachodzi ich intensywne
namnazanie si¢. Liczba komorek drozdzy zwigksza si¢ kilkunastokrotnie. Nastep-
nie, gdy 1los¢ tlenu ulega zmniejszeniu, rozpoczyna si¢ rozktad cukrow. Od 1 do
3 dni1 po dodaniu drozdzy obserwuje si¢ stopniowe zmetnienie moszczu 1 pojawienie
w nim p¢cherzykow dwutlenku wegla. Na powierzchni cieczy tworzg sie niewielkie
skupiska piany oraz grudek, ktore zawierajq bialka, pektyny, garbniki.

W czasie ftermentacji burzliwe) zachodzi intensywny rozklad cukrow do al-
koholu, wydzielane sa znaczne 1losci dwutlenku wegla, co powoduje pienienie sie
nastawu. W tej fazie syntetyzowana jest wigkszos¢ alkoholu, w zwiazku z czym
nast¢puje znaczny spadek gestosci nastawu. Wraz ze wzrostem stezenia alkoholu
1 zmniejszeniem 1losci cukru w nastawie tempo fermentacj spada. Obserwuje sie
zanikanie piany. Fermentacja burzliwa trwa 1-5 tygodni.

Ostatni etap to dofermentowanie. W tym okresie nast¢puje znaczne spowolnie-
nie procesu fermentacji w wyniku obumierania drozdzy, spowodowanego wzrostem
stezenia alkoholu 1 zmniejszeniem zawartosci cukru. Nastepuje powolne dofermen-
towanie cukrow resztkowych. W zwiazku z niewielkim tempem procesu fermentac;i
na powierzchni nie wystepuje piana, obserwuje si¢ wolne wydzielanie CO,. Mlode
wino zaczyna si¢ klarowac. Na dnie zbiornika osadzajg si¢ drozdze, nierozpuszczal-
ne sole, pektyny, biatka. Dofermentowanie trwa od 1 do 3 tygodni.

Po tym okresie sciaga si¢ wino znad osadu. Dhuzszy czas przetrzymywania wina
na osadzie drozdzowym nie jest korzystny, poniewaz zachodzi autoliza drozdzy. Pro-
dukty autolizy nadaja niekorzystny posmak drozdzowy oraz sa pozywka do rozwoju
bakteri, ktore rOwniez negatywnie wplywaja na jakosC wina.

Fermentacja spontaniczna
Dodatek do moszczu czystych kultur drozdzy szlachetnych znaczaco przyspie-
sza rozpoczecie burzliwe) fermentacji oraz skraca jej czas. Ogranicza to ryzyko
wystapienia ,,chorob” wina oraz pozwala otrzymac produkt o zamierzonym skla-
dzie, poniewaz zapewnia stabilnos¢ procesu 1 sprawia, ze jego przebieg jest bardziej
przewidywalny 1 latwiejszy do kontrolowania. Mimo to w wielu regionach swiata,




Drozdze w fermentacji winiarskiej 143

przy produkcji win na mata skale, nadal stosuje si¢ termentacje spontaniczna. Ma to
zwiazek zarowno z lokalng tradycja, jak 1 dbatoscig o wiasciwe dla produkowanego
wina — smak 1 bukiet, ktore wytwarzane sa dzigki mikroflorze wystepujacej] w danym
rejonie.

Fermentacja spontaniczna prowadzona jest przez drobnoustroje, ktore dostaja
s1¢ do moszczu z powierzchni uzytych do jego produkcji owocow. Aby mikroorgani-
zmy te mogly si¢ swobodnie namnazac, moszczy nie szczepi si¢ drozdzami szlachet-
nymi, nie pasteryzuje ani nie siarkuje. W poczatkowe) tazie fermentacji spontanicz-
nej biora udziat tak zwane drozdze dzikie: Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, Pichia, Schizosaccharomyces, Torulaspora
1 Zygosaccharomyces. Wigkszos¢ z nich obumiera juz po dwoch czy trzech dniach
fermentacji, a dalsza fermentacje prowadza bardziej wytrzymale na obecnos¢ eta-
nolu drozdze z rodzaju Saccharomyces. Jednak niektore gatunki nieszlachetne maja
rowniez wplyw na dalsze etapy procesu. Bogata mikrotflora fermentacji spontanicz-
nych wytwarza szerszy zakres enzymow, nalezacych do grup proteaz, glukozydaz,
pektynaz, lipaz, esteraz, niz jest w stanie wytworzyC pojedynczy szczep drozdzy
winiarskich. Enzymy te wspomagaja ekstrakcje zwiazkoOw aromatycznych z owo-
cow podczas fermentacji w miazdze 1 powodujg ich przemiany, a takze korzystnie
wplywaja na klarownos¢ win. Ponadto drobnoustroje obecne podczas fermentaci
spontaniczne] syntetyzuja wigksza liczbe zwiazkow smakowo-zapachowych niz
drozdze szlachetne.

Jednak drobnoustroje wystepujace na powierzchni owocow moga by¢ rowniez
przyczyna wad 1 ,,chorob wina”. Poniewaz obecnosC wsrod nich drozdzy szlachet-
nych jest stosunkowo niewielka (okoto 104 jtk-g™"), wiec $srodowisko fermentacyjne
moze zosta¢ opanowane przez liczniej wystepujace (powyzej 10° jtk-g™!) drozdze
dzikie, co w zwiazku z ich mniejszg tolerancja na etanol nie pozwoli osiagnac¢ od-
powliedniego stopnia odfermentowania, a takze moze negatywnie wptynac na smak,
wskutek zbyt wysokiej koncentracji ich metabolitdéw. Ponadto w przypadku domina-
c)1 drozdzy dzikich tempo fermentacji jest wolniejsze, przez co ulatwiony jest roz-
w0j plesni, mogacych doprowadzi¢ do zniszczenia partii wina. Na owocach obecne
sg takze bakterie, na przyklad z rodzajow: Acetobacter, Lactobacillus 1 Oenococcus.
Niskie stezenie alkoholu moze doprowadzi¢ do nadmiernego rozwoju tych bakterii,
a w efekcie do niepozadanego wzrostu stezenia kwasow mlekowego 1 octowego oraz
mannitolu. Bakterie przyczyniaja si¢ takze do zmniejszenia zawartosci alkoholu
1 cukru, sluzowacenia wina oraz wystapienia mysiego posmaku.

Nalezy zaznaczy¢, ze bakterie z rodzajow Oenococcus 1 Lactobacillus moga
takze odgrywac korzystna role w ksztaltowaniu smaku 1 zapachu win, glownie win
gronowych 1 cydrow. Mikroorganizmy te sa odpowiedzialne za proces fermentaci
jablkowo-mlekowej, ktory polega na przeksztatceniu kwasu jabtkowego w kwas
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mlekowy, 1 okreslany jest jako biologiczne odkwaszanie win. Rozklad 2 g kwasu
jablkowego powoduje zmniejszenie kwasowosci ogolnej o 1 g:dm™, w przeliczeniu
na kwas winowy. Wina, ktore zawierajg wieksze 1losci kwasu mlekowego, w stosun-
ku do innych kwasow, charakteryzuja si¢ peiniejszym 1 bardziej tagodnym smakiem.
Ponadto obecnos¢ kwasu mlekowego wzmacnia kolor 1 zapach wina. |

Mozliwe jest taczenie winiarskiej fermentacji spontanicznej z fermentacja pro-
wadzong przy uzyciu czystych kultur drozdzy. Mozna to osiagnac poprzez wzbo-
gacenie sktadu matki drozdzowej o dodatkowe, wyselekcjonowane z fermentaci
spontaniczne) gatunki. Inng metoda, pozwalajacg na potaczenie zalet fermentac)i
spontaniczne] 1 Szczepienia moszczy, jest przeprowadzenie fermentacji dwueta-
powo. Na poczatku procesu prowadzi si¢ kilkudniowa fermentacje spontaniczna,
do osiagnigcia okolo 3—4% obj. alkoholu, a nastepnie szczepi si¢ zafermentowany
moszcz drozdzami szlachetnymu.

Cechy sensoryczne win

Smak, zapach 1 barwe wina ksztaltuja z jedne) strony substancje zawarte w su-
rowcu, a z drugiej strony — zwiazki, powstajace pod wpltywem dziatalnosci drozdzy
w czasie procesu fermentacji, ktore okresla si¢ jako produkty uboczne fermentacji.
[losC 1 skiad tych zwiazkow zaleza od szczepu drozdzy 1 warunkow fermentacji.
Jednak na ostateczny charakter wina wplywaja takze substancje, ktore powstaja
w wyniku przemian zachodzacych w winie w czasie lezakowania.

Zwiazkiem, ktory nadaje winom charakterystyczny aksamitny smak, cechy
wigksze) ekstraktywnosci 1 pelni smakowe) oraz wigekszej lepkosci jest glicerol. Jest
to trzeci pod wzgledem ilosciowym, po etanolu 1 CO,, zwigzek wytwarzany podczas
fermentacji alkoholowej. W ilosci powyzej 5,2 g:dm™ przyczynia sie on do zwiek-
szenia odczucia stodyczy, szczegdlnie win wytrawnych. Na zawartos¢ glicerolu
w winach wptywa st¢zenie etanolu. Na 100 g wytworzonego alkoholu, powstaje
od 6 do 14 g glicerolu, co zalezy od zastosowanego szczepu drozdzy. Przykladowo
firma Fermentis ma w swej ofercie szczep UCLM 8325, ktory produkuje 10 g gli-
cerolu na 1 dm’ wina, szczep NDA 21 wytwarzajacy 8 g:dm™, jak rdwniez drozdze
S. cerevisiae S.C. 22, ktore charakteryzujg si¢ tworzeniem glicerolu na poziomie
4 g-dm™.

Drozdze syntetyzuja rozne kwasy organiczne, na przykiad octowy, mlekowy,
bursztynowy, oraz przeksztalcaja liczne kwasy do innych zwiazkow. W zaleznosci
od szczepu drozdze moga wplywac na wzrost lub spadek kwasowosci, a takze na
zmiang rodzaju kwasow organicznych obecnych w fermentowanym nastawie, co ma
1stotny wplyw na smak wina. Kwasem, ktory powstaje zawsze w czasie fermentacji,
jest kwas octowy. Z reguly jest on wytwarzany na poziomie od 0,2 do 0,8 g-dm™.
Kwas octowy oraz jego homologii w formie wolnej 1 zwigzanej ksztaltuja kwaso-
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wosC lotng. W przypadku fermentowanych napojow winiarskich nie powinna ona
przekracza¢ 1,3 g:dm™, a w przypadku napojow winnych nie powinna by¢ wigksza
niz 0,9 g-dm™. Wyzsza kwasowos$¢ §wiadczy o rozwoju bakterii octowych.

Innymi1 wytwarzanymi przez drozdze winiarskie zwiazkami, o znaczacym
wplywie na wiasnosci smakowo-zapachowe, sa estry, ktore nadaja mile owocowe
1 kwiatowe aromaty, na przyktad: octan etylu — jabtkowy, octan izoamylu — banano-
wy 1 gruszkowy, octan fenyloetanolu — r6zany. Powstawanie estrow jest przewaznie
katalizowane przez enzymy drozdzy z grupy esteraz. Na rynku dostepne sg drozdze,
glownie do produkcji win biatych 1 r6zowych, charakteryzujace sie zdolnoscia syn-
tezy znacznych 1losci estrow, ktore nadaja winom przyjemne aromaty. Przykladowo
szczep CK 102 w zaleznosci od temperatury termentac)i produkuje estry o aromacie
cytrusowym lub tropikalnym, a drozdze Saint Georges nadaja aromat owocowo-
-kwiatowy.

[stotna role w ksztaltowaniu cech sensorycznych odgrywajg takze aldehydy.
W czasie fermentac)i powstaje najwigce) aldehydu octowego. Aldehydy nadaja masia-
ny, owocowy 1 orzechowy aromat, niektore zas — ostry, gryzacy, niekiedy cierpki.

Do produktow ubocznych fermentacji winiarskiej zalicza sie takze alkohole
wyzsze, na przyklad: alkohol n-propylowy, alkohol 1zobutylowy, alkohol izoamy-
lowy. Alkohole wyzsze w winach w iloéci do 0,3 g-dm™ odgrywaja pozytywna role
w ksztaltowaniu cech smakowo-zapachowych. Natomiast wyzsze stezenie tych
zw1azkOw moze przyczyni€ si¢ do pogorszenia cech win, nadajac im silny 1 ostry
zapach.

W zaleznosci od zastosowanego szczepu otrzymujemy wina o roznym skladzie
zw13zkow, co w konsekwencji prowadzi do powstania win o réznych cechach sen-

sorycznych.

3.1.2. Czesc praktyczna

Cel
Celem doswiadczenia jest porOwnanie procesu fermentacji nastawu na wino

owocowe prowadzonego przez rozne szczepy drozdzy winiarskich.

Materialy i podloza

Material biologiczny: wybrane szczepy drozdzy winiarskich w postaci ptyn-
nego inokulum , matek drozdzowych” oraz w postaci drozdzy suszonych. Inokulum
otrzymano w wyniku kilkukrotnego namnazania drozdzy na podlozach o wzrastaja-
cej zawartosci cukrow 1 SO,. Ostatnie namnozonie prowadzono na podtozu przygo-
towanym analogicznie, jak nastaw poddawany fermentac;i.
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Wykonanie

Oznaczanie liczby komorek drozdzy
W celu porownania fermentacji prowadzonej przez rozne szczepy, 1los¢ drozdzy
uzyta w procesie fermentacji musi by¢ zblizona. W zwigzku z tym, jezeli drozdze
jednego szczepu byly namnazane w kilku kolbach, nalezy je zla¢ do jednej kolby.
Przed dodaniem drozdzy suszonych nalezy przeprowadzicC ich rehydratacje w 3-pro-
centowym roztworze sacharozy przez okoto 20 minut.

Liczbe komorek drozdzy nalezy oznaczyC metoda liczenia bezposredniego
w komorze Thoma. W przypadku znacznej liczby komorek, nalezy wykonac¢ roz-
cienczenie. W tym celu pobra¢ 1 cm? inokulum i dodaé do 9 cm® wody. Liczbe
komorek (n) w 1 cm’ inokulum obliczyé na podstawie $redniej liczby komorek
w 1 kratce komory (k), z uwzglednieniem rozcienczenia (10). W obliczeniu wy-
korzysta¢ wzor, ktory wynika z przeliczenia obj¢tosci jednej kratki w komorze na

objetosé 1 cm’ (4 x 10°):

n=kx4x10%°x10

Liczbe komorek drozdzy podaé w przeliczeniu na 1 cm’.

Drozdze w postaci ,,matki drozdzowe)” dodawane s do nastawu w 1losci1 2—10%
jego objetosci, srednio 5%, stad w zaleznosci od objetosci nastawu nalezy odmie-
rzy¢ witasciwa objetos¢ inokulum drozdzy. Drozdze suszone sq dodawane w 1losci
0,1-0,4 g-dm™, przy czym nalezy doda¢ iloé¢ zalecana przez producenta.

Przygotowanie nastawu do fermentacji

Fermentac)i poddawany bedzie nastaw na wino jabtkowe otrzymany z soku od-
tworzonego z koncentratu. Minimalny udziat soku w nastawie na wino jabtkowe
wynosi 60%. Srednia zawartos¢ ekstraktu soku jabtkowego to 10%, a koncentratu
70%.

Przy obliczaniu sktadu nastawu (1los¢ koncentratu, sacharozy 1 wody) nalezy
ustali¢, o jakiej mocy 1 zawartosci cukrow resztkowych wino chce si¢ otrzymac oraz
jaki udziat soku ma zawiera¢ nastaw. Przyktadowe obliczenia skiadu nastawu na
wino o zawartosci alkoholu 15% obj. i zawarto$ci cukrow resztkowych 20 g-dm™,
jezel udziat soku w nastawie bedzie wynosit 60%, przedstawiajg si¢ nast¢pujaco:

Przygotowujac 1 dm’ nastawu, w ktérym udziat soku wynosi 60%, potrzeba
0,6 dm’ soku, co odpowiada 0,6 kg soku przy zatozeniu, ze gestos¢ soku jabtkowego
jest rowna 1. Zatem koncentratu o ekstraktywnosci 70% potrzeba:

70 x X kg =10 x0,6 kg
X = 0,086 kg koncentratu
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Koncentrat fatwiej jest odmierzy¢ w cylindrze, stad po uwzglednieniu gestosci
(1,347 kg-dm™) zajmie on objetosé:

0,086 kg/1,347 kg-dm™ = 0,064 dm’ (64 cm”)

7 sokiem wprowadzany jest do nastawu cukier. Srednia zawarto$é¢ cukrow
w soku wynosi 75 g-dm™, zatem do 1 dm’ nastawu wprowadza sie z sokiem 45 g
cukrow (0,6 x 75 =45 g).

Nastepnie nalezy obliczy¢, ile cukru potrzeba dla uzyskania zatozonej 1losci
alkoholu. Punktem wyjscia jest rOwnanie reakcji alkoholowej, w ktorym z czastecz-
ki glukozy o masie molowej 180 otrzymujemy dwie czasteczki alkoholu, kazda
o masie 46, oraz dwie czasteczki dwutlenku wegla, o masach molowych 44, oraz
wydziela si¢ cieplo.

CcH{, Oy —» 2C,H;OH + 2CO, + energia

Na podstawie powyzszej reakcji ze 100 g glukozy uzyskuje si¢ teoretycznie
51,1 g etanolu. W rzeczywistosci 1los¢ ta jest mniejsza, poniewaz fermentacja prze-
biega najcze¢scie) z wydajnoscig 86—94%, srednio 90%, w stosunku do teoretyczne;.
Praktycznie powstaje wigc 46 g etanolu (51,1 x 0,9 = 46).

Zawartos¢ alkoholu podaje si¢ w procentach objetosciowych. Aby przedstawié
46 g w jednostkach objetosciowych, nalezy skorzystacC z gestosci alkoholu absolut-
nego, ktora wynosi: d = 0,7894 g-cm™. Zatem 46 g zajmie objetosé: 46/0,7894 =
= 58,2 cm’. Wiedzac, ze ze 100 g glukozy otrzymuje sie praktycznie 58,2 cm’ al-
koholu absolutnego, mozna obliczy¢, ile glukozy potrzeba dla otrzymania 1% oby;.
etanolu:

100 g — 58,2 cm®
Xg-1cm’ X=1,72¢g

W przypadku obliczen na 1 dm>, 1% obj. to 10 cm’, wiec w celu otrzymania 1%

obj. alkoholu potrzeba 17,2 g glukozy.
Na wstepie obliczen zalozono, ze nastaw ma zawierac taka 11os¢ cukrow, ktora

umozliwia uzyskanie wina o 15% obj. alkoholu i 20 g-dm™ cukrow resztkowych,
czyl takich, ktore nie ulegly fermentac;.

Aby uzyskaé zatozong 1los¢ alkoholu, potrzeba: 15 x 17,2 g = 258 g gluko-
zy. Dodatkowo cukry resztkowe to 20 g, zatem tacznie nastaw powinien zawierac

278 g cukrow.
Jak wczesnie) wyliczono, z sokiem wprowadza si¢ do nastawu 45 g cukru, za-

tem nalezy dodac 278 — 45 =233 g cukrow prostych.
Jezeli cukier dodawany jest w postaci sacharozy, czyli cukru konsumpcyjnego,
to po uwzglednieniu wspoétczynnika przeliczeniowego, ktory wynika z mas molo-
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wych 1 czasteczki sacharozy 1 dwoch czasteczek glukozy (342/360 = 0,95), sacharo-
zy nalezy dodac¢: 233 x 0,95 =221 g.

Po rozpuszczeniu 1 kg sacharozy zajmuje on objetosé 0,63 dm?. Wyliczona ilog¢
221 g sacharozy zajmie objeto$¢ 140 cm’ (221 x 0,63 = 140).
Na koniec nalezy obliczy¢ dodatek wody:

1000 — 140 (sacharoza) — 64 (koncentrat) = 796 cm’

Podsumowujac, aby przygotowa¢ 1 dm’ nastawu na wino o mocy 15% obj. oraz
zawartosci cukrow 20 g-dm™, jezeli udziat soku w nastawie wynosi 60%, potrzeba:
64 cm® koncentratu, 221 g sacharozy, 796 cm® wody wodociagowej. Ponadto dla
wilasciwego namnozenia drozdzy nalezy wzbogacic nastaw w zrodlo azotu, opty-
malna dawka to 0,3 g (NH,),HPO, oraz 0,2 g (NH,4),S0O,4. W celu uniemozliwienia
rozwoju szkodliwej mikroflory doda¢ pirosiarczynu sodu Na,S,0O5 w 1losci 80 mg,
co odpowiada SO, w ilosci 40 mg-dm™.

Nastawienie fermentacji
Do buthi wypelnionej srednio w 80% nastawem na wino owocowe wla¢ inoku-

lum drozdzowy w ilosci 5% objetosci nastawu lub doda¢ drozdze suszone w ilosci
zalecanej przez producenta, po uprzedniej dehydratac)i, przeprowadzonej zgodnie
z zaleceniami producenta. Butle zamknac¢ korkiem z waty.

Porownanie fermentacji

W czasie procesu fermentacji, co 2—-3 dni, monitorowac ich przebieg wagowo,
poprzez okreslanie masy butli. Jako koniec fermentac)i przyjac bark spadku masy,
oznaczajacy brak wydzielania si¢ CO,. Po fermentacji oznaczy¢ zawartos¢ podsta-
wowych skltadnikow win.

Oznaczenie ekstraktu pozornego

Ekstrakt pozomy jest wypadkowg ekstraktu rzeczywistego, na ktory skladaja
si¢ substancje nielotne z para wodng (cukry, biatka, garbniki, kwasy organiczne, gli-
cerol, sole mineralne) oraz substancje lotne (etanol, CO,, kwasy lotne oraz inne lotne
produkty uboczne fermentacji). Zawartos¢ ekstraktu jest potrzebna do przygotowa-
nia rozcienczenia przy oznaczaniu cukrow. W celu oznaczenia ekstraktu pozornego
wla¢ do cylindra wino 1 umiesci¢ w nim areometr Ballinga. Odczyta¢ zawartos¢

ekstraktu w °Blg.

Oznaczenie zawartosci alkoholu

W oznaczeniu tym okresla si¢ zawartosc etanolu oraz jego homologow, ktore
przeszly do destylatu. Wyrazana jest ona w procentach obj¢tosciowych, w tempera-
turze 20°C, czyli w ilosci 1 cm’ alkoholu absolutnego w 100 cm® wina. Oznaczenie
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wykonuje si¢ metoda destylacj1 z para wodng w aparacie typu Buchi. W tym celu
nalezy pobraé 100 cm® wina do gilzy, doda¢ kilka kropel fenoloftaleiny i 1-molowy
wodorotlenek wapnia lub sodu, w takiej 1losci, aby lekko zobojetni¢ wino. Umiescic
g1lz¢ w zestawie do destylacji, jako odbieralnik podstawi¢ kolb¢ miarowa o obje-
tosci 100 cm? i destylowaé do uzyskania 90-95 cm’ destylatu. Po czym uzupetnié
woda destylowana do kreski, wymieszac, ustalic temperatur¢ na 20°C, przela¢ do
cylindra 1 oznaczy¢ zawartos¢ alkoholu areometrem Trallesa.

Oznaczenie zawartosci cukrow ogolem
Oznaczenie obejmuje okreslenie wszystkich cukrow, ktore wykazuja zdolnos¢

redukc)i soli miedz1 w srodowisku alkalicznym. Zatem jezeli wino zawiera sacharo-
z¢, nalezy najpierw przeprowadzi€ jej hydrolize. Zawartos¢ cukrow okresla si¢ meto-
da Luffa-Schoorla, ktora opiera si¢ na utlenieniu cukrow do odpowiednich kwasow,
w srodowisku alkalicznym 1 w podwyzszonej temperaturze, 1 redukcyi soli Cu (1)
do Cu (I), a nastepnie jodometrycznym oznaczeniu miedzi (II) zredukowanej przez
cukry zawarte w probce. W badanej probce zawartosc cukrow nie moze przekraczac
62 mg w 25 cm°. Oznaczenie cukrow sklada sie z proby élepej i proby wiasciwe;.
W proébie slepej okresla si¢ 1los¢ 0,1-molowego tiosiarczanu sodu, ktora jest potrzeb-
na do zmiareczkowania jodu wydzielonego przez catkowita 1los¢ miedz1 zawartg
w 25 cm’ ptynu Luffa. W prébie wiasciwej do ptynu Luffa dodaje sie odpowiednio
rozcienczong badang probke, ktora redukuje czes¢c miedzi zawarte) w plynie. Na
podstawie roznicy w 1losci tiosiarczanu sodu zuzytego do zmiareczkowania pro-
by slepej 1 wilasciwej z tabel1 3.1 odczytuje si¢ zawartos¢ cukru w miareczkowane)

Tabela 3.1. Ilo$¢ glukozy odpowiadajaca zuzyciu 0,1-molowego Na,S,0; (réznica miedzy proba Slepa
a wlasciwa)

| .

Glukoza [mg
33,0
35,7
38,5
41,3
442
47,2
50,0
53,0
56,0
59,1
62,2

Roznica cm® Na,S,0; Glukoza [mg] Roznica cm’ Na,S,0,

I

N

N | OO | &
S

NO
~J
~N | O\

12,2
14,7
17,2

9

22,4
25,0
27,6
30,3

N | N
W | NI

NI

b— |
ek | pemk | pmed | eed | ek | pe——)
pd o0

N\
-



150  Zastosowanie drozdzy w wybranych procesach biotechnologicznych

probce. Po pomnozeniu 1losci cukréw przez rozcienczenie wylicza si¢ zawartos¢
cukrow w 1 dm’ i podaje si¢ w g:dm™, z doktadnoscia do jednej dziesietne;.

Przed oznaczeniem z wina nalezy usuna¢ zwiazki, ktore moga powodowac ble-

dy w oznaczaniu: alkohol 1 SO, poprzez odparowanie podczas zageszczania oraz
bialka, pektyny 1 inne koloidy poprzez klarowanie ptynami Carreza.
W celu uzyskania wlasciwej dla metody 1losci cukrow w probce nalezy do-
konac rozcienczenia. Jako punkt wyjsciowy zawartosci cukrow przyja¢ zawartosc
ekstraktu pozornego. Ze wzgledu na to, ze 1los¢ cukroOw otrzymana w ten sposob jest
przyblizona, przyjaé, ze zawarto$é cukrow w 25 cm® proby do oznaczen nie powinna
przekracza¢ 50 mg. Przykladowy schemat rozcienczen przedstawiono ponize;:

1000 cm’ (okoto 40 g cukréow)

200 cm® (2 g)

25cm® ————— 200 cm’ (0,25 g)

3 .
25 cm” do oznaczenia

(ok. 0,031 g =31 mg)

Rozcienczenie =20 x 8 x § = 1280

Ekstrakt pozorny wina wyniost 4°Blg, zatem cukrow w winie bylo okoto 4%,
czyli 40 g-dm™.

Wykonanie oznaczenia: 50 cm’ wina przenie$¢ do parowniczki, zobojetni¢

l-molowym roztworem wodorotlenku sodu lub wapnia do pH okoto 5, nastepnie
zagesciC na tazni wodne) do okolo polowy objetosci. Po zageszczaniu zawartos¢
parowniczki przeniesé ilosciowo do kolby miarowej o objetosci 200 cm’, dodaé po
5 cm’ plynu Carreza I i ptynu Carreza I, aby przeprowadzi¢ klarowanie. Uzupelnié
do kreski, wymieszac 1 przesaczyC przez karbowany saczek do kolby stozkowe;.
W celu przeprowadzenia hydrolizy pobra¢ 25 cm® przesaczu, dodaé 55 cm?® wody
destylowanej, a nastepnie — ostroznie 5 cm’ stezonego kwasu solnego. Catosé wy-
mieszac ruchem kolistym, wtozy¢ do kolby termometr 1 prowadzi¢ hydrolize w tazni
wodnej przez 10 minut, w temperaturze 68—70°C (temperatura wskazywana przez
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termometr w kolbie). Nastgpnie schtodzi€ kolbe, wyjac termometr (przed wyjeciem
splukujac pozostalos¢ hydrolizowanej cieczy woda destylowana do kolby), dodaé
kilka kropli oranzu metylowego 1 zobojetni¢ 20-procentowym roztworem wodoro-
tlenku sodu do zmiany barwy z pomaranczowoczerwonej do zottej. Nastepnie za-
wartos¢ kolby schlodzi¢, uzupetni¢ woda destylowana, wymieszac 1 jezeli jest ko-
niecznos¢ — rozcienczyc.
Wykonanie proby $lepej: do kolby stozkowej pobra¢ 25 cm’® ptynu Luffa,
25 cm’ wody destylowanej oraz wrzucié kilka porcelanek. Kolbe umiescié w ze-
stawie z chtodnica zwrotna 1 ogrza¢ do wrzenia w czasie 2 minut 1 utrzymywacé
w stanie wrzenia przez 10 minut. Nastgpnie zdjac kolbe z zestawu 1 ochtodzi¢, dodaé
10 cm® 30-procentowego roztworu jodku potasu, a potem ostroznie (poniewaz na-
stepuje pienienie) doda¢ 25 cm® 25-procentowego kwasu siarkowego. Zawartosé
kolby wymieszac 1 natychmiast miareczkowacC wydzielony jod 0,1-molowym roz-
tworem tiosiarczanu sodu, wobec wskaznika skrobiowego. Barwa roztworu bedzie
wowczas oliwkowa. Jako koniec miareczkowania przyja¢ zmiane szarej barwy roz-
tworu na mleczng. W probie slepej 11oS¢ zuzytego tiosiarczanu miesci si¢ w granicy
24-25 cm’.

Proba wlasciwa: wykonac ja identycznie jak probe slepa, tylko zamiast wody
do kolby dodaé 25 cm?® badanego roztworu.

Oznaczenie kwasowosci ogolnej
Kwasowos¢ ogdlna jest suma kwasOw oznaczanych przez miareczkowanie

probki wina do pH 7,0. Przelicza si¢ ja na kwas jablkowy lub kwas winowy, przyj-
mujac, ze 1 mol NaOH odpowiada 1/2 mola C;H¢Os lub C,HO¢ i podaje w g-dm™,
z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku. Oznaczenie prowadzi sie metoda
miareczkowania wobec elektrody pehametru lub miareczkowania z biekitem bromo-
tymolowym, ktory w pH 7,0 ma barw¢ zielona, w kwasnym — z6tta, a zasadowym
— niebieska.

Do oznaczania kwasowosci metodg potencjometryczng nalezy pobrac do
zlewki 20 cm’ wina, wlozy¢ mieszadetko magnetyczne, umiescié¢ zlewke na mie-
szadle elektromagnetycznym, wlozy¢ elektrode 1 wiaczy¢ mieszadlo na najnizsze
obroty, a nastepnie miareczkowac 0,1-molowym NaOH do pH 7.0.

W czasie oznaczania kwasowosci metodg z bi¢gkitem bromotymolowym nale-
zy wykonac¢ probe wstepna, ktora stanow1 wzorzec barwy, 1 probg wiasciwa.

Préba wstepna: do kolby stozkowej pobra¢ 25 cm® wygotowanej wody desty-
lowanej, dodaé okoto 1 cm® blekitu bromotymolowego oraz 5 cm® wina, a nastepnie
miareczkowac 0,1-molowym NaOH do barwy zielonej. Po uzyskaniu barwy dodaé
5 cm’ buforu o pH 7,0 i pozostawi¢ jako wzorzec barwy. W tym miareczkowaniu nie
jest wazna 1los¢ zuzytej do miareczkowania zasady.
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Proba wlasciwa: do drugiej kolby stozkowej pobraé¢ 30 cm’ wygotowanej

wody destylowanej, dodaé okoto 1 cm’ btekitu bromotymolowego oraz 5 cm?® wina,
a nastgpnie miareczkowac 0,1-molowym NaOH do barwy identycznej jak wzorzec.

Oznaczenie kwasowosci lotnej

KwasowosC lotna odpowiada zawartosci kwasu octowego 1 jego homologow.
Oznaczenie polega na wydzieleniu kwasow lotnych z wina metoda destylacji z para
wodng 1 miareczkowaniu na goraca 0,1-molowym roztworem NaOH. W przypad-
ku obecnosci SO, nalezy wprowadzi¢ poprawke na jego obecnos¢, poniewaz kwas
starkowy (1V) przechodzi do destylatu 1 ulega zoboj¢tnieniu miareczkowana zasada.
W tym celu po zmiareczkowaniu destylatu NaOH nalezy probke ochtodzi¢, zakwa-
s1Cc w celu przeksztalceniu soli kwasu siarkowego (1V) w wolny kwas siarkowy, a na-
stepnie oznaczyc¢ zawartos¢ SO, metoda jodometryczna. I[los¢ zuzytego jodu nalezy
0djac¢ od 1losci wodorotlenku sodu, po uprzednim przeliczeniu na takie same normal-
nosci obu zwigzkow. Kwasowos¢ lotng przelicza si¢ na kwas octowy, przyjmujac, ze
] mol NaOH odpowiada 1 molowi CH;COOH, i podaje w g-dm™, z doktadno$cia do
dwoch miejsc po przecinku.

Do oznaczenia kwasowosci pobraé 20 cm’ wina do gilzy destylacyjnej. Destyla-
cj¢ wykonac w aparacie do destylacji typu Buchi. Jako odbieralnik uzy¢ kolbe stoz-
kowa, do ktorej zebraé¢ okoto 120 cm® destylatu. Destylat ogrzaé¢ do wrzenia, dodaé
2—-3 krople tenoloftaleiny 1 na goraco miareczkowac 0,1-molowym NaOH do lekko
rozowego zabarwienia. Nastepnie kolb¢ ochtodziC, dodac kilka kropli 1-molowego
H,SO4 do odbarwienia i1 natychmiast miareczkowac 0,0 1-molowym roztworem jodu
w obecnosci wskaznika skrobiowego do barwy niebieskogranatowe;.

Oznaczenie zawartosci SO, w winie

SO, wystepuje w winie w formie wolnej 1 zwigzane) z grupami aldehydowy-
mi1 zw13zkOw organicznych. Zawartos¢ oznacza si¢ metoda jodometryczna. Wolny
SO, 0znacza si¢ przez bezposrednie miareczkowanie probki. W celu oznaczenia SO,
zwl1azanego probke alkalizuje si¢ celem roztozenia SO, zwigzanego do formy wol-
nej. Po 10—-15 minutach probk¢ zakwasza si¢, poniewaz reakcja jodometrycznego
oznaczania SO, przebiega w srodowisku kwasnym. Na podstawie zuzytego jodu
oblicza si¢ 1los¢ SO, w winie, przyjmujac, ze 1 mol jodu odpowiada czasteczce SO,.
Zawarto$¢ SO, podaje sie w mg-dm™. Oddzielnie oblicza sie ilo$¢ dwutlenku siarki
wolnego 1 zwigzanego, a catkowitg zawartos¢ SO, oblicza si¢ jako sume formy wol-
nej 1 zwiazane).
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W celu oznaczenia SO, wolnego pobra¢ do kolby stozkowej 10 cm® wina, doda¢
okolo 1 cm® wskaznika skrobiowego i niezwtocznie miareczkowac 0,01-molowym
jodem do barwy granatowej. Na podstawie ilosci zuzytego jodu obliczyc zawartosc
SO, wolnego. Probke pozostawi¢ do oznaczenia w niej 1losct SO, zw13zanego.

W celu oznaczenia SO, zwiazanego do uprzednio zmiareczkowanej probki
doda¢ 10 cm’ 1-molowego NaOH, wymieszac 1 odstawi¢ na 10—15 minut. Po tym
czasie dodaé¢ 6-8 cm® 1-molowego H,SO,, nastgpnie dodac okoto 1 cm® wskaznika
skrobiowego i niezwlocznie miareczkowac 0,01-molowym jodem do barwy grana-
towej. Na podstawie ilosci zuzytego jodu obliczy¢ zawartos¢ SO, zwiazanego.

Wykonanie oceny sensoryczne]
Ocena sensoryczna jest wazng informacja o jakosci wina. Cechy sensorycz-

ne win zaleza od surowca, szczepu drozdzy i1 warunkow fermentacji. W tych sa-
mych warunkach procesu mozemy uzyska¢ wina o zupelnie innym smaku 1 zapachu
w zalezno$ci od zastosowanego szczepu drozdzy. W ocenie win bierze si¢ pod uwa-
ge nastepujace cechy: klarownosé, barwe, zapach 1 smak. Stosowane sg rozne skale
oceniania. Najlatwiejsza to system 5-punktowy, z mozliwoscig oceny co pot punktu,
co pozwala na uzyskanie 9 poziomow jakosci. Poszczegolne punkty odpowiadaja
nastepujacym okresleniom: 5 — jakos$¢ bardzo dobra, 4 — dobra, 3 — dostateczna,
2 — niedostateczna, 1 — zta. Poniewaz poszczegdlne cechy w réznym stopniu wply-
waja na koncowa ocene, wiec przy wyliczaniu oceny ogolnej stosuje si¢ wspotczyn-
niki wazkosci dla kazdej cechy, na przyktad: klarownos¢ — 1, barwa — 1, zapach — 2,
smak — 6. Ocene ogodlna wylicza sie wowczas jako srednig wazona, to znaczy sumuje
sie oceny kazdej cechy po wczesniejszym pomnozeniu przez wspotczynnik wazko-
Sci 1 podzieleniu przez sum¢ wspotczynnikow wazkosci:

, klarowno$¢ X 1 barwa X 1 zapach X 2 smak X 6
ocena ogblna= —48M8M8 ——— + ———+t ———— + ————
10 10 10 10

Przy czym ocena kazdej cechy jest to $rednia arytmetyczna z ocen poszczegol-
nych czlonkéw komisji oceniajace;.

Przeprowadzié analiz¢ wina, oceniajac komisyjnie barwe, zapach 1 smak w skali
5-punktowej, o 9 poziomach jakosci. W przypadku win bezposrednio po procesie
fermentacji, ze wzgledu na brak procesu klarowania, nie ocenia si¢ klarownosci win.
Ocene ogolna obliczyé jako $rednia wazona, przyjmujac wspotczynniki wazkosci:
barwa — 1, zapach — 2, smak — ©.
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