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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW I SYMBOLI

EC — karbaminian etylu, syn. uretan

MC — karbaminian metylu

PC — karbaminian propylu

HCN — cyjanowodor, syn. kwas pruski

NaCN — cyjanek sodu

CuCN - cyjanek miedzi (1)

KCNO - cyjanian potasu

KCNS - tiocyjanian potasu, syn. rodanek potasu

FMOC-CI — chloroformian 9-fluorenylmetylu

DTT — ditiotreitol

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy, syn. kwas wersenowy
ATP — adenozynotrifosforan

AMP — adenozynomonofosforan (adenozyno-5'-monofosforan)
NaHCO; — wodoroweglan sodu znaczony izotopem *C

“C0, — ditlenek wegla znaczony izotopem *C



STRESZCZENIE

Karbaminian etylu (EC), zwany uretanem, jest zwigzkiem niepozadanym
w produktach spozywczych i napojach alkoholowych, ze wzgledu na prawdo-
podobnie kancerogenny wptyw na zdrowie cztowieka (IARC, 2007). Ryzyko
wystgpowania nadmiernych ilosci tego zwigzku dotyczy zwlaszcza wodek
naturalnych (okowita, brandy), produkowanych ze spirytusow otrzymywanych
z owocow, zawierajacych glikozydy cyjanogenne.

Celem badan bylto ustalenie wptywu rodzaju obrobki wstepnej owocdw,
uzdolnien enzymatycznych drozdzy, rodzaju i ilosci pozywek dodawanych
do zacierow, warunkow fermentacji i powstajgcych metabolitow oraz produktow
hydrolizy glikozydéw cyjanogennych, jak réwniez techniki, warunkow desty-
lacji i maturacji spirytus6w na synteze karbaminianu etylu.

Materiat badawczy stanowity sliwki (Wegierka Zwykta i Lowicka) oraz
owoce aronii czarnoowocowej, uznanej za interesujacy surowiec do otrzy-
mywania oryginalnego spirytusu, z przeznaczeniem do zestawiania wodek
naturalnych (Balcerek, 2001; Balcerek i Szopa, 2002; 2005a).

Wykazano, ze glikozydy cyjanogenne (amygdalina), bedace prekursorami
karbaminianu etylu, sg obecne nie tylko w §liwkach (w najwigkszej ilosci
w pestkach), ale rowniez w owocach aronii.

Stwierdzono, ze niezaleznie od rodzaju stosowanych zabiegéw techno-
logicznych i warunkow prowadzenia procesu, najwieksza szybkos¢ hydrolizy
glikozydow cyjanogennych przypada na poczatkowy etap fermentacji, za$
synteza karbaminianu etylu zachodzi najintensywniej w fazie dofermentowania
miazgi owocowej. Wysoka zawarto$¢ zwigzkoéw polifenolowych w owocach
moze hamowaé syntez¢ karbaminianu etylu w czasie fermentacji zacieréw
owocowych.

Pasteryzacja miazgi owocowej powoduje czeSciowa inaktywacje enzymow,
katalizujacych hydrolize glikozydow cyjanogennych i obnizenie zawartosci
cyjanowodoru w otrzymywanych spirytusach (od 38% w sliwkowych do 47%
w aroniowych), bez zmiany ich cech smakowo-zapachowych. Stosowanie, jako
pozywek dla drozdzy, preparatdéw zawierajacych, oprocz zwigzkéw amonowych,
aminokwasy, witaminy oraz sktadniki mineralne, zapewnia prawidtowy rozwoj
i aktywno$¢ fermentacyjna drozdzy oraz otrzymanie wysokiej wydajno$ci
spirytusow o relatywnie niskiej zawartosci karbaminianu etylu. Odkwaszanie
miazgi owocowej, uzasadnione z racji ochrony aparatury i poprawy jakosci
wywaru, zwieksza ilos¢ uwalnianego cyjanowodoru.

Za wskazane uznano prowadzenie fermentacji zacieréw Sliwkowych
i aroniowych w temperaturze 18+20°C, z udziatem drozdzy wykazujacych niskie
uzdolnienia do uwalniania mocznika z argininy. Wymagania te spetniala
wigkszos$¢, wykorzystywanych w badaniach, drozdzy z gatunku S. cerevisiae
(rasy: Burgund, Bordeaux, Syrena, Tokay) oraz S. bayanus, ktorych aktywno$¢
wiasciwa arginazy (EC 3.5.3.1) byla niska (1,42+3,00 U/mg biatka).

Najwyzsza aktywnoscia syntazy karbamylofosforanu | (EC 6.3.4.16),
zwanej NH,"-zalezng, w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, odznaczat sig
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szczep Steinberg (45,43 x 10 U/mg biatka). Natomiast, maksymalng aktyw-
no$¢ syntazy karbamylofosforanu Il (EC 6.3.5.5), zwanej glutamino-zalezna,
oznaczono w drozdzach S. bayanus (92,48 x 10° U/mg bialka). Najstabszym
producentem tych enzyméw okazaly sie drozdze rasy Bordeaux, w ktorych
aktywno$¢ syntaz karbamylofosforanu mieécita si¢ w granicach od 3,20 x 107
do 4,12 x 10°® U/mg biatka. Nie zaobserwowano istotnego wptywu aktywnosci
tych enzymoéw w badanych szczepach drozdzy na tworzenie karbaminianu etylu.

Stwierdzono, ze zastosowanie chemicznych metod obnizania zawarto$ci
cyjanowodoru i karbaminianu etylu poprzez dodatek do zacierow Sliwkowych
i aroniowych chlorku miedzi (I) lub kwasu askorbinowego, wptywa na sktad
chemiczny otrzymywanych spirytusow, powodujac wzrost stezenia, M.in.
aldehydow i wyzszych alkoholi. Ponadto, w przypadku spirytuséw otrzymanych
z aronii czarnoowocowej, odnotowano niekorzystne zmiany ich smaku
i zapachu.

Oprécz cyjanowodoru, prekursorem karbaminianu etylu jest mocznik,
obecny w zacierach owocowych. Dodatek bakterii Lactobacillus fermentum —
bedgcych Zrodlem ,kwasnej” ureazy — do miazgi owocowej, w koncowej
fazie fermentacji, umozliwia znaczace obnizenie zawartosci mocznika. Jednak
w zacierach sporzadzonych z owocoéw zawierajacych glikozydy cyjanogenne,
zabieg ten nie eliminuje karbaminianu etylu. W tym przypadku post¢gpowanie
technologiczne powinno zmierza¢ w kierunku ograniczania iloSci uwalnianego
cyjanowodoru, ktéry jest gldwng przyczyng wzrostu zawarto$ci uretanu
w spirytusach owocowych.

Obecnos¢ diacetylu w podlozu fermentacyjnym intensyfikuje synteze
uretanu z cyjanowodoru, zar6wno na etapie fermentacji, jak 1 destylacji. Wplyw
aldehydow (octowego i benzoesowego) na powstawanie EC obserwowano
bardziej na etapie destylacji, niz w czasie fermentacji. Wykazano, ze sposrod
soli kwasu cyjanowodorowego, wysoka podatnoscig na przemiany prowadzace
do syntezy karbaminianu etylu w roztworach spirytusowych, odznaczaja si¢
cyjanek miedzi i cyjanian potasu. Zaré6wno obecnos¢ aldehydu benzoesowego,
jak i obnizanie pH roztworu spirytusu oraz zwiekszanie w nim zawartosci
etanolu, powoduje wzrost stezenia karbaminianu etylu.

Synteza glownej ilosci karbaminianu etylu, obecnego w spirytusach
sliwkowych i aroniowych, zachodzi w czasie procesu destylacji odfermento-
wanej miazgi (82+91% w aparacie miedzianym, 64+67% w zestawie szklanym).

Jakos$¢ otrzymywanych spirytusow jest zalezna od sposobu i warunkow
destylacji korekcyjnej. Prowadzenie jej w aparaturze pracujacej na zasadzie
przeciwpradu (kolumna z wypekieniem i deflegmatorem), przy zastosowaniu
wstepnej cyrkulacji oparéw (30 min) pozwala na wydzielenie znaczacych
ilosci cyjanowodoru w przedgonach. Karbaminian etylu gromadzi si¢ glownie
we frakcjach pogonowych. Destylacja korekcyjna z powolnym wydzieleniem
3% przedgonow i odbiorem frakcji wlasciwej o mocy ok. 75% obj., zapewnia
otrzymanie spirytusu owocowego 0 pozadanych cechach smakowo-zapacho-
wych oraz niskiej zawartosci HCN (< 3 mg/L) i EC (< 0,4 mg/L).



Wykazano, ze karbaminian etylu powstaje réwniez W czasie maturacji
spirytusow owocowych, z intensywno$cig uzalezniong od ich mocy i warunkow
prowadzenia procesu. Przyspieszone dojrzewanie w temperaturze 40°C nasila
syntezg karbaminianu etylu.

W grupie uretandéw, wykrytych w otrzymanych spirytusach, karbaminian
etylu jest zwigzkiem dominujacym. Jego S$rednie stezenia w  spirytusach
sliwkowych (0,52+0,38 mg/L 100% obj.) i aroniowych (0,63+0,55 mg/L
100% obj.) nie réznity sie, przy zalozonym poziomie istotnosci (o = 0,05).

Przeprowadzone badania w zakresie technologii otrzymywania spirytusow
owocowych ($liwki, aronia), ukierunkowane na ograniczenie syntezy karba-
minianu etylu dowodza, ze mozliwe jest otrzymanie spirytusow o niskiegj
zawarto$ci tego zwigzku (< 0,4 mg/L) i jego prekursoréw (m.in. cyjano-
wodoru), z zachowaniem ich oryginalno$ci surowcowej, bez stosowania
dodatkowych zabiegow chemicznych lub biologicznych, ktéore moga powo-
dowa¢ zmiany cech organoleptycznych produktu, jak réwniez wzrost kosztow
produkcji.

Przedstawione w pracy sposoby ograniczania powstawania karbaminianu
etylu mogg stanowi¢ wskazania przy opracowywaniu warunkow otrzymywania
spirytusow owocowych, o pozadanej jakosci sensorycznej i ,,bezpiecznych”
pod wzgledem zawartosci zwigzkdéw szkodliwych, takich jak cyjanowodor
i karbaminian etylu.



1. WSTEP

Narastajace zagrozenia, spowodowane rozwojem przemystu i zanieczy-
szczeniem $rodowiska oraz uprzemystowieniem przetwarzania Surowcow
spozywczych we wspoétczesnym $wiecie, sprawiaja, ze bezpieczenstwo
zywno$ci 1 napojow nalezy do podstawowych probleméw wszystkich
krajow. Dlatego tak wazna jest migdzynarodowa wspotpraca w ochronie
zdrowia konsumentdéw, a ustanawiane wymagania 1 zalecenia jako$ciowe
powinny temu celowi stuzy¢. Szczegélnie istotna jest ocena ryzyka, wyni-
kajacego z obecnosci substancji dodatkowych i zanieczyszczen w zywnoS$ci.
Wymagania odno$nie do jakoSci i bezpieczenstwa zdrowotnego dotycza
rowniez napojow alkoholowych, w tym cenionych przez okreslona grupe
konsumentow, wodek naturalnych owocowych (koniak, sliwowica, calvados,
kirsch) i innych, znanych jako brandy owocowe.

W krajach europejskich, takich jak Francja, Szwajcaria, Austria, Niemcy,
gorzelnictwo owocowe stanowi wazng czeS¢ gospodarki, za$ ich wyroby,
sporzadzane ze spirytusow owocowych sa znane i cenione na calym $wiecie.
Tradycja produkcji wodek owocowych w Niemczech sigga konca XVI wieku
(Albrecht, 1998). Za najbardziej uznawany wyrob niemiecki uchodzi wodka pod
nazwg Kirschwasser, otrzymywana ze spirytusu wisniowego.

Polskie gorzelnictwo owocowe jest stabo rozwinigte i sprowadza si¢ do
produkcji niewielkich ilosci spirytusu sliwkowego. Sposrod krajowych wodek
owocowych, do najbardziej znanych nalezy Sliwowica Paschalna, wytwarzana
wedlug rytualnych przepisow obowigzujacych dla produktow koszernych.
Stawa Lackiej sliwowicy sprawita, ze w 1990 roku Wojewodzki Konserwator
Zabytkdw w Nowym Saczu uznat pedzenie sliwowicy domowym sposobem za
»hiematerialne dobro kultury” i wpisat ja do rejestru zabytkéw (Nowicki, 1999).

Badania dotyczace wykorzystania polskich jablek, prowadzone w Zaktadzie
Technologii Spirytusu i Drozdzy Instytutu Technologii Fermentacji i Mikro-
biologii Politechniki t.6dzkiej, pod kierunkiem prof. Bolestawa Bachmana,
uwienczone zostaly wdrozeniem produkcji spirytusu jabtkowego, wykorzy-
stywanego do zestawiania Wyrobow pn. Zfota jesien i Ognisty ptak.

Ze wzgledu na relatywnie wysokie koszty produkcji spirytuséw owo-
cowych, na co sklada si¢ réwniez wyzsza cena owocOw, W poroOwnaniu
z tradycyjnymi surowcami gorzelniczymi (Krell, 1999), istotne jest stosowanie
wlasciwej technologii przerobu, gwarantujacej odpowiednie walory smakowo-
zapachowe, z zachowaniem cech oryginalnos$ci surowcowej i mozliwie najnizsza
zawarto$¢ zwiazkow, ktore moga wptywac szkodliwie na zdrowie konsumenta.

Juz w latach 70. ubiegtego wieku sygnalizowano o obecno$ci karbaminianu
etylu (uretanu) w napojach alkoholowych, bezalkoholowych i innych produktach
spozywczych wytwarzanych z udziatem drobnoustrojow (Ough, 1976).

Prowadzone od kilkunastu lat badania nad uretanami dowiodly ich
rakotworczego dzialania na zwierzgta do§wiadczalne (Stoewsand i in., 1991).
Najbardziej poznanym jest karbaminian etylu (EC). W oparciu o zgromadzone
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wyniki badan, zwigzek ten zostal sklasyfikowany przez Miedzynarodowa
Agencj¢ Badan nad Rakiem (IARC) jako ,mozliwie kancerogenny” dla
cztowieka (grupa 2B) (FAO/WHO, 2005). W 2007 roku TARC uaktualnita
klasyfikacje 1 zostat on przypisany do grupy 2A — ,,prawdopodobnie kancero-
genny” dla cztowieka (IARC, 2007).

2. PRZEGLAD LITERATURY

2.1. Karbaminian etylu — charakterystyka fizykochemiczna,
dzialanie toksykologiczne

Karbaminian etylu (EC), nazywany rowniez uretanem (CAS nr 51-79-6),
jest estrem etylowym kwasu karbaminowego (NH,COOC,Hs) (Haynes, 2012).
Jest to bezbarwna, krystaliczna substancja, dobrze rozpuszczalna w wodzie,
0 masie czasteczkowej 89,09 g/mol, temperaturze wrzenia od 182 do 185°C
oraz temperaturze zamarzania od -48 do -50°C.

Zwiazek ten, jak i inne estry kwasu karbaminowego, znajduje zastosowanie
w wielu gateziach przemyshi, m.in. w produkcji mas plastycznych, insek-
tycydow i herbicyddéw oraz jako intermediat chemiczny w przemysle tekstylnym
(IARC, 1974). Uretan byl rowniez wykorzystywany w przemysle farma-
ceutycznym jako skladnik preparatow przeciwnowotworowych oraz do
produkcji  Srodkéw nasennych, uspokajajacych, rozluzniajacych migénie
szkieletowe, znieczulajgcych (Guidelines, 2003; Paterson i in., 1946).
W latach 40. XX wieku karbaminian etylu byt uzywany w terapii nowo-
tworowej, jednak ze wzgledu na wiasnosci kancerogenne, ktore wykazano
podczas badan na zwierzetach do$wiadczalnych, jego stosowanie zostato
zabronione.

Genotoksyczno$¢ 1 kancerogenno$¢ uretanu w odniesieniu do zwierzat
doswiadczalnych, wskazuje na jego potencjalnie rakotwoércze dzialanie na
cztowieka (Beland i in., 2005). Jest on bardzo szybko i prawie catkowicie
wchtaniany, zaréwno z przewodu pokarmowego, jak i ze skory (Cha i in., 2000;
EFSA, 2007). Obecnie karbaminiany metylu, etylu, butylu i fenylu znajduja
zastosowanie jedynie do prowadzenia badan naukowych (Gotor, 1999).

Metabolizm karbaminianu etylu zachodzi gléwnie na drodze hydrolizy,
katalizowanej przez mikrosomalng esteraze watrobowa, w wyniku ktorej
uwalniany jest: etanol, amoniak i ditlenek wegla. Okolo 5% uretanu jest
wydzielane w postaci niezmienionej. Inne kierunki przemian to N-hydroksylacja
lub C-hydroksylacja z udziatem cytochromu P-450, ktérych produktami sa:
karbaminian N-hydroksyetylu (ok. 0,1%), karbaminian a-hydroksyetylu
i karbaminian winylu (ok. 0,5%). Ostatni zwigzek wykazuje znacznie
wyzszg kancerogenno$¢ niz karbaminian etylu i podlega dalszej konwersji
(katalizowanej przez hydroksylaze epoksydowa) do epoksydu karbaminianu
winylu — adduktu DNA, RNA i biatek komérkowych (Park i in., 1993; Hoffler
i Ghanayem, 2005; FAO/WHO, 2006). Cytochrom P-450, zawarty w ptucach,
limfie, watrobie i skorze, katalizuje metabolizm uretanu do N-hydroksyuretanu,
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ktory moze ulega¢ dalszej konwersji do hydroksyloaminy. Zwigzek ten
wykazuje kancerogenne dziatanie na wiele organow, poprzez uwalnianie O,
i NO, co powoduje uszkodzenie DNA (Sakano i in., 2002). Badania Hernandez
i Forkerta (2007a, 2007b) wykazaly zdolnos¢ karbaminianéw etylu i winylu do
indukowania mutacji genow w plucach. Karbaminian winylu wykazywat
dzialanie mutagenne na komorki nabtonka jelitowego oraz ptuc, w dawkach od
45 do 75 mg/kg, podczas gdy karbaminian etylu powodowal zmiany przy
dawkach znacznie wyzszych, tj. od 500 do 1000 mg/kg. Autorzy (Hernandez
i Forket, 2009) wykazali, Zze czynnikiem hamujgcym mutacje, wywotywane
przez Kkarbaminiany, moze by¢ zastosowanie sulfonu diallylu, zwiazku
wystepujacego w czosnku.

Do organizmu cztowieka uretan przedostaje si¢ poprzez spozycie napojow
alkoholowych 1 zywno$ci fermentowanej. Zbyt wysoka dawka karbaminianu
etylu moze spowodowaé uszkodzenie watroby, nerek oraz wywotaé wymioty,
$pigczke lub krwotoki, natomiast u me¢zczyzn moze powodowaé zaburzenia
potencji (Stoewsand i in., 1991). Wskaznik BMDL 10 (Benchmark Dose Lower
Limit), szacowany na podstawie przecietnego spozycia produktow spozywczych,
(chleb, fermentowane napoje mleczne oraz sosy sojowe), wynosi dla EC
0,3 mg/kg masy ciata na dzien, przy $rednim przyswojeniu z zywno$ci na
poziomie ok. 15 ng/kg masy ciala dziennie. W badaniach nie uwzgledniano
napojoéw alkoholowych. Wigczenie tej grupy produktéw moze zwigkszaé ilosé
uretanu dostarczanego do organizmu, do ok. 80 ng/kg masy ciata na dzien (Joint
FAO/WHO Food Standards Programme, 2007).

2.2. Karbaminian etylu w produktach spozywczych i napojach
alkoholowych

Obecno$¢ karbaminianu etylu stwierdzono w produktach spozywczych,
otrzymywanych z udziatem drobnoustrojow, takich jak: chleb, sery, jogurty,
kiszona kapusta, sosy sojowe oraz w napojach alkoholowych (wino, piwo,
spirytusy i wyroby spirytusowe). Najwyzsze stezenia EC stwierdzono w brandy
owocowych, bourbonach, sherry, likierach oraz spirytusach i woddkach
z owocOw pestkowych z rodzaju Prunus L. (Rosaceae), tj. z wisni, Sliwek,
mirabelek i moreli (do 13 mg/L), (Conacher i Page, 1986; Mildau i in., 1987;
Wucherpfenning i in., 1987; Dennis i in., 1989; Battaglia i in., 1990; Zimmerli
i Schlatter, 1991; Kim i in., 2000, Weltring i in., 2006; Lachenmeier i in., 2005;
Lachenmeier, 2007; Lee, 2013). W produktach spozywczych, wytwarzanych
bez udzialu mikroorganizmow, nie stwierdzono obecno$ci tego zwigzku
(Ough, 1976).

W 1985 roku w Kanadzie wykryto wzglednie wysokie zawartosci uretanu
w napojach alkoholowych (Conacher i Page, 1986). W konsekwencji, Kanada
jako pierwsza wprowadzita normy, okreslajace dopuszczalny poziom zawartosci
uretanu w niektorych napojach alkoholowych. Mieéci si¢ on w granicach,
od 30 pg/L dla win biatych i czerwonych do 400 pg/L dla wodek owocowych
i likieréw (EFSA, 2007).
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W Unii Europejskiej brak przepisow okreslajacych dopuszczalne stezenia
uretanu w napojach alkoholowych, dlatego limity jego zawartosci zostaly
wprowadzone przez nieliczne kraje i nie sa one dotychczas ujednolicone.
W  Czechach przyjeto dopuszczalne stgzenia karbaminianu w napojach
alkoholowych na poziomie analogicznym jak w Kanadzie. Ustawodawstwo
francuskie okresla jedynie limit obecnoSci uretanu w spirytusach rekty-
fikowanych i wodkach owocowych, natomiast w Szwajcarii i Niemczech
regulacje prawne w tym zakresie dotyczag woddek naturalnych (brandy)
owocowych (tab. 1) (EFSA, 2007). Zalecenia Komisji Europejskiej (European
Commission, 2010) okreslajag akceptowalng zawarto$¢ uretanu W wyrobach
spirytusowych z owocow pestkowych na poziomie 1 mg/L.

Tabela 1. Dozwolone st¢zenie karbaminianu etylu w napojach alkoholowych
w wybranych krajach (EFSA, 2007)

Kraj Wina Wina Spirytusy Sake Wodki
alkoholizowane | rektyfikowane (brandy)
OWOCowe
karbaminian etylu [ug/L]
Kanada 30 100 150 200 400
USA 15 60 - - -
Czechy 30 1009 150 200 4007
Francja - - 150 - 1000
Szwajcaria - - - - 1000
Niemcy - - - - 800

¥ wina owocowe i likiery
®) wodki, destylaty i spirytusy owocowe

Badania zagrozen dla zdrowia czlowieka, wynikajacych z obecnosci
karbaminianu etylu i jego prekursora — cyjanowodoru w zywnosci i napojach
(ze szczegblnym uwzglednieniem wyrobdéw alkoholowych), prowadzone byty
przez Panel Naukowy ds. Zanieczyszczen w Lancuchu Zywnosci (CONTAM
Panel) Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnoéci (EFSA, 2007).
W opracowywaniu opinii wykorzystano wyniki przedstawione przez siedem
krajow cztonkowskich Unii Europejskiej (Austria, Belgia, Republika Czeska,
Francja, Niemcy, Holandia, Wielka Brytania) z okresu 1998-2006 oraz dane
udostepnione przez Liquor Control Board of Ontario (LCBO) (Kanada) i Wine
Institute of Kalifornia (USA), dotyczace analiz napojow alkoholowych,
produkowanych badz eksportowanych z krajow Unii Europejskiej w latach
2002-2006 do Ameryki Potnocnej. Najwyzsze stezenia uretanu rejestrowano
w naturalnych wodkach z owocow pestkowych oraz w mieszanych wodkach
owocowych. W napojach alkoholowych, takich jak piwo, wino oraz
w produktach Zzywno$ciowych, stezenie karbaminianu etylu bylo relatywnie
niskie (0-29 pg/kg), jedynie czes¢ prob win alkoholizowanych wykazywata
wyzsza zawartos¢ EC (do 60 ng/kg) (tab. 2).
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Tabela 2. Zawarto$¢ karbaminianu etylu w Zzywno$ci i1 napojach

alkoholowych dystrybuowanych w krajach cztonkowskich Unii Europejskiej,
w latach 1998-2006 (EFSA, 2007)

. Liczba Karbaminian etylu [pug/kg |
Rodzaj produktu probek Mediana | Srednia | Zakres
Napoje alkoholowe
Piwo 13(1)° - - 0°-1
Cydr 1(0) - - 0
Wino 17(11) 11 10-11 0-24
Wino alkoholizowane 15(15) 29 32 14-60
Sake 2(2) - 123 81-164
Wodki naturalne 42(19) 0-30 | 123129 | 0-2100
(brandy) owocowe
Cachaca 19(19) 110 229 40-730
Spirytusy surowe 13(8) 1210 1425-1435 0-4500
Gin 1(1) - - 580
Likiery 4(2) 6-7 45-47 0-170
Spirytusy réznego
pochodzenia 86(64) 290 590 0-6000
surowcowego
Mieszane wodki
328(281) 215 663-667 0-7920
owocowe
Rum 11(10) 280 325-328 0-1020
Wadki naturalne
(brandy) z owocow 3244(2912) 330 848-851 0-22000
pestkowych
Tequila 84(84) 800 1233 70-6730
Waodka 60(57) 365 386-387 0-2140
Whisky 210(196) 22 41 0-1000
Produkty Zywno$ciowe

Pieczywo 50(49) 5 6 0-20
Produkty mleczne 22(0) - - 0
Fermentowane oliwki 3(0) - - 0
Fermentowane sosy 44(28) 2-3 3-4 0-18
Kapusta kiszona 1(1) - - 29
Ocet 10(1) - - 41

?liczba w nawiasach wskazuje ilo$¢ prob wykazujacych obecnosé karbaminianu etylu
®) 0 okresla stezenie bliskie lub ponizej poziomu wykrywalnosci

Maksymalne st¢zenia uretanu cytowane przez EFSA (2007) byly ponad
trzykrotnie wyzsze od opublikowanych przez Wspodlny Komitet Ekspertow
FAO/WHO ds. dodatkow do zywnosci (The Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives) (JECFA, 2006). Jest to jednak konsekwencja roznicy
w profilu ocenianych wyrobow. Wyniki zawarte w raporcie JECFA dotyczyty
gldwnie win i niewielu wodek typu brandy (31 prob), podczas gdy raport EFSA
obejmowat wyniki analiz ponad 3000 wodek naturalnych z owocow pestkowych
(tab. 2).
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Z informacji pochodzacych od Liquor Control Board of Ontario (LCBO,
2006) wynika, ze w grupie napojow alkoholowych wyprodukowanych
przez kraje Unii Europejskiej i eksportowanych do Ameryki Poétnocnej
jedynie w dwoch Kkategoriach wyrobow (wodki owocowe i spirytusy
roznego pochodzenia surowcowego) wystepowaty proby, w ktorych zawartosé
karbaminianu przekroczyta 1000 pg/kg, przy czym w spirytusach bylo to
przekroczenie o 60 pg/kg, za$§ maksymalna zawarto$¢ uretanu w wodkach
owocowych osiagneta 3133 pg/kg. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze 95% prob
wodek owocowych typu brandy zawieralo ten zwigzek w iloSci réwnej
badz mniejszej niz 284 pg/kg. Najwyzsza, Srednig zawarto$¢ karbaminianu
(246 ng/kg) wykazywaty proby armaniaku (dla porownania wodki owocowe —
100 pg/kg). W koniakach srednie stezenie EC wynosito 30 pg/kg (zakres
0+191 pg/kg). Sposréd 23000 prob win, wyprodukowanych w Europie
i eksportowanych do krajow Ameryki Potnocnej, ponad potowa nie zawierata
karbaminianu etylu. W pozostalych 95% préb, wykazujacych jego obecnosc,
srednia zawarto$¢ uretanu wynosita 5+7 pg/kg.

Podsumowujac prowadzone badania obecno$ci karbaminianu etylu
w zywnosci fermentowanej i napojach alkoholowych stwierdzono, ze $rednia
zawarto$¢ karbaminianu etylu wynosita w piwach od 0=5 ug/L, w winach
5 ug/L, w spirytusach i wodkach innych niz owocowe 22 ug/L oraz 260 pg/L
w wodkach naturalnych typu brandy i spirytusach owocowych (EFSA, 2007).

2.3. Prekursory karbaminianu etylu

W zywno$ci fermentowanej, produktach piekarskich i napojach alkoho-
lowych wystepuje wiele prekursoréw uretanu. Nalezg do nich: glikozydy cyjano-
genne, cyjanowodor, mocznik, cytrulina, zwigzki N-karbamylowe (m.in. karba-
mylofosforan) (Dennis i in., 1986; Vahl 1993; Beland i in., 2005; EFSA, 2007).

2.3.1. Cyjanowodor

Glikozydy cyjanogenne sa pochodnymi cyjanohydryn, czyli nitryli
hydroksykwasow, w ktorych do grupy hydroksylowej przylaczony jest cukier,
zwykle glukoza. NajczesSciej spotykany jest nitryl kwasu migdatowego
(w amygdalinie, prunazynie) oraz nitryl kwasu hydroksymetylopropionowego
(w linamarynie) (Vetter, 2000). Sposréd glikozydow cyjanogennych w owocach
pestkowcow (migdatow, brzoskwin, moreli, §liw, wisni) najliczniej wystepuje
amygdalina, zbudowana z disacharydu gencjobiozy i cyjanohydryny aldehydu
benzoesowego. Reakcja powstawania cyjanowodoru polega, w pierwszym
etapie, na hydrolizie glikozydu cyjanogennego przy udziale B-glukozydazy
(EC 3.2.1.21) do a-hydroksynitryli (cyjanohydryn) i cukru. W kolejnym
etapie nitrylaza (EC 3.5.5.1) katalizuje rozktad cyjanohydryn do zwiazkow
karbonylowych i cyjanowodoru (Siegien, 1998; Wetter, 2000; Haque i Bradbury,
2002; Zagrobelny i in., 2004).
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Wyniki analizy produktéow hydrolizy glikozydoéw cyjanogennych wskazuja,
ze aldehyd benzoesowy i kwas pruski (HCN) sa uwalniane ze wszystkich czgséci
owocow, ale w najwickszej iloSci z nasion pestek. Obecnos¢ cyjanowodoru
stwierdzono réwniez w naturalnych wodkach, wyprodukowanych z owocow
pozbawionych pestek. W tym przypadku cyjanowodor powstawal z prunazyny,
wystepujacej w migzszu i skorce owocow (Ljekocevic, 1993).

Voldrich i Kyzlink (1992), dokonujac analizy glikozydéw cyjanogennych
w pestkach i migzszu owocow pestkowych oraz zawartosci HCN w przetworach
owocowych, stwierdzili, ze czynnikami decydujagcymi o ilosci uwalnianego
cyjanowodoru, byla zawartos¢ glikozydéw cyjanogennych w surowych owocach
oraz warunki obrobki cieplne;j.

Owoce pestkowe nalezy poddawaé drylowaniu lub rozdrobnieniu bez
uszkodzenia pestek (Lachenmeier i in., 2005; Joint FAO/WHO, 2009).
Wskazane jest rowniez stosowanie tzw. ochrony kwasowej, w postaci dodatku
do zacieru kwasu siarkowego (VI) lub fosforowego (V), w ilosci 150200 g/100 kg
zacieru (Christoph i in., 1988).

Wymagania normatywne dla wodek gatunkowych, z uwzglednieniem
owocowych (PN-A-79530:2001), obowigzujace w Polsce przed wstgpieniem do
Unii Europejskiej, okreslaly dopuszczalne stezenie cyjanowodoru na poziomie
3 mg/L wyrobu. Z kolei, wedlug Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 110/2008 w sprawie definicji, opisu, prezentacji, etykietowania
i ochrony oznaczen geograficznych napojow spirytusowych, zawarto$¢ cyjano-
wodoru w spirytusach (okowitach) z owocow pestkowych, nie powinna prze-
kracza¢ 7 g/hL spirytusu 100% obj., tj. 70 mg/L 100% obj. (28 mg/L 40% obj.).

Ograniczenie ilosci cyjanowodoru w spirytusach owocowych jest celowe ze
wzgledu na mozliwo$¢ jego utleniania do kwasu cyjanowego, ktory reaguje
z etanolem, tworzac uretan (Battaglia i in., 1990; Aresta i in., 2001). Rowniez
reakcja pomiedzy cyjanowodorem a zwigzkami dikarbonylowymi, takimi
jak diacetyl, 2,3-pentanodion, metyloglioksal, moze prowadzi¢ do powstania
uretanu (Bauman i Zimmerli, 1986). Zrodlem karbaminianu etylu moga by¢ tez
inne zwigzki cyjanowe (m.in. izocyjaniany), ktore w reakcji z alkoholem
etylowym prowadzg do syntezy EC. Christoph i in. (1988) uwazaja, ze wysokie
stezenie karbaminianu etylu spowodowane jest nie tylko uszkodzeniem pestek,
zawierajacych znaczne ilosci glikozydow cyjanogennych, ale rowniez diugo-
trwatym przetrzymywaniem odfermentowanych zacierow.

Wykazano, ze do czynnikow, wptywajacych na dynamike syntezy uretanu
z cyjanowodoru naleza: pH, $wiatlo, stezenie etanolu, temperatura (Balcerek
i Szopa, 2006b) oraz obecnos¢ metali katalitycznych (Riffikin i in., 1989; Aresta
i in., 2001). Jedna z hipotez powstawania uretanu zaktada utlenianie cyjankow
do cyjanianow, przy katalitycznym udziale jonéw Cu (II), pochodzacych
z aparatury destylacyjnej, a nastepnie reakcji z etanolem wedlug nastgpujacego
schematu (Beattie i Polyblank, 1995; Aresta i in., 2001):

4 CN + 2 Cu (IT) — 2 Cu(CN),
2 Cu(CN),— 2 CuCN + C;N,
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C:N; + 20H" — NCO +CN "+ H,0
NCO + C,HsOH + H*— C;H;0CONH,

Dalsze rozwazania Aresty i in. (2001) zweryfikowaly wczesniejsza hipotezg,
podajac, ze najbardziej prawdopodobny mechanizm syntezy uretanu przebiega
poprzez atak wody na cyjaniany i ich izomery, dopiero pdzniej zachodzi
etanoliza powstatych intermediatow do uretanu.

CU(CNO)Z +2 H,0 — Cu(OOCNHg)g
Cu(OOCNHy), + 2 C,HsOH— 2 C,HsOCONH, + Cu(OH),

Zrédlem cyjaniandw i izocyjaniandw moze byé rowniez mocznik, ulegajacy
rozktadowi w roztworach wodno-alkoholowych, ogrzewanych do 60+100°C
(Boulton, 1993), badZz jego termiczny rozklad (np. podczas pieczenia) do
amoniaku i kwasu cyjanowego (Schaber i in., 2004).

Zdaniem niektorych badaczy (Boulton, 1993; Sarla i in., 2004; Pedraza-
Avella i in., 2008) mato prawdopodobne jest niekatalityczne tworzenie
cyjanianow badz izocyjaniandw z cyjankéw, poniewaz do przeprowadzenia tych
reakcji wymagana jest obecno$¢ utleniaczy, np. nadtlenku wodoru lub
podchlorynu. Wedtug innych autoréw (Aresta i in., 2001; Bruno i in., 2007;
Fischer i in., 2002) powolne utlenianie cyjanowodoru i cyjankéw moze
zachodzi¢ w §rodowisku wodnym badz wodno-alkoholowym przy pH kwasnym,
bez udziahu katalizatora.

Dijkstra i in. (2007) przedstawili hipoteze powstawania karbaminianéw
i kwasu karbaminowego z ditlenku wegla i amin. Autorzy uwazaja, ze taki
mechanizm reakcji jest prawdopodobny w warunkach fermentacyjnych,
w ktérych Zroédlem amin sg przerabiane surowce, a uwalniany CO, jest
naturalnym produktem zachodzgcych przemian.

Badanie tzw. ,,mlodych destylatow” nie zawsze wskazuje na istotna
korelacje migdzy zawartoscig cyjanowodoru i karbaminianu etylu, poniewaz
cze$¢ EC powstatego podczas fermentacji i destylacji moze nie przechodzi¢ do
spirytusu, z uwagi na jego wysoka temperatur¢ wrzenia, wynoszaca 185°C
(Lurton i in., 1993). Ponadto karbaminiany moga by¢ transportowane do
skraplacza w postaci oparéw (Carley i in., 2003; Bruno i in., 2007). W tym
przypadku istotng role odgrywa obecnos¢ w fazie gazowej cyjanowodoru, badz
kwasoéw cyjanowego i izocyjanowego, jako lotnych prekursorow karbaminianu.
Z powodu ich wysokiej lotnosci i niskich temperatur wrzenia (< 30°C) szybko
przechodza w stan pary i wchodzac w reakcje z etanolem, prowadza do
powstania uretanu w fazie gazowej. Katalityczny wplyw na przebieg procesu
wywiera miedz, z ktérej zbudowane sg aparaty odpgdowe typu alembik (Carley
i in., 2003). Wedlug autoroéw utlenianie cyjanowodoru zachodzi na powierzchni
miedzi juz w temperaturze ok. 27°C, czyli zblizonej do temperatury wrzenia
cyjanowodoru. Powstajace kwasy (cyjanowy, izocyjanowy) moga reagowac
z parami etanolu i wody, dajac takie intermediaty jak cyjanian etylu
(H,NCOOC;Hs) oraz kwas karbaminowy (H,NCOOH), prowadzace do syntezy
uretanu.
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2.3.2. Mocznik i inne zwiazki azotowe

Jedna z mozliwych drog syntezy karbaminianu etylu, zwlaszcza
w $rodowisku kwasnym, jest reakcja mocznika z etanolem (Zietsman i in., 2000;
Delledonne i in., 2001; Wang i in., 2007); z tego wzgledu nie jest wskazana
suplementacja moszczo6w poddawanych fermentacji pozywkami zawierajacymi
w swoim skladzie ten zwigzek. Do uzupehienia deficytu zwigzkéw azotowych
w podtozach fermentacyjnych zaleca si¢ stosowanie fosforanu diamonu,
w dawkach nieprzekraczajacych 200 mg azotu/L (Butzke i Bisson, 1997).

Obecno$¢ mocznika stwierdzono w wielu produktach fermentowanych,
takich jak: jogurty, sery, chleb i inne produkty piekarskie, napoje alkoholowe
i bezalkoholowe (Francis i in., 2002; Larsen, 2006). W znaczacych st¢zeniach
moze wystepowa¢ w mleku (kilkaset mg/L) (Eicher i in., 1999) badz jest
wytwarzany w procesach produkcji zywnosci.

Podczas fermentacji alkoholowej mocznik moze powstawaé¢ z CO,
i zwigzkow azotowych, a jego glownym zrodlem jest arginina, jeden
z dominujgcych aminokwasow, wystepujagcych w soku winogronowym.
Kataboliczny rozktad argininy do mocznika zachodzi podczas przemian
metabolicznych drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Sumrada i in., 1984; Arena
i in., 1999; Valero i in., 1999). Wedlug Stevensa i Ough’a (1993), celem
unikni¢cia nadmiernej syntezy karbaminianu, obrébka win powinna by¢
prowadzona w temperaturze ponizej 24°C, poniewaz w tej temperaturze
szybko$¢ procesu jest umiarkowana, natomiast gwaltownie wzrasta (zgodnie
z rownaniem Arrheniusa) podczas obrobki termicznej produktow (Aresta i in.,
2001; Matsudo i in., 1993). Znaczaca role odgrywa rdéwniez czas prze-
chowywania, jako Zze karbaminian etylu w starych winach pochodzi przede
wszystkim z mocznika, zawieraja one wigksze ilo$ci uretanu niz wina miode
(Uthurry i in., 2004).

Prekursorem uretanu w winach moze by¢ takze L-cytrulina, powstajaca
w  wyniku aktywnosci metabolicznej bakterii mlekowych (Lactobacillus
plantarum, Oenococcus oenos) podczas fermentacji mleczanowo-jablczanowej
jako produkt degradacji argininy, katalizowanej przez deiminaze¢ arginianowa
(EC 3.5.3.6) (Liu i in., 1994, 1995, 1996; de Orduda i in., 2000).

2.3.3. Srodki konserwujace, dodatki do zywnosci

Prekursorami karbaminianéw moga by¢ $rodki konserwujace, szczegolnie
estry kwasu karbaminowego i tiokarbaminowego, ktore stosowane sg W nie-
ktorych krajach jako dodatki zwigkszajace trwalo$¢ napojow orzezwiajacych.
Roéwniez estry metylowe (etylowe) kwasu pirowgglowego (weglowego) podczas
reakcji z aminokwasami, amoniakiem lub mocznikiem, pod wptywem $wiatla,
moga tworzy¢ karbaminiany.

Weglan dietylu wykorzystywany jako dodatek, nie tylko do kontroli
zanieczyszczen mikrobiologicznych w zywnosci i napojach, ale rowniez jako
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rozpuszczalnik (Tundo i Selva, 2002; Wang i in., 2007), prowadzi w reakcji

z amoniakiem do powstania uretanu, zgodnie z reakcja (Ough, 1976a; Aresta
i in., 2001):

(C;Hs0),CO + NH; — C,HsOCONH; + C,HsOH

Innym przyktadem jest azodikarbonamid (ADC) (Hirakawa i in., 2003; Mulder
i in., 2007), bardzo popularny chemiczny $rodek spieniajagcy W procesach
przetworstwa tworzyw sztucznych, dawniej stosowany jako dodatek
(polepszacz) do maki (Canas i in., 1997; Dennis i in., 1997) oraz w browar-
nictwie (Joint FAO/WHO Food Standards Programme, 2007). W roztworach
wodno-alkoholowych zwigzek ten moze prowadzi¢ do powstawania karbami-
nianu (Dennis i in., 1997; Schaefer i in., 2003). Sposréd innych nielotnych
produktow przemian azodikarbonamidu, autorzy wymieniaja urazole, kwas
cyjanurowy (CNOH)3, ktére moga by¢ potencjalnym zrodtem uretandow.

2.3.4. Srodki ochrony roslin

Pestycydy, fungicydy, insektycydy, czyli powszechnie stosowane $rodki
ochrony roslin, moga by¢ zroédtem karbaminianu etylu. Stanowig one réznorodna
grupe estrow kwasu karbaminowego i tiokarbaminowego, tatwo ulegajacych
hydrolizie (Tuszynski i Kwiecien, 1993).

2.4. Wplyw drozdzy na tworzenie karbaminianu etylu

Do otrzymywania spirytusOw owocowych wykorzystywane sa szczepy
drozdzy winiarskich, ktore charakteryzujg sie swoistg specyfika w zakresie
tworzenia cech smakowo-zapachowych. Ponadto drozdze z gatunku Saccharo-
myces cerevisiae zawieraja enzymy, ktore moga w pewnym stopniu wptywac
na zawarto$¢ uretanu i jego prekursorow w podtozach fermentacyjnych
i otrzymywanych spirytusach. Nalezag do nich: arginaza (EC 3.5.3.1),
metabolizujagca L-argining do L-ornityny i mocznika, syntaza karbamylo-
fosforanu (EC 6.3.4.16), katalizujaca syntez¢ karbamylofosforanu przy udziale
jonow amonowych, syntaza karbamylofosforanu (EC 6.3.5.5.), katalizujaca
syntez¢ karbamylofosforanu z glutaminy oraz ureaza (EC 3.5.1.5.), katalizujaca
hydroliz¢ mocznika.

W winogronach gtownym zrodtem azotu sa aminokwasy i amoniak (Millery
i in., 1986; Monteiro i Bisson, 1992). Podczas poczatkowych godzin fermentacji
znaczaca ilos¢ aminokwasoéw jest przyswajana przez drozdze (Monteiro
i Bisson, 1991). W drozdzach wigkszo$¢ aminokwasow jest gromadzona
w wakuolach (Wiemken i Durr, 1974), co jest szczegolnie istotne
w przypadku argininy. Kiedy w podlozu sa wystarczajace ilosci zrodia azotu,
ok. 93% argininy pozostaje w wakuoli, a enzymy odpowiedzialne za jej
degradacj¢ podporzadkowane sa katabolicznej represji azotowej (NCR)
(Salomon i Barre, 1998). Jednakze gdy w podtozu zabraknie zrodta azotu, duze
ilo$ci argininy zostaja uwolnione do cytoplazmy, doprowadzajac do aktywacji
enzymow, odpowiedzialnych za jej degradacje (Whitney i Magasanik, 1973).
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W wyniku rozktadu argininy przez drozdze powstaje L-ornityna i mocznik,
ktory jest prekursorem karbaminianu etylu. Enzymem katalizujacym reakcje
hydrolizy L-argininy jest arginaza (EC 3.5.3.1), kodowana przed gen CAR1
(Whitney i Magasanik, 1973). Ekspresja genu CAR1 jest regulowana w odpo-
wiedzi na wiele czynnikow $rodowiska, wigcznie z dostepnoscig zrodia azotu
(Sumrada i Cooper, 1984; Messenguy i in., 2000).

Chociaz wszystkie szczepy S. cerevisiae wykazujg uzdolnienia do sekrecji
mocznika, to jednak roznig si¢ pod wzgledem jego reabsorpcji (Ough i in.,
1991). Drozdze wydzielajg wigcej mocznika przy wyzszych temperaturach
fermentacji, podczas gdy wysokie stgzenie jonow amonowych ttumi reabsorpcje
mocznika przez drozdze. Zatem istotne jest, aby moszcze gronowe, w ktorych sa
wysokie stezenia argininy inokulowaé szczepami drozdzy, produkujacymi niskie
ilosci mocznika (Henschke i Jiranek, 1993).

Doswiadczenia przeprowadzone przez Kitamoto i in. (1991) wykazaly,
ze mozliwa jest produkcja sake niezawierajacej karbaminianu etylu. Do jej
produkcji uzyto szczepow drozdzy z zablokowang ekspresja genu CARI,
niewykazujacych aktywnosci arginazy. W sake wytworzonej z uzyciem tych
mutantow nie wykryto mocznika oraz uretanu, nawet po S-miesi¢cznym
przechowywaniu w temperaturze 30°C, co sugeruje, iz jedynym zrédlem EC
w tym alkoholu jest mocznik.

Sukces w wyeliminowaniu uretanu poprzez zastosowanie przy produkcji
sake genetycznie modyfikowanych szczepow, sktonit badaczy do zastosowania
drozdzy z delecja genu CARI1 do produkcji spirytusu z owocow pestkowych.
Podczas prowadzenia badan odnotowano znaczgce obnizenie zawarto$ci
karbaminianu etylu w finalnym produkcie, w poréwnaniu z zawartos$cia tego
zwigzku w spirytusach wyprodukowanych z uzyciem niemodyfikowanych
drozdzy. Jednakze zastosowanie szczepow z delecja genu CAR1 do fermentacji
miazgi z wisni pozbawionych pestek nie zaklocito calkowicie tworzenia
uretanu, co wskazuje na inne, oprocz mocznika, zrodto karbaminianu etylu
(Schehl i in., 2007).

Wynikiem katabolicznego rozktadu argininy, oprdécz mocznika, jest
ornityna. Niektore szczepy drozdzy i ple$ni zdolne sa do wytwarzania
karbamylofosforanu, ktéry w cyklu mocznikowym reaguje z L-ornityna, tworzac
L-cytruling (Christoph i in., 1987; 1988). Wedlug Ough’a i in. (1988),
w przypadku zaburzenia tej reakcji w procesie fermentacji alkoholowej moze
powsta¢ karbaminian etylu. Wowczas zachodzi reakcja konkurencyjna, w ktorej
karbamylofosforan przytacza grupeg etylowa, nie odtaczajac grupy karbonylowej,
jak ma to miejsce w przypadku tworzenia L-cytruliny. Jego etanoliza moze
prowadzi¢ do powstania wysokich zawarto$ci uretanu (Matsudo i in., 1993;
Arenaiin., 1999; de Orduiia i in., 2000; Uthurry i in., 2006).

NH,COOPO;H; + C;HsOH — C;HsOCONH; + H3PO,4
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U Eukariota, w przeciwienstwie do Prokariota, synteza karbamylofosforanu
moze zachodzi¢ z udzialem dwodch syntaz. Jedna z nich jest specyficzna dla
szlaku argininowego (CPS-A), natomiast druga dla szlaku pirymidynowego
(CPS-P). Obydwa te enzymy regulowane sg niezaleznie przez specyficzne geny.

Syntaza karbamylofosforanu (syn. syntetaza karbamylofosforanu 1)
(EC 6.3.4.16), katalizujaca reakcj¢ syntezy karbamylofosforanu, niezbednego do
utworzenia cytruliny w cyklu mocznikowym, zlokalizowana jest w matriks
mitochondrialnej. Natomiast syntaza karbamylofosforanu 1l (EC 6.3.5.5)
uczestniczaca w szlaku pirymidynowym wystepuje w cytozolu. Donorem azotu
w syntezie cytozolowej jest glutamina, a w mitochondrialnej jony NH," (Davis,
1986; Stryer, 2003).

W drozdzach gatunku S. cerevisiae, W przeciwienstwie do innych
eukariontow, CPS-A jest zlokalizowana w cytozolu (Davis, 1986). Podczas
cyklu mocznikowego, w wyniku kondensacji karbamylofosforanu z L-ornityna
powstaje L-cytrulina. Reakcja ta jest katalizowana przez karbamoilotransferaze
ornitynowa (EC 2.1.3.3). W nastepnym etapie syntaza argininobursztynianowa
(EC 6.3.4.5) katalizuje kondensacje¢ cytruliny z asparaginianem do arginino-
bursztynianu. Reakcja przebiega kosztem energii ATP, ktory ulega hydrolizie do
AMP i pirofosforanu oraz dzigki nastgpnej hydrolizie pirofosforanu. W ostatnim
etapie liaza argininobursztynianowa (EC 4.3.2.1) hydrolizuje argininobur-
sztynian do argininy i fumaranu. Grupa guanidynowa w argininie ulega
hydrolizie katalizowanej przez arginaze (EC 3.5.3.1), uwolniony zostaje mocznik,
nast¢puje odtworzenie ornityny i cykl zachodzi od poczatku (Stryer, 2003).

Enzymem katalizujagcym hydrolize mocznika do CO, i NHjs jest ureaza (EC
3.5.1.5), czyli amidohydrolaza mocznika, ktorej aktywno$¢ uzalezniona jest od
jonow Ni (II). Im wyzsza jest aktywnos¢ tego enzymu, tym wigcej mocznika,
powstajacego podczas fermentacji, ulegnie redukcji, co w istocie bedzie miato
korzystny wptyw na zmniejszenie ilo$ci karbaminianu etylu (Balcerek i Szopa,
2006a).

Aktywno$¢ ureazy szczepdw drozdzy winiarskich nie wystarcza jednak by
catkowicie roztozy¢é mocznik. Nadmiar tego zwiazku, kumulowanego
w komoérkach drozdzowych, uwalniany jest do $rodowiska, gdzie reaguje
z etanolem, tworzac karbaminian etylu. Dlatego do nastawow winiarskich
zalecany jest dodatek ,,kwasnej” ureazy, wyizolowanej z bakterii Lactobacillus
fermentum (Ough i Trioli, 1988; Butzke i Bisson, 1997; US Patent 4970153;
Matthews i in., 2004). Jej aktywno$¢ uzalezniona jest od pH (optimum przy pH
3+4) i stezenia etanolu w $rodowisku. Stosowanie ,kwasnej” ureazy do
ograniczenia zawarto$ci mocznika w winach zwigksza koszty produkcji, dlatego
podjeto badania nad heterologiczna ekspresja genu, kodujacego aktywnosé
ureazy z Lactobacillus fermentum do drozdzy winiarskich (Zietsman i Viljoen,
2000; Pretorius, 2000, 2003; Verstrepen i in., 2006).
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2.5. Wplyw warunkéw destylacji, maturacji i przechowywania
spirytusow owocowych na zawartos¢ karbaminianu etylu

Jako$¢ produkowanych spirytuséw uzalezniona jest w znacznej mierze od
sposobu przeprowadzenia destylacji (Tanner, 1986; Jager, 1986; Albrecht, 1998;
Guan i Pieper, 1999). W gorzelnictwie owocowym najbardziej rozpo-
wszechniona jest metoda podwdjnej destylacji. Podczas pierwszej destylacii,
okreslanej mianem odpedu, zostaje praktycznie catkowicie wydzielony alkohol
etylowy wraz ze wszystkimi lotnymi substancjami, pochodzacymi z surowca
oraz wytworzonymi w czasie fermentacji. Drugg destylacje, zwang korekcyjna,
prowadzi sie w celu wzmocnienia spirytusu do 60+75% obj. (Satora i Tuszynski,
2008), przy czym wydziela si¢ z niego okreslong ilos¢ przedgonow i pogondw,
zawierajacych substancje wptywajace ujemnie na jakos$¢ spirytusu.

Jednym ze szczegélnych aspektow technologicznych, zdecydowanie
wplywajacych na jakos¢ destylatow owocowych jest material wykorzystywany
do budowy aparatow destylacyjnych (Bachman i Tuszynski, 1976). Miedziane
scianki kotta odpedowego sprzyjaja reakcjom utleniania spirytusu i dehydratacji
pentoz. MiedZz poprzez swdj katalityczny wplyw oddzialuje korzystnie na
procesy dojrzewania spirytuséw, jak rowniez moze wigza¢, wystgpujace
w spirytusach, zwigzki siarki (Andrade-Sobrinho i in., 2002)

Rodzaj stosowanej aparatury oraz warunki prowadzenia destylacji
odgrywaja istotng rolg¢ w procesie tworzenia karbaminianu etylu. Szacuje sie,
ze blisko 80% uretanu obecnego w spirytusach powstaje podczas destylacji
badz w czasie 48 godzin po jej zakonczeniu (Aresta i in., 2001; Bruno i in., 2007;
Fox i Stachowiak, 2007).

Sposrod wielu parametrow wpltywajacych na kinetyke syntezy uretanu, do
nadrzednych zalicza si¢ obecnos¢ soli metali Cu (1) lub Fe (III) i $wiatto
(gtownie UV). Z uwagi na katalityczny wplyw miedzi na przemiany cyjano-
wodoru do kwasu cyjanowego, ktory w warunkach destylacyjnych tatwo ulega
konwersji do karbaminianu etylu, nie zaleca si¢ stosowania do destylacji
spirytusow owocowych aparatéw destylacyjnych zbudowanych -catkowicie
z miedzi (Carley i in., 2003; Jung i Adam, 2005). Boscolo (2001) odnotowat
nizszg zawarto$¢ uretanu w spirytusach z soku trzcinowego (cachacas),
otrzymywanych w aparatach, w ktorych czgs¢ zstepujaca zbudowana byla ze
stali kwasoodpornej. Jednak spirytusy produkowane w takim systemie moga
wykazywa¢ niepozadane cechy organoleptyczne, zwigzane z obecnos$cia
zwigzkoéw siarki (Andrade-Sobrinho i in., 2002; Faria i in., 2003). Omawiany
problem nie wystepuje w przypadku stosowania klasycznych alembikdw,
zbudowanych catkowicie z miedzi, gdyz zwiagzki te s3 wigzane do nielotnych
soli (Andrade-Sobrinho i in., 2002).

Wedhug Andrade-Sobrinho i in. (2002), wigcej karbaminianu wystepuje
w spirytusach pochodzacych z aparatury, w ktorej jest zbyt mata powierzchnia
miedziana w czgsci wstgpujacej. Ritzmann i Fah (1987) proponuja stosowaé do
destylacji kolumny wypelione miedzianymi pier$cieniami Raschiga, dzigki
ktorym mozna otrzymaé Spirytusy o zmniejszonej zawartosci karbaminianow.
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Zaleca si¢ powolng destylacje, a odbierane przedgony i pogony z dodatkiem
wegla aktywnego nalezy ponownie oddestylowacé. Stosowana jest réwniez
destylacja z wykorzystaniem tzw. separatora miedziowego (Pieper i in., 1992;
Kaufman i in., 1993; Guan i Pieper, 1999), praktykowana w gorzelniach
niemieckich. Aparaty destylacyjne wyposaza si¢ w nasadke wypetniong
pierscieniami miedzianymi, na powierzchni ktorych absorbowane sa cyjanki,
w postaci nierozpuszczalnych komplekséw (Guan i Pieper, 1999; Andrade-
Sobrinho i in., 2002; Jung, 2004). Mimo iz uretan odznacza si¢ wysoka
temperaturg wrzenia (ok. 185°C), to jego prekursory, takie jak cyjanowodor
i jego pochodne (cyjaniany, izocyjaniany) sg zwigzkami o wysokiej lotnosci
i niskich temperaturach wrzenia (< 30°C), dlatego szybko przechodza w stan
pary i mogg wchodzi¢ w reakcj¢ z etanolem, prowadzac do powstania
karbaminianu w fazie gazowej. Zbyt dlugie wygrzewanie zacierOw oraz
odbieranie matej ilosci przedgondow, gromadzacych cyjanki, przyczynia si¢ do
zwiekszenia ilosci EC w koncowym produkcie (Christoph i in., 1986). Spirytusy
(70+80% o0bj.) otrzymane metodg tradycyjng (kolumna potkowa, destylacja
dwukrotna z czegsciowa deflegmacjg) zawieraly 3-krotnie wigcej uretanu
niz pochodzagce z destylacji jednostopniowej, w kolumnie z miedzianymi
pierscieniami Raschiga (Ritzman i Fih, 1987). Kolumny z wypehieniem
pozwalaja oddzieli¢c wiecej HCN 1 EC oraz uzyska¢ spirytusy o bardziej
zharmonizowanych cechach sensorycznych (Christoph i in., 1986).

Podczas destylacji i rektyfikacji uretan przechodzi do frakcji przedgonowej,
srodkowej, pogonow oraz do wywaru badz wody odwarowej. Jednak jego
najwyzsze st¢zenia stwierdza si¢ zazwyczaj w S$rodkowych i koncowych
frakcjach destylatu (Lachenmeier, 2007). Dlatego istotnym czynnikiem decydu-
jacym o zawartosci EC w destylacie jest przejscie, przy okre$lonej mocy,
na odbidr pogonow.

Wyniki badan Bruno i in. (2007) wykazatly wplyw rodzaju stosowanej
aparatury destylacyjnej i sposobu prowadzenia procesu na zawarto$ci uretanu
w brazylijskich spirytusach z soku trzcinowego i gotowych produktach
(cachagas). Spirytusy otrzymywane z alembikéw miedzianych ogrzewanych
bezposrednio ogniem, w wigkszosci przypadkéw wyposazonych w deflegmator
miedziany, odznaczaly si¢ nizszymi st¢zeniami EC (145111 pg/L) niz
pochodzace z aparatow kolumnowych pracujacych w systemie ciggltym
(320£249 pg/L). Autorzy tlumacza to tworzeniem nielotnych kompleksow
cyjankow z miedzia w czeSci wstepujacej aparatu. Najnizsze stezenia
EC (11+17 pg/L) odnotowano w spirytusach pochodzacych z destylacji
w alembikach zbudowanych calkowicie ze stali, bez elementéw miedzianych,
ale rowniez, co ciekawe, w gotowym wyrobie, otrzymanym metoda podwdjnej
destylacji, w alembiku miedzianym, stosowanym do produkcji whisky.

Wplyw na obnizenie ilo$ci powstajacego karbaminianu w wyrobach typu
cachacas miato wyposazenie czeSci wstepujacej alembikow w element
deflegmujgco-chtodzacy (Nobrega i in., 2009), podczas gdy typowe alembiki
do produkcji koniakéw wyposazone sa jedynie w hetm, chtodzony naturalnie
powietrzem. Réwniez Bruno i in. (2007) oraz Alcarde i in. (2012, 2013) donoszg
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0 znaczeniu deflegmacji w obnizaniu stezenia EC. W przypadku stosowania
alembikéw pracujgcych na zasadzie wspotpradu, zaleca si¢ prowadzenie
destylacji dwustopniowej pozwalajacej na lepsze oddzielenie karbaminianu
i jego lotnych prekursorow (Riffkin i in., 1989; Nagato i in., 2000, Nobrega i in.,
2009). de Resende Machado i in. (2013) opracowali szybka metod¢ oznaczania
uretanu w napojach spirytusowych z wykorzystaniem techniki HPLC-FLD
z detektorem fluorescencyjnym. Autorzy okreslili stezenia EC w brazylijskich
cachagas, destylowanych w aparatach miedzianych, w granicach od 21,21
do 35,83 pg/L. Nie przekraczaty one dopuszczalnego limitu zawartosci EC,
okreslonego dla tego typu wyrobow (150 pg/L) (DOU, 2005).

Swiezo przedestylowane spirytusy, zwlaszcza owocowe, odznaczaja sie
zwykle niezharmonizowanymi cechami organoleptycznymi, dlatego poddawane
sa dojrzewaniu (maturacji) w drewnianych beczkach, gltéownie z drewna
debowego. Podczas dojrzewania wyrobow spirytusowych zachodzi wiele reakcji
fizyko-chemicznych, wskutek czego zmienia si¢ stezenie, sktad napoju, powstaja
nowe zwigzki (estry, acetale, aldehydy aromatyczne) nadajgce spirytusom
korzystne walory organoleptyczne (Nielepkowicz-Charczuk i Katuzka, 1996;
Nielepkowicz-Charczuk i in., 1998). Zmiany dotyczg roéwniez zwigzkow
niepozgdanych, m.in. karbaminianu etylu i jego prekursoréw. Aylott i in. (1990)
zaobserwowali ponad 3-krotne zwiekszenie zawarto$ci karbaminianu etylu (od
15 do 54 pg/L) w czasie rocznego dojrzewania whisky zbozowej w beczkach
debowych. Wzrost stezenia EC autorzy tlumaczg obecnoscia w $wiezo
przedestylowanych spirytusach zwigzkow cyjanowych (cyjanowodoér, cyjaniany,
tiocyjaniany, kompleksy miedzi i cyjankow). Najwiekszg dynamike ubytku tych
zwigzkéw obserwowano w ciggu trzech pierwszych miesiecy, natomiast nie
wykryto ich po zakonczeniu maturacji. Podobnych obserwacji dokonali Nobrega
i in. (2009) podczas maturacji brazylijskich wyrobow typu cachaca (ze spirytusu
trzcinowego), przy czym najwigkszy wzrost stezenia uretanu nastgpil w ciagu
pierwszych 24+48 godzin, co znajduje potwierdzenie w doniesieniach innych
autorow (Riffkin i in., 1989; Aylot i in., 1990). Zawartosci uretanu w spirytusach
z cydrow poddanych starzeniu w obecnosci drewna dgbowego byly wyzsze niz
w probach przed lezakowaniem (Madrera i Valles, 2009).

Zasadniczy wplyw na powstawanie uretanu, zwlaszcza w przypadku
produkcji spirytuséw z owocow pestkowych, wywieraja, oprocz etanolizy
prekursoréw uretanu w fazie gazowej podczas destylacji (Hesford i Schneider,
2001; Schehl, 2005), warunki ich przechowywania i dystrybucji (§wiatlo,
temperatura, czas, rodzaj opakowania/kolor szkta butelek) (Tegmo-Larsson
i Spittler, 1990; Zimmerli i Schlatter, 1991; Suzuki i in., 2001).

Udokumentowany jest fotochemiczny mechanizm syntezy karbaminianu
w warunkach naturalnych. Reakcje taka moze wywotywaé, m.in. $wiatlo
widzialne, podczerwien, ultrafiolet. Zachodzi wowczas autooksydacja nie-
nasyconych zwigzkéw (Fox i Stachowiak 2007; Stodolak i in., 2007).
Przykltadem takiej reakcji jest, zachodzace pod wplywem naswietlania,
utlenianie cyjankow (cyjanowodoru) do cyjanianow i izocyjanianow, a nastepnie
synteza uretanu (Mufioz i in., 2000; Aresta i in., 2001; Pedraza-Avella i in.,
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2008). Katalizatorem przemian jest $wiatto stoneczne, zwlaszcza w bezchmurne
dni (chmury zatrzymujg cz¢s¢ promieni ponizej 350 nm), (Tegmo-Larsson
i Spittler, 1990). Istotny wptyw ma réwniez wysokie st¢zenie etanolu (Mildau
i in.,, 1987) oraz podwyzszona temperatura (Tegmo-Larsson i Spittler, 1990).
Mildau i in. (1987) wykazali, ze maksimum tworzenia uretanu i prze-
puszczalno$ci $wiatta dla szkla biatego miesci si¢ na zblizonym poziomie
dhugosci fali $wiatta (330-340 nm), w zwiazku z tym najwicksze pobudzenie
do tworzenia EC nastgpuje przy $wietle dziennym, w butelkach bezbarwnych.
Autorzy dowiedli, ze stosowanie butelek z brazowego szkla, badz innych
opakowan eliminujacych dostep $wiatta, moze zminimalizowa¢ tworzenie
karbaminianu etylu. Znacznie gorsze efekty odnotowano z uzyciem szkia
zielonego.

Najwigcej uretanu powstaje w poczatkowym okresie magazynowania
produktow. Podczas pierwszych 4 tygodni przechowywania destylatow
owocowych, wzrost st¢zenia EC moze dochodzi¢ nawet do 100%. Zatem
zalecane jest ograniczanie dostepu $wiatta i skrocenie czasu przechowywania
spirytuséw (Christoph i Bauer-Christoph, 1998). Szybkos¢ powstawania EC
zwigksza si¢ wraz ze wzrostem temperatury przechowywania napojow alko-
holowych (Tegmo-Larsson i Spittler, 1990; Stevens i Ough, 1993; Woo i in., 2001).

2.6. Metody ograniczania zawartosci karbaminianu etylu
w napojach alkoholowych

Ze wzgledu na roznorodnosé prekursoréw i ztozono$¢ mechanizméw
syntezy uretanu oraz zréznicowany sklad chemiczny surowcow 1 otrzy-
mywanych z nich produktéw spozywczych, jak i z uwagi na stawiane im
wymagania, praktycznie niemozliwe jest opracowanie metod catkowitego
wyeliminowania obecno$ci uretanu, zwlaszcza w wyrobach alkoholowych,
z zachowaniem ich waloréw smakowo-zapachowych 1 oryginalno$ci
surowcowej. Zgodnie z zasadami dobrej praktyki produkcyjnej, celowe
jest postepowanie technologiczne, prowadzace do mozliwie najwyzszego

ograniczenia obecnos$ci karbaminianow i ich prekursorow w zywnosci
i napojach fermentowanych.
Z obserwacji Hasnipa i in. (2007) wynika, ze zawartos¢ uretanu

w produktach spozywczych, otrzymywanych z udzialem drobnoustrojéw
(jogurty, sosy i pasty sojowe, sery) oraz napojach alkoholowych (piwo, wino,
cydry) na przestrzeni ostatnich kilku lat (po 2004 roku) ulegta obnizeniu i wiele
z nich, z wyjatkiem pewnych grup wyrobow spirytusowych, nie zawiera
tego zwigzku badz jest on obecny w niskich stezeniach. Przyktadowo, sposrod
przebadanych w 2004 roku 11 sosow sojowych tylko jeden zawierat
karbaminian etylu w ilosci 10 pg/kg, podczas gdy wczesniejsze wyniki (1993)
wskazywaly na znacznie wigksza jego ilo$¢ (ok. 70 pg/kg). Ograniczaniu
zawartosci uretanu w winach, destylatach winnych i wodkach naturalnych
(koniaki, armaniaki) sprzyja eliminacja jego prekursorow, takich jak produkty
przemian argininy-cytrulina, mocznik. Zalecane jest stosowanie do fermentacji
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drozdzy, ktore odznaczaja si¢ uzdolnieniami do uwalniania niewielkich ilo$ci
mocznika, czyli wykazujacych niskg aktywnos§¢ arginazy (EC 3.5.3.1),
kodowanej przez gen CAR1 (Kitamoto i in., 1991).

Kitamoto i in. (1991, 1993) otrzymali mutanty drozdzy z zablokowang ekspresja
genu CARI, ktorych stosowanie nie prowadzi do uwalniania mocznika
z argininy. Rowniez Schehl i in. (2005) skonstruowali nowy szczep z delecja
genu kodujacego aktywnos¢ arginazy. Jego zastosowanie do fermentacji miazgi
wisniowej wplynelo na znaczna redukcj¢ karbaminianu etylu w spirytusie,
w poréwnaniu do otrzymanego z udziatem szczepu rodzicielskiego.

Redukcje mocznika w $rodowisku fermentacyjnym mozna osiggnaé
przez zastosowanie ,.kwasnej” ureazy, wyizolowanej z bakterii Lactobacillus
fermentum (Foulke, 1993; Food Safety, 1998; Fidaleo i in., 2006). Usuwanie
pozostatosci mocznika z napojow alkoholowych za pomoca preparatu ,.kwasne;j”
ureazy dopuszczono do stosowania w Japonii (1987 r.). Obrébka ta zostata
uznana za efektywng metod¢ usuwania EC z saké, ktora w koncowej fazie
fermentacji moze zawiera¢ do 30 mg mocznika/L (Fujinawa i in., 1990).
Roéwniez w Stanach Zjednoczonych BATF (Bureau of Alcohol, Tobacco and
Firearms) dopuszcza dodatek ureazy do wina jako czynnika ograniczajacego
zawarto§¢ mocznika. W krajach Unii Europejskiej stosowanie ureazy
w winiarstwie reguluje Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 606/2009 z dnia
10 lipca 2009 roku.

Uzdolnienia do produkcji ,,kwasnej” ureazy wykazujg rowniez inne gatunki
bakterii, m.in. Arthrobacter mobilis. Dodatek surowego ekstraktu ureazy
do japonskiej saké (20% obj.), zawierajagcej 35 mg mocznika/L, Wptyngt na
obnizenie jego stezenia do poziomu ponizej wykrywalnego (Miyagawa i in.,
1999). Zotta i in. (2008), badajac aktywnos$¢ ureolityczng wybranych szczepow
Streptococcus thermophillus wykazali, ze ureaza syntetyzowana przez ten
gatunek bakterii wykazuje maksimum aktywnosci w zakresie pH 6,0+7,0, to
jednak relatywnie wysoka aktywno$¢ enzymu przy nizszych wartosciach pH
moze wskazywa¢ na potencjalng mozliwo$¢ wykorzystania tych bakterii do
obnizenia st¢zenia mocznika w winach i innych napojach alkoholowych.

Usuwanie mocznika z sake i kalifornijskich win szeryzowanych, poprzez
zastosowanie ,kwasnej” ureazy, wprowadzone do praktyki przemystowej
w Japonii i Stanach Zjednoczonych, wykazuje pewne mankamenty w postaci
zwigkszenia kosztéow (Fidaleo i in., 2006). Ograniczenie naktadéw zwigzanych
z otrzymywaniem preparatow kwasnej ureazy mozna osiagnaé poprzez
immobilizacje enzymu na widknach poliakrylonitrylowych (PAN) i prowadzenie
hydrolizy mocznika w sposob ciagly (Zotta i in., 2007). Podjeto rowniez badania
dotyczace mozliwosci wprowadzenia do drozdzy genu kodujacego aktywno$é
,kwasnej” ureazy z Lactobacillus fermentum (Zietsman i in., 2000). Ponadto,
zalecane jest monitorowanie suplementacji zacierow gorzelniczych i nastawow
winiarskich egzogennymi zrodtami azotu, z uwzglgdnianiem skladu prze-
rabianych surowcéw, dobor odpowiednich szczepdéw drozdzy, kontrola tempe-
ratury podczas przechowywania i transportu gotowych produktow (Butzke
i Bisson, 1997).
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Szczegblng grupe produktow stanowig spirytusy i wyroby spirytuSowe,
m.in. wodki naturalne z owocow pestkowych, ktore charakteryzuja sig
najwyzsza zawarto$cig karbaminianu etylu. W tym przypadku gltownym
prekursorem EC jest cyjanowodor i produkty jego przemian (cyjaniany,
izocyjaniany). Ryzyko powstawania uretanu w przypadku spirytusow i wodek
owocowych nie konczy si¢ na procesie destylacji. Dotyczy ono réwniez
powszechnie stosowanej maturacji spirytusow (Ayloit i in., 1990) oraz
destylatow owocowych (Balcerek i Szopa, 2008), wykorzystywanych do
produkcji wysokogatunkowych wodek naturalnych, jak i etapu przechowywania,
dystrybucji i ekspozycji gotowych wyrobow.

W wielu gorzelniach owocowych proces destylacji spirytusu odbywa si¢

w miedzianych aparatach odpedowych. MiedZ jest katalizatorem przemian,
pozytywnie ksztaltujacych bukiet spirytusoéw, ale réwniez powoduje utlenianie
cyjanowodoru do kwasow cyjanowego i izocyjanowego, zaréwno podczas
prowadzenia procesu w fazie gazowej, jak i w roztworze (w destylacie).
W spirytusach destylowanych w takiej aparaturze wystepuja znaczne ilosci
miedzi Cu (II), nawet powyzej 10 mg/L (Camean i in., 2001). Zapobieganie
powstawaniu uretanu powinno obejmowa¢ eliminacje cyjankéw i ich prekurso-
rOw na etapie przygotowania surowcoéw do fermentacji oraz usuwanie miedzi
z destylatow (Saidu, 2004).
Mozliwe jest obnizenie stezenia cyjankow z wykorzystaniem metod
mikrobiologicznych. Rodanazy pochodzenia bakteryjnego (EC 2.8.1.1) to
enzymy, katalizujgce przemiane jondéw cyjankowych (CN’) do tiocyjanianu
(CNS) za pomocg siarki, pochodzacej od kwasu B-merkaptopirogronowego
(HSCH,COCOOH). Te reakcje detoksykujaca wykorzystuje sie takze podczas
ratowania osob zatrutych cyjankami (Saidu, 2004; Cipollone i in., 2006). Opisany
sposob eliminacji cyjankéw nie jest jednak wykorzystywany w procesach
produkcji srodkow spozywczych (Weber i Sharypov, 2009).

Niektorzy badacze zaproponowali dodatek enzymdéw W celu roztozenia
cyjanowodoru albo catkowite usuniecie pestek przed zmiazdzeniem owocoéw
(Diirr, 1992), co jednak nie wyklucza obecnos$ci cyjanowodoru w otrzymanym
destylacie, poniewaz glikozydy cyjanogenne obecne s3 réwniez w migzszu
(Ljekocevi¢, 1993; Schehl i in., 2005). Alternatywa jest chemiczna eliminacja
cyjankow w odfermentowanej miazdze owocowej przed destylacja, poprzez
tworzenie nierozpuszczalnych komplekséw tych zwiazkéw z udziatem soli
miedzi (Christoph i Bauer-Christoph, 1998, 1999) badz destylacja z uzyciem
separatora miedziowego (Pieper i in., 1992). Dostepne sa handlowe preparaty,
skomponowane w oparciu o sole miedzi Cu (1), jak Cyanurex® (Schliessmann,
2006), pozwalajace na ok. 90% obnizenie st¢zenia cyjanowodoru w Srodowisku
alkoholowym (Laugel i Bindler, 1993). Kontrowersyjne sa jednak wyniki tak
wysokiej redukcji cyjanowodoru w kontekscie wplywu na cechy sensoryczne
otrzymywanych spirytuséw (Christoph i in., 1988; Laugel i Bindler 1993).

Christoph i in. (1987) opisuja metode stragcania cyjanowodoru przy uzyciu
soli srebra. Mankamentem tego rozwigzania jest konieczno$¢ doktadnego
okreslenia zawartosci HCN. Natychmiastowe wstrzymanie reakcji powstawania
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uretanu moze spowodowa¢ dodatek soli zelaza, np. siarczanu (VI) zelaza (lI)
(Adam i Postel, 1987). Sa to jednak metody drogie i szkodliwe dla §rodowiska.

Inna grupa metod obejmuje postgpowanie zmierzajace do maksymalnego
wytworzenia karbaminianu etylu i usunigcie go metoda destylacyjna. Mildau
i in. (1987) zaproponowali naswietlanie spirytusu lampg halogenowa, z kolei
Tanner i in. (1987) wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania dodatku kwasu
askorbinowego i przetrzymywanie w ciemnosci przez 4-5 tygodni.

Podczas prowadzenia destylacji zalecane jest ograniczenie kontaktu
cyjankéw i miedzi, poprzez stosowanie do budowy czgéci zstepujacej aparatury
stali kwasoodpornej zamiast miedzi. Inny sposéb zaklada ,,putapkowanie”
prekursoréw w postaci gazowej na powierzchni miedzianych pierScieni,
umieszczonych przed wejsciem na kolumne, badz w przypadku typowych
alembikéw w czesci umieszczonej na kotle destylacyjnym, zwanej potocznie
gruszka lub cebulg. Pozadana jest duza powierzchnia wilasciwa wypetienia
(Guerain i Leblond, 1993).

Istotng role odgrywa réwniez obrobka podestylacyjna, poniewaz obecnos¢
soli miedzi w spirytusach moze wptywac na ich cechy organoleptyczne oraz
katalizowac syntez¢ karbaminianu etylu. Dlatego wskazane jest usuwanie jonow
miedzi Cu (II) i prekursoréw uretanu. Jedng z metod jest zastosowanie
nierozpuszczalnych $rodkow chelatujacych Iub zZzywic jonowymiennych
(kationity). W literaturze dostepne sa nieliczne informacje dotyczace usuwania
miedzi z napojéw z wykorzystaniem wymienionych metod (Kogyo, 2002;
Shuguang i1 Gibb, 2008). Sa to rozwigzania do$¢ klopotliwe, poniewaz
ich efektywnos¢ wymaga ustalenia wspolzaleznoSci wielu zmiennych, m.in.:
pH, temperatury, czasu kontaktu z zywica, wielkoS$ci jej czastek.

Prowadzono proby usuwania prekursoréw karbaminianu w skali
laboratoryjnej z wykorzystaniem zywic anionitowych (Wucherpfenning, 1992;
Guerain i1 Leblond, 1993). Autorzy odnotowali wysokie obnizenie cyjankdéw
(< 0,1 mg/L) i miedzi (I1) (< 0,1 mg/L) w spirytusach wisniowych (45% obj.)
i $liwkowych (65% obj.). Kationy miedzi byly immobilizowane w postaci
kompleksé6w anionowych. Stwierdzono réwniez wysoki stopien obnizenia
karbaminianu etylu, do ok. 140 pg/L. Zastosowane zabiegi znaczaco wplyngty
na ich wilasno$ci organoleptyczne poprzez oslabienie aromatu migdatowego
i pojawienie si¢ obcego, nieprzyjemnego zapachu. Neves i in. (2007) opisali
efektywng metod¢ usuwania jonow miedzi (I1) ze spirytusow z trzciny cukrowe;j,
bez zmiany ich wlasnosci organoleptycznych. Zasada postgpowania opiera si¢
na obrébce weglanem wapnia lub magnezu, ktory zachowuje si¢ jak wymieniacz
jonowy. Stwierdzono obnizenie stgzenia jonéw miedzi do poziomu ponizej
0,01 mg/L, niezaleznie od rodzaju weglanu. Mniejsza efektywno$¢ obrobki
obserwowano w probach dojrzewajacych w beczkach drewnianych, co moze
wynikac¢ z tworzenia komplekséw miedzi ze sktadnikami drewna.

Interesujace wyniki otrzymali Park i in. (2009), ktorzy badali efektywnosé
redukcji karbaminianu etylu w spirytusach i sosach sojowych metoda filtracji
przez wegiel drzewny. W rozcienczonych spirytusach wysokie obnizenie
stezenia uretanu (o ponad 40%) nastgpowalo w ciggu pierwszych 4 minut
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prowadzenia procesu. W sosach sojowych maksymalny spadek stgzenia EC,
o ponad 45%, przypadat na pierwsze 2 minuty, po czym nastgpowato gwaltowne
obnizenie wydajnosci filtracji. Zmniejszenie st¢zenia uretanu miescito si¢
w granicach od 45+47%. Ponadto zaobserwowano znaczng poprawe¢ cech
smakowo-zapachowych soséw, podczas gdy roztwory rozcienczonego spirytusu
po filtracji odznaczaty si¢ gorszym smakiem. Uznano zatem, ze w przypadku tej
grupy produktéw, filtracja z udziatem wegla powinna by¢ prowadzona przed
rozcienczaniem i dodawaniem aromatow.

Przedstawione doniesienia literaturowe wskazuja na réznorodno$¢ pre-
kursoréw karbaminianu etylu i drog jego powstawania podczas otrzymywania
spirytusow owocowych. Ponadto zréznicowana skuteczno$¢ proponowanych
metod eliminacji tych zwigzkow, jak i ograniczenia w ich aplikacji,
powodowane czgsto zmianami skladu chemicznego 1 cech smakowo-
zapachowych produktu, badz czynnikami natury ekonomicznej, wskazuja
na potrzebe przeprowadzenia kompleksowych badan z zakresu technologii
spirytusow owocowych, ktore pozwola na opracowanie wytycznych,
dotyczacych prowadzenia procesu technologicznego, zapewniajacych zacho-
wanie oryginalno$ci surowcowej i ograniczong zawarto$¢ zwigzkoéw nie-
pozadanych, ze szczegolnym uwzglednieniem uretanu.

3. GENEZA | CEL PRACY

Bezpieczenstwo zdrowotne produktéw spozywczych, w tym rdéwniez
napojéw alkoholowych, wskazuje na potrzebe ograniczania mozliwoSci
powstawania w procesach przetworczych zwigzkow szkodliwych dla zdrowia
1ich prekursorow.

Do wyrobow spirytusowych, rozpowszechnionych i cenionych ze wzgledu
na ich walory smakowo-zapachowe, naleza wodki naturalne owocowe (okowita,
brandy). Specjalnoscia polska, z tradycja siegajaca XVII wieku, sg Sliwowice.
Interesujacym, petnowartosciowym surowcem do otrzymywania oryginalnego
spirytusu, z przeznaczeniem do zestawiania wodek naturalnych, sa owoce aronii
ciemnoowocowej (Balcerek, 2001; Balcerek i Szopa, 2002, 2005a).

Wysokie koszty produkcji spirytuséw owocowych wynikaja, w znacznej
mierze, z wyzszej ceny owocOw, w porownaniu z tradycyjnymi surowcami
gorzelniczymi. Zatem istotne jest stosowanie wiasciwej technologii przerobu,
pozwalajacej na zachowanie w produkcie finalnym oryginalno$ci surowcowej
i skfadnikéw aromatu owocowego, jednoczes$nie z ograniczeniem zawartosci
zwigzkow niepozadanych, do ktorych nalezy m.in. karbaminian etylu.

Jednym z prekursorow tego zwigzku w spirytusach owocowych jest
cyjanowodor — produkt hydrolizy glikozydow cyjanogennych, obecnych
nie tylko w owocach pestkowych ($liwki, wisnie), lecz takze w owocach
ziarnkowych (jabtka) 1 jagodowych (aronia).
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Znajomos$¢ sktadu surowca nie jest jednak wystarczajagca do okreslenia
ryzyka powstawania karbaminianu etylu. Istotny wplyw moga odgrywac
warunki fermentacji, uzdolnienia enzymatyczne drozdzy, produkty uboczne
fermentacji, jak réwniez metoda i warunki destylacji, maturacji oraz
przechowywania spirytusow i zestawianych z ich udziatem wyrobow.

Zagadnienia dotyczace powstawania karbaminianu etylu w procesie
otrzymywania spirytusow owocowych nie byty dotad przedstawione w ujeciu
kompleksowym. Z uwagi na powyzsze przestanki zasadne stalo si¢
przeprowadzenie badan, zmierzajacych do ustalenia wpltywu poszczegdlnych
etapoOw w procesie otrzymywania spirytusow owocowych, z uwzglednieniem
drozdzy stosowanych do prowadzenia fermentacji oraz sktadu jako$ciowo-
iloSciowego spirytusoOw, na syntez¢ karbaminianu etylu. Celem aplikacyjnym
bylo opracowanie wytycznych, dotyczacych postgpowania technologicznego,
pozwalajacych na ograniczenie zawartos$ci tego zwigzku i jego prekursorow
w spirytusach owocowych, z zachowaniem korzystnych cech smakowo-
zapachowych i tozsamos$ci surowcowe;j.

Zakres badan obejmowat:

- okreslenie sktadu chemicznego surowcow owocowych, wykorzystywanych
(8liwki) 1 mozliwych do wykorzystania w polskim gorzelnictwie owocowym
(aronia), z uwzgl¢dnieniem prekursorow karbaminianu etylu,

- ocen¢ wplywu obrobki wstepnej owocdéw, rodzaju pozywki azotowej
i warunkéw fermentacji na kinetyke syntezy karbaminianu etylu
w zacierach i jego zawartos¢ W spirytusach,

- ocen¢ uzdolnien enzymatycznych wybranych ras drozdzy winiarskich do
biosyntezy lub rozktadu prekursoréw karbaminianu etylu, tj. aktywnosci
syntaz karbamylofosforanu (biosynteza karbamylofosforanu), aktywnosci
arginazy (uwalnianie mocznika z argininy) oraz aktywno$ci ureazy
(hydroliza mocznika),

- okreslenie przydatnosci chemicznych i biologicznych metod ograniczania
syntezy karbaminianu etylu podczas fermentacji alkoholowej owocow,

- ocene roli produktow ubocznych fermentacji i produktéw hydrolizy
glikozyddéw cyjanogennych w tworzeniu karbaminianu etylu,

- okreslenie wptywu warunkéw destylacji pierwotnej i korekcyjnej na
zawarto$¢ karbaminianu etylu w spirytusach owocowych,

- ocene wplywu warunkow maturacji na zmiany jako$ciowe i iloSciowe
zwigzkow uczestniczacych, bezposrednio lub posrednio (jako katalizatory),
w syntezie karbaminianu etylu,

- identyfikacje uretanow w otrzymanych spirytusach owocowych.
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4. MATERIALY I METODY BADAN

4.1. Surowce i materialy pomocnicze

Przedmiotem badan byly owoce §liwy Wegierki Zwyklej i Wegierki
Lowickiej (Prunus domestica L.) oraz aronii czarnooowocowej (Aronia
melanocarpa Elliot). Owoce wykorzystywane do realizacji badan pochodzity
z plantacji k/Kielc i byty zbierane w cyklu 6 sezondéw zbiorow, w stadium
dojrzatosci, uznanej za optymalng dla uzyskania wysokiej jakosci spirytusu
owocowego. Owoce przechowywano w stanie zamrozonym.

Jako pozywke dla drozdzy, podczas prowadzenia fermentacji alkoholowej
miazgi owocowej, stosowano dodatek jednozasadowego fosforanu diamonu
(NHy),HPO, (cz.d.a.), w ilosci 0,2+1,0 g/kg miazgi owocowej. W badaniach
wplywu rodzaju pozywek azotowych na synteze karbaminianu etylu stosowano
ponadto: siarczan diamonu (0,2 g/kg), mocznik (0,1+0,2 g/kg) oraz preparat
Activit (Institut Oenologique de Champagne, Francja), w ilosci 0,2 g/kg miazgi
owocowej. Preparat zawiera w Scisle okreSlonych proporcjach mieszaning
nieaktywnych komorek drozdzowych, $cian komérkowych i celulozy oraz soli
amonowych. W skladzie znajduja si¢ aminokwasy, witaminy (B1, B2, BS, B6,
B12, PP), cholina oraz sole mineralne (Mg, Na, K, Ca).

Do depektynizacji miazgi owocowej stosowano preparaty handlowe:

— Pektopol PT-400 (Pektowin, Jasto) — 1,5 g/kg miazgi, T = 50+55°C, t =20 min,
— PEKTOZYME™ POWERMash (Danisco A/S, Dania) — 0,07 mL/kg miazgi,
T = 15+35°C. Uwzgledniajac, ze wymieniony preparat wykazuje aktywnos¢
enzymatyczng w do$¢ szerokim zakresie temperatur, suplementowana nim
miazga owocowa, PO wymieszaniu, byla od razu zadawana drozdzami
i poddawana fermentacii.

Maturacje spirytuséw owocowych prowadzono w obecnosci wiorow
debowych (Quercus pedunculata), w ilosci 60 cm?/L spirytusu.

4.2. Material biologiczny
4.2.1. Drozdze

W badaniach wykorzystywano rasy drozdzy winiarskich (Saccharomyces
cerevisiae): Syrena, Tokay, Burgund, Bordeaux, Steinberg, pochodzace
z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
PL oraz suszone drozdze Saccharomyces bayanus (Prochimica Varese SRL,
Wilochy). Wybdr ras drozdzy oparty byt na wynikach wczesniejszych badan
(Balcerek, 2001), potwierdzajacych ich wysoka aktywno$¢ fermentacyjna
w zacierach owocowych (m.in. aroniowych) oraz pozadane cechy smakowo-
zapachowe otrzymywanych spirytusow.
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4.2.2. Bakterie

Ze wzgledu na wysokie koszty preparatu handlowego ,.kwasnej ureazy”,
uznano za celowe okreslenie uzdolnien do produkcji ureazy wybranych
szczepOw bakterii Lactobacillus fermentum (DSM 20049, DSM 20052, DSM
20055, DSM 20391), pochodzacych z Kolekcji Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Niemcy). Szczepy bakterii prze-
chowywano na skosach MRS, w temperaturze 4°C.

4.3. Pozywki hodowlane

Hodowle drozdzy winiarskich do badania aktywnos$ci wybranych enzymow,
prowadzono w zmodyfikowanej pozywce wg Romano (1976), zawierajacej
w 1 L roztworu: 80,09 glukozy; 2,0g KH,PO, 0,25g CaCly; 0,25¢
MgSO4X7H20; 1,0 mg ZnSO,x7H,0; 0,5 mg FeC|3X6H20; 0,1 mg KJ;
0,1 mg CuSO4x5H,0. Pozywke uzupetniano L-argining (1,74 g) i (NH),SO,
(1,0 g — w badaniach aktywnosci arginazy, mocznikiem (1,3 g/L) -
w przypadku oceny aktywnosci ureazy, badz NH,CI (0,5 g/L) lub glutaming
(0,5 g/L) — w oznaczaniu aktywno$ci syntaz karbamylofosforanu. pH roztwordéw
regulowano do warto$ci 3,8, wykorzystujac roztwdr kwasu cytrynowego
o stezeniu 0,5 mol/L. Sterylne pozywki suplementowano dodatkiem witamin
w ilosci (na 1 L): 25 ug biotyny, 300 ug tiaminy, 300 ug kwasu nikotynowego,
300 pg pantotenianu-Ca, 300 pg pirydoksyny—HCI, 25 mg mezoinozytolu.
Kompleks witamin dodawano w postaci stezonego roztworu, sterylizowanego
metoda filtracji przez filtry membranowe -Milex®-GV o wielko$ci porow 0,22 pm.

Aktywacj¢ szczepow drozdzy prowadzono przez 2-krotne pasazowanie
w plynnej pozywce YPG. Pozywki szczepiono 5% inokulum, ktore stanowity
48-godzinne hodowle wstrzasane drozdzy, w odpowiednich podtozach modelo-
wych. Namnazanie prowadzono w warunkach ograniczonego dostepu tlenu,
w temperaturze 28+30°C, w czasie 72 godzin.

Hodowle bakterii Lactobacillus fermentum do badania aktywnos$ci ureazy
prowadzono w pozywce modelowej MRS-U, wg Zotty i in. (2008), sktadajacej
si¢ ze standardowej pozywki MRS, wzbogaconej mocznikiem (5 g/L) i siarcza-
nem niklu (NiSO4x6H,0) (0,05 g/L), w temperaturze 37°C, w czasie 48 godzin.
Inokulum stanowity 24-godzinne hodowle bakterii w ptynnej pozywce MRS,
dodawane w ilosci 5% obj., w stosunku do objgtosci podtoza.

4.4. Modelowe podloza fermentacyjne

W celu okreslenia wptywu wybranych produktow ubocznych fermentacji
na synteze karbaminianu etylu prowadzono fermentacj¢ etanolowa
w pozywkach modelowych (Romano, 1976), zawierajacych w 1 L roztworu:
80 g glukozy; 0,5 g (NH,).HPO, 0,5 g KH,PO4 0,25 g CaCly; 0,25 g
MgSOx7H,0; 1 mg ZnSO,xH,0; 0,5 mg FeCl;x6H,0; 0,1 mg CuSO4x5H,0;
pH roztworéw regulowano do wartosci 3,8, wykorzystujac roztwér kwasu
cytrynowego o stezeniu 0,5 mol/L. Sterylne podtoza wzbogacano witaminami
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w iloéciach analogicznych, jak w przypadku pozywek, wykorzystywanych do
hodowli drozdzy (p. 4.3). Do kazdej z prob fermentacyjnych (wlacznie z proba
Odniesienia) dodano cyjanek sodu, w ilosci odpowiadajacej 3 mg CN /L.
W fazie fermentacji gléwnej, podtoza (oprocz proby odniesienia) uzupetniono
dodatkiem nastepujacych zwigzkéw: octanu etylu (0,5 g/L), metanolu (0,5 g/L),
aldehydu octowego (0,3 g¢/L), aldehydu benzoesowego (0,03 g/L), alkoholu
benzylowego (0,03 g/L), diacetylu (0,03 g/L), wyzszych alkoholi w postaci
mieszaniny alkoholu izoamylowego (1,0 g¢/L) i izobutylowego (1,0 g/L).
W doswiadczeniach wykorzystywano zwigzki chemiczne o stopniu czystosci
cz.d.a. (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA). Warunki prowadzenia fermentacji
podano w p. 4.6.3.

4.5. Metody badan

45.1. Analiza owocow

Oceng przydatno$ci technologicznej owocoéw, wykorzystanych do
prowadzenia do§wiadczen, przeprowadzono metodami zalecanymi w przemysle
owocowo-warzywnym (Kretowska-Kutas, 1993). Obejmowata ona oznaczanie
zawartos$ci ekstraktu ogolnego, kwasowosci, cukrow, azotu oraz popiotu.

4.5.1.1. Glikozydy cyjanogenne

Oznaczenie zawartosci glikozydow cyjanogennych w surowcach owoco-
wych przeprowadzono zmodyfikowang metoda wg Haque i Bradbury (2002).
Przygotowano wodne roztwory wzorcowe amygdaliny (zawierajagce w prze-
liczeniu od 0,5 do 10,0 mg CN7/L) lub prunazyny (zawierajace w przeliczeniu
od 0,005 do 0,5 mg CN7/L), ktore nastepnie poddano hydrolizie kwasowej
z udziatem 5 mL 50% (w/w) kwasu ortofosforowego, w temperaturze 100°C,
w czasie | h, z zastosowaniem aparatu do destylacji prozniowej firmy HACH.
Analogicznie prowadzono hydrolize glikozydow, zawartych w miazdze
owocowej i pestkach, wykorzystujac 1020 g miazgi lub 1+2 g rozdrobnionych
nasion pestek zawieszonych w wodzie destylowanej (250 mL). Uwalniany
cyjanowodor byt destylowany do 50 mL 0,1 mol/L roztworu NaOH. Otrzymane
destylaty przenoszono ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci 100 mL
i po uzupehieniu woda destylowang do nominalnej objetosci wykorzystywano
do oznaczenia cyjanowodoru.

Stezenie cyjanowodoru oznaczano metodg pirydynowo-pirazolonows,
polegajaca na przeprowadzeniu cyjanowodoru w chlorocyjan z udziatem
chloraminy T oraz reakcji miedzy powstatym chlorkiem cyjanu i roztworem
pirydyny, zawierajacym 1-fenylo-3-metylo-5-pirazolon oraz 4,4’-bis(1-fenylo-3-
metylo-5-pirazolon). Absorbancje niebieskiego barwnika powstajacego w roz-
tworach wzorcowych oraz badanych probach mierzono spektrofotometrycznie,
przy dtugosci fali A = 612 nm (Epstein, 1947; Hach, 2000). Do wykonania analiz
wykorzystywano zestaw odczynnikow firmy Hach Company (Loveland, USA).
Zawarto$¢ glikozydow cyjanogennych w badanych surowcach podano w prze-
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liczeniu na amygdaling w pestkach sliwek (Voldfich i Kyzlink, 1992)
i w owocach aronii (Lehman, 1990) oraz w przeliczeniu na prunazyng w migzszu
sliwek (Voldrtich i Kyzlink, 1992).

4.5.1.2. Arginina

Oznaczenie zawartoéci argininy wykonano metoda HPLC, z wykorzy-
staniem chromatografu cieczowego Perkin-Elmer, z detektorem UV, pracujacym
w zakresie 190360 nm. Roztwory wzorcowe argininy i badane proby
dozowano na kolumne chromatografu, po derywatyzacji z uzyciem chloro-
formianu 9-fluorenylmetylu (FMOC-CI), (Bauza i in., 1995).

Analizy prowadzono stosujac:
— kolumne NUCLEOSIL C18 o wymiarach 250x4,6 mm.
— detektor UV 255 nm, przeptyw 0,5 mL/min.
—eluent : A — 50 mM octan sodu; 3% acetonitrylu; pH 5,4

B — 32 mM octan sodu; 70% acetonitrylu; pH 6,1
Gradient od 100% buforu A do 100% buforu B w czasie 15 minut
Czas retencji argininy 2,8 min, fala analityczna 250 nm.

4.5.2. Analiza zacierow

Oceng przebiegu 1 efektywnosci fermentacji miazgi owocowej prowadzono
wedhug metod zalecanych w gorzelnictwie (Kretowska-Kutas, 1993).

4.5.2.1 Cyjanowodoér

Cyjanowoddr uwalniany podczas fermentacji zacierow owocowych byt
z nich wydzielany w aparacie do destylacji prozniowej firmy HACH, bez
hydrolizy kwasowej. Oznaczenie uwolnionego cyjanowodoru wykonano
zgodnie z metodyka podang w p. 4.5.1.1.

4.5.2.2. Mocznik

Oznaczenie prowadzono w frakcji cieklej, otrzymanej po przesaczeniu
zacierow odfermentowanych, z wykorzystaniem testow enzymatycznych firmy
R-Biopharm (Darmstadt, Niemcy). Zasada metody polega na przeprowadzeniu
reakcji amoniaku (powstatego w wyniku hydrolizy mocznika) z 2-oksoglutaranem,
w  obecnosci dehydrogenazy glutaminowej (GIDH) i zredukowanego
dinukleotydu nikotynoamino-adeninowego (NADH) do L-glutaminy. Ilo$¢
utlenionego dinukleotydu odpowiada ilosci amoniaku lub potowie ilosci
mocznika, zawartego w badanej probie. Poziom utlenionego NADH byt ustalany
podczas pomiaru absorbancji przy dtugosci fali Swiatla A = 340 nm.

4.5.3. Analiza spirytuséw

Analize fizykochemiczng surowych spirytusow owocowych prowadzono
metodami zalecanymi w przemysle spirytusowym. Obejmowala ona oznaczanie:
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kwasowosci  (PN-A-79529-10:2005P),  estrow  (PN-A-79529-11:2005P),
aldehydow (PN-A-79529-9:2005P), fuzli (PN-A-79529-8:2005P) i metanolu
(PN-A-79529-7:2005P).

4.5.3.1. Cyjanowodor

Cyjanowodor wolny oznaczano bezposrednio w spirytusach, za§ zwigzany
po jego uwolnieniu z badanych préb, pod wptywem 50% (w/w) kwasu
ortofosforowego, w aparacie do destylacji prozniowej firmy HACH, zgodnie
z metodyka podang w p. 4.5.1.1.

4.5.3.2. Zawarto$¢ diacetylu

Zasada oznaczenia polega na przeprowadzeniu diacetylu i pokrewnych
diketonow do pochodnych benzopirazyny, pod wptywem dziatania o-fenylo-
diaminy i nastepnie kolorymetrycznym poréwnaniu zabarwienia badanej proby
z zabarwieniem roztworow wzorcowych, o znanych stezeniach diacetylu,
przy dlugosci fali $wiatta A = 335 nm (PN-A-79093-15:2000P).

4.5.3.3. Zawarto$¢ karbaminianu etylu

Zawarto$¢ karbaminianu etylu w spirytusach owocowych, cieczach
pohodowlanych i zacierach odfermentowanych oznaczano metoda chromato-
grafii gazowej (Conacher i in., 1987). Wykorzystywano chromatograf gazowy
firmy Agilent, typ 6890N z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym FID i dozo-
whnikiem SSL (Split-Splitless).

Probe cieczy pohodowlanej (po oddzieleniu biomasy drozdzy) oraz probe
przesaczonego zacieru pobierano w ilo$ci 50 mL, za§ probe spirytusu w takiej
ilosci, aby po uzupetnieniu do objetosci 50 mL stezenie etanolu nie przekraczato
10% obj. Nastepnie poddawano ja wysalaniu przez dodatek 30 g NaCl.
Kolejnym etapem byta 2-krotna ekstrakcja dichlorometanem (75 mL). Uzyskany
ekstrakt filtrowano przez saczek z bibuty Watman 1 i osuszano, przepuszczajac
przez kolumienke szklana (zabezpieczona przed dziataniem §wiatla), wypeknio-
ng 40 g bezwodnego siarczanu (VI) sodu. Nastepnie dodawano do niego 4 mL
octanu etylu izat¢zano na wyparce w temperaturze 28°C, do objetosci
ok. 2,5+3,0 mL. Zageszczony ekstrakt przenoszono ilosciowo do probowki,
poptukujac kolbe wyparki matymi porcjami octanu etylu i uzupetniano do
objetosci 5 mL. Ekstrakt karbaminianu etylu w octanie etylu dozowano w ilosci
2uL na kolumn¢ chromatografu. Jako standard wewngtrzny stosowano
karbaminian propylu.

Do rozdziatu sktadnikoéw zastosowano kolumne kapilarng wypetniona faza
stacjonarng INNOWAX 19091N-113 o dlugosci 30 m, $rednicy wewngtrznej
0,32 mm i grubosci filmu 0,25 pm.

Warunki analizy:
— programowanie temperatury: 50°C (5 min)— 20°C/min—140°C (10 min)—
20°C/min — 250°C (10 min),
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— temperatura dozownika 240°C,
— temperatura detektora 250°C,
— przeptyw gazu nosnego (helu) — 1 mL/min; splitless.

Potwierdzenia tozsamosci karbaminianu etylu dokonywano na podstawie
obecnosci jonow m/z 62, 74 1 89, wykorzystujac chromatograf gazowy firmy
Fissons typ GC 8000, sprzezony ze spektrometrem masowym MD 800.
Stosowano kolumn¢ kapilarng i warunki analizy jw.; energia jonizacji 70 eV,
temperatura zrodta jonow 200°C. Stezenie karbaminianu etylu w badanych
probach okre§lano na podstawie krzywej kalibracyjnej zewnetrzne;.
Identyfikacj¢ innych uretanéw prowadzono wedlug procedury i w warunkach
oznaczania karbaminianu etylu. Potwierdzenia tozsamo$ci karbaminianéw
dokonywano na podstawie obecnosci nastepujgcych jonéw: m/z 75 dla MC;
m/z 62, 74 i 89 dla EC, w okresie ich retencji. Stopien odzysku karbaminianow
wynosit odpowiednio: 88+110% dla MC i 90+104% dla EC. Limit detekcji MC
i EC wynosit 0,01 mg/L.
Stosowano nastepujace odczynniki (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA):
— dichlorometan o stopniu czystosci 99,8% (Sprawdzony na obecno$¢ jonow
m/z 62, 74 i 89),
— octan etylu o stopniu czysto$ci 99,8% (sprawdzony na obecnos¢ jondw
m/z 62, 74 i 89),
— karbaminiany: metylu i etylu (Chem Service, West Chester, USA) oraz
propylu jako standard wewnetrzny (Dr. Ehrenstorfer, GMBH, Niemcy),
0 stopniu czystosci 99%.

4,5.3.4. Zawarto$¢ miedzi

Zawarto$¢ miedzi w spirytusach surowych, poddanych mineralizacji,
oznaczano metoda z kwasem 2,2°-bicynchoninowym. W obecnosci miedzi
pojawia si¢ purpurowe zabarwienie, ktorego intensywno$¢ mierzono przy
dhugosci fali swiatta A = 560 nm, w spektrofotometrze DR/2000 firmy Hach.

4.5.4. Ocena aktywnosci wybranych enzymow drozdzy i bakterii
45.4.1. Przygotowanie ekstraktow bezkomérkowych

Uzyskana po hodowli biomas¢ drozdzy wirowano (3000 x g, 30 min)
w temperaturze 4°C, nastepnie przemywano buforem o pH 7,5 [50 mmol/L
Tris-HCI, 1 mmol/L DTT, 1 mmol/L EDTA, 5% glicerol] — w oznaczeniach
aktywnos$ci syntaz karbamylofosforanu i arginazy (Abdelal i Ingraham, 1975;
Kitamoto in. 1989, 1991) oraz 100 mmol/L buforem fosforanowym o pH 7,0 —
w przypadku oznaczania aktywno$ci ureazy (Ghasemi i in., 2004). Nast¢pnie
komoérki zawieszano w odpowiednim buforze (stosunek objetosci buforu
do objetosci biomasy 2:1). Drozdze poddawano dezintegracji w obecnosci
sterylnego piasku (¢ = 0,45+0,50 mm) w lodzie, do osiggnigcia 99% stopnia
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destrukcji (ocena mikroskopowa). Surowy ekstrakt wirowano (12000 x g,
30 min) w temperaturze 4°C celem usunigcia piasku i pozostato$ci komorek.

Otrzymang po hodowli biomase bakterii Lactobacillus fermentum wirowano
(4000 x @) przez 40 min w temperaturze 4°C, nastepnie 2-krotnie przemyto
100 mmol/L buforem fosforanowym o pH 7,0 i powtérnie wirowano. Oddzie-
lone komorki zawieszono w ww. buforze, po czym poddano sonifikacji w lodzie
(2 x 5 min, moc MS 73/D, pulsacja 10 s). Surowy ekstrakt wirowano (8000 x g)
przez 30 min w temperaturze 4°C, celem usunigcia pozostatosci komorek.
Otrzymane ekstrakty bezkomoérkowe drozdzy i bakterii wykorzystywano do
oznaczenia aktywno$ci wybranych enzymow.

4.5.4.2. Bialko ogoltem

Zawarto$¢ biatka w ekstraktach bezkomoérkowych drozdzy i bakterii
oznaczano kolorymetrycznie, wg Lowry’ego (1951), wobec krzywej wzorcowej
sporzadzonej dla krystalicznej albuminy z surowicy wolowe;j. Istotg oznaczenia
jest kolorymetryczne okreslenie barwnego produktu reakcji odczynnika
Folina-Ciocalteu’a z kompleksami miedziowymi biatka.

4.5.4.3. Oznaczanie aktywnoSci arginazy

Zasada oznaczenia polega na reakcji enzymatycznej z udziatem arginazy,
W wyniku ktérej L-arginina zostaje przeksztalcona do L-ornityny i porownaniu
zabarwienia badanej proby =z zabarwieniem roztwordOw wzorcowych,
sporzadzonych ze znanych ilosci L-ornityny. Pomiaru absorbancji dokonuje si¢
przy dlugosci fali $wiatta L = 515 nm (Konarska i Tomaszewski, 1986).

Do 25 pl 10 mmol/L roztworu MgCl, dodano 25 ul ekstraktu bezkomorko-
wego drozdzy i inkubowano przez 20 min w 55°C, w celu uaktywnienia
arginazy. Nastgpnie, po schtodzeniu roztworu do temperatury pokojowej dodano
do niego 150 pl 100 mmol/L buforu weglanowego o pH 9,5 1 50 uLL 100 mmol/L
L-argininy w 100 mmol/L Tris-HCI o pH 9,5. Mieszaning poddano inkubacji
w 37°C przez 10 min, po czym reakcje zatrzymano poprzez dodatek 750 pl
kwasu octowego lodowatego. Nastepnie dodano 250 uL roztworu ninhydryny
(2,5 g ninhydryny; 40 mL 6 mol/L kwasu fosforowego; 60 mL kwasu octowego
lodowatego) i proby gotowano (1 h, 90+100°C). Po ostudzeniu mierzono
absorbancje przy dlugosci fali A = 515 nm, wobec proby odniesienia, zawie-
rajacej zdenaturowany enzym. Wyniki podano jako ilo§¢ nanomoli ornityny,
powstatej w ciggu minuty i odniesiono do zawartosci bialka w badanej probie.

4.5.4.4. Oznaczanie aktywnosci syntaz karbamylofosforanu

Zasada oznaczenia polega na ATP-zaleznej konwersji wodoroweglanu sodu,
znaczonego izotopem “*C, z udzialem jonéw NH," (pochodzacych z NH,CI)
lub z udziatem glutaminy do karbamylofosforanu, ktory pod wptywem dziatania
hydroksyloaminy jest hydrolizowany do hydroksymocznika (Abdelal i Ingraham,
1975). Mieszaning¢ reakcyjna, w ilosci 0,5 mL, zawierajaca: 100 mmol/L bufor

36



trietanoloaminy o pH 8,0; 100 mmol/L KCI; 12 mmol/L ATP; 16 mmol/L
MgCly; 10 mmol/L NaH¥COs; (0,1 pCi/umol); 10 mmol/L glutaminy lub
100 mmol/L NH4CI oraz badany ekstrakt bezkomérkowy drozdzy inkubowano
w temperaturze 37°C przez 15 min. Reakcje¢ przerywano przez dodatek 50 pL
1,2 mol/L chlorowodorku hydroksyloaminy. Nastepnie probe ogrzewano przez
10 min we wrzacej tazni wodnej. Po ochlodzeniu dodawano 0,1 mL 60% kwasu
trichlorooctowego i mieszano przez 10 min w celu usunigcia uwolnionego
“C0O,. 0,5 mL proby przenoszono do probowki, zawierajacej 7 mL mieszaniny
scyntylacyjnej Insta-Gel Plus (Canberra-Packarol) i dokonywano pomiaru jej
radioaktywnosci, z wykorzystaniem licznika LKB Wallac 1219 Rackbeta. Proba
kontrolna zawierata zdenaturowany enzym.

Za jednostke aktywnosci syntazy karbamylofosforanu przyjeto aktywnosé,
ktora katalizuje syntez¢ 1 pmola karbamylofosforanu w temperaturze 37°C,
w ciggu 1 godziny. Uzyskane wartosci aktywno$ci odniesiono do zawartosci
biatka w badanej probie. Aktywno$¢ syntetazy karbamylofosforanu (N),
wyrazong w [U/mg bialka], obliczano wg ponizszego schematu:

T
A =— [dpm
E[|O]

A —radioaktywnos$¢ (dpm-desintegration per minute)
T — liczba impulséw odczytana z licznika (cpm-counts per minute)
E — wspotczynnik wyznaczony dla probki bez NaH*CO;= 0,961

= ' Ci Ci=2,2 x 10°dpm
22x0° M g i
(uCi — mikro curie)
n =— [ umol]
a
n =ktN
n
N=— [U
k-t ]

a(NaH"CO3) — radioaktywnosé whasciwa = 0,1 uCi/ pmol

n — ilo$¢ powstatego w reakcji karbamylofosforanu [pmol]

k — stata szybkosci reakcji enzymatycznej [umol/godz x unit]

t — czas reakcji enzymatycznej [godz.]

N — liczba jednostek enzymu [units]

A’ — radioaktywnos$¢ wyrazona w jednostkach pCi (mikro curie)

4.5.4.5. Oznaczanie aktywnoSci ureazy

Aktywno$¢ ureazy oznaczano metodg Weatherburna (Ghasemi i in., 2004),
ktéra polega na przeprowadzeniu reakcji hydrolizy mocznika, pod wpltywem
ureazy zawartej w badanym ekstrakcie bezkomorkowym bakterii L. fermentum,
powstaniu barwnego zwiazku amoniaku z mieszaning reakcyjng fenol-
nitroprusydek sodu, w obecnodci zasadowego roztworu podchlorynu sodu,
nastgpnie kolorymetrycznym poréwnaniu zabarwienia badanej proby i roztwo-

37



row wzorcowych, o znanych st¢zeniach jonéw amonowych (sporzadzonych
z siarczanu (VI) amonu), przy dtugosci fali §wiatta A = 630 nm.

Do mieszaniny reakcyjnej sktadajacej si¢ z 0,5 mL 100 mmol/L buforu
cytrynianu sodu (pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5) lub 0,5 mL 100 mmol/L buforu
fosforanu potasu (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) i 0,5 mL 50 mmol/L roztworu
mocznika dodawano 0,1 mL ekstraktu bezkomérkowego drozdzy lub bakterii
i inkubowano 30 min w 37°C. W celu wyznaczenia termostabilnosci ureazy
bakteryjnej, przygotowywano mieszaning reakcyjng, zawierajaca lizaty komorek
zawieszone w buforze o pH 4,5 i inkubowano 30 min w temperaturze, od 30
do 75°C. Reakcje przerywano przenoszac 0,05 mL mieszaniny reakcyjnej do
probowki zawierajacej 0,5 mL mieszaniny fenol-nitroprusydek sodu (0,05 g
nitroprusydku sodu; 1 g $wiezo przedestylowanego fenolu; 100 mL wody
destylowanej). Nast¢pnie, dodawano 0,5 mL roztworu alkalicznego podchlorynu
sodu (3,56 g Na,HPO,; 1 mL podchlorynu sodu; 100 mL wody destylowanej)
i probg ponownie inkubowano przez 30 min, w temperaturze pokojowej. Proba
kontrolna zawierala denaturowany enzym.

Za jednostke aktywno$ci ureazy przyjeto aktywno$¢, ktora prowadzi do
uwolnienia w ciggu 1 godziny 1 pmola NHz w warunkach oznaczenia. Uzyskane
warto$ci aktywnosci podano w przeliczeniu na zawarto$¢ biatka w badanych
ekstraktach bezkomoérkowych.

455. Obliczenia

Szybko§¢ powstawania etanolu (Vconson) podczas fermentacji zacierow
owocowych, wyrazona w g/kg h, okre§lono stosunkiem przyrostu stezenia
etanolu w badanej probie (ACconson) W kolejnych dobach fermentacji, do czasu,
W ktérym ten przyrost odnotowano:

Veznson = (ACcarson - p )/,
ACconson — przyrost stezenia etanolu w zacierze [mL 100% obj./kg zacieru],
q — gestosc¢ etanolu (100% obj.), [0,789 g/mL],
t — doby fermentacji [24 h].

Szybkos¢ uwalniania cyjanowodoru i syntezy karbaminianu etylu (Vucnec),
wyrazong w mg/kg h, okreSlano stosunkiem przyrostu stezenia zwigzku
(AChenec) W kolejnych dobach fermentacji, do czasu, w ktorym ten przyrost
odnotowano:

Vienee = (AChenec)! t,
AChcnec— przyrost stezenia cyjanowodoru/karbaminianu etylu w zacierze, [mg/kg],
t — doby fermentacji [24 h].

4.5.6. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna, obejmujaca: odchylenie standardowe, analiz¢ wariancji,
wspotczynnik korelacji Pearsona (r) na poziomie istotnosci o = 0,05, wyko-
nana zostala z wykorzystaniem programu Origin 6.0. (Northampton, USA).
Wszystkie proby fermentacyjne i 0znaczenia wykonano w, co najmniej, dwoch
powtorzeniach.
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4.6. Przebieg doswiadczen

4.6.1. Badania wplywu obroébki wstepnej owocow,
dodatku pozywek azotowych, ras drozdzy i warunkow
fermentacji na powstawanie karbaminianu etylu

W celu przygotowania owocow do fermentacji, po rozmrozeniu,
rozdrabniano je do tzw. miazgi. W przypadku przerobu $liwek, drylowano je,
a nastepnie dodawano odpowiednig ilos¢ pestek do zacierow.

Zaciery byly réznicowane:
—rodzajem przerabianych owocéw (sliwki odmiany Wegierka Zwykla,
Wegierka F.owicka, aronia czarnoowocowa),
— sposobem obrébki Wstepnej surowca: miazga surowa; Mmiazga pasteryzo-
wana (T = 85°C, t = 30 min), miazga po obrobce ci$nieniowo-termicznej
(p=0,1 MPa, T = 121°C, t = 20 min),
—rodzajem stosowanych preparatow pektynolitycznych: Pektopol PT-400
(1,5 g/kg miazgi, T = 50+55°C, t = 20 min), PEKTOZYME™ POWERMash
(0,07 mL/kg miazgi, T= 15+35°C, dzialanie w czasie fermentacji),
—rodzajem 1 ilo$Scig pozywek azotowych dla drozdzy: fosforan (V) diamonu
(0,1+1,0 g/kg), siarczan (VI) diamonu (0,2 g/kg), mocznik (0,1+0,2 g/kg),
preparat Activit (0,2 g/kg),
— pH zacieru: 3,4+3,6 (naturalne pH owocéw), 4,0, 5,0,
— temperaturg prowadzenia procesu: 18+20°C, 26°C, 35°C.

Ponadto oceniano uzdolnienia wybranych szczepdéw drozdzy winiarskich do
biosyntezy enzymow, katalizujgcych synteze lub rozklad prekursoréw karba-
minianu etylu (opis doswiadczen w p. 4.5.4).

Suszone drozdze winiarskie S. bayanus, przed dodaniem do zacieréw
poddawano rehydratacji. Wielko§¢ inokulum wynosita 0,3 g s.s./kg miazgi.
W celu przygotowania inokulum, czyste kultury drozdzy przeszczepiano
w warunkach sterylnych ze skosu agarowego YPG do 30 mL brzeczki stodowej
o gestosci 10°Blg i pH = 5. Wstepna hodowle prowadzono w temperaturze 28°C
w czasie 24 godzin. Drugi etap hodowli przebiegal w kolbach o pojemno-
sci 0,5 L, zawierajacych po 150 mL podtoza o pH = 5, skladajacego si¢
z mieszaniny (1:1) brzeczki slodowej 10°Blg i soku owocowego 10°Blg.
Hodowle prowadzono w czasie 48 godzin, w temperaturze ok. 28°C.
Namnozone drozdze, po odwirowaniu i przemyciu sterylng woda, dodawano
do zacierow w postaci mleczka, w ilosci 50 mL/kg, co odpowiadato 0,3 g s.5./kg.

Fermentacje zacieréw prowadzono w kolbach szklanych ptaskodennych
(10 L), zakrytych rurkami fermentacyjnymi lub w pojemnikach emaliowa-
nych (50 L) z pokrywami, zabezpieczajacymi przed dostepem powietrza,
w temperaturze 26°C (lub innej, zaleznie od etapu badan), dokonujac okresowe-
go mieszania oraz pomiaru ubytku CO; lub ekstraktu pozornego jako wskaznika
dynamiki fermentacji. Przecigtny czas fermentacji wynosit ok. 8+10 dob, za$
w probach fermentowanych z udziatem mikroflory autochtonicznej — 13+15 dob.
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Zaciery odfermentowane o zawartosci etanolu, od 3,6 do 5,5% obj.,
poddawano odpegdowi, a otrzymane spirytusy surowe o mocy ok. 14+18% obj.
zatezano w szklanym aparacie destylacyjnym z birektyfikatorem (deflegmator
wg Golodetza), do mocy ok. 40% obj. i poddawano analizie na zawarto$¢
cyjanowodoru oraz karbaminianu etylu.

W celu okre§lenia prawdopodobienstwa syntezy uretanu w reakcjach
fotochemicznych, wybrane proby spirytusow poddano dziataniu promieni UV,
poprzez okresowe naswietlanie wysokoci$nieniowa lampa rtgciowa Psorilux
(360 W) (Heraeus Instruments GmbH, Hanau Niemcy).

4.6.2. Ocena skutecznos$ci chemicznych i biologicznych metod
ograniczania syntezy karbaminianu etylu w zacierach
owocowych

Surowcami wykorzystywanymi do prowadzenia tego etapu badan byly
sliwki odmiany Wegierka Zwykla i1 aronia ciemnoowocowa. Fermentacje
prowadzono w miazdze surowej, z dodatkiem 5% pestek rozdrobnionych
w przypadku Sliwek, przy udziale drozdzy winiarskich S. bayanus, w ilosci
0,3 g s.s./kg miazgi owocowej. Jako pozywke dodawano fosforan diamonu,
w dawce 0,2 g/kg. Proces prowadzono w temperaturze 26°C.

Ocena przydatnosci chemicznych metod ograniczania lub intensyfi-
kacji syntezy uretanu obejmowata suplementacje zacierdw owocowych,
w fazie dofermentowania (po 6 dobie), odpowiednio chlorkiem miedzi (I)
(0,1+0,2 g/kg) lub kwasem askorbinowym (1+2 g/kg) i przetrzymywanie ich
przez 10 dni w ciemnosci, w temperaturze 20+22°C.

W ramach badan skuteczno$ci biologicznych metod ograniczania
syntezy uretanu, oceniano wptyw bakterii Lactobacillus fermentum na obnizenie
stezenia mocznika w zacierach $liwkowych i aroniowych, poprzez ich dodatek
do miazgi owocowej w fazie dofermentowania (po 6 dobie). Zawartosé
mocznika powstalego w wyniku aktywno$ci metabolicznej drozdzy wynosila
odpowiednio: 0,7 mg/kg miazgi aroniowej i 12,5 mg/kg miazgi $liwkowej.
Zaciery uzupeliono egzogennym zwigzkiem do 50 mg/kg miazgi owocowej
oraz dodano lizaty bakterii w takiej ilosci, aby wprowadzona aktywnos¢ ureazy
pozwalata na uwolnienie 90 pmoli NH; w ciggu minuty (Kakimoto i in., 1990a;
Kobashi i in., 1990) i pozostawiono na okres 8 dob w temperaturze ok. 20°C.
W odstepach 2-dobowych pobierano proby, w ktorych badano zmiany st¢zenia
mocznika, za$§ po zakonczeniu do$wiadczen poddano je ocenie na zawartos$¢
etanolu, cyjanowodoru i karbaminianu etylu.

Zaciery odfermentowane poddano destylacji w zestawie szklanym do
destylacji prostej, otrzymujac spirytusy surowe o mocy 15+18% obj., ktore
nastepnie zatezano w zestawie destylacyjnym z birektyfikatorem (bez frakcjono-
wania), do mocy 40% obj., celem przeprowadzenia analiz fizyko-chemicznych,
ze szczegdlnym uwzglednieniem cyjanowodoru i karbaminianu etylu oraz oceny
smaku i zapachu.
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4.6.3. Wplyw produktéw ubocznych fermentacji na powstawanie
karbaminianu etylu

Fermentacje alkoholowa w podtozach modelowych, o sktadzie podanym
w p. 4.4, prowadzono z udziatem suszonych drozdzy winiarskich S. bayanus
(0,3 g/L), w temperaturze 28°C, do czasu zakonczenia wydzielania CO,, tj. gdy
masa kolb fermentacyjnych nie ulegata zmianie. Otrzymane spirytusy surowe
0 mocy ok. 14% obj. zat¢gzano do zawartosci etanolu 40% obj. i poddano ocenie
na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu.

W celu okreslenia wptywu aldehydow alifatycznych i aromatycznych na
tworzenie karbaminianu etylu, przeprowadzono badania modelowe w roztwo-
rach spirytusu rektyfikowanego o mocy 40% obj., zawierajacych NaCN,
w ilo$ci odpowiadajacej 3 mg CN7/L oraz aldehyd octowy (0,1+0,3 g/L), lub
aldehyd benzoesowy (0,005+0,015 g/L). pH roztworéw regulowano 0,5 mol/L
kwasem cytrynowym, do wartosci 4,5. Tak przygotowane proby umieszczono
w butelkach z bialego szkta. Probg kontrolng przechowywano bez dost¢pu
swiatla, w 20+22°C. Kolejne préby poddano dziataniu: $wiatta dziennego
(20+24°C), okresowemu naswietlaniu lampg UV (2 h/dobe). Po 2 tygodniach,
w probach spirytusu okreslano zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu.

4.6.4. Wplyw cyjankow na synteze uretanu

Oceniano wpltyw obecnos$ci jondw cyjankowych (3 mg CN7/L), w postaci:
NaCN, CuCN, KCNO, KCNS i kwasu cyjanurowego, w roztworach spirytusu
rektyfikowanego o mocy 40% obj. (pH = 4,5), z dodatkiem (0,015 g/L) lub bez
dodatku aldehydu benzoesowego, na syntez¢ uretanu. Badano roéwniez wpltyw
stezenia etanolu (10-60% obj. przy pH = 4,5) i pH roztwordéw (2,5+5,5, przy
stezeniu etanolu 40% obj., w roztworach zawierajacych cyjanian potasu),
w ilosci odpowiadajacej 3 mg CN/L. Préby umieszczono w butelkach z biatego
szkla i poddano dziataniu $wiatla dziennego (w temperaturze 20+-24°C) przez
2 tygodnie, po uptywie ktorych poddano analizie na zawartos¢ karbaminianu etylu.

4.6.5. Wplyw warunkow destylacji pierwotnej (procesu odpedu)
i korekcyjnej na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu
etylu w spirytusach owocowych

Destylacje spirytusu z zacieréw odfermentowanych prowadzono w miedzia-
nym aparacie odpedowym, typu alembik, pracujacym na zasadzie wspotpradu,
wyposazonym w hetm (tapacz kropel), ogrzewanym przeponowo ptaszczem
wodno-parowym lub w szklanym zestawie do destylacji prostej, ogrzewanym
za pomoca tazni elektrycznej z autotransformatorem. Destylacje korekcyjna
surowych spirytusow owocowych prowadzono w ww. aparacie miedzianym
(typu alembik), w szklanym zestawie destylacyjnym z birektyfikatorem labora-
toryjnym (deflegmator wg Golodetza) oraz w kolumnie szklanej (@ = 85 mm,
| = 1300 mm), wypetionej szklanymi pierscieniami Raschiga (@ = 5 mm,
=12 mm).
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Ponadto, oceniano wptyw:
— czasu wygrzewania prob [min]: 0, 30, 60, 90,
— szybkosci odbioru przedgonow i frakcji srodkowej (wlasciwej), w naste-
pujacych wariantach: | — wszystkie frakcje odbierane z szybkoS$cig

2,5 mL/min, 1l — przedgony 2,5 mL/min, frakcja whasciwa 3,5 mL/min,

Il — przedgony 2,5 mL/min, frakcja wlasciwa 5 mL/min, IV — przedgony

5 mL/min, frakcja wilasciwa 5 mL/min; V — przedgony 5 mL/min,

frakcja wtasciwa 7,5 mL/min, VI — przedgony 5 mL/min, frakcja wiasciwa

10,0 mL/min,

— wielkosci odbioru przedgondw: 3 lub 5%, w przeliczeniu na spirytus 100% obj.,

— mocy frakcji srodkowej (whasciwej): 65, 75, 85% obj.
Za pogony uznano ciecz pozostalg po zakonczeniu odbioru frakcji wlasciwej,
bez wydzielania ich w postaci odrebnej frakcji. W przeliczeniu na objgtosé
spirytusu 100% obj., stanowily one do ok. 10% etanolu zawartego w probie
wyjéciowej, pobranej do destylacji korekcyjnej. Etapy badan, dotyczace czasu
wygrzewania, szybkosci odbioru przedgondéw i frakcji srodkowej, wielkosci
odbioru przedgondéw oraz mocy frakcji wlasciwej, prowadzone byly z uzyciem
birektyfikatora laboratoryjnego.

Przeprowadzono takze badania w modelowych roztworach wodno-
alkoholowych (20 i 40% obj.), z dodatkiem 20 mg EC/L, majace na celu
poznanie rozktadu st¢zen karbaminianu etylu podczas destylacji frakcjonowane;.
Proces prowadzono w birektyfikatorze laboratoryjnym. Przed rozpoczgciem
odbioru frakcji, proby spirytusu w objetosci 1000 mL wygrzewano przez
30 min, po czym odbierano kolejno 10 porcji destylatu, w ilosci 100 mL kazda.
Szybko$¢ destylacji wynosita 2,5 mL/min.

4.6.6. Wplyw warunkéw maturacji spirytuséw owocowych
na zmiany zawartosci karbaminianu etylu i jego prekursoréw

Do prowadzenia maturacji wykorzystywano frakcje wlasciwe o mocy 75%
obj., otrzymane po destylacji korekcyjnej spirytuséw sliwkowego i aroniowego,
z odbiorem 3% przedgonow. Czg$¢ spirytusow rozcienczano wodg destylowang
do mocy 45, 55, 65% obj. i poddano dojrzewaniu w obecnosci widrow
de;bowych (60 cm?/L), w nastepujacych warunkach:

45% obj., T = 20°C, mieszanie 3 min/dobe,

— 55% obj., T = 20°C, mieszanie 3 min/dobe,

— 65% obj., T = 20°C, mieszanie 3 min/dobe,

— 55% obj., T =40°C (proby termostatowano 2 h/dobe, 5 dni w tygodniu),

— 55% obj., T =20°C, napowietrzanie — nate¢zenie przeptywu powietrza

100 L/h (1 h/dobe, 5 dni w tygodniu).
Proces prowadzono w butelkach ze szkta biatego, wypetnionych w % objetosci,
szczelnie zamknigtych korkiem, bez dostgpu $wiatla. W czasie pierwszych
9 tygodni, proby do badan pobierano w odstepach 3 — tygodniowych, nastepne
za$ po 15 i 30 tygodniach. Analizy chemiczne obejmowaly oznaczanie zawa-
rto$ci karbaminianu etylu, cyjanowodoru, diacetylu i miedzi.
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5. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

5.1. Charakterystyka chemiczna owocow wykorzystywanych
w badaniach

Najpopularniejszymi owocami, wykorzystywanymi w Polsce do produkcji
wodek naturalnych typu brandy (Sliwowica Lacka, Sliwowica Paschalna) sa
sliwki odmiany Wegierka Zwykta (Tuszynski i Satora, 2003; Satora i Tuszynski,
2005; 2008).

Podstawowym surowcem, wykorzystywanym do realizacji badan byty
owoce dwoch odmian sliwy Wegierki, tj. Zwykta 1 Lowicka. Za interesujacy
surowiec uznano roOwniez owoce aronii, reprezentujgce grupe OwocOw
jagodowych. W Zaktadzie Technologii Spirytusu i Drozdzy ITFiM PL
prowadzono w latach 1994-2001 badania w zakresie optymalizacji technologii
otrzymywania spirytusu aroniowego, ktore wykazaly, iz dzigki oryginalnosci
moze by¢ on poélproduktem w zestawianiu naturalnych wodek owocowych
(Balcerek, 2001).

Sktad chemiczny owocow wykorzystywanych do prowadzenia doswiadczen
przedstawiono w tabeli 3. Istotnym sktadnikiem owocdéw, z punktu widzenia
wydajno$ci fermentacji, sa cukry. Stezenie cukrow ogdtem wyrazone w g cukru
inwertowanego/100 g owocow, miescito si¢ odpowiednio w granicach: od 7,16
do 8,27 g w Wegierce Lowickiej, od 8,27 do 8,40 g w Wegierce Zwyklej
i 0od 6,67 do 7,81 g w aronii.

Sposrod sktadnikow odzywcezych, asymilowanych przez drozdze podczas
fermentacji, drugie miejsce, pod wzgledem iloSciowym, zajmuje azot (Pretorius,
2000). Niedobér zwigzkow azotowych w $rodowisku moze prowadzi¢ do
zakldcenia, a niekiedy nawet zatrzymania fermentacji. Stosowane w praktyce
winiarskiej moszcze sg zroznicowane pod wzgledem przyswajalnego azotu
i wymagaja zwykle jego uzupelniania. Przecigtna zawarto$¢ zwigzkOw
azotowych w winogronach wynosi 0,7%, w jablkach 0,3%, w wisniach 1%,
w porzeczkach 1,7% (Wzorek i Pogorzelski, 1998). Wpykazano roznice
w zawarto$ci zwigzkow azotowych w owocach wykorzystywanych do
prowadzenia do$wiadczen. Owoce aronii zawieraly zwigzki azotowe w iloSci
od 0,42 do 0,52% s.m., sliwki odmiany We¢gierka Lowicka od 0,44+0,60% s.m.,
za$ Wegierka Zwykta od 0,74+0,80% s.m. (tab. 3). Poréwnanie uzyskanych
wynikéw analiz podstawowego skladu chemicznego owocdéw z wartosciami
zalecanymi, gwarantujacymi prawidlowy przebieg fermentacji zacierow owo-
cowych, wskazuje na potrzebe suplementacji pozywka azotowa.

Grupa zwigzkow, obecnych nie tylko w owocach pestkowych, ale rowniez
ziarnkowych, jagodowych, sa glikozydy cyjanogenne, ktorych hydroliza, kata-
lizowana przez rodzime enzymy prowadzi do uwalniania cyjanowodoru,
jednego z gltownych prekursoréw karbaminianu etylu. Zawarto$¢ prunazyny
w migzszu $liwek, wykorzystywanych w badaniach, wynosita odpowiednio,
od 0,45 do 0,58 mg/100 g (Wegierka Lowicka) i od 0,08 do 0,41 mg/100 g
(Wegierka Zwykta). Gtownym zrédtem glikozyddéw cyjanogennych sg jednak
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pestki. W 100 g nasion pestek z Wegierki Lowickiej znajdowato si¢ od 97,29 do
112,50 mg amygdaliny, zas z Wegierki Zwyktej od 103,55 do 110,00 mg/100 g.
Otrzymane wyniki sa nizsze od wartosci, jakie dla sliwek podaja Voldrich
i Kyzlink (1992). Autorzy wykazali, ze w 100 g jader pestek sliwek
(nieokreslonej odmiany) znajdowalo si¢ 260 mg amygdaliny, za§ zawartos$¢
prunazyny w migzszu wynosita 9,80 mg/kg.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze zawarto$¢ amygdaliny,
oznaczona w calych owocach aronii, mie$cita si¢ w granicach od 64,30 do
76,00 mg/100 g (tab. 3). Sg to wyniki wyzsze od podanych przez Kullinga
i Rawela (2008), ktorzy okreSlili stezenie amygdaliny w owocach aronii na
poziomie 20,1 mg/100 g, w soku 5,7 mg/100 mL oraz 52,3 mg/100 g wyttokow.
Wplyw na rozbieznoSci miegdzy wynikami badan wilasnych a danymi
cytowanymi w pi$miennictwie, mogly mie¢ nie tylko roznice odmianowe
(Voldtich i Kyzlink, 1992; Vetter, 2000), ale rowniez warunki klimatyczne,
agrotechniczne oraz stopien dojrzatosci owocow w czasie zbioru (Knight
i Walter, 2001; Lewis i Elvin-Lewis, 2003).

Uzyskane wyniki wskazujg, iz celem ograniczenia ilosci uwalnianych
cyjankow, z zachowaniem oryginalno$ci surowcowej Spirytusow owocowych,
zasadne jest ograniczenie ilosci pestek dodawanych do zacierow z owocow
pestkowych badz inne zabiegi w przypadku otrzymywania spirytusu
z surowcow, przy przerobie ktorych niemozliwe jest oddzielenie pestek.

Tabela 3. Sktad chemiczny owocow wykorzystywanych w badaniach
(lata 2004+2009), (n = 2)

Sliwki o
. . . ronia
Oznaczenie Jednostka We;g{erka Wegierka CZarooWocowa
Lowicka Zwykta
Ekstrakt [9/100g] 12,20+15,50 | 13,50+15,80 | 13,90+17,10
Kwasowos¢ | [g kw. jabt/100g] | 0,90+1,12 0,88+1,12 0,80+1,22
Cukry [ginwertw/100g] | 7,16+8,27 8,27+8 40 6,67+7,81
ogbdltem
Azot ogblny [%s. m.] 0,44+0,60 0,74+0,80 0,42+0,52
Popiot [%s. m.] 2,56+2,59 0,48+2,55 2,14+2,24
pH - 3,33+3,70 3,40+3,65 3,50+3,67
_ > /piﬁ;f;i;ﬁ | 04s:058 | 008041
oy | 8 o
2| pestki g7 59.11250 | 103,55:110,00
— | /amygdalina/

* migzsz z pestkami /glikozydy cyjanogenne wyrazone jako amygdalina/
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5.2. Wplyw modyfikacji technologicznych oraz warunkéw
fermentacji na uwalnianie cyjanowodoru i synteze
karbaminianu etylu

5.2.1. Kinetyka hydrolizy glikozydéw cyjanogennych i syntezy
karbaminianu etylu podczas fermentacji alkoholowej zacieréw
owocowych

Badano wplyw wybranych zabiegow technologicznych na szybkosc¢
biosyntezy etanolu, hydrolizy glikozydéw cyjanogennych i tworzenia karba-
minianu etylu w procesie fermentacji zacierow owocowych. Oceniono zalezno$¢
miedzy rodzajem drozdzy stosowanych do prowadzenia procesu oraz obrobki
wstepnej surowca a dynamikg uwalniania cyjanowodoru, syntezy karbaminianu
etylu oraz alkoholu etylowego. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabelach 4-6.

Maksymalna szybko$¢ powstawania etanolu podczas fermentacji miazgi
surowej z udziatem drozdzy S. bayanus przypadata na trzecig dobe i wynosila
0,69 g/kg-h dla zacieru §liwkowego i 0,33 g/kg-h dla aroniowego. W kolejnych
godzinach fermentacji tempo syntezy alkoholu malato, mimo wzrostu jego
stezenia w zacierze, ktore osiggneto maksymalng warto$¢ (5% obj. dla sliwki,
3,5% obj. dla aronii) po 6smej dobie procesu (tab. 4).

Oceniajac kinetyke uwalniania cyjanowodoru, stwierdzono, ze byla ona
najwyzsza w poczqtkowym okresie, tj. w drugiej dobie fermentacji miazgi
shwkoweg] (27,1-10° mg/kg-h) i w trzeciej, w przypadku miazgi aroniowej
(29,1-10” mg/kg-h). W kolejnych etapach fermentacji nastepowato znaczgce
obnizenie szybkosci hydrolizy glikozydow cyjanogennych 1 uwalniania
cyjanowodoru, zwlaszcza w miazdze $liwkowej, mimo wzrostu jego st¢zenia
w $rodowisku. Na szczegdlng uwage zashuguje fakt uwalniania znacznie
wiekszych ilo$ci tego zwiazku w miazdze aroniowej niz §liwkowej. Zawarto$¢
HCN w odfermentowanym zacierze aroniowym wynosita 4,80 mg/kg, podczas
gdy w sliwkowym byta ok. 5-krotnie nizsza (0,95 mg/kg). Roznice w ilosci
uwolnionego cyjanowodoru mogg wynika¢ ze zréznicowanej iloSci zwigzkow
cyjanogennych w przerabianych owocach (HCN-p, ang. ,,cyanogenic potential’)
(Stochmal i Oleszek, 1997; Niedzwiedz-Siegien, 1998; Niedzwiedz-Siegien
i Gierasimiuk, 2001), aktywnos$ci B-glukozydazy oraz od iloci cyjanowodoru,
ktéry moze by¢ uwolniony w jednostce czasu (HCN-c, ang. ,.cyanogenic
capacity”), (Ballhorn i in., 2005, 2010).

Odwrotne tendencje, niz w przypadku uwalniania cyjanowodoru, odno-
towano w odniesieniu do syntezy karbaminianu etylu, ktora rozpocze;la sie
w fazie dofermentowania, po szostej dobie w miazdze Sliwkowej i po piatej
w aroniowej. Stezenie EC w zacierach odfermentowanych wynosito odpowie-
dnio, 0,02 mg/kg sliwkowego i 0,03 mg/kg aroniowego (tab. 4). Stosunkowo
niskie stezenia karbaminian etylu w odfermentowanych zacierach aroniowych,
mimo kilkakrotnie wyzszej zawarto$ci cyjanowodoru niz w zacierach $liwko-
wych, moga by¢ wynikiem hamowania syntezy uretanu przez obecne w owocach
aronii zwigzki polifenolowe, ktore wykazuja silne wlasciwosci antyoksydacyjne
(Sikora i Markowicz, 2008; Kraujalyte i in., 2011; Biatek i in., 2012).
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Tabela 4. Kinetyka biosyntezy etanolu, uwalniania cyjanowodoru i tworzenia
karbaminianu etylu w procesie fermentacji surowej miazgi owocowej,
z udziatem drozdzy Saccharomyces bayanus (n = 2)

= Sliwki odmiany Wegierka Zwykta (10% pestek catych)
=)
%‘% Etanol Cyjanowodor Karbaminian etylu
[ag=
E) [go %5; \Y C AC Vv C AC Vv
Obj ] Obj ] [g/kg-h] [mg/kg] [mg] [mg/kg-h] [mg/kg] [mg] [mg/kg-h]
0| 00 ] 0,0 0,00 0,00 |000[ 0,00 0,00 | 0,00 0,00
1] 08 | 08 0,26 0,08 | 0,08 3.3-10° | 0,00 | 0,00 0,00
2] 17 ] 09 0,30 0,73 | 065 27,1-10°] 0,00 | 0,00 0,00
3] 38 | 21 0,69 0,86 | 0,13 54-10° | 0,00 | 0,00 0,00
4| 42 | 04 0,13 0,89 | 0,03 1.2-10° | 0,00 | 0,00 0,00
5| 46 | 04 0,13 094 005/ 2.1-10° | 0,00 | 0,00 0,00
6 | 48 | 0,2 0,07 0,95 |001] 04-10° | <0,01 | <0,01 | <4,2-10"
71 49 | 041 0,03 0,95 |000[ 0,00 0,01 | 0,01 [ 42-10
8| 50 | 041 0,03 0,95 | 0,00[ 0,00 0,02 | 0,01 | 42-10"
= Aronia czarnoowocowa
=)
%‘% Etanol Cyjanowodor Karbaminian etylu
og [f;) ﬁ,/co Y, C AC v C AC v
0| 00 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00[ 0,00 0,00 | 0,00 0,00
1] 04 | 04 0,13 230 |230/95810°] 0,00 | 0,00 0,00
2| 09 | 05 0,16 260 [030]12,5-10°] 0,00 | 0,00 0,00
3] 14 ] 10 0,33 3,30 0,70 292-10°] 0,00 | 0,00 0,00
41 21 ] 07 0,23 390 [0,60][25010°] 0,00 | 0,00 0,00
5| 27 ] 06 0,20 450 |0,60] 250-10° | <0,01 | <0,01| <4,2-10*
6| 30 | 03 0,10 460 |010]| 42-10° | 001 | 0,01 | 42-10*
7] 33 ] 03 0,10 470 |010]| 42-10° | 0,02 | 0,01 | 42-10*
8| 34 ] 01 0,03 480 |00 42-10° | 0,03 | 0,01 | 42-10*
9| 35 | 041 0,03 480 |0,00] 0,00 0,03 | 0,00 0,00

Podczas fermentacji spontanicznej miazgi owocowej obserwowano dtuzszy
etap zafermentowania. Synteza etanolu rozpoczela sie¢ w drugiej dobie
fermentacji, a najwigcksza szybko$¢ jego produkcji (0,49 g/kg-h w miazdze
sliwkowej; 0,36 g/kg-h w miazdze aroniowej) przypadata, odpowiednio, na
trzecig i czwartg dobe procesu. W ciagu kolejnych godzin nastepowat stopniowy
wzrost stgzenia etanolu, ale ze znacznie nizszg szybkoscia. Zakonczenie
fermentacji miazgi $liwkowej nastapito po trzynastu dobach (st¢zenie etanolu
4,3% obj.), a aroniowej po pietnastu (3,3% obj.), (tab. 5).

Najwicksze tempo uwalniania cyjankéw obserwowano w pierwszej dobie,
przed zafermentowaniem owocow. W przypadku zacieru sliwkowego wlasciwa
szybko§¢ uwalniania HCN wynosita 12,5-10° mg/kg'h, za§ w miazdze
aroniowej byta ponad 10-krotnie wyzsza (17,5-10% mg/kg-h), co potwierdza
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znacznie wyzszy potencjal glikozydow cyjanogennych w owocach aronii
i prawdopodobnie wyzsza aktywno$¢ rodzimych enzyméw katalizujacych ich
hydroliz¢. Zawarto$¢ cyjanowodoru w odfermentowanej miazdze aroniowej
(z udzialem mikroorganizméw autochtonicznych) wynosita 7,0 mg/kg i byla
o okoto 46% wyzsza niz w probie fermentowanej z dodatkiem drozdzy
szlachetnych (4,8 mg/kg) (tab. 4). W przypadku zacieru S$liwkowego nie
stwierdzono istotnych réznic (P > 0,2) w ilosci produktow hydrolizy glikozydow
cyjanogennych, niezaleznie od tego czy fermentacja byla prowadzona
z udziatem drozdzy szlachetnych, czy tez bez ich udzialu (tab. 4-5). Roznice
w ilosci uwolnionego cyjanowodoru mogg wynika¢ z tego, ze zaciery sliwkowe
fermentowane z udziatem mikroorganizméw bytujacych na owocach, zafermen-
towaty szybciej niz aroniowe. Zwigzana z tym wyzsza kinetyka syntezy etanolu
w miazdze §liwkowej wplywata na hamowanie aktywnosci enzymoéow katalizu-
jacych hydrolize glikozydow cyjanogennych. Sladowe ilosci karbaminianu etylu
w zacierach, zaréwno $liwkowym, jak i aroniowym (0,01 mg/kg) oznaczono
dopiero w fazie ich dofermentowania, odpowiednio w dziesigtej i czternastej
dobie fermentacji (tab. 5).

Wstepna depektynizacja miazgi owocowej spowodowata jej rozluznienie
i uptynnienie, dzigki czemu zaciery fermentowaly dynamiczniej niz sporzgdzone
z miazgi surowej. Znalazlo to odzwierciedlenie w znacznie wyzszej szyb-
koSci syntezy etanolu, ktorej maksimum, zardwno, w zacierze Sliwkowym,
jak 1 aroniowym przypadalo na drugg dob¢ i wynosito odpowiednio: 1,38
10,65 mg/kg'h (tab. 6).

Najwigksza szybko$¢ uwalniania cyjanowodoru, podobnie jak w probach
fermentowanych bez dodatku drozdzy, przypadata na pierwszg dobe. Kata-
lityczny wplyw enzymow pektynolitycznych przyczynit si¢ do uwolnienia
w ciggu zaledwie 24 godzin, od 84% (aronia) do 91% ($liwki) cyjankoéw
w fermentujacych zacierach. Ilo§¢ cyjanowodoru uwolnionego w miazdze
sliwkowej, poddanej obrobce preparatem PEKTOZYME™ POWERMash
(tab. 6), nie roznita si¢ od jego zawarto$ci w miazdze surowej (P > 0,2), (tab. 4).
W zacierze aroniowym byla o ok. 24% wyzsza, w poréwnaniu z otrzymanym
z miazgi surowej, fermentowanej z udzialem drozdzy S. bayanus, ale nie
przekroczyta st¢zenia Oznaczonego w probie fermentowanej bez dodatku
drozdzy szlachetnych. Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturo-
wymi, dotyczacymi oddziatywania enzymow pektynolitycznych na szybkos¢
hydrolizy glikozydéw cyjanogennych (Pogorzelski, 1990), ale nie potwierdzaja
wplywu zastosowanego preparatu na wzrost zawartosci cyjanowodoru, co
zaobserwowata Balcerek i in. (2003, 2006b) w przypadku stosowania preparatu
Pektopol PT-400 do depektynizacji miazgi z owocow tarniny i §liwek. Roznice
w ilosci uwolnionego cyjanowodoru moga by¢ spowodowane odmienno-
$cig profilu enzymatycznego stosowanych preparatow pektynolitycznych, jak
rowniez warunkami ich dzialania. Obrobke preparatem Pektopol PT-400 pro-
wadzono w temperaturze 50+55°C, za$ z udziatem PEKTOZYME™ POWERMash
w temperaturze ok. 20°C, co moglto znaczaco wptywac na aktywno$¢ enzymow.
Obecno$¢ karbaminianu etylu wykryto, podobnie jak we wczesniej omawianych
probach fermentacyjnych, w koncowym etapie fermentacji (tab. 6).
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Tabela 5. Kinetyka biosyntezy etanolu, uwalniania cyjanowodoru i tworzenia
karbaminianu etylu podczas spontanicznej fermentacji surowej miazgi owocowej

(n=2)
= Sliwki odmiany Wegierka Zwykta (10% pestek catych)
Q
%% Etanol Cyjanowodor Karbaminian etylu
og [go @2 Vv c | ac Y, c | ac Y,
0 0,0 0,0 0,00 0,00 |0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
1 0,0 0,0 0,00 0,30 | 0,30 12,5-100 | 0,00 0,00 0,00
2 0,4 0,4 0,13 054 10,24 10,0-10 | 0,00 [ 0,00 0,00
3 1,9 15 0,49 0,65 [0,11] 4,6:10° | 0,00 | 0,00 0,00
4 2,3 0,4 0,13 0,69 [004] 1,7-10° | 0,00 | 0,00 0,00
5 2,8 0,1 0,03 0,73 [0,04 | 1,7-10° | 0,00 | 0,00 0,00
6 3,2 0,1 0,03 0,77 _[0,04 | 1,7-10° | 0,00 | 0,00 0,00
7 3,6 0,1 0,03 0,80 [0,03] 1,3-10° | 0,00 |0,00 0,00
8 3,8 0,2 0,07 0,83 [0,03] 1,3-.10° | 0,00 |0,00 0,00
9 4,0 0,2 0,07 0,84 [0,01] 04-10° | 0,00 |0,00 0,00
10| 41 0,1 0,03 085 [001] 04:10° | 001 [0,01] 4210*
111 42 0,1 0,03 0,86 [0,01] 04:10° | 0,01 |0,00 0,00
121 43 0,1 0,03 0,87 1001 04-10° | 0,01 [0,00 0,00
13| 43 0,1 0,00 0,87 10,00 0,00 0,01 ]0,00 0,00
=] Aronia czarnoowocowa
Q
%”% Etanol Cyjanowodor Karbaminian etylu
. g [& ?o/f v c |ac v c |ac| v
Obj ] Obj ] [g/kgh] [mg/kg] [mg] [mg/kgh] [mg/kg] [mg] [mg/kg-h]
0 0,0 0,0 0,00 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00 0,00
1 0,0 0,0 0,00 4,20 |14,20] 17,5-100| 0,00 | 0,00 0,00
2 0,4 0,4 0,13 480 |060][ 2,5-10° | 0,00 |0,00 0,00
3 0,9 0,5 0,16 530 [050] 2.1-10° | 0,00 | 0,00 0,00
4 2,0 11 0,36 550 [0,20] 0810 | 0,00 |0,00 0,00
5 2,1 0,1 0,03 570 10,20 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
6 2,3 0,2 0,07 590 0,20 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
7 2,4 0,1 0,03 6,10 |0,20 | 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
8 2,6 0,2 0,07 6,30 | 0,20 | 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
9 2,7 0,1 0,03 6,50 |0,20 | 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
10| 28 0,1 0,03 6,60 |00 0.4-10° | 0,00 |0,00 0,00
111 29 0,1 0,03 6,80 | 0,20 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
121 31 0,2 0,07 7,00 |0,20 0,8-10° | 0,00 |0,00 0,00
13| 3,2 0,1 0,03 7,00 |0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
141 33 0,1 0,03 7,00 |0,00 0,00 0,01 [0,01][ 4210°
15| 33 0,0 0,00 7,00 |0,00 0,00 0,01 |0,00 0,00
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Reasumujac, badania kinetyki uwalniania cyjanowodoru i syntezy
karbaminianu etylu podczas fermentacji miazgi owocowej wskazuja, ze
maksymalna szybkos¢ hydrolizy glikozydéw cyjanogennych przypada na
poczatkowy etap fermentacji, za§ synteza uretanu zachodzi w fazie dofer-
mentowania zacierow owocowych. Jego niska zawartos¢ w zacierach
odfermentowanych w porownaniu z zawarto$cia oznaczang W spirytusach
(Balcerek, 2005b, 2006b; Lachenmeier i in., 2005; Schehl i in., 2007) pozwala
wnioskowac, ze istotny jest wptyw dalszych etapow otrzymywania spirytusow
owocowych (m.in. destylacji) na synteze EC.

Tabela 6. Kinetyka biosyntezy etanolu, uwalniania cyjanowodoru i tworzenia
karbaminianu etylu podczas fermentacji miazgi owocowej po obrdbce enzy-
matycznej (PEKTOZYME™ POWERMash), z udziatem drozdzy Saccharomyces
bayanus (n = 2)

Sliwki odmiany Wegierka Zwykta (10% pestek catych)

5
18]
%‘ = Etanol Cyjanowodor Karbaminian etylu
QEMC [ AC
o [% [% \% C AC \% C AC \Y
00 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00

04 04 0,13 0,82 10,82 | 34,20-10° | 0,00 0,00 0,00

4,6 4,2 1,38 0,83 |0,01] 042-10° 0,00 0,00 0,00

49 | 03 0,10 0,84 [0,01] 042-10° | <0,01 | <0,01 | <4,2-10*

53 | 04 0,13 0,86 |0,02] 0,80-107 0,01 | 0,01 | 42-10"

5,5 0,2 0,07 0,88 0,02 0,80-10° 0,01 0,00 0,00

[op] (621 BN [4%] |\ ] | o B @]

57 | 0,2 0,07 0,90 |[0,02| 0,80-107 0,03 | 0,02 | 83-10"

Aronia czarnoowocowa

%)
é‘% Etanol Cyjanowodor Karbaminian etylu
DE [(% ﬁ)/co v c | ac Y, c AC Vv
obj.] obj.] [¢/kgh] | [mg/kg] | [mg] [mg/kgh] [mg/kg] [mg] [mg/kgh]
0] 00 | 00 0,0 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
1] 02 | 02 0,06 5,00 |5,00] 208,30-100| 0,00 | 0,00 0,00
2] 22 ] 20 | 065 592 0,92 38,30-10° | 0,00 | 0,00 0,00
3] 32 ] 10 [ 033 593 |001] 040-10° | 0,00 | 0,00 0,00
4] 36 | 04 [ 013 595 [0,02] 0,8310° | 001 [ 001 | 42-10*
5| 37 | 01 0,03 596 |0,03] 125107 0,02 | 0,01 | 42-10"
6 | 38 | 01 0,03 5,96 | 0,00 0,00 0,03 | 0,01 | 42-10
7] 39 | 01 0,03 596 | 0,00 0,00 0,06 | 0,03 | 12,510*
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5.2.2. Zawartos$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w spirytusach
owocowych

5.2.2.1. Wplyw obrobki wstepnej owocow

Przeprowadzono fermentacje zacierow owocowych, zréznicowanych metoda
obrébki wstgpnej surowca, przy pH naturalnym owocéw, z udziatem drozdzy
Saccharomyces bayanus (0,3 g/kg), w temperaturze 26°C.

W  spirytusie otrzymanym po fermentacji surowej miazgi $liwkowej
(Wegierka Lowicka, 10% pestek catych) stezenie cyjanowodoru wynosito
8,0 mg/L 100 obj. Zastosowanie pasteryzacji miazgi spowodowato obnizenie
zawartoSci HCN w spirytusie o okoto 36%. Bardziej drastyczna obrobka
ci$nieniowo-termiczna nie przyniosta, W tym przypadku, wzrostu inaktywacji
enzyméOw, katalizujacych hydrolize glikozydow cyjanogennych (rys. 1a).
Przyczyna takiego kierunku zmian jest poddanie zabiegom termicznym miazgi
sliwkowej z dodatkiem pestek catych, co znacznie ograniczalo oddziatywanie
wysokiej temperatury na nasiona pestek, w ktorych zlokalizowane sg glikozydy
i Kkatalizujace ich hydrolize enzymy. Ponadto Vetter (2000) podkresla,
ze chociaz enzymy (B-glukozydazy i liazy hydroksynitrylowe) i substraty
(glikozydy cyjanogenne) czesto wystgpujg razem w tej samej roslinie, badz jej
organie, sg one jednak przestrzennie rozdzielone. Cyjanoglikozydy groma-
dzone sg w centralnej wakuoli komoérek ro$lin cyjanogennych, za§ enzymy
hydrolityczne moga wystegpowa¢ w cytoplazmie lub w przestrzeni apopla-
stycznej. Uwalnianie HCN mozliwe jest wowczas, gdy tkanki rosliny badz
jadro pestki zostajg zmacerowane, w wyniku czego dochodzi do kontaktu
glikozydow 1 hydrolizujacych je enzymdw.

Wieksza efektywnos¢ obrobki ci$nieniowo-termicznej w ograniczaniu
uwalniania cyjankow odnotowano w przypadku spirytusow aroniowych.
Pasteryzacja miazgi w temperaturze 85°C spowodowala ok. 47% obnizenie
zawarto$ci cyjanowodoru, za$§ w spirytusie z miazgi poddanej obrdbce
ci$nieniowo-termicznej (0,1 MPa; 121°C) jego stezenie wynosito 9,12 mg/L
100% obj. i bylo o ok. 71% nizsze, w poréwnaniu z oznaczonym w probie
z miazgi surowej (rys. la). Wyzsza zawarto$¢ cyjankow w spirytusach
aroniowych, jak rowniez bardziej wyrazny wplyw dziatania podwyzszonej
temperatury na ich ograniczenie, wynikaja z tego, ze owoce aronii, ze wzgledu
na ich strukture, byly rozdrabniane razem z pestkami. Kierunek zmian
obserwowany podczas badania wpltywu obrobki termicznej na inaktywacje
enzymow, katalizujacych hydrolize glikozydow cyjanogennych jest zgodny
z wynikami badan Pogorzelskiego (1990) oraz wilasnych, prowadzonych
z wykorzystaniem owocow tarniny (Balcerek i in., 2003).

Zastosowanie obrobki enzymatycznej $liwek preparatem Pektopol PT-400
wpltynegto na prawie 4-krotne zwigkszenie stgzenia cyjanowodoru wolnego
w spirytusie, do 29,5 mg/L 100% obj. Znacznie nizszy, ok. 48% wzrost jego
zawarto$ci 0znaczono w przypadku spirytusu aroniowego (rys. 1a). Podobne
wyniki uzyskano w ramach badan dotyczacych kinetyki powstawania cyjano-
wodoru w zacierach z owocow tarniny (Balcerek i in., 2003). Enzymy pektyno-
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lityczne wchodzace w sktad preparatu (poligalakturonazy, pektynoesterazy, liazy
pektynianowe) powoduja rozktad pektyn w miazgach i sokach owocowych.
Oprécz enzymow pektynolitycznych, preparat Pektopol PT-400 zawiera
celulazy, hemicelulazy, proteazy, ktore hydrolizuja polisacharydy i biatka,
wspomagajac proces obrobki miazgi. Najprawdopodobniej za wzrost stezenia
cyjanowodoru odpowiada aktywnos$¢ B-glukozydazy (celobiazy) (EC 3.2.1.21)
nalezgcej do celulaz, ktora wykazuje uzdolnienia nie tylko do hydrolizy
celobiozy, ale takze B-D-glikozydow (IUBMB, 2013).

Innym preparatem pektynolitycznym, zastosowanym do obrobki miazgi
owocowej byt PEKTOZYME™ POWERMash, odpowiedzialny za degradacje
pektyn i obnizenie lepkosci miazgi. Jest to kompleks enzyméw pektyno-
litycznych, otrzymywany z wyselekcjonowanego szczepu Aspergillus niger.
Produkt ten zostal otrzymany z uzyciem techniki rekombinacji DNA
(self-cloning). Zgodnie z Dyrektywa Rady 98/81/EC z 26 pazdziernika 1998,
zastepujacg Dyrektywe 90/219/EEC EU, dotyczaca stosowania organizmow
GMO, drobnoustroje modyfikowane technika self-cloning nie sg zaliczane
do GMO (European Commission, 1998; Sybesma i in., 2006; VROM, 2005).

Depektynizacja miazgi §liwkowej i aroniowej preparatem PEKTOZYME™
POWERMash przyniosta wymierne korzysci w postaci zwickszenia dynamiki
fermentacji, skrocenia jej czasu oraz wzrostu stezenia alkoholu w miazdze
odfermentowanej. Nie stwierdzono natomiast wzrostu stezenia cyjanowodoru
w otrzymanych spirytusach, jak to miato miejsce w przypadku zastosowania
preparatu Pektopol PT-400 (rys. 1a).

Mimo iz zawarto$¢ cyjanowodoru nie jest jedynym czynnikiem decy-
dujacym o zawarto$ci uretanu, to biorgc pod uwage, ze w okre§lonych warun-
kach ($wiatto, podwyzszona temperatura) (Aresta i in., 2001; Lachenmeier i in.,
2005) ulega on szybkiej przemianie do reaktywnego cyjanianu, jak najbardziej
zasadne jest ograniczanie obecno$ci tego zwigzku w spirytusach owocowych.

W $wiezo oddestylowanych spirytusach §liwkowych nie odnotowano
bezposredniego wptywu zastosowanych metod obrobki wstepnej na synteze
karbaminianu etylu, natomiast jego podwyzszong zawartoscig (1,37 mg/L
100% obj.) odznaczat si¢ Spirytus aroniowy otrzymany z miazgi po obrobce
preparatem Pektopol PT-400 (rys. 1b). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zwigkszone
uwalnianie cyjanowodoru moze by¢ przyczyng powstawania nadmiernych ilosci
uretanu na dalszych etapach postgpowania technologicznego.

Poréwnanie zawarto$ci karbaminianu etylu w surowych spirytusach
owocowych (§liwkowe 0,37+0,75 mg/L 100% obj., aroniowe 0,50+1,37 mg/L
100% obj.) (rys. 2b) i zacierach, z ktorych zostaly otrzymane (Sliwkowe
0,02+0,03 mg/kg, aroniowe 0,03+0,12 mg/kg) (tab. 4-6), wskazuje, ze synteza
znaczacej czeSci uretanu zachodzi podczas wydzielania spirytusu z miazgi
odfermentowanej. Otrzymane wyniki sg zbiezne z doniesieniami wielu autorow
(Boulton, 1993; Aresta i in., 2001; Bruno i in., 2007; Fox i Stachowiak, 2007)
i wskazuja na istotny wptyw destylacji na powstawanie karbaminianu etylu.
Mimo ze uretan odznacza si¢ wysoka temperatura wrzenia (ok. 185°C), to jego
prekursory, takie jak cyjanowodor i jego pochodne sa zwigzkami o wysokiej
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lotno$ci i niskich temperaturach wrzenia (< 30°C), dlatego szybko przechodza
W stan pary i mogg wchodzi¢ w reakcje z etanolem, prowadzac do powstania
karbaminianu etylu w fazie gazowej (Hesford i Schneider, 2001; Schehl, 2005).

A) Cyjanowodor
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Rys. 1. Wplyw metody obrobki wstepnej owocow na zawarto$¢
cyjanowodoru i karbaminianu etylu w spirytusach otrzymanych

z Wegierki Zwyktej i aronii czarnoowocowej (n = 3)

* padane spirytusy nie zawieraty HCN zwigzanego

1. Miazga surowa, 2. Miazga pasteryzowana (85°C; 30 min), 3. Miazga
po obrdbcee cisnieniowo-termicznej (121°C; 0,1 MPa; 20 min), 4. Miazga
po obrdbce pektynolitycznej (Pektopol PT-400; 1,5g/kg; 55°C, 30 min),
5. Miazga po obrobce pektynolitycznej (Pektozyme™ POWERMash;
0,07 mL/kg; 15+35°C).
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5.2.2.2. Wplyw dodatku zwiazkéw azotowych do zacierow owocowych

Oceniano wptyw rodzaju pozywek azotowych dodawanych do zacieréw
na uwalnianie cyjanowodoru oraz syntez¢ karbaminianu etylu. Otrzymane
wyniki badan przedstawiono w tabeli 7. Wykazano, ze przy zalozonym
poziomie istotnosci (a = 0,05), spirytusy otrzymane z zacieréw wzbogaconych
fosforanem (V) lub siarczanem (VI) diamonu (0,2 g/kg zacieru) charakte-
ryzowaly si¢ zblizong (P > 0,20) zawartoscig karbaminianu etylu oraz jego
prekursora cyjanowodoru (sliwkowe 8,95+9,72 mg HCN/L 100% obj.; aroniowe
14,70+15,05 mg HCN/L 100 obj.). Zastosowanie mocznika, powszechnie
uznanego za jeden z gtownych prekursoréw karbaminianu etylu, w ilosci
0,1 g/kg zacieru, w ktorej zawartos¢ azotu odpowiada ok. 0,2 g fosforanu
lub siarczanu diamonu, nie spowodowalo istotnego wzrostu stgzenia uretanu
w spirytusach aroniowych (0,10<P<0,20) i S§liwkowych (P >0,20).
Zwickszenie dawki tego zwiagzku do 0,2 g/kg zacieréw okazato si¢ niewskazane,
gdyz uzyskane spirytusy charakteryzowaty si¢ podwyzszonym stezeniem
cyjankow (Sliwkowy 17,97 mg/L 100% obj.; aroniowy 26,90 mg/L spirytusu
40% obj.), lecz zawarto$§¢ karbaminianu etylu nie roznila si¢ statystycznie
istotnie (§liwki P > 0,2; aronia 0,05 < P < 0,10) od oznaczonej w spirytusach
z miazgi fermentowanej, zarowno z nizszag dawka mocznika, jak i z innymi
pozywkami mineralnymi (tab. 7). Wyniki dos§wiadczen potwierdzaja nie-
korzystny wplyw suplementacji zacierdw owocowych mocznikiem, jednak nie
ze wzgledu na synteze uretanu, ale na intensyfikacje uwalniania cyjanowodoru.
Wiaze si¢ to z jego wlasnoSciami denaturujgcymi oraz towarzyszacymi temu
zmianami chemicznymi, mig¢dzy innymi wzrostem podatno$ci zwigzkoéw
chemicznych na hydrolize enzymatyczng (Stryer, 2003). Jednocze$nie, zwazy-
wszy na liczne doniesienia literaturowe (Zietsman i in., 2000; Delledonne i in.,
2001; Wang i in., 2007), nie mozna wykluczy¢ mozliwosci syntezy uretanu
z mocznika niewykorzystanego przez drozdze w procesach metabolicznych.

Niezaleznie od rodzaju zastosowanej pozywki, zaobserwowano staty-
stycznie istotne roéznice (0,001 < P < 0,01) w zawartosci cyjanowodoru i Kar-
baminianu etylu w otrzymanych spirytusach surowych. Spirytusy aroniowe
charakteryzowaty si¢ wyzszym stezeniem HCN (14,00+26,90 mg/L 100% obj.)
w porownaniu ze $liwkowymi (8,95+17,97 mg/L 100% obj.), natomiast
zawartos¢ EC wykazywata zalezno$¢ odwrotng. Mozna przypuszczaé, ze
czynnikiem hamujacym synteze uretanu byly zwiazki polifenolowe (garbniki,
barwniki), obecne w duzych ilosciach szczegdlnie w owocach aronii. Ponadto
wyzsza zawarto$¢ karbaminianu etylu w spirytusach sliwkowych moze by¢
zwigzana z obecnos$cig w tych owocach, 0 ponad 60%, wigkszej ilosci zwigzkow
azotowych (0,74% s.m.) w stosunku do aronii i w konsekwencji nizszym
zuzyciem przez drozdze azotu egzogennego.

Najnizszg zawarto$¢ karbaminianu etylu oznaczono w spirytusach
(Sliwkowy 0,37 mg/L 100% obj., aroniowy 0,22 mg/L 100% obj.), otrzymanych
po fermentacji miazgi wzbogaconej pozywka w postaci preparatu Activit.
Nalezy zatem uznaé za celowe stosowanie kompleksowych pozywek zawie-
rajacych, oprocz azotu, witaminy i zwiazki mineralne. Jones i1 Greenfield (1984)
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wykazali, ze do najwazniejszych kationow, wykorzystywanych przez drozdze
nalezg Mg”, Ca*, K, Fe*, a szczegolnie istotny dla rozwoju i aktywnosci
drozdzy jest stosunek jonow Mg®* do Ca** (Walker, 1996). Doniesienia literatu-
rowe (Pasternakiewicz i Tuszynski, 1997; Tuszynski i Pasternakiewicz, 2000;
Tuszynski, 2001; Poreda i in., 2009) wskazuja na istotna role jonéow Mg”*, Ca®,
Zn**, Mn®* w regulacji wzrostu i aktywnosci fermentacyjnej drozdzy.

Tabela 7. Wptyw pozywek azotowych dodawanych do zacieréw owocowych na
zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach (n = 3)

Pozywka (0,2 g/ke) Cyjanowoiiér Karbaminian
L wolny* etylu

Rodzaj zacieru _ P— :
rodzaj azotu [g/kg] mg/L 100% obj.

Sliwkowy (NH4),HPO, 0,042 8,95+0,37 0,70+0,07

/Wegierka Zwykta, | (NHi);SOs 0,042 9,57+0,37 0,65+0,07

miazga surowa, CO(NHy),* 0,047 10,12+0,50 0,62+0,05

10% ww. pestek CO(NH,), 0,093 17,97+0,75 0,70+0,07

catych/ Activit 0,180 11,25:050 | 0,37+0,05

(NH4),HPO, 0,042 15,05+0,57 0,37+0,05

Aroniowy (NH4),S04 0,042 14,70+0,52 0,35+0,05

/miazga surowa/ CO(NHy),* 0,047 14,00+0,87 0,42+0,05

CO(NH,), 0,093 26,90+0,92 0,45+0,05

Activit 0,180 15,50+0,87 0,22+0,02

* 0,1 g/kg zacieru
** hadane spirytusy nie zawieralty HCN zwigzanego

Bely i in. (1990) okreslili, iz minimalne stezeniec FAN (wolnego azotu
aminowego, reprezentowanego przez aminokwasy oraz jon amonowy), zapo-
biegajace zaktoceniom fermentacji, wynosi 140 mg/L. Jednak maksymalna
szybko$¢ fermentacji osiaga sie, jesli zawarto§¢ FAN miesci si¢ w granicach
400+500 mg/L (Henschke i Jiranek, 1991). Aby przeciwdziata¢ spowolnieniu,
badz zatrzymaniu fermentacji, powszechnie dodaje si¢ do moszczéw sole
amonowe (fosforan (V) lub siarczan (VI) diamonu). Suplementacja nie-
kontrolowanymi ilo$ciami tych zwigzkow moze prowadzi¢ do niestabilnosci
mikrobiologicznej i nadmiernego tworzenia karbaminianu etylu (Pretorius,
2000). Butzke i Bisson (1997) podaja, ze do uzupetnienia deficytu zwigzkow
azotowych w podtozach fermentacyjnych wskazane jest stosowanie fosforanu
diamonu w dawkach nieprzekraczajacych 200 mg azotu/L.

Zalecenia wielu autorow (Jager, 1986; Trioli i Paronetto, 1992; Albrecht,
1998) oraz wyniki badan wilasnych (Balcerek, 2001) wskazuja, ze dodatek
mineralnej pozywki, zawierajacej oprocz azotu, rowniez fosfor, korzystnie
wptywa na aktywno$¢ drozdzy i poprawia wskazniki fermentacji moszczoéw
i zacier6w owocowych. Dotyczy to zwlaszcza surowcow bogatych w zwiazki
barwnikowe i garbnikowe, ktorych przykladem sg owoce aronii (Balcerek
i Szopa, 2002).
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A) Zaciery Sliwkowe (Wegierka Zwykta, miazga surowa, 10% pestek catych)
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Rys. 2. Wplyw stezenia pozywki azotowo-fosforowej /(NH;),HPO,/
w zacierach owocowych na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu
w otrzymanych spirytusach (n = 3)



Badano wplyw ilo$ci pozywki azotowo-fosforowej, w postaci (NH;),HPO,,
dodanej do zacierow aroniowych i Sliwkowych na zawartos¢ cyjanowodoru
i karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach. Dodatek fosforanu (V)
diamonu, w ilosci do 0,5 g/kg miazgi owocowej, nie wplyngl na znaczace
zwigkszenie rezerwy azotowej 1 intensyfikacje syntezy uretanu, zaréwno
w zacierach sliwkowych (rys. 2a), jak i aroniowych (rys. 2b). Z punktu widzenia
efektywno$ci procesu, za uzasadnione technologicznie uznano wzbogacenie
zacierow aroniowych fosforanem diamonu, w ilosciach od 0,3+0,5 g/kg
(wydajno$¢ fermentacji 90+92% wydajnosci teoretycznej), za§ w przypadku
zacieréw Sliwkowych, wysokie odfermentowanie (93,5% wydajno$ci teorety-
cznej) zapewnial juz dodatek 0,2 g (NH,4),HPO4/kg miazgi. Dawka fosforanu
diamonu, od 0,8 do 1,0 g/kg miazgi owocowej, z ktorg wprowadzono od
0,168 do 0,210 g azotu/kg okazata si¢ zbyt wysoka w stosunku do potrzeb
metabolicznych drozdzy, co znalazto odzwierciedlenie w znaczacym wzro$cie
stezenia uretanu w spirytusach surowych, zwlaszcza sliwkowych, z 0,55+0,75 mg
do 1,75+1,87 mg/L 100% obj. (rys. 2a).

Analiza uzyskanych wynikow wskazuje na potrzebe indywidualnego
ustalania optymalnej dawki pozywki azotowej, w zaleznosci od rodzaju i sktadu
chemicznego przerabianych owocow.

5.2.2.3. Wplyw warunkow fermentacji i lezakowania zacierow

Do czynnikow determinujgcych wysoka aktywnos¢ fermentacyjng drozdzy
1 zwigzany z nig dynamiczny przebieg procesu oraz odpowiednig jakos$c
spirytusow nalezy optymalne pH s$rodowiska (Modi, 1998) i temperatura
prowadzenia procesu (Jager, 1986; Albrecht, 1998). Odkwaszanie zacierow
owocowych, stuszne z racji ochrony aparatury i poprawy jako$ci wywaru, nie
potwierdza celowosci tego zabiegu z punktu widzenia wydajnosci fermentacji
(Tuszynski i Bachman, 1981; Balcerek i Szopa, 2002).

Regulacja pH zacieréw §liwkowych i1 aroniowych od wartosci 3,4+3,6
(pH naturalne) do 5,0 spowodowata wzrost ilo§ci uwolnionego cyjanowodoru,
0 50% w spirytusach sliwkowych i o 25% w aroniowych. Badania Lei i in.
(1999) réwniez wykazaty, ze wysoka aktywnos¢ B-glukozydazy wyizolowanej
z Lactobacillus plantarum, katalizujacej hydroliz¢ glikozydow cyjanogennych,
miesci si¢ w szerokim zakresie pH od 5,5 do ok. 7, za$ optymalna temperatura
wynosi 35°C. Z kolei zakwaszenie miazgi owocowej do pH = 3, stosowane
powszechnie w gorzelnictwie niemieckim (Lachenmeier i in., 2005; Schehl
i in., 2005; 2007), nie wptyneto istotnie (P > 0,2) na zawarto$¢ cyjanowodoru,
w porownaniu z pH naturalnym owocow. Stezenie karbaminianu etylu
w spirytusach sliwkowych wynosito, $rednio, 0,72 mg/L 100% obj. i nie byto
skorelowane z pH miazgi poddawanej fermentacji.

Spirytusy aroniowe, mimo kilkakrotnie wyzszej zawarto$ci cyjanowodoru,
w poroéwnaniu do Sliwkowych, odznaczaly si¢ nizszymi, bardziej zréznicowa-
nymi st¢zeniami uretanu. W zakresie pH miazgi 3,0+3,6, st¢zenie uretanu
wynosito 0,37 mg/L 100% obj., za$ regulacja stezenia jondw wodorowych
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do warto$ci 4,0-5,0 znalazta odzwierciedlenie w istotnym obnizeniu ilo$ci
powstatego uretanu do 0,02+0,12 mg/L 100% obj.

Za niekorzystne, ze wzgledu na wzmozone uwalnianie cyjanowodoru
i synteze¢ karbaminianu etylu, uznano prowadzenie fermentacji w temperaturze
35°C. Zaréwno spirytusy Sliwkowe, jak i aroniowe, otrzymane z zacieréw
fermentowanych w tych warunkach, w poréwnaniu z pochodzacymi z miazgi
fermentowanej w 18+20°C, zawieraly ok. 2-krotnie wigcej cyjanowodoru
i ponad 2-krotnie wiecej karbaminianu etylu (tab. 8). Mozna zatem za Jigerem
(1986) 1 Albrechtem (1998) wnioskowac, ze temperatura fermentacji zacierow
owocowych, zapewniajgca korzystne cechy organoleptyczne spirytuséw i niska
zawarto$¢ uretanu, nie powinna przekraczaé¢ 18+20°C.

Interesujace wyniki odnotowano w przypadku spirytusdéw aroniowych,
pochodzacych z owocow fermentowanych z udziatem mikroflory autochto-
nicznej. Odznaczaly sie one zawarto$cia cyjanowodoru (72,25 mg/L 100% obj.)
ponad 2-krotnie wyzszg od oznaczonej w probie odfermentowanej z udziatem
drozdzy S. bayanus (tab. 8).

Tabela 8. Wptyw warunkow fermentacji na zawarto$¢ cyjanowodoru (HCN)
i karbaminianu etylu (EC) w spirytusach owocowych (n = 3)

Sliwki /We;glerka Aronia
Lowicka, €zarnoowocowa
Warunki 10% pestek calych/
fermentacji HCN HCN
wolny** EC wolny** EC
mg/L 100% obj.
3,0 8,25+0,37 | 0,75+0,07 | 30,50+1,12 | 0,37+0,05
Miazga -
surowa, & 3,4-3,6* | 8,00+0,37 | 0,62+0,07 | 31,00+1,25 | 0,37+0,05
T=2°C, | &
S. bayanus iy 40 9,25+0,37 | 0,75+0,07 | 33,75£1,00 | 0,12+0,02
5,0 12,00+0,45 | 0,80+0,10 | 38,75+1,55 | 0,02+0,01
Miazga 18-20°C | 7,000,337 | 0.57+0,05 | 21,25+0,95 | 0,30+0,02
surowa, o =
pH =
naturalne | S € 26°C 8,00£0,37 | 0,62+0,07 | 31,00+1,12 | 0,37+0,05
OWOCOW™, Eg
(]
S. bayanus | = % 35°C 13,25+0,45 | 1,45+0,12 | 42,00+1,87 | 0,75+0,07

Miazga surowa,
pH naturalne owocow,
T = 26°C, fermentacja

spontaniczna

8,75+0,37 | 0,62+0,07 | 72,75+2,25 | 0,75+0,07

* pH naturalne owocow (3,4-$liwki; 3,6-aronia),
** badane spirytusy nie zawieraty HCN zwigzanego
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Wedlug Siegien (2007) i Malinowskiego (2008) podstawowym zrodiem
uwalnianego cyjanowodoru jest maceracja tkanek roslinnych, prowadzaca do
kontaktu glikozydow cyjanogennych i katalizujacych ich hydroliz¢ enzymow.
Mozna wysnu¢ teze, ze spowolniona produkcja etanolu w miazdze aroniowej,
fermentowanej bez dodatku drozdzy szlachetnych, przyczynita si¢ do uwolnienia
znacznych ilosci cyjanowodoru. Nie nastgpito bowiem szybkie zahamowanie
przez etanol aktywnosci enzymow, Kkatalizujacych hydrolize glikozydow
cyjanogennych.

Mimo bardzo duzych réznic w zawartosci HCN w spirytusach, sliwkowym
i aroniowym, otrzymanych metodg fermentacji spontanicznej, oznaczone
w nich st¢zenia karbaminianu etylu nie roznily si¢ istotnie (P > 0,2). Nalezy
jednak zauwazy¢, ze wysoka zawarto$¢ cyjankdw w surowym spirytusie
aroniowym stwarza wysokie prawdopodobienstwo syntezy nadmiernych ilosci
karbaminianu etylu na dalszych etapach postgpowania technologicznego.

Odfermentowane zaciery owocowe zaleca si¢ poddawaé lezakowaniu,

celem syntezy zwigzkow ksztattujagcych bukiet napoju (Albrecht, 1998; Krell,
1999). Przeprowadzone, w ramach badan, lezakowanie zacierow owocowych
(w kolbach szklanych, bez dostepu $wiatta) przez okres 5 dni, w temperaturze
15°C, nie wptyneto istotnie (Sliwki 0,10 < P < 0,20; aronia P > 0,2) na zmiany
zawartosci cyjanowodoru i karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach,
w poréwnaniu do prob destylowanych niezwlocznie po zakonczeniu procesu.
Wazrost temperatury lezakowania zacierow, z 15 do 20°C, spowodowatl
zwickszenie zawarto$ci uretanu w spirytusie Sliwkowym, z 0,70 mg do
1,12 mg/L 100% obj., tj. 0 ok. 61%. Z kolei 10-dniowe lezakowanie zacieréw
Sliwkowych przyniosto wzrost stezenia karbaminianu etylu, do 1,62 mg,
w temperaturze 15°C i do 2,0 mg/L 100% obj., w 20°C.
Obnizone pH zacierow, obecno$¢ wolnego cyjanowodoru oraz katalityczny
wpltyw metabolitow drozdzy, jak i uwalnianego z glikozydéw cyjanogennych
aldehydu benzoesowego, to czynniki, ktorych synergiczne dzialanie moze
prowadzi¢ do syntezy uretanu w czasie lezakowania zacierow odfermento-
wanych (Christoph i Christoph-Bauer, 1998; Jung i Adam, 2005). Nie mozna
wykluczy¢ rowniez wptywu produktéw autolizy drozdzy, powstajacych podczas
dhugotrwatego lezakowania win 1 zacieréw gorzelniczych (Butzke i Bisson,
1997). Szybkos¢ powstawania EC zwigksza si¢ wraz ze wzrostem temperatury
przechowywania napojow alkoholowych (Tegmo-Larsson i Spittler, 1990;
Stevens i Ough, 1993; Woo i in., 2001).

Stosunkowo niewielki wzrost st¢zenia karbaminianu etylu w spirytusach
otrzymanych z lezakowanych zacierow aroniowych (rys. 3) byt, najprawdo-
podobniej, konsekwencja hamowania utleniania cyjanowodoru do cyjanianu
przez inhibujace dziatanie obecnych w owocach aronii antocyjanéw i innych
zwigzkow polifenolowych (Kraujalyte i in., 2011; Biatek i in., 2012). Mecha-
nizm antyoksydacyjnego dziatania polifenoli jest wielokierunkowy i moze
polega¢ na: bezposrednim reagowaniu z wolnymi rodnikami i ich wigzaniu,
przez stabilizacje lub delokalizacj¢ niesparowanych elektronow, wlasciwosciach
redukcyjnych (oddawaniu elektronow lub atomow wodoru), tworzeniu mniej
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reaktywnych zwigzkoéw przez nasilenie dysmutacji wolnych rodnikéw, hamo-
waniu lub nasilaniu dziatania enzymoéw, helatowaniu jonow miedzi i zelaza
(Oszmianski 1 Wojdyto, 2005; Sikora i Markowicz, 2008; Saluk-Juszczak, 2010).

40 | BHCN wolny/ sliwki 8 HCN wolny/ aronia |
B EC/ sliwki O EC/ aronia
33,57 33,75 33,80
| 33,77
35 31,05
o=
]
ER=
53
IE
10,50 10,8
9,2
62 2,00
12450 0,50 0,55
T T
1 2 3 4 5

Warunki lezakowania

Rys. 3. Wplyw warunkow lezakowania odfermentowanej miazgi owocowej
na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach (n = 3)
Warunki fermentacji: miazga surowa, pH przed fermentacja — §liwki 3,4; aronia — 3,6;
temperatura fermentacji 26°C.

1. Zacier destylowany bez lezakowania, 2. Zacier lezakowany 5 dob w 15°C,
3. Zacier lezakowany 5 dob w 20°C, 4. Zacier lezakowany 10 dob w 15°C, 5. Zacier
lezakowany 10 dob w 20°C.

5.3. Uzdolnienia drozdzy winiarskich do biosyntezy enzymow
katalizujacych synteze lub rozklad prekursorow
karbaminianu etylu

Prekursorem uretanu moze by¢ karbamylofosforan, wytwarzany przez
niektore szczepy drozdzy i plesni z jondéw amonowych, ditlenku wegla,
przy udziale ATP (Christoph i in., 1987; Ough, 1988). Enzymem drozdzy,
katalizujacym synteze karbamylofosforanu, uczestniczacego w cyklu moczniko-
wym, jest syntaza karbamylofosforanu (EC 6.3.4.16). Gtéwnym donorem azotu
sa jony NH,", ktérych zréodlem mogg byé sole amonowe: NH,CI, (NH,),SO5,
(NH4);HPO, i inne. Natomiast karbamylofosforan, uczestniczacy w syntezie
pirymidyn, powstaje przy udziale syntazy karbamylofosforanu (CPS-P) (EC
6.3.5.5), wykorzystujacej azot z glutaminy (Serre i in., 2004). W drozdzach
S. cerevisiae, obydwie syntazy zlokalizowane sg w cytozolu (Davis, 1986).
Mozna zatem zatozy¢, ze w warunkach fermentacji alkoholowej, reakcji estry-
fikacji etanolem moze ulega¢ zaréwno karbamylofosforan powstaly z udziatem
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syntazy NH," -zaleznej, jak i glutamino-zaleznej. W literaturze brak doniesien
na temat aktywnos$ci syntaz karbamylofosforanu w szczepach drozdzy winiarskich
iich wplywu na tworzenie karbaminianu etylu.

Sposrod badanych ras drozdzy, najwyzszg aktywno$cia wlasciwa syntazy
NH,"-zaleznej (45,43 x 10° U/mg biatka), w warunkach ograniczonego dostepu
tlenu, odznaczaty si¢ drozdze rasy Steinberg, za$ glutamino-zaleznej S. bayanus
(92,48 x 10° U/mg biatka). Najstabszym producentem tych enzyméw okazaly sie
drozdze rasy Bordeaux. Aktywno$¢ omawianych enzymow, oznaczona w eks-
traktach bezkomorkowych, wynosita od 3,20 do 4,12 x 10° U/mg bialka (tab. 9).

Oceniajac uzdolnienia enzymatyczne drozdzy S. bayanus wykazano, ze
w warunkach fermentacji alkoholowej, aktywno$¢ syntaz, zaréwno NH,'-
zaleznej, jak i glutamino-zaleznej, byla najwyzsza po pierwszej dobie
fermentacji (we wczesnej fazie stacjonarnej) i wynosita odpowiednio,
25,31 x 10% i 92,95 x 10® U/mg biatka. W przypadku syntazy glutamino-
zaleznej, jej wysoka aktywno$¢ utrzymywala sie do 48 godziny prowadzenia
hodowli, a ponadto byta prawie 4-krotnie wyzsza niz obserwowana W tym czasie
aktywno$¢ syntazy NH,'-zaleznej (tab. 10). Relatywnie wysoka produkcje
syntazy glutamino-zaleznej w warunkach beztlenowych, w ciggu pierwszych
48 godzin prowadzenia hodowli drozdzy S. bayanus, mozna tlumaczyé
uruchomieniem mechanizmu obronnego, w postaci zwickszonej syntezy
pirymidyn, w odpowiedzi na ograniczony dostep tlenu.

Mimo znaczacych réznic w aktywnosci syntaz karbamylofosforanu
w badanych szczepach drozdzy, stezenie karbaminianu etylu w cieczach
pofermentacyjnych byto niskie i wynosito od 0 do 0,01 mg/L. Swiadczy to
o braku istotnego wptywu aktywno$ci tych enzyméw, w badanych szczepach
drozdzy, na synteze karbaminianu etylu (tab. 9). Wyniki badan Ough’a i in.
(1988) wskazuja na karbamylofosforan, jako potencjalne zrodto uretanu, jednak
przy jego wyzszych stezeniach niz wystgpujace w warunkach prowadzonych
badan. Ponadto autorzy realizowali do$wiadczenia z udzialem egzogennych
zwigzkow karbamylowych, wytacznie w roztworach modelowych.

Tabela 9. Aktywno$¢ wlasciwa syntaz karbamylofosforanu wybranych
szczepow drozdzy winiarskich i zawartos¢ EC w cieczach pohodowlanych
(drozdze z fazy stacjonarnej wzrostu) (n = 3)

Aktywnos¢ syntaz karbamylofosforanu EC w cieczach
» Ax107® ("U/mg biatka) pohodowlanych [mg/L]
Drozdze + . Glutamino-zalezna
NH,; -zalezna (I) an )] (1
« | Bordeaux 3,20+0,17 4,12+0,21 0,01 0,00
% | Burgund | 7,18+0,24 4,78+0,23 0,00 0,00
S [Steinberg |  45.43+2.25 17,7840,52 0,01 <0,01
8 [“Syrena | 10,30+0,35 15,75+0,49 0,01 0,01
“ 1 Tokay 14,25+0,31 34,30+1,50 0,01 0,01
S. bayanus 21,17+0,89 92,48+4,20 0,01 0,01

" 1U = (umol karbamylofosforanu/h)
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Tabela 10. Zmiany aktywnos$ci syntaz karbamylofosforanu podczas hodowli
drozdzy winiarskich S. bayanus (n = 3)

Aktywnosc¢ syntaz karbamylofosforanu EC w cieczach
Czas AX10° (U'/mg biatka) pohodowlanych
hodowli [mg/L]
[godz] NH, -zalezna Glutamino- 0 an
()] zalezna (II)
24 25,31+1,10 92,95+4,21 0,00 0,00
48 21,17+0,89 92,48+4,20 <0,01 0,00
72 12,53+0,40 33,61+1,50 0,01 <0,01

"1U = (umol karbamylofosforanu/h)

Jednym z mechanizmow odktadania rezerwy azotowej jest synteza ornityny
i dalsze jej przemiany do argininy. Mechanizm ten jest okreSlany jako cykl
ornitynowy lub mocznikowy. Gdy w podtozu zabraknie zrodta azotu, duze ilosci
argininy endogennej zostaja uwolnione do cytoplazmy, doprowadzajac do
aktywacji enzymow odpowiedzialnych za jej degradacje (Whitney i Magasanik,
1973). Podczas fermentacji alkoholowej, arginaza drozdzy hydrolizuje argining
do ornityny i mocznika. Cz¢§¢ mocznika ulega dwuetapowej hydrolizie,
z udziatem karboksylazy mocznika (EC 6.3.4.6) do allofanianu i nastepnie
pod wptywem liazy allofanianu (EC 3.5.1.54) do amoniaku i ditlenku wegla.
Wymieniona droga nie zapewnia catkowitej degradacji mocznika, zatem
wskazane jest stosowanie do fermentacji takich szczepow drozdzy, ktore
produkuja go jak najmniej (Park i in., 2001).

Sposrod badanych ras drozdzy, najbardziej wydajnym producentem arginazy,
w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, okazat si¢ szczep Steinberg
(aktywno$¢ wiasciwa 9,36 U/mg biatka), podczas gdy najnizsza aktywnos¢ tego
enzymu oznaczono W ekstrakcie bezkomorkowym z hodowli szczepu Bordeaux
(1,42 U/mg biatka). W konsekwencji, spadek stezenia argininy w podtozu po
hodowli drozdzy rasy Steinberg byt najwyzszy (45,4%), w poréwnaniu
z innymi, badanymi szczepami. Dane te dowodza, ze zastosowanie wymie-
nionej rasy drozdzy do fermentacji moze prowadzi¢ do uwolnienia wickszych
ilosci mocznika, co znajduje potwierdzenie w uzyskanych wynikach. Jego
stezenie w podtozu po hodowli szczepu Steinberg bylo wysokie i wynosito
0,095 g/L (tab. 11).

Wykorzystywane w badaniach drozdze odznaczaly si¢ znacznie nizszymi
aktywnosciami arginazy, w porownaniu z innymi, opisywanymi w literaturze.
Schehl i in. (2007) podczas konstruowania drozdzy z delecja genu koduja-
cego aktywno$¢ arginazy wykorzystywali szczep HHDI1, ktory wykazywat
aktywno$¢ arginazy na poziomie 23,1 U/mg biatka. Mozna zatem uznac
wigkszos$¢ wykorzystywanych szczepow (oprocz Steinberg) za ,,bezpieczne”
pod wzgledem uwalniania mocznika z argininy. Nalezy jednak pamigtaé, ze
w przypadku niedoboru azotu przyswajalnego w $rodowisku fermentacyjnym
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moze nastepowaé znaczny wzrost aktywnosci arginazy (Carrasco i in., 2003)
i wydzielanie mocznika, jako wynik uruchomienia rezerwy azotowe;.

Tabela 11. Aktywno$¢ wiasciwa wewnatrzkomorkowej arginazy
wybranych ras drozdzy winiarskich oraz zawarto$¢ argininy, mocznika
i EC w cieczach pohodowlanych (zawarto$¢ argininy w podtozu przed
hodowla — 1,74 g/L), (n = 3)

.. Aktywnos¢ arginazy - _Ciecz pohodowlana
Drozdze U*/mg bialka Arginina Mocznik EC
[g/L] [o/L] [mg/L]
° Bordeaux 1,42 £0,09 1,55+0,05 | 0,015+0,002 | <0,01
-g Burgund 1,61 £0,12 1,58+0,05 | 0,013+0,002 | <0,01
3 | steinberg 9.36£0,33 0,05+0,03 | 0,095+0,006 | 0,01
i Syrena 2,76 20,15 1,37£0,03 | 0,035£0,003 | <0,01
Tokay 1,90 £0,12 1,52+0,03 | 0,025+0,002 | <0,01
S. bayanus 3,00+0,18 1,31+0,03 | 0,048+0,003 | <0,01

*1 U =1 nmol ornityny/ min; drozdze z fazy stacjonarnej wzrostu

Drozdze rasy Steinberg, oprocz relatywnie wysokiej aktywnoS$ci arginazy,
wykazywaly rowniez najwyzszg aktywno$¢ ureazy (0,569 U/mg bialka),
co znalazto odzwierciedlenie w wysokiej, w poréwnaniu do innych badanych
szczepow, redukcji mocznika (tab. 12). Mozna przypuszczaé, ze zwickszone
uwalnianie mocznika, powodowane aktywno$cig arginazy, indukuje biosynteze
enzymu, Kkatalizujgcego jego rozktad. Najstabsze uzdolnienia ureolityczne
wykazywaly drozdze rasy Tokay (0,192 U/mg biatka), co potwierdzone zostato
statystycznie nieistotng (P > 0,2) redukcja mocznika, obecnego w podtozu
fermentacyjnym.

Tabela 12. Aktywno$¢ wlasciwa wewnatrzkomorkowej ureazy
wybranych ras drozdzy winiarskich oraz zawarto§¢ mocznika i EC
w cieczach pohodowlanych (zawarto$¢ mocznika w podlozu przed
hodowla — 1,30 g/L), (n = 3)

L Aktywnosc¢ ureazy Ciec? pohodowlana
Drozdze U*/mg bialka Mocznik EC
[a/L] [mg/L]

© Bordeaux 0,420 + 0,008 1,124+0,02 0,01
3 Burgund 0,301+ 0,005 1,15+0,03 0,01
3 Steinberg 0,569 + 0,012 1,05+£0,01 <0,01**
8 Syrena 0,367 + 0,006 1,1240,02 0,01
u Tokay 0,192 + 0,004 1,25+0,04 0,02

S. bayanus 0,402+ 0,006 1,10+0,03 <0,01**

*1 U =1 pmol NHg/h,
** do obliczenia wspotczynnika Pearsona (r) przyjeto warto$¢ 0

62



Wspolczynnik korelacji Pearsona, pomigdzy stezeniem karbaminianu etylu
wytworzonego w podlozach fermentacyjnych a aktywnos$cig ureazy wynosit
r = —0,712. Jego wartos¢ bezwzgledna Swiadczy o zaleznosci statystycznie
istotnej, natomiast ujemny znak korelacji wskazuje, iz wraz ze wzrostem
aktywnosci ureazy mozna oczekiwac spadku stgzenia uretanu. Nalezy jednak
podkresli¢, ze badane szczepy drozdzy odznaczaly si¢ niska aktywnoScig
ureolityczng, co potwierdza tez¢ sformulowang przez Pigeau (2000), ze
aktywnos$¢ ureazy drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae nie pozwala
na calkowitg hydrolize¢ mocznika.

Niezaleznie od aktywnosci arginazy i ureazy w komodrkach badanych
drozdzy, zawarto$¢ karbaminianu etylu w cieczach pohodowlanych oscylowata
wokot poziomu wykrywalnosci (0,01 mg/L), z wyjatkiem rasy Tokay, w hodowli
ktorej stezenie EC wynosito 0,02 mg/L. Moglo to by¢ konsekwencja najniz-
szej aktywnosci ureazy (0,192 U/mg biatka), jaka wykazywat ten szczep
w warunkach prowadzonych do$wiadczen (tab. 12). Korelacja pomiedzy
aktywnosciami wlasciwymi arginazy i ureazy wybranych szczepow drozdzy
winiarskich na poziomie 0,773 wskazuje na ich statystycznie istotng
wspotzaleznosé. Mozna zatem wnioskowaé, ze zwickszona aktywno$¢ arginazy,
ktorej towarzyszy wzrost produkcji mocznika, indukuje rowniez wzrost
aktywnos$ci ureazy, Kkatalizujacej jego hydrolize. Chan i Cossins (1972)
postulujg, ze mocznik moze by¢ regulatorem aktywnosci arginazy poprzez
represje syntezy enzymu. Autorzy wykazali, ze specyficzna aktywno$¢ arginazy
zalezy od rodzaju zrédia azotu w podtozu, za$ produkty reakcji katalizowanej
przez ten enzym mogg hamowaé biosynteze, badz aktywnos¢ enzymu, podczas
gdy niska zawarto$¢ substratu stymuluje biosynteze arginazy.

Schehl i in. (2007) skonstruowali, metodami inzynierii genetycznej, diplo-
idalny szczep drozdzy, wykazujacy obnizong aktywnos$¢ arginazy (< 0,3 U/mg
biatka), a tym samym nieprodukujacy mocznika. Zastosowanie szczepu
z delecjg genu CAR1, kodujacego aktywno$¢ arginazy, wplyneto na obnizenie
produkcji uretanu, ale nie zapewnilo otrzymania spirytusu pozbawio-
nego karbaminianu etylu, co wskazuje na udzial takze innych prekursoréw
W jego syntezie.

5.3.1. Wplyw drozdzy winiarskich na zawarto$¢ karbaminian etylu
w spirytusach owocowych

Analiza chromatograficzna surowych spirytuséw owocowych wykazata
réznice w zawartosci karbaminianu etylu, w zaleznosci od rodzaju surowca,
jak i rasy drozdzy, zastosowanej do prowadzenia fermentacji.

Zawarto$¢ argininy w miazdze aroniowej, przed fermentacja, wynosila
1,04 mg/kg, za$ po zakonczeniu procesu miescita si¢ w granicach, od 0,66 mg
(rasa Syrena) do 0,87 mg/kg zacieru (rasa Burgund). Konsekwencja niskiego
stezenia argininy w owocach aronii byly §ladowe ilosci mocznika, od 0,01 mg
(rasa Steinberg) do 0,25 mg/kg zacieru fermentowanego, z udziatem drozdzy
rasy Burgund (tab. 13).
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Jednak stezenia karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach byly
bardzo zréznicowane. Wysoka zawartos¢ EC (3,37 mg/L 100% obj.) oznaczono
W spirytusie aroniowym, otrzymanym po fermentacji rasag Burgund. Mogto to
by¢ konsekwencja relatywnie duzej ilo$ci mocznika w zacierze odfermento-
wanym 1 niskiej aktywnosci wlasciwe] wewnatrzkomorkowej ureazy tego
szczepu (tab. 12). Zastosowanie do prowadzenia procesu drozdzy rasy Steinberg,
wykazujacych w warunkach beztlenowych prawie 2-krotnie wyzsza aktywnosc¢
wlasciwg ureazy (0,569 U/mg biatka) oraz stezenie mocznika w miazdze
odfermentowanej na poziomie 0,01 mg/kg, znalazty potwierdzenie w §ladowej
ilosci uretanu w spirytusie (0,02 mg EC/L 100% obj.), (tab. 13). Wspotczynnik
korelacji Pearsona, migdzy zawarto$cia mocznika w zacierach odfermento-
wanych a st¢zeniem karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach wynosit
r =0,899.

Tabela 13. Wplyw drozdzy winiarskich (inokulum 0,3 g s.s./L)
na zawarto$¢ argininy i mocznika w zacierach odfermentowanych
oraz karbaminianu etylu w spirytusach aroniowych (zawarto$¢ argininy
w miazdze aroniowej przed fermentacja — 1,04 mg/kg), (n = 3)

Drozdse Arginina Mocznik Karbaminian etylu
[mg/kg miazgi | [mg/L 100% obj.]
Bordeaux 0,81+0,06 0,15+0,01 1,15+0,07
& | Burgund | 0,87:0,06 0,25+0,03 3,3740,17
& | Steinberg | 0,73£0,06 | 0,01+0,003 0,02+0,01
ﬁ Syrena 0,66+0,04 0,03+0,007 1,07+0,05
Tokay 0,82+0,05 0,01+0,003 0,75+0,05
S. bayanus 0,79+0,07 0,06+0,01 0,70+0,02

Analiza odfermentowanych zacierow §liwkowych wykazata, ze stopien
wykorzystania argininy wynosit od ok. 55% (Burgund) do 92% (Steinberg)
(tab. 14), co wskazywalo na korelacj¢ z aktywno$cig arginazy badanych ras
drozdzy (tab. 11). Odwrotna zalezno$¢ dotyczyla mocznika, ktérego stezenie
w probie fermentowanej drozdzami rasy Burgund bylo stosunkowo wysokie
i wynosito 4,03 mg/kg miazgi, za§ w przypadku szczepu Steinberg osiggne¢to
warto$¢ ok. 5-krotnie nizsza (0,83 mg/kg miazgi), (tab. 14). Nalezy zaznaczy¢,
iz mocznik nie pochodzit z suplementacji, lecz byl produktem przemian
metabolicznych drozdzy, czeSciowo jako produkt rozktadu argininy, jak i innych
reakcji. Jego wyzsze stezenia w odfermentowanej miazdze $liwkowej,
w poréwnaniu z aroniowa, moga by¢ konsekwencja wyzszej zawartosci argininy
w zacierach sliwkowych przed fermentacja (6,15 mg/L).

Badania karbaminianu etylu w surowych spirytusach sliwkowych wykazaty
jego najnizsze ilosci (0,52 mg/L 100% obj.) w przypadku zastosowania do
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fermentacji drozdzy Tokay, odznaczajacych sie takze niskg aktywnoscig ureazy,
sposrdd badanych szczepoéw drozdzy (tab. 12). Z kolei zastosowanie drozdzy
rasy Steinberg, wykazujacych ok. 3-krotnie wyzsza aktywno$¢ ureolityczng
w warunkach beztlenowych (0,569 U/mg biatka), w pordéwnaniu do rasy
Steinberg, nie przyniosto obnizenia stezenia uretanu, mimo stosunkowo niskiej
zawarto$ci mocznika w zacierze odfermentowanym (tab. 14). Potwierdza to
zatem udzial innych prekursoréw w syntezie karbaminianu etylu, jak rowniez
katalityczny badz inhibujacy wplyw niektorych zwigzkow chemicznych,
pochodzacych z surowca (polifenole, antocyjany) oraz powstajacych w czasie
fermentacji.

Tabela 14. Wptyw ras drozdzy winiarskich (inokulum 0,3 g s.s./L)
na zawarto$¢ argininy i mocznika W zacierach odfermentowanych
oraz karbaminianu etylu w spirytusach sliwkowych (zawarto$¢
argininy w miazdze przed fermentacja — 6,15 mg/kg), (n = 3)

Drosdse Arginina Mocznik | karbaminian etylu
[mg/kg miazgi] [mg/L 100% obj.]
Bordeaux 2,25+0,08 1,82+0,25 0,75 £0,05
8 Burgund 2,78+0,12 | 4,03+0,42 1,75 40,12
> Steinberg 0,46+0,05 | 0,83+0,06 1,50+0,12
i Syrena 2,30+0,07 2,83+0,23 1,35+0,10
Tokay 2,20+0,07 2,03+0,15 0,52+0,05
S. bayanus 2,15+0,08 2,04+0,15 0,82+0,02

Obliczajac na podstawie danych z tabel 13 i 14 wspotczynnik korelacji
Pearsona miedzy zawarto$cia mocznika w zacierach odfermentowanych
a stezeniem karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach, stwierdzono brak
statystycznie istotnej wspotzaleznosci migdzy tymi zmiennymi (r = 0,065),
na co skladata sie, w gtéwnej mierze, bardzo zré6znicowana zawarto$¢ mocz-
nika w zacierach odfermentowanych (aroniowe 0,01+0,25 mg/kg; $liwkowe
0,83+4,03 mg/kg) i znacznie mniejsze roéznice w stezeniach karbaminianu
w otrzymanych spirytusach.

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze uzdolnienia enzymatyczne drozdzy moga
wplywaé na zawarto$§¢ karbaminianu etylu i jego prekursorow w podtozach
fermentacyjnych, z uwzglednieniem gorzelniczych zacieréw owocowych. Nie-
mniej istotny jest jednak sktad chemiczny przerabianego surowca, a zwlaszcza
prekursoréw uretanu (m.in. glikozydow cyjanogennych), jak i innych zwigzkoéw
(polifenole, antocyjany), ktére moga oddziatywaé¢ na aktywno$¢ enzymoéw
drozdzy i modyfikowac sktad chemiczny spirytusow.
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5.4. Przydatnos¢ chemicznych metod obnizania zawartosci
cyjanowodoru i karbaminianu etylu w spirytusach owocowych

Proponowang metodg obnizenia zawarto$ci karbaminianu etylu w spirytu-
sach z owocow pestkowych jest stosowanie obrobki chemicznej zacierow,
poprzez dodatek zwigzkéw miedzi (Christoph i Bauer-Christoph, 1998, 1999),
badz destylacja z separatorem miedziowym (Pieper i in., 1992; Kaufman i in.,
1993). Mozna réwniez stosowaé zabiegi polegajace na intensyfikacji syntezy
karbaminianu, by nastgpnie oddzieli¢ go w procesie destylacji (Tanner i in.,
1987; Schmidt, 1988).

Oceniano wptyw dodatku do miazgi owocowej, w fazie dofermentowania,
chlorku miedzi (1) lub kwasu askorbinowego na zmiany zawarto$ci cyjano-
wodoru oraz karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach, a takze na ich
jako$¢ (tab. 15).

W spirytusie $liwkowym, pochodzacym z zacieru suplementowanego
chlorkiem miedzi (1), w ilosci 0,1 g/kg, stezenie wolnego cyjanowodoru ulegto
obnizeniu o ok. 88%, za§ w przypadku podwojenia dawki CuCl do 0,2 g/kg
zacieru stopien redukcji cyjankow wynidst 93% w stosunku do préby odnie-
sienia. Zaobserwowane zmiany sg, najprawdopodobniej, konsekwencjg two-
rzenia trwatych, nielotnych kompleksow miedzi z cyjankami (Schmidt, 1988;
Guan i Pieper, 1999). Jednocze$nie mozna uzna¢ dawke 0,1 g CuCl/kg
zacieru jako wystarczajaca do znaczgcego obnizenia cyjanowodoru w Spiry-
tusach sliwkowych. Niezaleznie od wielko$ci dodatku chlorku miedzi (1),
stezenia karbaminianu w $wiezo oddestylowanych spirytusach byly zblizone
(0,1 < P < 0,2) i nie roznity sie istotnie od 0znaczonego w prébie kontrolnej
(spirytus z zacieru bez obrobki chlorkiem miedzi), (0,05 <P <0,1).

Podobne tendencje zmian stezenia cyjanowodoru, jakkolwiek z inng
dynamika, obserwowano w przypadku zacierow aroniowych. O ile w zacierach
sliwkowych dodatek chlorku miedzi (I) w ilosci 0,1 g/kg wystarczyt do
zwigzania wigkszo$ci cyjankow, to w zacierze aroniowym zastosowanie tej
dawki pozwolito osiagna¢ redukcje HCN o 52%, za$§ dopiero podwojenie dawki
chlorku miedzi (I) spowodowato zwiazanie ok. 90% wolnego cyjanowodoru.
Nie zaobserwowano istotnych zmian w zawarto$ci uretanu w otrzymanych
spirytusach aroniowych. Zaréwno pochodzace z zacieru kontrolnego, jak i z
odfermentowanej miazgi poddanej obrobce sola miedzi (I) zawieraty zblizone
stezenia EC (0,37+0,40 mg/L 100% obj.), (tab. 15).

Kolejnym etapem badan byta intensyfikacja syntezy karbaminianu etylu
przy udziale kwasu askorbinowego, ktory moze, w zalezno$ci od warunkow
srodowiska, wystgpowa¢ w formie utlenionej i zredukowanej. Uktad oksydo-
redukcyjny kwas askorbinowy <> kwas dehydroaskorbinowy uczestniczy
w regulowaniu potencjatu oksydoredukcyjnego srodowiska i bierze udziat
w transporcie elektronéw (Konopacka, 2004). W niskich stezeniach formy te sa
prooksydantami, a w wysokich antyutleniaczami (Madej i in., 2000). Zjawisko
prooksydacji nie zostalo jeszcze w peilni poznane. Istnieje kilka teorii thu-
maczacych wilasciwosci prooksydacyjne kwasu askorbinowego w badaniach
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in vitro. Deutsch (1998) tlumaczy, Zze wynikaja one z enolowo-ketonowej
struktury tego zwigzku, dzigki ktorej kwas askorbinowy moze by¢ donorem
tlenu lub grup hydroksylowych.

Oceniajac wplyw dodatku kwasu askorbinowego do zacierow §liwkowych
i aroniowych, stwierdzono tendencje wzrostows, zaréwno w odniesieniu do
zawartosci wolnego cyjanowodoru, jak i uretanu w otrzymanych spirytusach.
Stezenie HCN w surowych spirytusach §liwkowych bylo od ok. 42 do 74%
wyzsze, W porownaniu z proba kontrolng i miescito si¢ w granicach od 14,37 do
17,62 mg/L 100% obj. Zawarto$¢ uretanu wynosita od 0,87 do 1,12 mg/L
100% obj. i rowniez przewyzszata koncentracje EC w probie spirytusu z zacieru,
bez dodatku kwasu askorbinowego. Podobny kierunek zmian odnotowano
w przypadku spirytusow aroniowych (tab. 15). Uzyskane wyniki wskazuja
na katalityczny wplyw kwasu askorbinowego na przemian¢ wolnych cyjankéw
do izocyjanianow, ktére w reakcji z etanolem tworza karbaminian etylu, ale
takze na intensyfikacje uwalniania cyjanowodoru z glikozydow cyjanogennych,
o czym $wiadczg rowniez rezultaty badan Bromleya i in. (2005).

Tabela 15. Wptyw dodatku soli miedzi lub kwasu askorbinowego do zacieréw
owocowych na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w otrzymanych
spirytusach (n = 3)

Cyjanowodor wolny* Karbaminian etylu
Wyszczegodlnienie mg/L 100% obj.
sliwkowy” aroniowy” | §liwkowy® | aroniowy®
Bez dodatku zwiazk6w | 115060 | 17374085 |0,60£0.07 | 0.40£0.05
chemicznych

Chlorek miedzi (1) 1,0£0,05 | 8,22+030 |0,55+0,05 | 0,37+0,05
(0,1 g/kg)

Chlorek miedzi (1) 0,75+0,05 | 1,6240,12 |0,48+0,05 | 0,40+0,05
(0,2 g/kg)

Kwas askorbinowy | 44 35,0 15 | 21.6240,62 | 0.8740,07 | 0.65£0.07
(1,0 g/kg)

Kwas askorbinowy | 7 ) 10 | 28.7540,60 | 1.1240,07 | 0,90£0,07
(2,0 g/kg)

#Wegierka Zwykta, miazga surowa, 5% pestek rozdrobnionych
® Aronia czarnoowocowa, miazga surowa
* Badane spirytusy nie zawieraly HCN zwigzanego

Czynnikiem decydujacym o mozliwosci praktycznego zastosowania wymie-
nionych zwigzkow chemicznych do ograniczenia syntezy uretanu, badz inten-
syfikacji jego powstawania, by nastgpnie wydzieli¢ go podczas destylacji, jest
brak niekorzystnego wptywu obrobki chemicznej na jako$¢ spirytusow.
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Badania skladu chemicznego surowych spirytusow §liwkowych i aro-
niowych wykazaly, ze dodatek do zacieréw soli miedzi (I) lub kwasu
askorbinowego, w fazie ich dofermentowania, miat istotny wplyw na zawartosc¢
ubocznych produktéw fermentacji (tab. 16). Najnizszg zawartoscig tych sktad-
nikow odznaczaty sie spirytusy otrzymane z zacieré6w, bez dodatku zwigzkow
chemicznych. W spirytusach $liwkowych, otrzymanych zaréwno z zacierow
z dodatkiem chlorku miedzi (1), jak i z dodatkiem kwasu askorbinowego,
oznaczono kilkakrotnie wyzsze st¢zenia aldehydow w poréwnaniu z probg
kontrolng. Tendencje wzrostowa odnotowano rowniez W odniesieniu do stezenia
estrow i1 wyzszych alkoholi. Natomiast nie stwierdzono istotnego wplywu
obrobki chemicznej, zaréwno chlorkiem miedzi (I), jak i kwasem askorbi-
nowym, na zmiany stezenia metanolu. Zwigzek ten, jako produkt deestryfikacji
pektyn, byl obecny w spirytusach sliwkowych w ilosciach, od 0,20 do
0,25 ¢g/100 mL 100% obj. (tab. 16), co nie przekraczato wymagan ustalonych
dla spirytuséw owocowych (m.in. §liwkowych) (do 0,80 g/100 mL 100% obj.),
(PN-A-79523:2002P).

Cecha charakterystyczng surowych spirytusow aroniowych byla znacznie
wyzsza kwasowo$§¢ w porownaniu ze Sliwkowymi. Otrzymane z zacierow
suplementowanych chlorkiem miedzi lub kwasem askorbinowym, podobnie jak
sliwkowe, zawieraly ponad 2-krotnie wigcej aldehydow (0,88+0,98 g/ 100%
0obj.), érednio o 53% wiecej fuzli oraz od 27 do 77% wyzsze st¢zenie estrow
w pordéwnaniu z probg kontrolng (tab. 16). Wedtug Schmidta (1988) podwyz-
szona zawartos¢ produktow ubocznych (m.in. zwigzkow karbonylowych)
w spirytusach owocowych, pochodzacych z zacierow poddanych obrébce solami
miedzi, jest konsekwencjg jej katalitycznego wplywu na syntez¢ produktéw
ubocznych fermentaciji.

Ocena organoleptyczna surowych spirytusow S$liwkowych wykazala, ze
dodatek chlorku miedzi lub kwasu askorbinowego do miazgi w fazie dofer-
mentowania nie wptynal na obnizenie ich jako$ci, mimo istotnych zmian
w skladzie chemicznym. Natomiast w przypadku zacieréw aroniowych mozna
rozwazaé jedynie dodatek chlorku miedzi (I), w dawce 0,1 g/kg zacieru,
ktory nie spowodowat pogorszenia cech smakowo-zapachowych otrzymanych
spirytuséw. Zaréwno wyzsza dawka CuCl (I), jak i obrobka kwasem askor-
binowym wptyne¢ty niekorzystnie na cechy smakowo-zapachowe spirytusow
aroniowych (tab. 16).

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzeb¢ indywidualnego doboru metod
ograniczania zawartosci karbaminianu etylu i jego prekursora — cyjanowodoru,
w zalezno$ci od rodzaju przerabianych owocow.
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Tabela 16. Charakterystyka chemiczna i organoleptyczna surowych spirytusow
owocowych (n = 3)

‘ Aldehyd Fuzle jako
KW?Z%VOSC IJEaslt(rg/ jak())/ ’ miesz. aIJkohoIi Metanol Zapach
) aldehyd izobutyl. i smak
\g’)ﬁiﬁe kwas octowy | octan etylu octowy | i izoamylowego
g/L 100% obj. g% -
Wegierka Zwykta, miazga surowa, 5% pestek rozdrobnionych
Bez dodatku
zZwigzkOw 0,10+0,01 | 0,444+0,03 | 0,11+0,01 3,62+0,25 0,20+0,02 +
chemicznych
Chlorek miedzi
(n 0,11+0,01 | 0,50+0,04 | 0,70+0,05 4,76+0,33 0,25+0,03 +
(0,1 g/kg)
Chlorek miedzi
( 0,17+0,01 | 0,67+0,05 | 0,82+0,06 4,40+0,31 0,24+0,02 +
(0,2 g/kg)
Kwas
askorbinowy | 0,11+0,01 | 0,50+0,04 | 0,66+0,04 4,36+0,31 0,22+0,02 +
(1,0 g/kg)
Kwas
askorbinowy | 0,17+0,01 | 0,55+0,04 | 0,7440,05 4,61+0,32 0,25+0,03 +
(2,0 g/kg)
Aronia czarnoowocowa, miazga surowa
Bez dodatku
dfg;?é‘r?%h 0,54+0,04 | 0,66£0,05 | 0,39+0,03 | 548038 | 0,170,003 | +
Chlorek miedzi
m 0,80+0,06 | 0,85+0,06 | 0,88+0,05 8,20+0,50 0,13+0,02 +
(0,1 g’kg)
Chlorek miedzi
m 0,85+0,05 | 1,17+0,09 | 0,98+0,06 8,30+0,50 0,16+0,02 -
(0,2 g/kg)
Kwas
askorbinowy | 0,88+0,06 | 0,84+0,07 | 0,97+0,07 8,56+0,60 0,13+0,02 -
(1,0 g’kg)
Kwas
askorbinowy | 0,90+0,06 | 0,97+0,08 | 0,98+0,07 8,52+0,60 0,20+0,03 -
(2,0 g/kg)

* stezenie wyrazone wg PN-A-79523:2002P
/+/ typowy, charakterystyczny dla przerabianego surowca; /—/ nietypowy, obcy, ostry,
niezharmonizowany
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5.5. Zastosowanie bakterii Lactobacillus fermentum
do obnizenia stezenia mocznika w zacierach owocowych

Do drobnoustrojow, ktore w okreslonych warunkach hodowli moga
syntetyzowac tzw. ,.kwasng” ureaze, o optimum pH w granicach od 2,0 do 4,5
(Mobley i in., 1995), zalicza si¢ niektore gatunki bakterii mlekowych,
m.in.: Lactobacillus fermentum (Kakimoto i in., 1990a), Lactobacillus reuteri
(Kakimoto i in., 1989), Streptococcus mitior(mitis) (Yamazaki i in., 1990).
Uzdolnienia do biosyntezy ureazy wskazuja na mozliwo$¢ ich wykorzystania
w praktyce do eliminacji mocznika, jednego z glownych prekursorow uretanu
w podiozach fermentacyjnych, winach badz napojach alkoholowych (sake),
(Butzke 1 Bisson, 1997). Handlowe preparaty ,.kwasnej” ureazy, produko-
wanej przez bakterie L. fermentum, zyskaly pozytywna opini¢ Komisji
Europejskiej i zostaly dopuszczone do stosowania w technologii winiarskiej
(Fidaleo i in., 2006).

55.1. Aktywnos¢ ureolityczna bakterii L. fermentum

Prowadzono badania zmierzajace do okreSlenia aktywno$ci ureolitycznej
wybranych szczepéw bakterii Lactobacillus fermentum (DSM 20049, DSM
20052, DSM 20055, DSM 20391). Aktywno$¢ ureazy oznaczano w ekstraktach
bezkomoérkowych, w zakresie pH 3,0+6,5. Maksimum aktywnosci ureazy
przypadato na pH 4,5. W tych warunkach najwyzsza aktywnos$¢ wykazywat
szczep DSM 20391 (5,29 U/mg bialka), natomiast najnizsza szczep DSM 20055
(2,50 U/mg biatka), (rys. 4). Uzyskane wyniki aktywnosci sg zbiezne z wy-
nikami badan, ktére otrzymat Suzuki i in. (1979). Autorzy odnotowali akty-
wno$¢ ureazy szczepow L. fermentum, w szerokich granicach, od 0,32 do
19,46 U (umol mocznika/h) na 1 mg biatka. Maksymalng aktywno$¢ szczepy
wykazywaty przy pH = 4,0. Z kolei Kakimoto i in. (1990a), badajac szczep L.
fermentum IFO 14511 stwierdzili, ze produkcja ,kwasnej” ureazy zacho-
dzita najdynamiczniej w podtozu zawierajacym 0,5% mocznika, osiggajac po
2 dobach aktywnos¢ 8,9 U/mg biatka.

Badania wptywu temperatury na aktywno$¢ ureazy badanych bakterii
L. fermentum wykazaly, ze maksymalna aktywno$¢ enzymu wystepowata
w temperaturze 60+65°C, za$ enzym byt termostabilny do 75°C oraz aktywny
w catym badanym zakresie pH (3,0+6,5), (tab. 17). Ureaza wyizolowana przez
Kakimoto i in. (1990a, 1990b) ze szczepu L. fermentum IFO 14511 odznaczata
si¢ maksimum aktywno$ci w temperaturze 65°C i pH 2,0. Wicksza wrazliwos¢
na temperatur¢ i pH wykazywata ureaza wyizolowana z Arthrobacter mobilis,
ktorej utrata stabilnosci nastgpowata w temperaturze powyzej 65°C i pH < 4,0
(Miyagawa i in., 1999).
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Tabela 17. Wybrane wlasciwosci wewnatrzkomorkowej ureazy badanych
szczepow Lactobacillus fermentum (n = 3)

Optymalna o Termostabilnosé
Szczep Optyr:alne temperatura (217{0232323?;) [°C]
P [°C] ’ (pH 4,5; 30 min)
DSM 20049 4,5 60 3,0+6,5 75
DSM 20052 4,5 60 3,0+6,5 75
DSM 20055 4,5 65 3,0+6,5 75
DSM 20391 4,5 65 3,0+6,5 75
—&— DSM 20049 ---®-- DSM 20052
6 —-&-—DSM 20055 —0— DSM 20391
5 /O\\
o 4
X
3 /D/ LeE \O\a\o
S 3 _ A -
g . . N
22
1
0 T T T T
2 3 4 5 6 7

pH
Rys. 4. Aktywno$¢ ureazy bakterii Lactobacillus fermentum (n = 3)

5.5.2. Efektywnos$¢ hydrolizy mocznika przez bakterie L. fermentum

W zacierach odfermentowanych, bez dodatku bakterii, stanowigcych proby
odniesienia, zawarto$¢ mocznika, po zakonczeniu prowadzenia doswiadczen,
wynosita odpowiednio 45,3 mg/kg w §liwkowym i 44,7 mg/kg w aroniowym, co
oznacza, ze nie ulegla istotnej zmianie (0,10 < P < 0,20) w stosunku do jego
ilosci poczatkowej (50 mg/kg).

W podtozach z dodatkiem bakterii L. fermentum obserwowano obnizenie
zawarto$ci mocznika, z wyraznie wyzsza dynamika w przypadku miazgi
sliwkowej w poréwnaniu z aroniowa (tab. 18). Réznice w szybkosci hydrolizy
mocznika byly, najprawdopodobniej, spowodowane hamowaniem aktywnosci
ureazy przez obecne w owocach aronii duze ilosci zwigzkéw polifenolowych
i garbnikéw (Wolski i in., 2007). Opini¢ t¢ potwierdzaja badania Bylki i in.
(2004), z ktorych wynika, ze niektore aglikony flawonoidowe wykazuja
zdolno$¢ hamowania ureazy.

71




Tabela 18. Wptyw bakterii L. fermentum na obnizenie st¢zenia mocznika
w zacierach owocowych (n = 2)

Szczep Pré
roba
kontrolna DSM DSM DSM DSM
(bez 20049 20052 20055 20391
Doba enzymu)
Sliwki/Wegierka Zwykta, miazga surowa, 5% pestek rozdrobnionych/
mocznik [mg/kg]
0 50,0+3,5 50,0+3,5 50,0£3,5 50,0£3,5 50,0£3,5
2 49,742,8 41,542,5 41,242,6 42,6+2,5 39,5+2.4
4 49,3428 33,6+2,2 27,8+2,1 28,2+2,1 25,6+2,2
6 47,5+2,6 21,74£2,0 18,5+1,9 20,8+1,9 15,1+1,6
8 45,3+2,5 13,5+1,8 12,8+1,6 11,4+1,5 10,5+1,5
Aronia czarnoowocowa /miazga surowa/
mocznik [mg/kg]
0 50,0+3,5 50,0+3,5 50,043,5 50,043,5 50,043,5
2 49,5+2,8 45,5+2,5 46,2+2,7 43,7+£2,5 39,542,4
4 47,8+2,6 38,2425 40,5+2.4 32,5+2,1 30,742,1
6 45,0+2,5 27,3+1,8 32,3+1,9 27,6+1,9 25,6+1,8
8 44,725 25,5+1,8 27,7+1,5 23,5+1,8 20,7£1,7

W miazgach odfermentowanych, poddanych dziataniu ureazy bakteryjne;j,
zawarto$¢ mocznika ksztaltowata si¢ w granicach, od 10,5 do 13,5 mg/kg
miazgi $liwkowej oraz od 20,7 do 27,7 mg/kg miazgi aroniowej, co wskazuje
na obnizenie stezenia tego zwiazku, odpowiednio 0 ok. 45+59% (aronia)
o 73+79% ($liwki), (rys. 5). Nizsze wykorzystanie mocznika w zacierach
aroniowych potwierdza wczesniejsza tez¢ o hamujacym wplywie substancji
polifenolowych na aktywno$¢ ureazy. Jednakze uwzgledniajac, ze ilo$¢ egzo-
gennego mocznika, wprowadzona do miazgi owocowej (p. 4.6.2) znacznie
przekraczata jego rzeczywiste stezenia, powstate w wyniku aktywno$ci metabo-
licznej drozdzy (0,7 mg/kg miazgi aroniowej; 12,5 mg/kg miazgi sliwkowej),
mozna wnioskowa¢, ze redukcja mocznika w badanych zacierach wskazana
jest jedynie w przypadku miazgi sliwkowe;.

Uzyskane wyniki potwierdzaja przydatno$¢ badanych szczepdéw bakterii
w obnizaniu zawarto$ci mocznika w owocowych podtozach, w ktorych moze on
powstawa¢ podczas fermentacji z CO, 1 zwigzkéw azotowych, jak réowniez
w wyniku katabolicznego rozpadu argininy, podczas przemian metabolicznych
drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Sumrada i Cooper, 1984).
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Kakimoto i in. (1990a), badajac wpltyw ,.kwasnej” ureazy, otrzymanej ze
szczepOw bakterii rodzaju Lactobacillus i Streptococcus na efektywnosé
redukcji mocznika w sake (pH = 4,4; etanol 19%) i winach (pH = 3,6+4,3;
etanol 12+17%) wykazali, ze po o$miu dniach prowadzenia do$wiadczen
z udziatem enzymu, ktoérego aktywno$¢ odpowiadata 100 pmol uwolnionego
amoniaku/min, zawarto$¢ mocznika obnizyta si¢ w sake i winie shao-hsing
do 0+1 mg/L, za§ w winie bialym, o nizszym pH, do 2+9 mg/L. Rowniez
inne gatunki bakterii, takie jak Arthrobacter mobilis (Miyagawa i in., 1999)
oraz Enterobacter sp. (Yang i in., 2008), wykazuja uzdolnienia do produkcji
»kwasnej” ureazy, ktora okazala si¢ skuteczna w eliminacji mocznika
z chinskich win ryzowych (m.in. sake). Jednakze Kodama (1996) podkresla,
ze efektywno$¢ dziatania ,.kwasnej” ureazy uzalezniona jest od rodzaju wina
i warunkéw obrobki. Przyspieszenie hydrolizy mocznika moze przyniesé
podwyzszona temperatura prowadzenia obrobki, natomiast etanol i zwigzki
fenolowe sg inhibitorami aktywnosci ureazy (Trioli i Ough, 1989; Famuyiwa
i Ough, 1991).
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Rys. 5. Stopien ubytku mocznika w zacierach owocowych (n = 2)

Analiza odfermentowanych zacieréw owocowych wykazata, ze dodatek
ekstraktow bezkomoérkowych bakterii L. fermentum nie wptynat na zawarto§é
etanolu, jak rowniez na ilo§¢ uwolnionego cyjanowodoru (0,05 < P < 0,10).
Znaczace roznice w zawartosci HCN wystepowaty w zalezno$ci od rodzaju
przerabianych owocoéw. W odfermentowanej miazdze aroniowej st¢zenia cy-
janowodoru byly, $rednio, dwukrotnie wyzsze od oznaczonych w zacierach
sliwkowych.
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Mimo iz badane zaciery znaczgco (0,001 <P <0,10) réznity si¢ pod
wzgledem zawartosci mocznika, to zawarto$¢ uretanu w wigkszo$ci z nich
oscylowata wokét poziomu wykrywalnosci 0,01 mg/kg. Wyzsze stezenia tego
zwigzku (0,05 mg/kg miazgi aroniowe] i 0,03 mg/kg miazgi $liwkowej)
oznaczono jedynie w probach suplementowanych mocznikiem, bez dodatku
ekstraktow bezkomorkowych L. fermentum.

Surowe spirytusy odznaczaly si¢ znacznie wigkszg zawarto$cig uretanu
niz zaciery. Wskazuje to na intensyfikacj¢ syntezy karbaminianu w czasie
prowadzenia destylacji, co potwierdzajg liczne doniesienia literaturowe (Riffkin
i in., 1989; Bertrand, 1993; Aresta i in., 2001; Bruno i in., 2007), z ktérych
wynika, ze ok. 80% uretanu obecnego W spirytusach powstaje podczas tego
etapu procesu technologicznego.

Najwyzsze stezenia EC 0znaczono w spirytusach, otrzymanych z zacierow
z dodatkiem mocznika, niepoddanych obrobce ureaza bakteryjng. Akty-
wno$¢ ureolityczna tego enzymu wplyneta na zmniejszenie stezenia mocznika
w zacierach i w konsekwencji obnizenie zawarto$ci uretanu w otrzymanych
spirytusach, srednio, o ok. 47% w $liwkowych i 0 43% w aroniowych (tab. 19).

Wspolczynnik korelacji Pearsona, okreslajacy wspotzaleznos¢ pomiedzy
stezeniem mocznika w miazgach odfermentowanych a zawarto$cig karbaminia-
nu etylu w spirytusach surowych wynosit odpowiednio: r = 0,836 dla $liwek
i r=0,576 dla aronii, co, zwlaszcza w pierwszym przypadku, sugeruje statysty-
cznie istotny wplyw obecnosci mocznika w zacierach odfermentowanych na
powstawanie karbaminianu etylu. Doda¢ nalezy, ze w zacierach z owocow
zawierajacych glikozydy cyjanogenne, redukcja mocznika nie jest zabiegiem
wystarczajgcym do eliminacji karbaminianu etylu. Potwierdzaja to wyniki
przeprowadzonych doswiadczen. Zawarto$¢ uretanu, oznaczona w spirytusach
otrzymanych z miazgi §liwkowej, bez dodatku egzogennego mocznika i obrdobki
enzymatycznej z udzialem bakterii L. fermentum, nie rdznita si¢ istotnie
(0,05 < P <0,10) od oznaczonej w spirytusach pochodzacych z zacierow, suple-
mentowanych mocznikiem (bez dodatku L. fermentum), mimo znaczacych
roéznic w jego zawartosci w miazgach odfermentowanych (tab. 19). Analo-
gicznie, spirytusy aroniowe z zacieréw uzupetnionych dodatkiem mocznika
i ureazy (L. fermentum) odznaczaly si¢ st¢zeniem uretanu zblizonym
(0,05 < P < 0,10) do oznaczonego w spirytusie, otrzymanym z odfermentowanej
miazgi bez tych zabiegéow, jakkolwiek zawarto§¢ mocznika w badanych
zacierach statystycznie istotnie si¢ roznita (P < 0,001). Uzyskane wyniki moga
wskazywa¢ na wickszy udzial, zwlaszcza na etapie destylacji, produktéw
hydrolizy glikozydow cyjanogennych, niz mocznika, w syntezie uretanu.

Podatnos¢ cyjankéw na wchodzenie w reakcje prowadzace do powstawania
karbaminianu etylu, znajduje potwierdzenie w wynikach zmian stezenia EC
w spirytusach, poddanych dziataniu promieni UV. Mimo Ze nie zawieraly one
mocznika, to we wszystkich odnotowano wzrost zawarto$ci karbaminianu etylu
(od ok. 67 do 88% w sliwkowych oraz od ok. 54 do 133% w aroniowych)
i byl on istotnie skorelowany z zawarto$cig cyjanowodoru (wspotczynnik
Pearsona r = 0,827), (tab. 19). Odnotowany wzrost stezen uretanu wskazywal,
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ze obecny w spirytusach cyjanowodor moze, w odpowiednich warunkach
($wiatto, podwyzszona temperatura), prowadzi¢ do syntezy karbaminianu
etylu. Pod wptywem naswietlania zachodzi proces indukowanej autooksydacji
cyjankow (cyjanowodoru) do cyjanianéw 1 izocyjaniandw, a nastgpnie do
uretanu (Mufioz i in., 2000; Aresta i in., 2001; Pedraza-Avella i in., 2008).

Tabela 19. Zawarto$¢ etanolu, mocznika, cyjanowodoru i karbaminianu etylu
w zacierach odfermentowanych i spirytusach owocowych (n = 3)

Zacier odfermentowany Spirytusy
.y Mocznik | Etanol HCN EC HCN EC
Rodzaj proby wolny wolny 3 B
S | UV
[markg] | [% obj.] [ma/ka] [mg/L 100% obj.]
Sliwki /Wegierka Zwykta, miazga surowa, 5% pestek catych/
Zacier bez
mocznika 12,5+£0,5 | 4,9+0,1 | 0,42+0,03 | 0,01 | 8,00+0,50 | 0,30+0,03 0,50+0,07
£gzogennego
o Bezdod- | s 5115 1 4850,1 | 0,4020,03 | 0,03 | 7,85:037 | 0,37:0,05 | 0,620,07
e S bakterii
(<5}
_:é*ﬁcg, %%'XIQ 10,0+0,5 | 4,8+0,1 | 0,36+0,03 | 0,01 | 6,85+0,37 | 0,17+0,02 0,32+0,05
'8 o
o
RS DSM 6000, | 4,9:0,1 | 0,40:0,02 | 0,01 | 835:0,62 | 0,22:0,03 | 0,42:0,05
S S| 20052
S 8| DSM 1 10700,5 | 5,040,1 | 0,38£0,03 | 0,01 | 7,420,50 | 0,170,02 | 0,32:0,05
o Q 20055 > > 5 s s > ’ ' > ’ > ’ >
N g
g)ig/ll 13,3+0,6 | 4,8+0,1 | 0,43+0,04 | 0,01 | 8,02+0,62 | 0,20+0,02 0,37+0,05
Aronia czarnoowocowa /miazga surowa/
Zacier bez
mocznika 0,7+0,03 | 3,6+0,1 | 0,82+0,04 | 0,01 | 16,25+0,62 | 0,37+0,05 0,87+0,07
£gzogennego
Bez dod.
o bakterii 44,7+1,2 | 3,5+0,1 | 0,80+0,03 | 0,05 | 17,20+0,75 | 0,55+0,05 1,00+0,07
£
§ ? %%Tg 22,5+0,7 | 3,6+0,1 | 0,76+0,03 | 0,01 | 15,15+0,50 | 0,30+0,02 0,50+0,05
T O
O 0
3 3 5)%2"2 23,5+0,7 | 3,5+0,1 | 0,80+0,05 | 0,01 | 16,05+0,75 | 0,32+0,02 | 0,75+0,07
N
> DsMm
g S| 20055 20,4+0,6 | 3,5+0,1 | 0,77+0,04 | 0,01 | 17,32+0,87 | 0,30+0,02 0,67+0,07
o
N g bsm
20391 25,6+0,7 | 3,5+0,1 | 0,81+0,04 | 0,01 | 15,47+0,50 | 0,32+0,02 0,50+0,05

S ® — spirytusy badane bezposrednio po destylacji; UV ° — spirytusy badane po
naswietlaniu lampg UV przez 4 godziny
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Reasumujgc, mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie badanych szczepow
bakterii L. fermentum pozwolito na obnizenie stezenia mocznika w odfermento-
wanych miazgach owocowych, ze zréznicowana efektywnoscia, uzalezniong,
najprawdopodobniej, od zawartosci zwigzkoéw polifenolowych. Nie wptyneto to
jednak na eliminacje¢ badZz znaczace ograniczenie iloSci powstatego karbami-
nianu etylu. W przypadku badanych zacieréw owocowych dominujgcym prekur-
sorem uretanu byl cyjanowodor. Nalezy zatem zaakcentowaé, ze podczas
przerobu na spirytus owocoéw, zawierajacych glikozydy cyjanogenne (pest-
kowe, ziarnkowe, jagodowe), stosowane zabiegi technologiczne powinny
raczej zmierza¢ w kierunku ograniczania ilosci uwalnianych cyjankéw. Schehl
i in. (2007) podkreslaja, Zze znaczace roznice w skladzie surowcow wykorzysty-
wanych, np. do produkcji sake i spirytusow owocowych sprawiaja, ze o ile
w przypadku wina z ryzu, niezawierajgcego zwigzkow cyjanogennych, obrobka
»kwasng” ureazg przynosi eliminacj¢ dominujacego prekursora uretanu, to
w zacierach gorzelniczych i nastawach winiarskich, z owocow pestkowych,
ziarnkowych i jagodowych, zabieg taki pozwala jedynie na czeSciowe obnizenie
ilosci powstajacego karbaminianu etylu.

5.6. Wplyw produktow ubocznych fermentacji na powstawanie
karbaminianu etylu

Badano wplyw zwigzkdéw chemicznych, stanowigcych gléwne produkty
uboczne fermentacji alkoholowej (aldehyd octowy, wyzsze alkohole — m.in.
izoamylowy i izobutylowy, octan etylu), zwiazkéw charakterystycznych dla
spirytuséw owocowych (metanol), pochodzacych z owocdéw pestkowych
(cyjanowodor, aldehyd benzoesowy, alkohol benzylowy) i diacetylu, reprezen-
tujacego grupe zwigzkow dikarbonylowych, na powstawanie karbaminianu
etylu. W tym celu przeprowadzono fermentacj¢ podtozy modelowych, wzbo-
gaconych wymienionymi zwiazkami. Z uwagi na to, iz jednym z glownych
prekursoréw uretanu jest cyjanowoddr, wszystkie podtoza uzupetniono
dodatkiem cyjanku sodu (NaCN), w ilosci odpowiadajacej 3 mg CN7/L, tj.
maksymalnej, dopuszczonej wymaganiami normatywnymi dla spirytusow
z owocOow pestkowych (PN-A-79523:2002P). Probe odniesienia stanowito
podioze fermentacyjne, zawierajace wylacznie cyjanek sodu (3 mg CN7/L),
bez dodatku pozostalych ww. zwigzkow. Odfermentowane podloza modelowe
oraz otrzymane z nich spirytusy surowe poddano analizie na zawarto$¢ cyjano-
wodoru i karbaminianu etylu.

W odfermentowanym podtozu, do ktérego dodano wyltacznie cyjanek
sodu, stezenie HCN wynosito 1,85 mg/L, za§ karbaminian etylu obecny byt
w ilosci 0,17 mg/L. Najmniej cyjanowodoru (0,35 mg/L) oznaczono w podtozu
z dodatkiem diacetylu (rys. 6a). Jednoczes$nie stwierdzono w nim relatywnie
wysokie stezenie uretanu (0,43 mg/L) (rys. 6b). Uwzgledniajac, ze ketony pod-
legaja reakcji addycji nukleofilowej, mozna zaktada¢, ze nastapito przejSciowe
przylaczenie czasteczki cyjanowodoru do diacetylu, a nastgpnie uwolnienie
utlenionej formy cyjankéw w postaci cyjanianu, ktory reagujac z etanolem
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doprowadzit do powstania karbaminianu etylu. Uzyskane wyniki sg zgodne
z doniesieniami literaturowymi (Mildau i in., 1987, Taki i in., 1992), ze zwiazki
dikarbonylowe moga by¢ utleniaczami cyjankow. Muller i Fugelsang (1996)
donosza o mozliwosci powstawania produktow reakcji diacetylu z mocznikiem,
ktére w winach moga by¢ przyczyna wzrostu uretanu.

Wzbogacenie podtozy aldehydem octowym lub benzoesowym, uwazanymi
przez Christopha i in. (1987) za czynniki sprzyjajace syntezie uretanu, nie
spowodowalo istotnego wzrostu st¢zenia uretanu w czasie fermentacji, w porow-
naniu z podtozem zawierajacym jedynie cyjanowodor (0,05 < P < 0,10). Obser-
wowano natomiast znaczacy ubytek tego zwigzku (o 57+62% wobec 38%
w probie odniesienia, rys. 6a), co mozna wyjaéni¢ powstawaniem cyjanohydryn
tych aldehydow.

Przemiany fizykochemiczne, zachodzace podczas destylacji spirytusu
z podlozy odfermentowanych wplynely na dalsze obnizenie stgzenia cyjan-
kow i wzrost zawartoSci uretanu. Wysoka koncentracja karbaminianu etylu
(0,95 mg/L 100% obj.), przy sladowej ilosci cyjanowodoru (0,02 mg/L 100% obj.)
odznaczat si¢ spirytus z podtoza, z dodatkiem diacetylu (rys. 6). Obserwowano
rowniez statystycznie istotny (0,001 < P < 0,01) wplyw aldehydu octowego
i benzoesowego na synteze EC na etapie destylacji. Mozna to wyjasni¢ dziata-
niem podwyzszonej temperatury, panujacej podczas destylacji oraz katalityczng
aktywnos$cig miedzianej powierzchni aparatu destylacyjnego, na rozszczepienie
powstatych cyjanohydryn, z uwolnieniem cyjanianu, podlegajacego przemianom
do karbaminianu etylu.

Nie stwierdzono wptywu alkoholu benzylowego oraz alkoholi alifatycz-
nych (metanolu oraz izoamylowego i izobutylowego) na powstawanie uretanu.
Stezenie EC, zarowno w podtozach odfermentowanych, jak i w otrzymanych
z nich spirytusach, ksztattowalo si¢ na poziomie zblizonym, badZ nizszym,
od okre$lonego w podtozu kontrolnym (zawierajacym wytacznie HCN) i otrzy-
manym z niego destylacie spirytusowym.

Reasumujac, do zwigzkow, ktore mogg w warunkach fermentacyjnych
wplywac na synteze karbaminianu etylu mozna zaliczy¢ zwiazki dikarbonylowe
(diketony), ktorych przedstawicielem jest diacetyl. Wptyw badanych aldehydow
(octowego i benzoesowego) na powstawanie uretanu byt widoczny bardziej
na etapie destylacji niz w czasie fermentacji. W warunkach prowadzonych
doswiadczen nie stwierdzono wptywu innych zwiazkéw chemicznych na syn-
tezg karbaminianu etylu.

W literaturze brak szczegdélowych doniesien na temat wptywu metabolitow
drozdzy oraz produktow ich przemian na tworzenie karbaminianu etylu w czasie
prowadzenia fermentacji alkoholowej.
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Rys. 6. Wplyw wybranych zwigzkéw chemicznych na synteze
karbaminianu etylu w procesie fermentacji alkoholowej (n = 3)
HCN/P, HCN/S — zawartos¢ HCN w podtozu odfermentowanym (P)
i otrzymanym z niego spirytusie (S); EC/P, EC/S — zawarto$¢ EC
w podtozu odfermentowanym (P) i otrzymanym z niego spirytusie (S)
Wszystkie podioza fermentacyjne zawieralty 3 mg CN/L: 1 — Proba
kontrolna (wylacznie z cyjankiem); 2 — z diacetylem (0,03 g/L);
3 — z octanem etylu (0,5 g/L); 4 — z aldehydem octowym (0,3 g/L);
5 — z aldehydem benzoesowym (0,03 g/L); 6 — z alkoholem benzy-
lowym (0,03 g/L); 7 — z mieszaning alkoholi izoamylowego (1 g/L)
i izobutylowego (1 g/L); 8 — z metanolem (0,5 g/L)
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Z uwagi na to, ze wyniki uzyskane w ramach wcze$niejszego etapu badan
potwierdzity uczestnictwo zwigzkoéw karbonylowych, jako utleniaczy (diacetyl),
badz jako katalizatorow (aldehyd octowy, benzoesowy) przemian cyjanowodoru
do karbaminianu etylu, przeprowadzono dalsze badania, dotyczace wplywu
tych zwiazkow na synteze EC w roztworach spirytusowych.

Oceniano wptyw stezenia aldehydu benzoesowego i octowego w roztwo-
rach spirytusu rektyfikowanego o mocy 40% obj. (z dodatkiem cyjanku sodu
w ilo$ci odpowiadajacej 3 mg CN7/L), przechowywanych w réznych warunkach,
na zmiany zawartosci karbaminianu etylu.

Po dwoch tygodniach ekspozycji prob spirytusu, zawierajacych wytgcznie
cyajnowodor, stwierdzono obnizenie zawartosci tego zwigzku we wszystkich
badanych roztworach. Najnizsze stezenie HCN stwierdzono w spirytusach pod-
danych dziataniu promieni UV (0,91 mg/L), ktoremu odpowiadata stosunkowo
wysoka zawarto$¢ uretanu (0,43 mg/L). W przypadku prob przechowywanych
bez dostepu $wiatta (temperatura pokojowa, 20+22°C), stezenie cyjanowodoru
wyniosto 2,75 mg/L, za$§ karbaminian etylu obecny byl w ilosci $ladowe;j
(< 0,01 mg/L). Wraz ze spadkiem stezenia HCN nastepowal wzrost zawartosci
uretanu (tab. 20). Otrzymane wyniki potwierdzity doniesienia literaturowe
(Christoph i in., 1987, 1988; Mildau i in., 1987), iz $wiatlo dzienne, a w
szczegblnosci intensywne nastonecznianie, katalizuje syntez¢ karbaminianu
etylu z cyjanowodoru.

W przypadku obecno$ci w roztworach spirytusu, oprocz jondw cyjan-
kowych, aldehydu benzoesowego, w stezeniach od 0,005 do 0,010 g/L, ilo$ci
powstatego karbaminianu etylu byly zblizone i wynosily 0,12+0,15 mg/L.
Zréznicowana byla natomiast zawarto$¢ cyjanowodoru. W probie z wigkszg
iloscig aldehydu benzoesowego (0,010 g/L), stezenie HCN uleglo obnizeniu,
z 3,0 do ok. 1,3 mg/L (o ok. 57%), podczas gdy przy dawce 0,005 g aldehydu
benzoesowego/L spirytusu, zaledwie o ok. 29%. Przyczyna powyzszych zmian
zawarto$ci cyjanowodoru moze by¢ wysoka addycja HCN do grupy karbonylo-
wej aldehydu benzoesowego, prowadzaca do powstania cyjanohydryny (Pine
i in., 1980). Zwigkszenie st¢zenia aldehydu benzoesowego do 0,015 g/L, przy
zachowaniu warunkdéw przechowywania prob (Swiatlo dzienne), nie przyniosto
wzrostu iloSci powstalego uretanu. Jego synteza przebiegata dynamiczniej,
gdy badane préby spirytusu poddano naswietlaniu lampa UV. Zawartos¢
cyjanowodoru obnizyta si¢ do 0,38 mg, za$ uretanu wzrosta do 0,66 mg/L.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze uwalniany podczas hydrolizy glikozydow
cyjanogennych aldehyd benzoesowy moze by¢ katalizatorem syntezy karba-
minianu, w szczego6lnosci w procesach fotosensybilizowanych (Skibsted, 2000).

Podczas 2-tygodniowego przetrzymywania prob spirytusu (40% obj.),
z dodatkiem cyjanowodoru (3 mg/L) i aldehydu octowego (0,1-0,3 g/L)
w $wietle dziennym, wykazano wysoki stopien obnizenia cyjankéow, z 3,0 mg
do 0,03+0,22 mg/L oraz obecno$¢ uretanu, w granicach od 0,05 do 0,33 mg/L
(tab. 20). Niezaleznie od zawartosci aldehydu octowego, w probach przecho-
wywanych w $wietle dziennym, st¢zenie uretanu byto zblizone (0,05+0,07 mg/L)
i nie réznito si¢ od oznaczonego w roztworze, bez dodatku tego aldehydu
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(0,05 < P < 0,10). Jedynie w spirytusie poddanym naswietlaniu lampg UV od-
notowano wzrost zawarto$ci EC do 0,33 mg/L. Nie mozna zatem jednoznacznie
stwierdzi¢, ze podwyzszona zawarto$¢ aldehydu octowego w spirytusach
owocowych moze katalizowaé synteze karbaminianu etylu. Natomiast znaczne
obnizenie stezenia cyjanowodoru w probach, z dodatkiem aldehydu octowego
(0 92,6+99,0%), w stosunku do préb bez jego udzialu (o 57,3+69,6%), daje
podstawy do uznania tezy o tworzeniu komplekséw aldehydoéw alifatycznych
i aromatycznych z kwasem cyjanowodorowym. Christoph i in. (1987) oznaczyli
w roztworach spirytusowych (0 kwasnym pH), zawierajacych cyjanowodor
oraz aldehyd octowy i benzoesowy, juz po kilku dniach, 0 okoto 50% nizsze
stezenie kwasu cyjanowodorowego, w poréwnaniu z proba kontrolng, bez ww.
aldehydow.

W toku przeprowadzonych doswiadczen wykazano, iz obecnosé cyjankow
oraz naswietlanie prob spirytusu sg gtdwnymi przyczynami wzrostu zawartosci
karbaminianu etylu.

Tabela 20. Wptyw aldehydow benzoesowego i octowego na powstawanie
karbaminianu etylu w roztworach spirytusowych (badania modelowe) (n = 3)

e Dawka Warunki Cyjanowodor Karbaminian
Wyszczegoblnienie [glL] |przechowywania [mg/L] etylu
[mg/L]
bez dostepu
- Swiatla, 2,75+0,15 <0,01
20+22°C
Bez dodatku - SWl;%igj;gme’ 1,2840,06 0,07+0,01
naswietlanie
- lampa UV 0,91+0,04 0,43+0,03
[2 h/dobg]
0,005 2,12+0,12 0,12+0,01
0,010 [*Vialo dIEMNE [ 29+0,05 0,1520,02
Aldehyd benzoesowy | 0,015 1,32+0,05 0,15+0,02
naswietlanie
0,015 lampa UV 0,38+0,02 0,66=0,04
[2 h/dobe]
0,1 0,22+0,01 0,05+0,01
Swiatlo dzienne,
0,2 20:24°C 0,20+0,01 0,07+0,01
Aldehyd octowy 0,3 0,04+0,01 0,07+0,01
naswietlanie
0,3 lampa UV 0,03+0,01 0,33+0,04
[2 h/dobg]
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5.7. Wplyw soli kwasu cyjanowodorowego na synteze
karbaminianu etylu (badania modelowe)

Oceniano wplyw cyjankéw, z udziatem (lub bez) aldehydu benzoesowego,
na syntez¢ karbaminianu etylu w roztworach spirytusowych o mocy 40% obj.

Sposréd badanych zwigzkow, brakiem reaktywnosci w kierunku syntezy
uretanu odznaczaly si¢ tiocyjanian potasu i kwas cyjanurowy. W probach
zawierajacych te pochodne kwasu cyjanowodorowego, niezaleznie od obecnosci
badz braku aldehydu benzoesowego, nie wykryto uretanu. Natomiast w spiry-
tusie z cyjankiem sodu, ktory tatwo ulega hydrolizie, z uwolnieniem wolnego
cyjanowodoru, zawarto$¢ powstatego uretanu byla na poziomie 0,02 mg/L,
podczas gdy zastosowanie dodatku aldehydu benzoesowego (0,015 g/L)
spowodowato 2,5-krotny wzrost stezenia uretanu. Mozna wnioskowaé o jego
katalitycznym wplywie na synteze karbaminianu, poprzez tworzenie cyjano-
hydryny, ktérej etanoliza prowadzi do syntezy karbaminianu etylu.

Najwyzszg podatno$cig do tworzenia karbaminianu odznaczat sie cyjanek
miedzi i cyjanian potasu. Zawartos¢ EC w badanych roztworach modelowych,
z udziatem wymienionych zwigzkow, miescita si¢ w granicach, od 0,18 do
0,22 mg/L. Dodatek aldehydu benzoesowego do roztwordéw spirytusowych
wplynat na zwiekszenie stezenia uretanu, $rednio o ok. 38% (rys. 7).

Aylot i in. (1990), badajac zmiany zawarto$ci uretanu i jego prekursoréw
podczas maturacji whisky zbozowej, wykryli obecno$¢ cyjankow, zaroéwno
w postaci wolnego cyjanowodoru, jak i form zwigzanych — cyjanohydryn,
komplekséw z miedzig, cyjaniandéw, tiocyjanianow. W trakcie maturacji autorzy
obserwowali dynamiczny spadek zawarto$ci cyjanowodoru wolnego i zwigzane-
go z miedzig. Zmianom nie ulegata zawarto$¢ tiocyjaniandow, co potwierdza
wniosek o braku udziatu tych zwigzkéw w syntezie karbaminianu etylu. Taki
i in. (1992) za najbardziej podatne na przemiany w roztworach alkoholowych
uznali cyjanki w postaci utlenionej, tj. cyjanianow.

0,35
0,30 O bez dodatku aldehydu
T benzoesow ego
0,3 -
025 J_ @ z dodatkiem aldehydu
-l- 022 benzoesow ego (0,015 g/L)
0,25 T :

0,18

4 02
(o]
g 1
Q o015
0.1
0,05
0,05 5
0,02
r-_ 0 0 0 0
0 . . . .
NaCN CucN KCNO KCNS kwas

cyjanurowy

Rys. 7. Wptyw cyjankow i ich pochodnych na syntez¢ karbaminianu
etylu w spirytusowych roztworach modelowych (n = 3)
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W ramach badan uzupehiajacych oceniano wptyw stgzenia etanolu oraz pH
roztworOw na synteze¢ uretanu z cyjanianu potasu. Zaleznos¢ pomigdzy stgze-
niem karbaminianu etylu (y) a st¢zeniem etanolu (x), w roztworach cyjanianu,
opisano wielomianem 3-stopnia: y = 0,0003x>-0,0033x. Wspotczynnik korelacji
Pearsona wynosit r = 0,9845, co wskazuje na znaczacy wptyw stezenia etanolu
na szybko$¢ tworzenia karbaminianu etylu (rys. 8).

14

y = 0,0003x2 - 0,0033x
r=0,9845 /

1,2

1

EC [mg/L]
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Rys. 8. Wplyw stezenia etanolu na synteze karbaminianu etylu
z cyjanianu potasu (n = 3)
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Analogicznych obserwacji dokonano badajac wptyw pH. Korelacje miedzy
stezeniem karbaminianu etylu w roztworach cyjanianu (y) a pH roztworow (x),
wyrazono rownaniem postaci y = —0,368x+0,2406, za$ wspotczynnik korelacji
wynosit r = —0,991. Jego warto$¢ bezwzgledna Swiadczy o bardzo silnej zalez-
no$ci, natomiast ujemny znak korelacji wskazuje, iz wraz z obnizaniem pH
roztwordw nastepuje wzrost st¢zenia uretanu (rys. 9).

0,7
0,6
0,5
0,4

y =-0,0751x + 0,6011

r=-0,9910

mg/L]
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L
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0,1
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2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6

pH roztworu spirytusu (40% obj.)

6,5

Rys. 9. Wplyw pH roztwordw spirytusowych na synteze karbaminianu
etylu z cyjanianu potasu (n = 3)
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Otrzymane wyniki wskazujg na potrzebe stosowania dziatan prewencyjnych,
poprzez ograniczanie dostgpu czynnikow katalizujacych synteze uretanu
(m.in. $wiatto), w przypadku wyrobow spirytusowych o relatywnie wysokiej
kwasowosci, sporzadzanych z udzialem sokow i morsow owocowych, zawie-
rajacych glikozydy cyjanogenne.

5.8. Wplyw warunkéw destylacji pierwotnej
(procesu odpedu) i korekcyjnej na zawartos¢
cyjanowodoru oraz karbaminianu etylu w spirytusach
owocowych

Szacuje si¢, ze blisko 80% uretanu obecnego w spirytusach powstaje
podczas destylacji badz w czasie 48 godzin po jej zakonczeniu (Riffkin i in.,
1989; Bertrand, 1993; Aresta i in., 2001; Bruno i in., 2007; Boulton, 1993;
Fox i Stachowiak, 2007). Podczas destylacji i rektyfikacji uretan przechodzi
do frakcji przedgonowej, srodkowej, pogonow oraz do wywaru badz wody
odwarowej. Jednak jego najwyzsze stgzenia stwierdza si¢ zazwyczaj
w $rodkowych i koncowych frakcjach spirytusu. Dlatego waznym czynnikiem,
decydujacym o zawartosci EC w destylacie, jest przejScie przy okreslonej mocy
na odbior pogondéw. Istotny wplyw ma réwniez zasada prowadzenia procesu
(wspotprad, przeciwprad), konstrukcja wykorzystywanego aparatu (potki,
deflegmator) oraz szybkos$¢ destylacji (Christoph i in., 1986; Tanner, 1986).

W celu okre$lenia wptywu stezenia etanolu w roztworze na zachowanie
karbaminianu etylu podczas destylacji, przeprowadzono destylacje frakcjono-
wane prob spirytusu rektyfikowanego, o roznej mocy (20 i 40% obj.),
z dodatkiem 20 mg EC/L, w zestawie szklanym z birektyfikatorem. Przed
rozpoczeciem odbioru frakcji, proby spirytusu w objetosci 1000 mL wygrzewa-
no przez 30 min, po czym odbierano kolejno 10 porcji destylatu, w ilosci
100 mL kazda. W otrzymanych frakcjach oznaczano zawarto$¢ etanolu i kar-
baminianu etylu, uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 10.

W pierwszej porcji destylatu o mocy 88% obj., otrzymanej po frakcjo-
nowaniu spirytusu o mocy 20% obj., udzial uretanu stanowit 0,8% jego
calkowitej ilosci, obecnej w spirytusie poddanym destylacji. Frakcje 1-3,
w ktorych wydzielone zostatlo ok. 97% etanolu, zawieraly zaledwie 10,3%
karbaminianu etylu. Wraz ze wzrostem temperatury odbioru kolejnych porcji
spirytusu i obnizaniem si¢ jego mocy, obserwowano wzrost stezenia karba-
minianu etylu, z maksimum udzialu (32%), przypadajacym na frakcj¢ 7
(stezenie etanolu 0,2% obj.). Oceniono, ze we frakcjach od 4 (etanol 4,2% obj.,
temperatura destylacji 90-96°C) do 7 (etanol 0,2% obj., 99,5-99,8°C), obecne
byto ok. 88% catkowitej ilosci karbaminianu etylu. W dalszych frakcjach (8-10)
nastgpito obniZenie st¢zenia uretanu, a jego udziat wynosit od 0,6+2,2%.

W przypadku prowadzenia destylacji frakcjonowanej roztworu karbaminia-
nu etylu w spirytusie o mocy 40% obj., we frakcjach od 1 do 5, o mocy od
91,5 do 57% obj., wydzielone zostato ok. 91% etanolu i 5,3% uretanu, obecnych
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w roztworze poddanym destylacji. W Kkolejnej, 6 frakcji zaobserwowano
zmniejszenie stgzenia etanolu do 23,5% obj. i 4-krotny wzrost ilosci
karbaminianu, w poréwnaniu do frakcji 5. Jego maksymalny udziat (39,5%)
przypadat na frakcj¢ 8, zawierajaca 2,4% obj. etanolu (rys. 10). Otrzymane
wyniki wykazaly, ze im nizsze jest st¢zenie etanolu w roztworze poddawanym
destylacji, tym wyzsze sg stezenia EC w poczatkowych partiach destylatu.

Poznanie zachowania uretanu w czasie odpedu spirytusu z zacierow
odfermentowanych, a w szczeg6lnosci podczas destylacji korekcyjnej, pozwala
uzyska¢ spirytus o mozliwie najnizszej zawarto$ci tego zwigzku.
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Rys. 10. Zawarto$¢ karbaminianu etylu w probach otrzymanych po
destylacji frakcjonowanej spirytusowych roztworéw karbaminianu
etylu (*20 mg EC/L spirytusu 20% obj.; **20 mg EC/L spirytusu 40%
obj.) (n =2)

Popularng metoda destylacji spirytusu w gorzelniach owocowych jest
destylacja w aparatach miedzianych, typu alembik. Miedz jest katalizatorem
wielu przemian, pozytywnie ksztaltujacych cechy sensoryczne spirytusow, ale
réwniez przyspiesza przemiany cyjanowodoru do uretanu, zaré6wno podczas
prowadzenia procesu destylacji, jak i w roztworze (w destylacie) (Beattie
i Polyblank, 1995; Camea'n i in., 2001; Carley i in., 2003; Jung i Adam, 2005;
Baffa Junior i in., 2011).

Przeprowadzono destylacje spirytusu z odfermentowanej miazgi $liwkowej
(10 L, o mocy 5,2% obj.) w aparacie miedzianym wspotpradowym, z ogrzewa-
niem przeponowym, odbierajac destylat w postaci kolejnych frakcji.
W przypadku stosowania takiego rozwigzania, bez elementu deflegmujaco-
chlodzacego, nie nastepuje, jak to ma miejsce w aparatach wyposazonych
w deflegmator, wykraplanie z powstatych oparow skladnikéw wysokowrzacych,
do ktorych zaliczany jest karbaminian etylu. W konsekwencji, w czasie
prowadzenia destylacji spirytusu z odfermentowanego zacieru $liwkowego,
obecno$¢ uretanu odnotowano juz w pierwszej odebranej porcji spirytusu,
0 mocy 68,9% abj. (0,25 mg/L). W dwodch kolejnych nastgpilo obnizenie jego
84



stezenia do 0,16+0,19 mg/L, za§ w nastepnych obserwowano ponowny wzrost
zawartosci EC, z maksimum (0,49 mg/L) przypadajacym na frakcje 6, 0 mocy
9,6% obj. (rys. 11).

Mimo ze uretan odznacza si¢ wysokg temperaturg wrzenia (ok. 185°C), to
jego obecnos$¢ we frakcjach poczatkowych moze wynikaé z faktu, ze prekursory,
takie jak cyjanowodor i jego pochodne (cyjaniany, izocyjaniany), jako zwigzki
o wysokiej lotnosci i niskich temperaturach wrzenia (< 30°C), szybko prze-
chodza w stan pary i wchodza w reakcje¢ z etanolem, prowadzac do powstania
karbaminianu w fazie gazowej. Ponadto, obserwowany wzrost stezenia EC wraz
z wyczerpywaniem etanolu moze by¢ rezultatem wydtuzonego czasu dziatania
podwyzszonej temperatury na sktadniki zacierow. Wedlug Boultona (1993)
zrodtem uretanu jest rowniez mocznik, powstajacy w wyniku aktywnos$ci
metabolicznej drozdzy, ktory w roztworach wodno-alkoholowych, ogrzewanych
do 60-100'C, ulega termicznemu rozktadowi do cyjaniandw i izocyjanianow.
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Rys. 11. Przebieg destylacji frakcjonowanej odfermentowanego zacieru
sliwkowego w aparacie destylacyjnym miedzianym, wspolpradowym
(n=2)

Poréwnanie zawarto$ci uretanu w zacierach odfermentowanych i spirytu-
sach wskazuje na zasadniczy wplyw etapu destylacji na jego obecno$é
w spirytusach. W warunkach prowadzonych do$wiadczen, w czasie wydzielania
spirytusu z miazgi odfermentowanej, zachodzita synteza znaczacej czgsci uretanu,
obecnego w spirytusach owocowych (82-91% w aparacie miedzianym, 64-67%
w zestawie szklanym), (rys. 12).

Tham (2006) oraz Bruno i in. (2007) wskazuja, ze kiedy temperatura
destylacji przekroczy 80-82°C, dochodzi do kumulacji w zstepujacej czgsci
aparatury zwigzkow azotowych wysokowrzacych, ktére w podwyzszonej tempe-
raturze, zwlaszcza w kontakcie z miedzia, mogg prowadzi¢ do powstawania
uretanu.
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Surowe spirytusy owocowe (Sliwkowy i aroniowy), otrzymane po odpgdzie
w alembiku miedzianym, wspotpradowym, zawieraly 2-3-krotnie wigcej
karbaminianu etylu (1,35+2,37 mg/L 100% obj.) niz otrzymane po destylacji
w aparacie szklanym (0,37+1,17 mg/L 100% obj.). Odwrotng zalezno$¢
wykazano dla cyjanowodoru, ktérego w spirytusach z aparatu miedzianego byto,
srednio, 0 ok. 27% mniej niz w otrzymanych po destylacji w zestawie szklanym
(11,25+20,75 mg/L 100% obj.), (rys. 17). Uzyskane wyniki i korelacja migdzy
nimi wskazuja, ze miedz katalizuje przemiany cyjanowodoru do kwasu
cyjanowego, ktory w warunkach destylacyjnych latwo ulega konwersji do
karbaminianu etylu. Potwierdzaja to wyniki doSwiadczen prowadzonych przez
Areste i in. (2001), dotyczacych wptywu miedzi (IT) na syntez¢ uretanu podczas
produkcji spirytusow.
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Rys. 12. Wplyw rodzaju aparatu destylacyjnego na zawartos$¢
cyjanowodoru i karbaminianu etylu w surowych spirytusach
owocowych (n = 3)

Zaciery odfermentowane: sliwkowy (etanol 5,2% obj.; 0,85 mg
HCN/kg; 0,05 mg EC/kg); aroniowy (etanol 3,6% obj.; 1,46 mg
HCN/kg; 0,17 mg EC/kg)

Bruno i in. (2007), oceniajac wplyw systemow prowadzenia destylacji na
zawarto$¢ uretanu w spirytusach z trzciny cukrowej oraz gotowych wyrobach
spirytusowych (cachagas), stwierdzili wyzsze stezenia tego zwigzku w Spirytu-
sach z alembikow miedzianych, ogrzewanych bezposrednio ogniem, niz z wypo-
sazonych w generator pary. Sladowe iloéci karbaminianu (0,011+0,017 mg/L)
zawieraly spirytusy z alembikow stalowych, jak i gotowe wyroby, produkowane
metodg destylacji dwukrotnej w aparatach, wykorzystywanych do produkcji
whisky. Relatywnie wysokie stezenie EC (0,32 mg/L) oznaczono w napojach
alkoholowych, otrzymanych metoda destylacji ciagltej. Niektorzy autorzy
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(Andrade-Sobrinho i in., 2002; Faria i in., 2003) zalecaja ograniczenie kontaktu
cyjankow i miedzi, poprzez stosowanie do budowy czgsci zstepujacej aparatu
stali kwasoodpornej zamiast miedzi. Boscolo (2001) odnotowat nizszg zawarto$¢
uretanu w spirytusach z soku trzcinowego, otrzymanych z tego rodzaju apa-
ratéw. Jednakze takie spirytusy moga wykazywaé niepozadane cechy smakowo-
zapachowe, zwigzane z obecnoscia zwigzkow siarkowych. W klasycznych
alembikach, zbudowanych catkowicie z miedzi, zwigzki te sa wigzane do nie-
lotnych soli (Andrade-Sobrinho i in., 2002).

Istotny wptyw na obnizenie ilo$ci powstajacego karbaminianu w spiry-
tusach odgrywa wyposazenie czeSci wstgpujacej alembikéw w  element
deflegmujgco-chtodzacy (Bruno i in., 2007; Nobrega i in., 2009), lecz typowe
alembiki do produkcji koniakéw wyposazone sg jedynie w hetm, chtodzony
naturalnie powietrzem. W przypadku stosowania alembikéw, pracujgcych
na zasadzie wspolpradu, zaleca si¢ prowadzenie destylacji dwustopniowe],
pozwalajgcej na lepsze oddzielenie karbaminianu (Riffkin i in., 1989; Nébrega i in.,
2009).

Celem destylacji korekcyjnej surowych spirytuséw owocowych jest ich
wzmocnienie do 60+75% obj. oraz wydzielenie przedgondéw i pogondw.
Otrzymana frakcja srodkowa, zwana frakcja wlasciwa, stanowi okoto 90%
ogoélnej ilosci wprowadzonej do procesu (Guan i Pieper, 1999; Satora
i Tuszynski, 2008). Dlatego tez oceniano wplyw aparatury wykorzystywanej do
prowadzenia destylacji korekcyjnej na zawarto$¢ karbaminianu etylu i jego
prekursora, cyjanowodoru, w odbieranych frakcjach. Do badan wykorzystano
surowy spirytus sliwkowy (18,5% obj.; 8,12 mg HCN/L 100% obj.; 1,35 mg
EC/L 100% obj.), otrzymany po destylacji w aparacie miedzianym, wspot-
pradowym. Destylacje korekcyjng rozpoczynano od wstepnego wygrzewania
(30 min), szybkos¢ odbioru przedgonéow wynosita 2,5 mL/min, frakcji wlasciwej
—5,0 mL/min. Za pogony uznano ciecz pozostala po zakonczeniu odbioru frakcji
wlasciwej, bez wydzielania ich w postaci odrebnej frakcji.

Zaobserwowano znaczace rdéznice w zawartosci badanych zwiazkow,
w zaleznosci od rodzaju zastosowanego aparatu destylacyjnego i zwigzanej
z tym metody prowadzenia procesu (wspotprad, przeciwprad). Frakcja wlasciwa
0 mocy 75% obj. (3% przedgonoéw), otrzymana w wyniku destylacji wspot-
pradowej, W aparacie miedzianym, odznaczata si¢ st¢zeniem cyjanowodoru
i karbaminianu etylu, odpowiednio na poziomie 2,9 mg HCN i 0,42 mg EC/L
100% obj., co wskazywato na stopien obnizenia cyjankéw 0 Ok. 65%
i uretanu o ok. 69% (rys. 13). Mankamentem destylacji wspotpradowe;j jest brak
mozliwo$ci pelnego rozfrakcjonowania zanieczyszczen spirytusu.
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Rys. 13. Wplyw rodzaju aparatury wykorzystywanej do prowadzenia
destylacji korekcyjnej na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu
w odbieranych frakcjach (n = 3)

Efektywne wydzielanie cyjanowodoru i karbaminianu etylu nastgpito
podczas prowadzenia destylacji korekcyjnej w birektyfikatorze laboratoryjnym
(deflegmator wg Golodetza) oraz zestawie, sktadajacym sie z kolumny szklanej
z wypelieniem i deflegmatora. W przypadku zastosowania rozwigzan pracu-
jacych w ukltadzie przeciwpradowym, stezenia cyjanowodoru wydzielonego
w przedgonach wynosity od 5,45 do 6,90 mg/L 100% obj., co wplyn¢to na ich
znaczace obnizenie we frakcjach srodkowych (75% obj.), do 1,35 mg/L 100% obj.
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(birektyfikator) i 0,55 mg/L 100% obj. (kolumna z wypeieniem), (rys. 13).
Odmienny charakter zmian odnotowano w przypadku karbaminianu etylu,
ktéry w tych warunkach zachowywat si¢ w sposob typowy dla zwigzkoéw
wysokowrzacych. O ile w przedgonach, pochodzacych z destylacji w alembiku,
zawarto$¢ uretanu wynosita 0,5 mg/L 100% obj., to w analogicznych prébach,
otrzymanych po destylacji w birektyfikatorze i kolumnie szklanej, ksztattowata
si¢ na poziomie 0,01 mg/L 100% obj. We frakcjach wiasciwych (srodkowych)
zawarto$¢ uretanu wynosita odpowiednio 0,21 i 0,15 mg/L 100% obj.,
za$ maksimum jego koncentracji przypadato na pogony (0,95+1,05 mg/L
100% obj.), (rys. 13).

Proces wstgpnego wygrzewania roztworow etanolowych, polegajacy na
cyrkulacji oparow w uktadzie destylacyjnym, ma na celu koncentracje¢ przed-
gonow w gornych partiach kolumny, co przyczynia sie do ich efektywniej-
szego wydzielenia. Badano wptyw czasu wygrzewania (0-90 min) spirytusu
surowego $liwkowego (18,5% obj.; 3,25 mg HCN/L; 0,54 mg EC/L) na
zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu we frakcjach otrzymanych po
destylacji korekcyjnej. Szybkos¢ odbioru przedgonéw wynosita 2,5 mL/min,
frakcji wlasciwej 7,5 mL/min. Za pogony uznano ciecz pozostalg po zakon-
czeniu odbioru frakcji wlasciwej, bez wydzielania ich w postaci oddzielnej
proby. Otrzymane wyniki przedstawiono na rys. 14.

Wygrzewanie spirytusu przez 30 min, przed destylacjg korekcyjng, wpty-
nelo na zwiekszenie stezenia cyjanowodoru w przedgonach, z 3,58+3,70 mg
(proby odniesienia, bez wygrzewania) do 5,20+5,45 mg/L. 100% obj. Konse-
kwencja bylo obnizenie zawartosci tego zwigzku we frakcjach wiasciwych
0 ok. 20% (65% obj.) i 0 34% (75% obj.) w stosunku do prob otrzymanych po
destylacji, bez wstepnej cyrkulacji oparow (rys. 14). Dalsze wydluzanie czasu
wygrzewania spirytusu surowego nie przyniosto wzrostu stezenia cyjankow we
frakcjach przedgonowych, jak i ich redukcji w spirytusach wtasciwych. Podobne
wyniki uzyskal Tuszynski (1990) podczas prowadzenia badan, dotyczacych
wpltywu czasu wygrzewania roztworoOw etanolowych na stopien wydzielenia
metanolu we frakcjach przedgonowych.

Wstepna cyrkulacja oparéw w uktadzie destylacyjnym, w czasie 30 min,
okazata si¢ wystarczajaca réwniez z punktu widzenia ograniczania zawartosci
uretanu. Frakcje poczatkowe zawieraty 0,01 mg EC/L, za$ wiasciwe od 0,21 mg
(75% obj.) do 0,35 mg EC/L (65% obj.). Zbyt dlugie wygrzewanie spirytusow
surowych przed destylacja korekcyjna moze by¢ przyczyng intensyfi-
kacji syntezy uretanu, o czym $wiadczy wyzsza jego zawartos¢ w przedgonach
(0,03 mg/L), jak rowniez w destylacie wiasciwym, 0 mocy 65% obj. (0,45 mg/L),
otrzymanych po zastosowaniu 90-minutowej cyrkulacji wstepnej (rys. 14).
Réwniez wyniki badan Hesfolda i Schneidera (2001) oraz Schehla (2005),
wskazuja na nadmierne, wydluzone ogrzewanie, jako przyczyne wzrostu
zawartosci uretanu podczas destylacji spirytusow z owocow pestkowych.
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Rys. 14. Wptyw czasu wygrzewania SUrowego spirytusu sliwkowego
na zawarto§¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu we frakcjach
otrzymanych po destylacji korekcyjnej (n = 2)

A — frakcja wlasciwa 65% obj., B — frakcja whasciwa 75% obj.

Wzajemne proporcje poszczegdlnych sktadnikow spirytusu sa takze funkcja
intensywnosci wygrzewania i szybkosci destylacji oraz wyjsciowego sktadu
roztworu poddanego destylacji. W przypadku prowadzenia destylacji korekcyj-
nej spirytusow owocowych, istotnym etapem jest wydzielenie w odpowiedniej
ilosci przedgonow, w ktorych koncentrujg si¢ zwigzki niskowrzace, o wysokiej
lotnosci (m.in. cyjanowodor). Zbyt szybki odbior tej frakcji utrudnia efektywne
wydzielenie zanieczyszczen.
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Oceniano wptyw szybkosci prowadzenia destylacji korekcyjnej surowego
spirytusu sliwkowego (18,5% obj.; 3,25 mg HCN/L; 0,54 mg EC/L) na zmiany
stezenia cyjanowodoru i karbaminianu etylu w odbieranych frakcjach. Czas
wstepnego wygrzewania proby w zestawie destylacyjnym wynosit 30 min.

Destylacja korekcyjna surowego spirytusu sliwkowego, z odbiorem przed-
gonow w ilosci 3% (w stosunku do objetosci spirytusu 100% obj., poddanego
destylacji), z szybkoscig 2,5 mL/min pozwolila na wydzielenie w tej partii
spirytusu cyjanowodoru w ilosci, $rednio, 5,40 mg/L 100% obj. Zwigkszeniu
szybkosci odbioru destylatu wiasciwego, z 2,5 mL do 7,5 mL/min, towarzyszyt
wzrost stezenia HCN, z 0,80 do 1,40 mg/L 100% obj. (rys. 15). Dalej jednak
byly to stezenia znacznie nizsze od limitu jego obecnosci (3 mg HCN/L)
w wodkach owocowych (PN-A-79530:2001).

Celowos$¢ takiego postgpowania potwierdza rdéwniez zawarto$¢ karba-
minianu, oznaczona w otrzymanych frakcjach. Destylaty (spirytusy) wiasciwe,
odbierane z szybkoscig rowng (2,5 mL/min) lub o 40% wyzszg (3,5 mL/min) od
szybkosci destylacji przedgonow, odznaczaly si¢ 2-krotnie wyzsza zawarto$cig
EC, niz otrzymane przy odbiorze 5,0+7,5 mL/min. Zbyt dtugi czas przebywania
spirytusu w aparacie moze powodowac zaktdcenia rownowagi migdzyfazowej,
tworzenie azeotropow, w konsekwencji czego nastepuje wzmozone przechodze-
nie zanieczyszczen wysokowrzacych, takich jak karbaminian etylu, do frakcji
srodkowej. Mozna rowniez przypuszczaé, ze dhugotrwate przebywanie oparow
spirytusu, wraz z towarzyszgcymi zwigzkami chemicznymi w aparacie desty-
lacyjnym, moze prowadzi¢ do dalszej syntezy uretanu.

Wazrost szybkosci destylacji przedgonow, z 2,5 do 5,0 mL/min, spowodo-
wat obnizenie st¢zenia cyjanowodoru w tych frakcjach, $rednio, o ok. 33%
i jednocze$nie zwiekszenie jego zawartosci we frakcjach wiasciwych, do
ok. 2,8 mg/L. Relatywnie wysokie stezenia tego zwiazku wystepowaly roéwniez
we frakcjach pogonowych (0,80+1,30 mg/L 100% obj.), w poréwnaniu do
roztworéw destylowanych z mniejszg szybkoscia (0,05+0,35 mg/L 100% obj.).
Zaobserwowano rowniez 12-krotny wzrost zawarto$ci uretanu w przedgonach,
do 0,12 mg/L 100% obj. Frakcje srodkowe odznaczaly si¢ st¢zeniem EC na
zblizonym poziomie (0,35+0,40 mg/L 100% obj.), zas§ w pogonach zwiazek ten
byt obecny w ilosciach od 1,60 do 2,10 mg/L 100% obyj. (rys. 15).

Reasumujgc, nalezy podkresli¢ konieczno$¢ ustalania szybkosci destylacii,
zwlaszcza podczas wydzielania przedgonow, co determinuje efektywnosc
rozdziatlu zanieczyszczen w procesie frakcjonowania spirytusow owocowych.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze optymalna szybko$¢ odbioru zanieczyszczen
niskowrzacych, zawierajacych m.in. cyjanowodor, powinna wynosi¢ ok. 30%
szybkos$ci odbioru destylatu wiasciwego. Christoph i in. (1986) oraz Nobrega
i in. (2009) podkreslaja, ze powolna destylacja i wtasciwe oddzielenie frakcji
poczatkowej i konicowej pozwalaja na otrzymanie produktow o niskiej zawar-
tosci EC. W literaturze przedmiotu niewiele jest jednak informacji na temat
szybkosci wydzielania poszczeg6lnych frakcji podczas prowadzenia destylacji
korekcyjnej spirytuséw i w zwiagzku z tym utrudniona jest dyskusja otrzymanych
wynikow.
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Rys. 15. Wplyw szybkosci prowadzenia destylacji korekcyjnej surowego
spirytusu $liwkowego na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu
w odbieranych frakcjach (n = 2)

Szybkos¢ prowadzenia destylacji korekcyjnej: 1. Przedgony — 2,5 mL/min;
frakcja witasciwa — 2,5 mL/min; 2. Przedgony — 2,5 mL/min; frakcja wlasciwa
— 3,5 mL/min; 3. Przedgony — 2,5 mL/min; frakcja wtasciwa — 5,0 mL/min;
4. Przedgony — 2,5 mL/min; frakcja wlasciwa — 7,5 mL/min; 5. Przedgony —
5,0 mL/min; frakcja wtasciwa — 5,0 mL/min; 6. Przedgony — 5,0 mL/min;
frakcja wiasciwa — 7,5 mL/min; 7. Przedgony — 5,0 mL/min; frakcja wlasciwa
— 10,0 mL/min



Oceniano roéwniez wptyw wielkosci odbioru przedgonow oraz mocy frakcji
wlasciwej na zmiany zawarto$ci cyjanowodoru i karbaminianu etylu, podczas
destylacji korekcyjnej surowego spirytusu $liwkowego (18,9% obj.) o zawar-
tosci 8,12 mg HCN i 1,35 mg EC/L 100% obj. Czas wstepnej cyrkulacji oparéw
w uktadzie destylacyjnym wynosit 30 min, za$ szybko$¢ odbioru przedgonow
2,5 mL/min, frakcji wiasciwej 5 mL/min. Podobnie jak w poprzednich etapach
badan, dotyczacych destylacji korekcyjnej, za pogony przyjeto ciecz pozostala
po destylacji. Otrzymane wyniki przedstawiono na rys. 16.

Zaleznie od ilo$ci odebranych przedgonow (3+5%), oznaczona w nich
zawarto$¢ cyjanowodoru miescita sie w granicach od 5,3 do 6,4 mg/L 100% obj.,
za$ karbaminian etylu, z uwagi na jego pogonowy charakter, w warunkach
prowadzenia destylacji, obecny byt w $§ladowych ilosciach (0,01+0,02 mg/L
100% obj.). Zwiekszenie mocy odbieranego destylatu wilasciwego, z 65 do
85% obj., wptyneto na obnizenie stezenia HCN, z 1,89 do 0,85 mg/L 100% obj.,
przy 3% odbiorze przedgonow i z 1,20 do 0,60 mg/L 100% obj., po oddzie-
leniu 5% frakcji poczatkowej. Zaobserwowano rowniez zmniejszenie ste-
zenia uretanu, zwlaszcza we frakcjach $rodkowych, po oddestylowaniu 3%
przedgonow.

Obnizenie zawartosci omawianych zwigzkéw moze wydawaé si¢ zjawi-
skiem bardzo korzystnym z punktu widzenia aspektow zdrowotnych, jednakze
wyniki przeprowadzonej oceny organoleptycznej destylatow (nie zamieszczano
ich w niniejszej pracy) wykazaly, ze zwigkszanie ilosci odbieranych przed-
gonow, jak rowniez zbyt wysoka moc destylatu wiasciwego, mogg powodowaé
nadmierne jego oczyszczenie i utrate oryginalnosci surowcowej. Za optymalny,
dla uzyskania spirytusu $liwkowego, 0 korzystnym zapachu i smaku, uznano
odbior przedgonow w ilosci 3%, za$ jego moc nie powinna byé wyzsza niz
75% obj. (rys. 16).

Nobrega i in. (2009), oceniajac zawartos¢ karbaminianu etylu w wyrobach
spirytusowych (cachagas) otrzymywanych ze spirytusu z soku trzciny cukrowej,
wykazali, ze jego najwyzsze stezenia byly w napojach ze spirytusu, z ktorego
nie wydzielano przedgonow. Potwierdzaja to rowniez badania Andrade-
Sobrinho i in. (2009), ktorzy podczas destylacji frakcjonowanej spirytusow
trzcinowych, prowadzonej w aparatach wspotpradowych ,,pot still”, odnotowali
wysoka zawarto$¢ EC w frakcji przedgonowej. Autorzy thumacza, ze w prostych
aparatach destylacyjnych, wyposazonych jedynie w tzw. helm w ksztalcie
gruszki lub cebuli (,,hot head” — element chtodzony powietrzem, pekniacy
funkcje tapacza skroplonych oparow), bez deflegmatora, istnieja optymalne
warunki do reakcji, obecnych w przedgonach, niskowrzacych cyjankéw
z etanolem, co prowadzi do syntezy uretanu (Christoph i in., 1987; Guerain
i Leblond, 1992; Nobrega i in., 2009).
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Rys. 16. Wptyw ilosci odbieranych przedgonow i mocy frakcji whasciwe;j
na zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w kolejnych frakcjach

(n=2)

1. Przedgony — 3%; frakcja wlasciwa — 65% obj.; 2. Przedgony — 3%;
frakcja whasciwa —75% obj.; 3. Przedgony — 3%, frakcja wiasciwa —
85% obj.; 4. Przedgony — 5%, frakcja wiasciwa — 65% obj.; 5. Przedgony
— 5%; frakcja wlasciwa — 75% obj.; 6. Przedgony — 5%; frakcja whasciwa

— 85% obyj.



5.9. Wplyw maturacji spirytuséw owocowych na zawartos¢
karbaminianu etylu i jego prekursorow

Celem osiagni¢cia pelnowartosciowych cech organoleptycznych, spirytusy
owocowe poddawane sa maturacji, czyli dojrzewaniu. Proces prowadzi si¢
najcze$ciej] w beczkach z drewna debowego (Jarosz, 1989; Aylott i in., 1990;
Sefton i in., 1993; Ferreras i in.,, 2002). Przydatno$¢ drewna debowego
spowodowana jest jego mikrostruktura, na powierzchni ktorej zachodza procesy
katalizowane przez sktadniki drewna (Baran i Schwedt, 1993; Mosedale, 1995).

Oceniano wplyw mocy spirytusu, temperatury prowadzenia procesu oraz
napowietrzania na zmiany zawartos$ci karbaminianu etylu, cyjanowodoru, diace-
tylu i miedzi podczas lezakowania prob spirytusow Sliwkowych i aroniowych,
w obecnosci 60 cm? widréw debowych/L. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze kierunek zmian zawartosci karbaminianu etylu w spirytusach owocowych
byt skorelowany ze stezeniem, zawartego w nich, etanolu.

W probach spirytusow sliwkowych, jak i aroniowych, o zawartosci etanolu
45% obj., maturowanych w temperaturze 20°C, po 30 tygodniach nie odno-
towano statystycznie istotnego wzrostu zawartosci karbaminianu etylu (sliwki
0,05 < P < 0,10; aronia P > 0,20). Wyzsza zawarto$¢ etanolu w probach doj-
rzewajacych spirytuséw (55+65% obj.) wplyneta na znaczgce zwiekszenie
stezenia EC, od 38 do 115% w spirytusach sliwkowych i od 44 do 80%
w aroniowych (rys. 17). Istotno$¢ korelacji, miedzy stezeniem etanolu a zawar-
to$cig uretanu, potwierdza wysoka wartos¢ wspoélczynnika Pearsona (r),
od 0,956 (spirytusy sliwkowe) do 0,997 (aroniowe).
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Rys. 17. Wplyw mocy spirytusow owocowych na zmiany zawartosci
karbaminianu etylu podczas maturacji (S — spirytus $liwkowy, A — spirytus
aroniowy), (n = 3)
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Zawartos¢ cyjanowodoru w spirytusach przed maturacja mieécita si¢
w granicach od 0,59 mg ($liwkowy) do 1,25 mg/L 100% obj. (aroniowy).
Do 6 tygodnia maturacji nie obserwowano istotnego wptywu mocy spirytusow
na zmiany zawartosci HCN. W kolejnych tygodniach nastegpowal spadek
zawartosci tego zwiagzku, przy czym najwicksza dynamik¢ zmian odnotowano
w préobach spirytusow o mocy 65% obj. Po 30 tygodniach prowadzenia procesu
stezenie cyjanowodoru obnizylo sie, od 53 do 66%, w probach spirytusu
sliwkowego i od 28 do 44%, w probach spirytusu aroniowego (rys. 18).
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Rys. 18. Wplyw mocy spirytusow owocowych na zmiany zawartosci cyjano-
wodoru podczas maturacji (S — spirytus $liwkowy, A — spirytus aroniowy),
(n=3)

Z grupy ketonow, do reprezentatywnych komponentéow dla dojrzatych
napojow alkoholowych nalezg: diacetyl (butanodion), acetoina i 2,3-pentanodion
(Rostkowska-Denmer i Wzorek, 1998; Meng i in., 2011). Postel i Adam (1988,
1990) stwierdzili, ze w winiakach niemieckich stezenie diacetylu dochodzito do
13 mg/L 100% obj., zas w koniakach francuskich wystepowat on w $ladowych
ilosciach. Wyniki badan wiasnych (p. 5.6), jak i dane literaturowe (Adam
i Postel, 1987; Bauman i Zimmerli, 1986, 1987; Mildau i in., 1987), wykazaty
istotng rol¢ tego zwigzku w syntezie uretanu.

Zawarto$¢ diacetylu w ocenianych spirytusach, przed maturacjg, wynosita
odpowiednio: w $liwkowym — 5,2 mg/L 100% obj., w aroniowym — 3,5 mg/L
100% obj. W czasie pierwszych 6-9 tygodni prowadzenia maturacji, stezenie
diacetylu wykazywalo niewielka tendencje spadkowa, co w potaczeniu
z obserwowanym obnizaniem zawarto$ci cyjanowodoru moze z wysokim
prawdopodobienstwem §wiadczy¢é o tworzeniu produktéw przejsciowych
w postaci cyjanohydryn, cyjanianéw, ktére przy katalitycznym udziale
nadtlenkow diacetylu mogg prowadzi¢ do syntezy uretanu (Bauman i Zimmerli,
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1987; 1988). W dalszym okresie dojrzewania spirytusow obserwowano powolny
wzrost zawartosci tego zwigzku, jako wynik dalszych przemian chemicznych
zachodzacych w czasie dojrzewania (rys. 19).
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Rys. 19. Zmiany zawarto$ci diacetylu podczas maturacji spirytusow
owocowych (S — spirytus $liwkowy, A — spirytus aroniowy), (n = 3)

Zmianom zawartoSci karbaminianu etylu, cyjanowodoru i diacetylu
towarzyszyly rowniez zmiany w ilosci oznaczonej miedzi, ktora w spirytusach
sliwkowych i aroniowych, przed dojrzewaniem, wynosita 2 mg/L spirytusu
100% obj., za$ po 30 tygodniach prowadzenia procesu obnizyta si¢ o ok. 50%,
niezaleznie od rodzaju spirytusu i zawarto$ci w nim etanolu (rys. 20).
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Rys. 20. Zmiany zawarto$ci miedzi podczas maturacji spirytuséw
owocowych (S — spirytus sliwkowy, A — spirytus aroniowy), (n = 3)
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Istotny wplyw na przemiany fizyczne i chemiczne, zachodzace podczas
dojrzewania napojow alkoholowych, odgrywa rowniez zawarto$¢ tlenu i tempe-
ratura prowadzenia procesu (Ferreira i in., 1997; Woo i in., 2001). Maturacja
w temperaturze 20°C, z okresowym napowietrzaniem préb, nie spowodowata
istotnych zmian zawartosci uretanu (0,05 < P < 0,10 dla spirytusow §liwkowych;
P > 0,20 w przypadku préb z aronii), w porownaniu z oznaczong jego iloscia
przed rozpoczeciem procesu. Natomiast zdecydowanie katalitycznie na synteze
tego zwiazku wptyneto podwyzszenie temperatury z 20 do 40°C. Okresowa
maturacja spirytusow owocowych W podwyzszonej temperaturze, oprocz
intensyfikacji pozadanych przemian, spowodowata wzrost zawartosci EC (od
0,13+0,25 do 0,33+0,45 mg/L 100% obj.), (rys. 21). Odnotowano réwniez
znaczace obnizenie zawarto$ci cyjanowodoru (o 96+98%), ktora miescita si¢
w granicach od 0,01 mg/L 100% obj. spirytusu sliwkowego do 0,05 mg/L
100% obj. spirytusu aroniowego (rys. 22). Podobne zmniejszenie zawartoSci
cyjankow odnotowano w probach napowietrzanych. W tym przypadku mogto
by¢ ono konsekwencja dyfuzji cyjanowodoru.

Znaczacemu obnizeniu cyjankow w probach napowietrzanych i lezakowa-
nych w 40°C towarzyszyl spadek zawarto$ci miedzi o 75+85% (rys. 23), co
moze wskazywa¢ na tworzenie przejsciowych kompleksow tych zwigzkow,
wykazujagcych wysokg reaktywno$¢ w kierunku syntezy uretanu (Taki i in.,
1992; Aresta i in., 2001).

Odmienny kierunek zmian obserwowano odno$nie do zawarto$ci diacetylu,
zarOWNo przy zastosowaniu napowietrzania, jak i przy podwyzszonej tempe-
raturze prowadzenia procesu. W prébach maderyzowanych (40°C) przez 30
tygodni, stezenie tego zwigzku byto najwyzsze i wynosito 4,5 mg/L 100% obj.
spirytusu aroniowego i 6,9 mg/L 100% obj. spirytusu sliwkowego (rys. 24).

Aylott i in. (1990), badajac zmiany zawartosci uretanu i jego prekursoréw
podczas maturacji spirytusow zbozowych, odnotowali gwattowny wzrost jego
zawarto$ci w trzech pierwszych tygodniach (z 0,015 do 0,064 mg/L) oraz réwnie
dynamiczne obnizenie zawartos$ci cyjanowodoru oraz jego komplekséw
z miedzig. Tendencji wzrostowej podlegaly natomiast stezenia cyjanohydryn
i cyjanianow — utlenionej formy cyjankow, ktore w reakcji z etanolem prowadza
do powstania karbaminianu. Autorzy zwracaja uwage, ze czynnikami katalizuja-
cymi te reakcje moze by¢ nie tylko $wiatlo i temperatura, lecz takze zwigzki
ekstrahowane z drewna d¢bowego. Dodatek alkoholowego ekstraktu z drewna
debowego do spirytusow zbozowych powodowat znaczacy wzrost stezenia
karbaminianu etylu.

Silne wtasciwosci utleniajace wykazuja przechodzace z drewna polifenole,
m.in.: pirokatechiny i pirogalol. Substancje garbnikowe, a w szczegdlnosci
taniny, przechodzac do destylatow ulegaja hydrolizie do kwasow galusowego
i elagowego, ktore wplywaja na zwickszenie kwasowosci spirytusu (Jaarsveldl
i Hattingh, 2012). Obnizone pH sprzyja z kolei syntezie uretanu (Christoph i in.,
1986).W czasie lezakowania spirytusow ekstrahowane sa barwniki debu, tzw.
flawonole (kwercetyna, kempferol), nadajace spirytusom zlocistozotta barwe.
Nobrega i in. (2009) wykazali, srednio 4-krotnie, wyzszg zawarto$¢ uretanu
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w zoOktych wyrobach cachacas (ze spirytusu trzcinowego), maturowanych
w beczkach z drewna tropikalnego freijo (Cordia goeldiana) niz w wodkach
bezbarwnych, sporzadzonych ze $wiezych spirytusoéw. Roéwniez Madrera
i Valles (2009) oznaczyli kilkakrotnie wyzsze stezenie karbaminianu etylu
w lezakowanych spirytusach z cydrow niz w $wiezych (0+0,09 mg/L).
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Rys. 21. Wplyw napowietrzania i podwyzszonej temperatury na zmiany
zawartosci karbaminianu etylu po maturacji spirytusow owocowych
(o mocy 55% abj.), (n =3)
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Rys. 22. Wplyw napowietrzania i podwyzszonej temperatury na
Zmiany zawartosci cyjanowodoru po maturacji spirytusow owocowych
(o mocy 55% obj.), (n = 3)
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Rys. 23. Wptyw napowietrzania i podwyzszonej temperatury na zmiany
zawarto$ci miedzi po maturacji spirytusow owocowych (0 mocy 55%

obj.), (h=13)
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Rys. 24. Wplyw napowietrzania i podwyzszonej temperatury na zmiany
zawarto$ci diacetylu po maturacji spirytusow owocowych (o mocy 55%
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5.10. Identyfikacja uretanéw w spirytusach owocowych

Zdaniem Tannera i in. (1987) od 5 do 20% catkowitej ilosci karbami-
nianow, obecnych w produktach spirytusowych moze by¢ estrami innych
alkoholi niz etanol. Najprawdopodobniej powstajg one w reakcjach analogicz-
nych, jak w przypadku syntezy karbaminianu etylu.

W ramach prowadzonych badan ocenie na zawarto$¢ uretanow poddano
249 prob spirytusow §liwkowych i 151 aroniowych zréznicowanych: sposobem
obrobki wstepnej owocdw, rodzajem i iloscig pozywek, warunkami fermentacji,
rasg drozdzy i wielkoscig inokulum oraz warunkami destylacji i maturacji.
We wszystkich spirytusach stwierdzono obecnos¢ karbaminianu etylu (EC).
W ok. 71% préb spirytusow w obydwu grupach surowcowych odnotowano
wzrost sygnalu jonéw w stosunku do sygnalu bazowego, w czasie retencji
karbaminianu metylu (MC). Niemozliwa byla jednak analiza ilo$ciowa tego
zwigzku, z uwagi na stezenia ponizej poziomu detekcji MC (0,01 mg/L),
(tab. 21).

Tabela 21. Sktad jakosciowy karbaminianéw w spirytusach owocowych

Liczba prob Liczba prob, w ktorych wykryto

Rodzaj ogolem Karbaminian Karbaminian
destylatow metylu etylu
(MC) (EC)
Sliwkowe 249 177* 249
aroniowe 151 108* 151

* proby, w ktorych odnotowano wzrost sygnatu jondw charakterystycznych
dla MC w stosunku do sygnatu bazowego

Sen i in. (1993) stwierdzili, oprocz karbaminianu etylu, obecnos¢ karba-
minianu metylu w chlebie, winach, spirytusach owocowych i likierach. Jego
zawarto$¢ w napojach nie przekraczala przewaznie 0,002 mg/kg i byla znaczaco
nizsza od st¢zenia karbaminianu etylu (0,003+0,432 mg/kg). W pojedyn-
czych prébach karbaminian metylu byt obecny w wigkszych iloSciach
(0,009+0,028 mg/kg). Wyroby te odznaczaly si¢ wysoka zawartos$cia karba-
minianu etylu, do ponad 2 mg/kg. Shin i Yang (2012), badajac koreanskie
produkty fermentowane, wykazali, ze zawarto$¢ karbaminian etylu byla
relatywnie wysoka w napojach alkoholowych owocowych, lecz nie przekraczata
0,087 mg/L, za§ karbaminian metylu byl obecny w ilosciach do 0,8 pg/L
zaledwie w kilku probach wodek owocowych. Sladowe stezenia uretanu ozna-
czyli rowniez lwouno i Victory (2013) w nigeryjskich wyrobach spirytusowych.

W badanych spirytusach §liwkowych i aroniowych nie wykryto karbami-
nianu propylu. Podobnych obserwacji dokonali Daudt i in. (1992), ktorzy
prowadzili identyfikacj¢ skladu jakosciowego karbaminianow w winach
alkoholizowanych. Autorzy stwierdzili, ze nieobecno$¢ karbaminianu propylu
w ocenianych napojach alkoholowych moze by¢ konsekwencja nizszej
reaktywnosci propanolu w poréwnaniu z etanolem.
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Dokonano poréwnania zawarto$ci uretanu w spirytusach otrzymanych
w ramach niniejszej pracy ze st¢zeniami EC w spirytusach z innych owocow
pestkowych (wisnie) i ziarnkowych (jabtka), (Balcerek i Szopa, 2006; badania
wlasne niepublikowane). Srednie stezenia uretanu w spirytusach §liwkowych
(0,52+0,38 mg/L. 100% obj.) i aroniowych (0,63+0,55 mg/L 100% obj.) nie
roznity si¢ istotnie (P > 0,2), przy zatozonym poziomie istotnosci (o = 0,05),
(tab. 22). Relatywnie wysokie, $rednie stezenie uretanu, 2,42 mg/L 100% obj.
(zakres 0,37+6,02 mg/L 100% obj.) oznaczono w probach spirytuséw wisnio-
wych, pochodzacych z fermentacji zacieréw, zroznicowanych udzialem
od 0 do 30% pestek catych lub rozdrobnionych. Z kolei niskg zawarto$cia
karbaminianu etylu odznaczaly si¢ spirytusy jablkowe (fermentacja miazgi
surowej, sporzadzonej po wstepnym usunigciu lub bez usuwania gniazd
nasiennych), w ktoérych zwigzek ten wystepowat, $rednio, w ilosci 0,22 mg/L
100% obj. (13 prob, zakres od < 0,02+0,50 mg/L 100% obj.). Badania
prowadzone przez EFSA (2007) wykazaly, ze w wodkach naturalnych typu
brandy i spirytusach owocowych karbaminian etylu wystgpowal, przecigtnie,
w ilosci 0,26 mg/L.

Tabela 22. Zawartos¢ karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach

owocowych
Wyszczegoblnienie — Rodza SPIrytUSOw.
sliwkowe aroniowe
N (liczba prob) 249 151
Srednia £SD 0,52 +0,38 0,63+0,55
Zakres [mg/L 100% obj.] 0,04+2,10 0,01+3,54
Mediana 0,42 0,50

Dozwolona zawarto$¢ karbaminianu etylu w wyrobach spirytusowych
(brandy) owocowych w Kanadzie i Czechach nie powinna przekraczaé
0,4 mg/L wyrobu (EFSA, 2007). Wsréd badanych spirytuséw zaleceniom tym
odpowiadato 49% S$liwkowych i 38% aroniowych (rys. 25). Jezeli jednak
za graniczne dopuszczalne stezenie EC uzna¢ 0,8 mg/L (wymagania norm
niemieckich), (Christoph i in., 1986; Jung i Adam, 2005), to udzial prob
mieszczacych si¢ w limitach bedzie wynosit 90% dla sliwkowych i 82% dla
aroniowych (rys. 25). Z kolei z zalecen Komisji Europejskiej z 2010 roku
wynika, ze akceptowalny poziom uretanu w napojach alkoholowych nie
powinien przekracza¢ 1,0 mg/L (European Commission, 2010). Warto$¢ te
przekraczalo jedynie 9% prob spirytusow Sliwkowych i 13% spirytusow
aroniowych. Ponadto nalezy zauwazy¢, iz st¢zenia karbaminianu etylu
w badanych spirytusach podano w przeliczeniu na etanol 100% obj., za$
najcze¢éciej] moc wyrobow spirytusowych oscyluje wokol 40% obj. Zatem
przeliczajac st¢zenie uretanu w ocenianych probach na spirytus 40% obj., mozna
stwierdzi¢, ze wszystkie spirytusy Sliwkowe i 97% spirytusow aroniowych
spelniato, przytaczane wyzej, dopuszczalne st¢zenia karbaminianu etylu.
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Rys. 25. Rozktad stezen karbaminianu etylu w badanych
spirytusach owocowych

Relatywnie niska zawarto$¢ karbaminianu etylu w otrzymanych spiry-
tusach na tle danych literaturowych, dotyczacych spirytusow i wodek owo-
cowych, zwlaszcza z owocow pestkowych (Mildau i in., 1987; Lachenmeier
i in., 2005; Weltring i in., 2006), jest wynikiem, miedzy innymi, ograniczonej
ilosci pestek wprowadzanych do zacieréow oraz destylacji zacierow odfermen-
towanych bez dlugotrwatego ich przetrzymywania.

W gorzelnictwie niemieckim praktykowane jest prowadzenie fermentacji
w miazdze owocowej, bez usuwania pestek (,complete mash”), wstgpnie
zakwaszanej do pH okoto 3 (Schehl i in., 2005). ,,Ochrona kwasowa” zacieréw
jest zabiegiem ograniczajacym uwalnianie cyjanowodoru (Christoph i in., 1988),
lecz obnizone pH wptywa katalitycznie na syntez¢ uretanu (Taki i in., 1992).
Ponadto kilkutygodniowe ,,dojrzewanie” zacierow zwieksza ryzyko zakazen
mikrobiologicznych i syntezy karbaminianu etylu (Christoph i in., 1986; Laugel
i Bindler, 1993; Christoph i Bauer-Christoph, 1998).

Ujednolicenie przepisow, dotyczacych wprowadzenia do obrotu na rynek
europejski napojow spirytusowych, przyczynia si¢ do ochrony konsumentéw
i rozwoju sektora. Okreslone ramy prawne sprzyjaja wdrazaniu innowacji
technologicznych, chronigc jednoczesnie tradycyjne metody produkcji. Dotyczy
to rowniez wodek naturalnych owocowych (brandy, okowita), rozpowsze-
chnionych i cenionych na $wiecie, ze wzgledu na ich walory smakowo-
zapachowe. Wysokie koszty ich produkcji wymagaja stosowania technologii,
ukierunkowanej na zachowanie oryginalno$ci surowcowej i bezpieczenstwa
zdrowotnego, rozumianego przez mozliwie najnizsza zawarto$¢ zwiazkow
szkodliwych, takich jak karbaminian etylu (uretan) oraz cyjanowodér (HCN),
jeden z glownych prekursoréw uretanu w spirytusach i wodkach (okowitach)
z owocow, zawierajacych glikozydy cyjanogenne.
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Dla ochrony renomy wyrobow spirytusowych, ktorych jakos¢ jest
nierozerwalnie zwigzana z pochodzeniem, Parlament Europejski i Rada Unii
Europejskiej, wprowadzity W Rozporzqdzeniu nr 110/2008 z dnia 15 stycznia
2008 r., w sprawie definicji, opisu, prezentacji, etykietowania i ochrony oznaczen
geograficznych napojow spirytusowych, termin ,,0znaczenie geograficzne”.
Oznaczenie geograficzne nie moze shuzy¢ jedynie do promocji wyrobu, ale
powinno przystugiwa¢, wylacznie, produktowi spelniajacemu szczegdlne
wymagania surowcowe i technologiczne. Starania branzy spirytusowej powinny
by¢ ukierunkowane na wytwarzanie wyrobow, odpowiadajacych najwyzszym
standardom w zakresie sktadu chemicznego i walorow sensorycznych. Mozna
zatem wnioskowaé, iz rosngce wymagania i wzrost $wiadomosci konsu-
menckiej, w zestawieniu z bardzo silng konkurencja miedzy producentami
napojow spirytusowych, sprawig, ze kanonem postepowania W technologii
produkcji spirytusu i napojow spirytusowych bedzie stosowanie Dobrych
Praktyk Wytwarzania (GMP), gwarantujacych wysoka jako$¢ sensoryczng
1 bezpieczenstwo zdrowotne oferowanych wyrobow, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem wodek naturalnych (okowit) owocowych.

6. WNIOSKI

Realizacja badan, zmierzajacych do wskazania czynnikow determinujgcych
zawartos¢ karbaminianu etylu w spirytusach §$liwkowych 1 aroniowych,
pozwala na sformulowanie wnioskow, zaréwno o znaczeniu teoretycznym,
jak i aplikacyjnym.

1. Rodzaj obrobki wstepnej surowca, sktad zacieréw owocowych oraz warunki
ich fermentacji wplywaja na stezenie cyjanowodoru i karbaminianu
etylu. Obrobka enzymatyczna miazgi owocowej, z udziatem selektywnie
dziatajacych preparatow pektynolitycznych, nie powoduje istotnego
wzrostu st¢zenia uwalnianego cyjanowodoru i intensyfikacji syntezy
uretanu. Stosowanie kompleksowych pozywek, w postaci preparatow
zawierajacych zwiazki amonowe oraz aminokwasy, witaminy i sktadniki
mineralne, zapewnia prawidtowy rozwdj i aktywno$¢ fermentacyjna
drozdzy i nie wptywa istotnie na tworzenie karbaminianu etylu. Korekta
kwasowosci miazgi owocowej do pH = 5,0 wptywa na wzrost stezenia
cyjanowodoru uwalnianego z glikozydoéw cyjanogennych.

2. Maksymalna szybko$¢ uwalniania cyjanowodoru z glikozydow cyjano-
gennych przypada na poczatkowy etap fermentacji, za$ synteza
karbaminianu etylu zachodzi najintensywniej w fazie dofermentowania
miazgi owocowej, niezaleznie od warunkow fermentacji.

3. Temperatura fermentacji zacierow $liwkowych i aroniowych ok. 18+20°C
pozwala na otrzymanie spirytusow o zawartosci EC nieprzekraczajacej
0,4 mg/L 100% obj. Lezakowanie zacieréw odfermentowanych w czasie
do 5 dob, w 15°C, nie wplywa na zwigkszenie stezenia karbaminianu etylu
w otrzymywanych spirytusach §liwkowych i aroniowych.
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. Drozdze winiarskie (S. cerevisiae i S. bayanus), wykorzystywane do
fermentacji zacierow owocowych, powinny odznacza¢ si¢ niska aktywno-
Scig enzyméw Kkatalizujacych synteze karbamylofosforanu i rozktad
argininy. Aktywno$¢ wlasciwa syntazy karbamylofosforanu 1 (NH,'-
zaleznej) do ok. 45 x 10° U/mg bialka i syntazy karbamylofosforanu II
(glutaminozaleznej) do ok. 93 x 10°° U/mg biatka nie wplywa istotnie na
powstawanie karbaminianu etylu. Niska aktywnos$¢ wlasciwa arginazy
drozdzy do okoto 3,00 U/mg biatka ogranicza uwalnianie mocznika
z argininy.

. Zastosowanie chemicznych metod obnizania zawarto$ci cyjanowodoru
i karbaminianu etylu, poprzez dodatek do zacieréw owocowych chlorku
miedzi (1) lub kwasu askorbinowego, intensyfikuje wytwarzanie pro-
duktow ubocznych fermentacji, m.in. aldehydéw i wyzszych alkoholi.
Zabiegi te pogarszajg smak i zapach spirytuséw aroniowych.

. Usuwanie mocznika z zacieréw §liwkowych i aroniowych, zawierajgcych
glikozydy cyjanogenne, z zastosowaniem ,,kwasnej” ureazy, pochodzacej
z bakterii Lactobacillus fermentum, pozwala na czesSciowe obnizenie
zawartosci karbaminianu etylu w otrzymanych spirytusach.

. Sposrdd soli kwasu cyjanowodorowego wysokg podatno$cia na przemiany
prowadzace do powstawania karbaminianu etylu w spirytusach odznacza
sie cyjanek miedzi i cyjanian potasu. Obecno$¢ diacetylu, aldehydu
benzoesowego, jak i obnizanie pH roztworu spirytusu oraz zwigkszanie
w nim zawarto$ci etanolu wptywaja na wzrost st¢zenia EC.

. Synteza znaczacej czeSci karbaminianu etylu, obecnego w spirytusach
sliwkowych i aroniowych, zachodzi podczas ich destylacji z miazgi od-
fermentowanej. Istotnie na tworzenie uretanu wptywa materiat, z ktorego
zbudowana jest aparatura destylacyjna. Prowadzenie procesu w aparacie
miedzianym, typu ,,alembik”, przyczynia si¢ do wzrostu st¢zenia karbami-
nianu etylu o 82+91%, zas w aparacie szklanym o 64+67%.

. Technika i warunki destylacji korekcyjnej surowych spirytuséw owoco-
wych wplywajag na zawarto$¢ karbaminianu etylu i cyjanowodoru
w odbieranych frakcjach. Wykorzystanie aparatury pracujacej na zasadzie
przeciwpradu (kolumna z wypelnieniem i deflegmatorem) pozwala na
wydzielenie znaczacej czeéci cyjanowodoru w przedgonach, za$ karba-
minianu etylu we frakcji pogonowej. Wstepna cyrkulacja opardéw
w ukladzie destylacyjnym w czasie 30 min jest wystarczajaca dla
prawidlowego rozfrakcjonowania zanieczyszczen. Destylacja korekcyjna
z powolnym (2,5 mL/min) wydzieleniem 3% przedgonéw i odbiorem
frakcji wiasciwej o mocy ok. 75% obj. zapewnia otrzymanie spirytusu
sliwkowego 1 aroniowego 0 pozadanym zapachu i smaku oraz niskiej
zawartos$ci cyjanowodoru i karbaminianu etylu.
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10.W czasie maturacji spirytusow owocowych w obecno$ci drewna debo-

wego, zachodzi dalsza synteza karbaminianu etylu, z dynamikg uzalez-
niong od mocy spirytusu i warunkéw prowadzenia procesu. Podwyzszenie
temperatury tego etapu postgpowania technologicznego (40°C) przyspie-
sza syntez¢ karbaminianu etylu.

11.Przeprowadzone badania, zmierzajace do ograniczenia zawartosci kKarba-

minianu etylu w spirytusach $liwkowych i aroniowych, dowodza, ze
zastosowanie odpowiedniej obrobki wstepnej owocow, drozdzy o niskiej
aktywnosci syntaz karbamylofosforanu i arginazy oraz odpowiednich
warunkow fermentacji, destylacji i maturacji umozliwia otrzymanie spiry-
tusow 0 zawartosci EC ponizej 0,4 mg/L, z zachowaniem ich oryginal-
nosci surowcowej. Proces nie wymaga stosowania dodatkowych zabiegow
chemicznych lub biologicznych, ktore moga powodowaé¢ zmiany cech
organoleptycznych spirytusu oraz wzrost kosztow produkec;ji.
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Niektore wyniki badan, prezentowanych w monografii, zostaly czesciowo
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8. SUMMARY

ETHYL CARBAMATE AND ITS PRECURSORS
IN FRUIT DISTILLATES

Ethyl carbamate (EC), referred to as urethane, is an undesirable component
of fermented foodstuffs and alcoholic beverages due to its probable carcinogenic
effects on humans (IARC, 2007). The risk of increased EC concentrations occurs
especially in spirits (okovita, brandy) composed from distillates derived from
fruit containing cyanogenic glycosides.

The aim of this study was to determine the effect of pretreatment of fruit,
enzymatic activities of yeast strains, fermentation conditions, selected
fermentation by-products, products of hydrolysis of cyanogenic glycosides as
well as technique and parameters of distillation and maturation of fruit distillates
on ethyl carbamate formation. The experiments were conducted using following
raw materials: plums (Wegierka Zwykla and Lowicka) and aronia berries
(Aronia melanocarpa Elliot) acknowledged as a very interesting raw material
in the production of distillates (Balcerek and Szopa, 2001, 2002, 2005a).

The analysis of chemical composition of processed fruit revealed the
presence of ethyl carbamate precursors in the form of cyanogenic glycosides
(amygdalin) both in plums (especially in seeds) and in aronia berries. The
highest rate of hydrocyanic acid liberation during fermentation of fruit mashes
was observed in the initial phase of the process, while the synthesis of ethyl
carbamate took place in the final phase of fermentation. Pasteurization of fruit
pulp inactivated partly enzymes catalyzing hydrolysis of cyanogenic glycosides
and resulted in a decrease in hydrocyanic acid (HCN) content in obtained
distillates (between 38% in plum distillates and 47% in aronia distillates)
without affecting their taste and aroma. The selectively acting pectolytic
preparations (PEKTOZYME™ POWERMash) improved the dynamics and
efficiency of fermentation without an increase in the content of HCN and EC
in obtained distillates. Supplementation of mashes with a preparation containing
ammonium salt, amino acids, vitamins and mineral compounds assured proper
growth and fermentation activity of yeast and led to obtaining distillates with
ethyl carbamate content less than 0,4 mg/L. Differences in the chemical
composition of fruit indicated a need of the addition of an individual dose
of nutrient for yeast before fermentation. The reduction of acidity of fruit pulp
intensified hydrocyanic acid liberation in plum and aronia mashes, while
fermentation at 18-20°C favored a limitation of ethyl carbamate synthesis.

Enzymatic activities of selected wine yeast (S. cerevisiae: Burgund,
Bordeaux, Steinberg, Syrena, Tokay and S. bayanus) towards a biosynthesis of
enzymes which catalyze synthesis, liberation or hydrolysis of ethyl carbamate
precursors was tested. Under conditions of limited access of oxygen enzymatic
activities of carbamoyl phosphate synthase | (EC 6.3.4.16) and carbamoyl
phosphate synthase Il (EC 6.3.5.5) not exceeding ca. 45 x10° U/mg protein, and
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ca. 92 x 10 U/mg protein, respectively, had no effect on the synthesis of ethyl
carbamate. Low specific activity of arginase (EC 3.5.3.1) of tested yeast strains
(1,42+3,00 U/mg protein), with the exception of Steinberg strain (9,36 U/mg
protein), indicated that the strains are “safe” because of low liberation of urea
from arginine to the fermentation medium.

Limited utility of chemical methods of reduction of hydrocyanic acid
and ethyl carbamate in fruit mashes (especially originating from aronia berries)
by treatment with copper chloride (I) or ascorbic acid was observed. The
addition of these compounds to aronia mashes caused an increase in aldehydes
and higher alcohols content in obtained distillates and had an adverse impact
on their taste and aroma.

The ureolytic activity of Lactobacillus fermentum bacteria added to fruit
mashes in the final phase of fermentation caused a decrease in urea content
varying between 49+59% in aronia mashes and 73+80% in plum mashes. The
reduction of urea did not cause the elimination of ethyl carbamate in distillates
derived from fruit containing cyanogenic glycosides. In this case, the
technological treatment should be centered on the reduction of hydrocyanic acid
which was identified as a major reason of an increase in ethyl carbamate content
in tested fruit distillates.

The presence of diacetyl in fermentation medium intensified synthesis
of urethane from hydrocyanic acid, both at the stage of fermentation
and distillation. The high susceptibility to the production of ethyl carbamate
was revealed by copper cyanide and potassium cyanate. The presence of
benzaldehyde as well as a decrease in pH of ethanolic solutions, and an increase
in ethanol concentration accelerated synthesis of ethyl carbamate.

The synthesis of significant part of ethyl carbamate, which was found
in fruit distillates, took place during distillation (82+91% in copper pot still,
64-67% in glass still).

The use of an apparatus working accordingly to the law of parallel-current
flow did not provide a full separation of chemical compounds occurring in tested
distillates. Conducting of distillation using an apparatus with a dephlegmation
possibility (dephlegmator according to Golodetz) or a counter-current flow
working apparatus (packed column with dephlegmator) ensured the separation
of hydrocyanic acid in heads, and ethyl carbamate in tails. The collection of 3%
of heads with a velocity on the level of 2,5 mL/min led to obtaining a distillate
with desirable taste and aroma as well as with low content of hydrocyanic acid
(< 3 mg/L) and ethyl carbamate (< 0,4 mg/L). Ethanol content in the main
fraction did not exceed 75% v/v (150 proof).

The possibility of urethane synthesis during maturation of plum and aronia
distillates with dynamics dependent on conditions of aging was revealed. The
accelerated maturation at 40°C was the reason in ethyl carbamate content
increase in tested distillates.
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Among urethanes identified in tested distillates the major compound was
ethyl carbamate. Its mean concentrations in plum (0,52+0,38 mg/L 100% v/v)
and aronia distillates (0,63+0,55 mg/L) did not differ statistically at the assumed
significance level (a. = 0,05). Presence of other urethanes in tested distillates was
not found.

Experiments carried out in the scope of this study indicated that the
application of appropriate pretreatment of fruit, yeast strains with low activity
of carbamoyl phosphate synthases, and arginase as well as proper conditions
of fermentation, distillation, and maturation led to obtaining distillates with raw
material originality and containing less than 0,4 mg EC/L. Methods of limitation
of ethyl carbamate formation presented in this research work could be helpful
in receiving fruit spirits with desirable sensoral quality and safe in terms of
content of harmful compounds.
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CHARAKTERYSTYKA ZAWODOWA AUTORKI

Dr inz. Maria Balcerek ukonczyla studia na Wydziale Chemii Spozywczej
Politechniki  Lodzkiej (kierunek dyplomowania Technologia Spirytusu
i Drozdzy) w roku 1992. W latach 1992-2001 byta asystentem w Zaktadzie
Technologii  Spirytusu 1 Drozdzy Instytutu Technologii Fermentacji
i Mikrobiologii PL. W roku 2001 uzyskala stopien doktora nauk technicznych
i zostata zatrudniona na stanowisku adiunkta.

Obiektem jej zainteresowan naukowych jest technologia gorzelnictwa,
glownie owocowego, sktadniki smakowo-zapachowe spirytusow naturalnych,
ograniczanie zawartosci zwigzkow niepozadanych (cyjanki, uretany) w procesie
fermentacji alkoholowej, uszlachetnianie i dojrzewanie destylatdéw owocowych,
nowoczesne technologie produkcji okowit uwzgledniajace ich przyspieszone
dojrzewanie oraz poprawe stabilnosci fizyko-chemicznej, badania przyczyn
utraty klarowno$ci podczas przechowywania wodek naturalnych (okowit).

Jest autorkg opracowania technologii otrzymywania oryginalnego spirytusu
aroniowego, ktory jest doskonaltym komponentem do produkcji naturalnej
wodki owocowej (brandy) (Patent PL 213189 B1). Oferta gotowego wyrobu
pn. ,,Aroniak” byla prezentowana na targach w Veronie (2006).

Byla kierownikiem i glownym wykonawcg 2 projektow badawczych
(2006-2009), finansowanych przez MNISW, dotyczacych ograniczania
zawarto$ci karbaminianéw i ich prekursorow w procesie otrzymywania
spirytusow owocowych. W ramach tej problematyki badawczej wykonana
zostata praca habilitacyjna. W latach 2010-2012 byta réwniez wspotwykonawcg
3 projektow badawczych, w tym 1 badawczo-rozwojowego. Od roku 2013
uczestniczy w realizacji projektu w ramach Programu Badan Stosowanych
(I konkurs) oraz jest kierownikiem projektu realizowanego przez Konsorcjum
Naukowo-Przemystowe, w ramach 1l Konkursu PBS.

Dotychczasowy dorobek naukowy dr inz. Marii Balcerek obejmuje tacznie
109 pozycji, w tym 37 oryginalnych prac doswiadczalnych opublikowanych
w formie artykutow recenzowanych w czasopismach zagranicznych i krajowych,
4 prace przegladowe w polskich czasopismach recenzowanych, 2 prace w cza-
sopismach popularno-naukowych, 1 monografia, 8 rozdziatéw w monografiach
(7 w jezyku angielskim, 1 w jezyku polskim), 1 rozdziat w podreczniku,
1 patent, 5 referatéw prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych
oraz 50 doniesien na konferencjach migdzynarodowych i krajowych.

W ramach dziatalnosci dydaktycznej dr inz. M. Balcerek opracowata
programy wykladow dla kierunku Biotechnologia (studia 1| i Il stopnia)
z przedmiotow: ,,Regionalne napoje spirytusowe” (fakultet), ,,Technologia
spirytusu i wodek” dla kierunku dyplomowania Technologia Spirytusu
i Drozdzy, ,,Technologia napojow alkoholowych” dla kierunku dyplomowania
Mikrobiologia Techniczna, ,,Wybrane dziaty technologii spirytusu i drozdzy”
dla kierunku dyplomowania Technologia Fermentacji oraz progra-
mow 1 instrukcji do zaje¢ laboratoryjnych z przedmiotu ,,Laboratorium
specjalizacyjne” 1 ¢wiczen rachunkowych, a takze projektowania z przedmiotu
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»Aparatura specjalna” dla kierunku dyplomowania Technologia Spirytusu
i Drozdzy. Ponadto, opracowala program i jest kierownikiem przedmiotu
»lechnologie przemystu fermentacyjnego” (wyklady, laboratorium) oraz
wspolprowadzacym wyklady i ¢wiczenia z ,,Towaroznawstwa produktéw
fermentowanych” dla mi¢dzywydziatlowego Kolegium Towaroznawstwa. Byta
koordynatorem prac nad tworzeniem programu dla studiéw podyplomowych
,»Technologia gorzelnictwa, spirytusu i wodek”.

Byta opieckunem 58 prac dyplomowych (16 inzynierskich, 42 magi-
sterskich) oraz 4 prac podyplomowych. Byla recenzentem 21 prac dyplo-
mowych. Cze$¢ prac dyplomowych byla realizowana we wspolpracy z go-
rzelniami oraz zakladami przemyshu spirytusowego. 9 prac dyplomowych
magisterskich zostalo nagrodzonych przez POLMOS Zyrardow. 1 praca
magisterska (,,Wykorzystanie mocznika przez Lactobacillus fermentum
z zacierow owocowych”, 2009) zostala wyrézniona w Konkursie Naczelnej
Organizacji Technicznej (NOT) na najlepsza magisterska pracg dyplomowa
w Politechnice Lodzkiej (2010).

W ramach wspdlpracy z przemystem, dr inz. M. Balcerek bierze aktywny
udziat w realizacji prac badawczych, ekspertyz i innych prac $wiadczonych na
zamoéwienie instytucji naukowych i gospodarczych, producentéw spirytusu
i wyrobdw spirytusowych, cukrowni i innych podmiotéw gospodarczych.
Jest wspotautorka, m.in. opracowania pt. ,,Opinion on raw materials used
in the production of vodka” dla Krajowej Rady Przetworstwa Spirytusu (2006).
Ponadto, w ramach tej wspolpracy czynnie uczestniczcy w seminariach
branzowych, prezentujac wykltady dotyczace zagadnien technologii produkcji
spirytusu i wodek.

Byla wspotorganizatorem kursu z zakresu technologii spirytusu dla
pracownikéw przemystu fermentacyjnego (1999). W latach 2003-2004 byla
kierownikiem studium podyplomowego pt. ,,Technologia gorzelnictwa, spiry-
tusu 1 wodek”.

W latach 2003-2009 byta cztonkiem Komitetu Technicznego nr 82
ds. Wyrobow Spirytusowych, przy Polskim Komitecie Normalizacyjnym.
Od 2013 roku pelni funkcje Pelnomocnika Dziekana ds. Wspotpracy
z Przemystem. Jest cztonkiem bLoédzkiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa
Technologdéw Zywnosci.

W ramach dzialalnos$ci organizacyjnej petnita funkcje opiekuna grup
studenckich, brata udziat w akcjach informacyjnych dotyczacych rekrutacji na
PL, uczestniczyla w nadzorowaniu egzaminow wstepnych na PL (1998-2001),
byla cztonkiem Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej (2002) oraz Wydziatowej
Komisji Wyborczej (2012).

Za osiagnigcia w pracy badawczej, dydaktycznej i organizacyjnej, dr inz.
M. Balcerek byta wielokrotnie nagradzana przez J. M. Rektora PL. W roku 2010
zostata uhonorowana Brazowym Medalem za Dhugoletnia Stuzbe.
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