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Eugenia PODGORSKA

Wplyw procesu fermentacji alkoholowej na zawartosé patuliny w podtozu

The Effect of Alcohol Fermentation Process on the Content of Patulin in the Bedding

Patulina jest toksycznym produktem metabolizmu grzybéw powodujacych zgnilizne
owocéw. Jak wykazuja wyniki wiclu badan (7, 10, 12, 16), jest ona obecna w sokach
owocowych, stanowiac tym samym zagrozenie dla zdrowia konsumentéw. Ware z
wspblprac. (16) przeanalizowat 13 prébek soku jabtkowego znajdujacego si¢ w sprzeda-
zy i wykazal, ze 8 z nich zawieralo patuling w st¢zeniach od 44 do 309 ug/dm3' aScott
i Kennedy (12) wykryli od 20 do 120 pg tej toksyny w dm> pieciu gatunkéw
kanadyjskiego soku jabtkowego. Inne doniesienia (cyt. za 7) wskazywaly na jej obecnosé
w ilo$ciach od 55 do 610 ug w kg soku zageszczonego wyprodukowanego we Francji.

W Polsce badania nad obecnoscia patuliny w soku jablkowym prowadzili Czerwiecki
(B, Lipowska iin.(7).Czerwiecki w okresie roku nie stwierdzit obecnosci
patuliny w prébkach sokéw i napojéw jabtkowych spotykanych w handlu, natomiast
Lipowska i in. wykazali w 34% badanych prébek zageszczonych sokéw jablkowych
zawarto$¢ patuliny do 50 pg w kg soku, a w 22% prébek — powyzej tej ilosci. Udowo-
dniono réwniez (7), ze w procesie zageszczania sokow nastgpuje obniZzenie zawartosci
patuliny $rednio o 24% i ze istnieje Scista zalezno§¢ pomigdzy stopniem poraZenia su-
rowca mokra zgniliznag a zawarto$cia patuliny w moszczu. Patuling wykryto takze w
sokach winogronowych (13). Jezeli obok owocéw zdrowych do produkcji wina zostana
wiaczone sple$niate i nadgnile grona, to wtedy obecnos¢ patuliny, szczegélnie ze wzgle-
du na jej znaczna stalo§¢ w soku winogronowym, moze by¢ niebezpieczna dla zdrowia
konsumenta.

Winogrona, a w naszym kraju jablka stanowia podstawowy surewiec do produ-
kcji win.Pogorzelski(10) wykazal obecno$¢ patuliny w winie wyprodukowa-
nym z surowca porazonego mokra zgnilizng w ilo$ci 15 mg/dm~, a Lipowska i in. (8)
stwierdzili, Zze podczas fermentacji nast¢puje zmniejszenie zawartosci toksyny poni-
zej poziomu mozliwego do wykrycia. Podobne wyniki uzyskali Stinson i
wspdlpr. (15) oraz S co tt i wspdlpr. (13) badajac wina sporzadzone z moszczéw
jabtkowych i winogronowych zawierajacych toksyn¢. Wyniki badan nad zawarto$cia
patuliny w cydrach dowiodly, iz tylko w nielicznych produktach stwierdzono obe-
cnos$é tej toksyny (11).
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Zmniejszanie si¢ koncentracji patuliny podczas fermentacji lub jej catkowity zanik
moze wynika¢ z obecno$ci siarczynéw, wobec ktérych patulina nie jest stabilna, lub z
metabolicznej aktywno$ci komérek drozdzy (1). Hipoteza ta jest oparta m. in. na wy-
osobnieniu mutantéw Saccharomyces cerevisiae, szczeg6lnie wrazliwych na patuling (6).

Jezeli w procesie fermentacji alkoholowej w obecnosci patuliny powstaja nie okreslo-
ne dotad produkty, to moga by¢ one biologicznie czynne i moga stanowié zagrozenie dla
zdrowia konsumenta, gdyz jak wykazalji Cie g ler iwspélpr. (2), produkty reakcji
patuliny z cysteing zachowuja dzialanie teratogenne w testach na zarodkach kurzych.

Do produkcji wina owocowego wykorzystuje si¢ niejednokrotnie jablka porazone
mikroflora grzybowa, dlatego podjeto badania celem okreslenia wplywu fermentacji al-
koholowej prowadzonej przez rézne szczepy drozdzy winiarskich na zawarto$¢ patuliny
w podiozu.

MATERIAL I METODY BADAN

W prowadzonych badaniach stosowano jako podioza fermentacyjne pozywke mineralng wzboga-
cona w witaminy, moszcz jabtkowy siarkowany, z ktérego przed uzyciem usuwano SO, przez gotowa-
nie, i niesiarkowany koncentrat jabtkowy. Stosowane do fermentacji podtoza dostadzano do zawarto-
§ci 20% sacharozy. Moszcz jabtkowy oraz koncentrat pochodzity z Milejowskich Zaktadéw Przetwér-
stwa Owocowo-Warzywnego.

Pozywkg zawierajaca w 1 cm’ 5,7 ug patuliny firmy Serva szczepiono drozdzami winiarskimi Tokay 12,
19 i 22 oraz Chablis, Sherry i Riesling. Kontrolg stanowity podioza bez patuliny poddawane fermentacji
alkoholowe;.

Fermentacj¢ prowadzono w temp. 25°C w kolbach stozkowych z czopami fermentacyjnymi. L pobiera-
nych prébkach oznaczano zawarto$¢ alkoholu metoda podang przez Kelle r m a n n a (5), zawartoéé SO,
mikrometoda z p-rozaniling (9), zawartos$¢ ekstraktu refraktometrycznie, zawarto$é patuliny metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej (12), korzystajac z ptytek firmy Merck z zelem krzemionkowym, w ukfadzie rozpusz-
czalnikéw a) chloroform-aceton w stosunku objet. 9 : 1, b) toluen-octan etylu-90% kw. mréwkowy (5 : 4 : 1).
Do wywotania plam stosowano 0,5% roztwér hydrazonu-3-metylo-2-benzotiazolinonu (MBTH), a do oznaczed
iloSciowych densytometr TLC firmy Vitatron.

PRZEBIEG I WYNIKI BADAN

Fermentacja alkoholowa pozywki mineralnej zawierajacej w swoim sktadzie patuling
przebiegata, przy zastosowaniu réznych szczepéw drozdzy winiarskich, prawidlowo. Za-
warto§¢ ekstraktu zmniejszyta si¢ z 19% do 9,5-7,5% po 8 dobach fermentacji, a alkoho-
lu etylowego wzrosta do 6-7,0% objet. w zaleznosci od uzytych drozdzy. Nie stwierdzo-
no obecnosci SO2. Zawarto$¢ patuliny zmniejszyta si¢ znacznie po dwéch dobach fer-
mentacji, Srednio od 71 do 80%, po trzech dobach o 83 do 90%, a po czterech o 92 do
97%. Po pigciu dobach fermentacji byly juz tylko §lady toksyny, trudne do iloS§ciowego
okreslenia (ryc. 1). W podtozach poddanych procesowi fermentacji przez drozdze Sher-
ry, Chablis i Riesling w r6znym tempie zanikata toksyna. Po dwéch dobach fermentacji
najwigkszy ubytek patuliny byt w przypadku fermentacji prowadzonej przez drozdze
Chablis i wynosit 81%, podczas gdy w obecnosci drozdzy Riesling i Sherry od 44 do
60% (ryc. 1a). Po czterech dobach fermentacji ubytek toksyny byt tak znaczny, Ze pozostaly
jej tylko §ladowe st¢Zenia. Drozdze Tokay gat. 12, 19 i 22 podobnie prowadzily fermentacje
i w tym samym czasie zanikata patulina obecna poczatkowo w podiozu (ryc. 1b).



Wptyw procesu fermentacji alkoholowej na ... 211

~e—eo— Sherry

a_ % — 3% — Chablis

patulin (mgX)
o
w

\\ *=0~ +~0—+ Riesling

—eo—e— Tokay 12

o
>

K~ —X ~Tokay 19

*=~0—--0— Tokay 22

patulin (mgZ)
o o
oW

o
-

1 2 3 4 3 6 7 days

Ryc. 1. Ubytek patuliny w podtozach poddanych procesowi fermentacji przez rézne szczepy drozdzy winiarskich
The loss of patulin in the beddings affected by fermentation by means of different grafts of wine yeasts
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Ryc. 2. Wpltyw réznych stgZeii sacharozy na ubytek patuliny w procesie fermentacji z uzyciem drozdzy Chablis
The effect of different concentrations of saccharose on the loss of patulina in the process of fermentation by me-
ans of Chablis yeasts

W kombinacjach pozywek zawierajacych trzy rézne st¢zenia sacharozy, a fermento-
wanych przez drozdze Tokay 12 i Chablis nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci
patuliny. Jedynie w probkach z drozdzami Chablis §ladowe ilo$ci toksyny byly widoczne
na plytkach jeszcze po 8 dobach fermentacji (ryc. 2). W hodowlach zawierajacych 10%
sacharozy wykazano po 2 dobach fermentacji 0,34 mg % patuliny, a z 20% sacharozy -
0,13 mg %, tj. o ok. 60% mniej. Nie stwierdzono Zadnych zakl6cen w procesie fermenta-
cji, gdyz w probach kontrolnych bez toksyny wyniki byly podobne w zawartosci po-
szczegblnych sktadnikéw jak w kombinacjach z patulina.

W moszczu siarkowanym, tj. zawierajacym po odpedzeniu dwutlenku siarki 85 mg %
SO, fermentacja w obecno$ci 570 pg patuliny w 100 em® podioza przebiegata podobnie
jak w moszczu pozbawionym SOz (ryc. 3). Po dwoch dobach fermentacji siarkowanego
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Rye. 3. Zmiany w zawartoéci patuliny w czasie fermentacji moszczu jabtkowego, siarkowanego i niesiarkowa-
nego z udziatem drozdzy Tokay 12; 1 — moszcz siarkowany, 2 — moszcz niesiarkowany
Changes in the content of patulin during the fermentation of apple must, both sulphurized and non-sulphurized,
with an addition of Tokay 12 yeasts; 1 - sulphurized must, 2 — non-sulphurized must

moszczu ubytek patuliny byt o 88% wickszy w stosunku do niesiarkowanego i toksyna ta
stanowita ok. 1% zawarto$ci poczatkowej i ok. 10% w moszczu pozbawionym SO2. Po
4 dobach trwania procesu fermentacji wyniki zawarto$ci patuliny byty 2-3-krotnie niz-
sze, po szeSciu za$ stwierdzono tylko $lady toksyny.

DYSKUSJA

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy potwierdzaja rezultaty badai Stinsona
i wspblpr. (14, 15) oraz Burrou g hs (1). Badacze ci §ledzili fermentacje soku
jabtkowego prowadzona przez rézne szczepy drozdzy i stwierdzili, Ze nie wszystkie
uzyte szczepy drozdzy obnizaly zawarto§¢ mikotoksyny do poziomu zerowego. Na
8 szczepéw 6 z nich powodowalo catkowity zanik patuliny w fermentujacym soku,
a 2 szczepy, oznaczone jako ATCC4105 i ATCC14284, nie doprowadzity do catkowitej
likwidacji patuliny w moszczu, gdyz pozostawat jej 1%.

Burroughs przedstawit dynamike zanikania patuliny w czasie fermentacji alkoholo-
wej z udziatem dwdch szczepéw drozdzy Saccharomyces cerevisiae oznaczonych sym-
bolami CY3 i AWY 350R uzywanych w przemystowym wyrobie cydréw. Autor stwier-
dzit, iz po dwoéch dniach fermentacji prowadzonej przez CY3 patulina zostala zlikwido-
wana W 72%, a przez AWY 350R w 74%. Po trzech dniach trwania procesu szczep CY3
rozktadat 92% patuliny, a szczep AWY 350R 90%.

Badania Lipowskiej i in. (8) wykazaly obniZenie zawarto$ci patuliny po tygodniu
fermentacgl do poziomu, ktérego nie mozna bylo wykry¢ stosowana metoda, tj. ponizej
10 pg/dm”. Natomiast Pogorzelski (10) stwierdzit obecno$¢ toksyny w winie w st¢zeniu
15 p.g/dm gdy uzyto do jego produkcji surowiec w 50% porazony mokra zgnilizna.
Stinson i wsp6lpr. (14) probowali okresli¢ sklad chemiczny i whasciwosci toksykologicz-
ne produktéw, ktére powstawaly z patuliny w czasie fermentacji alkoholowej, stosujac
toksyn¢ znaczona weglem o Produkty powstale z patuliny podczas fermentacji byly
nielotne i rozpuszczalne w wodzie oraz trudne do identyfikacji ze wzgledu na niskie ich
stezenia, a niektore z nich pojawialy si¢ zmiennie. Wysitki tych autor6w oraz Cieglera i
innych (2) majace na celu scharakteryzowanie chemicznych produktéw rozkladu patuli-
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ny lub reakcji, w ktérych brata ona udziat, nie byly uwieficzone powodzeniem ze wzgle-
du na niestato$¢ tych zwiazkéw. Mozliwe, ze produkty, ktére moga powstawac z patuli-
ny w czasie fermentacji alkoholowej, sa biologicznie czynne i w takim razie nie mozna
przyjaé, ze samoistne zanikanie toksyny wyklucza zagrozenie dla zdrowia.

Patulina jest nietrwata w obecno$ci SO2. Konserwowanie moszczéw zwiazkami, kt6-
re w roztworze wodnym wydzielaja dwutlenek siarki, jest normalna procedura w prze-
mystowym wyrobie win. Wykazano (13), ze niekoniecznie SO2 musi by¢ wprowadzony
z moszczem, gdyz w trakcie fermentacji soku winogronowego moze by¢ wytwarzany
przez drozdze z siarczanéw obecnych w surowcu. Jest to cecha genetyczna drozdzy i
moze by¢ ich korzystna wlasciwoScia selektywna.

W niniejszej pracy nie wykazano obecnosci SOz w prébach, w ktérych poddawano
fermentacji pozywke¢ mineralng zawierajaca w swoim skladzie zwiazki siarki lub moszcz
niesiarkowany.

Pomimo ze w dalszym ciagu nie wiadomo, co dzieje si¢ z patuling w wyniku fermen-
tacji, wigkszo$§¢ autoréw potwierdza doniesienia Ha rwiga iin., Ze patulina zanika w
winach, cydrach i podfermentowanych sokach, giéwnie na skutek dziatalnosci fermenta-
cyjnej drozdzy.

W wyniku przeprowadzonych badaii stwierdzono, iz patulina obecna w podlozu fer-
mentujacym w stezeniu 0,57 mg % zanikala w pierwszym tygodniu fermentacji. Stoso-
wane szczepy drozdzy winiarskich réznily si¢ tylko w niewielkim stopniu uzdolnieniami
do obnizania poziomu patuliny podczas kolejnych dni fermentacji. W Srodowisku zawie-
rajacym drozdze Sherry i Riesling wolniej ubywata patulina w poréwnaniu z prébkami
fermentowanymi przez drozdze Tokay i Chablis. Jednak §ladowe st¢zenia tej toksyny
stwierdzono w prébkach fermentowanych przez drozdze Chablis nawet po 8 dniach.
Dwutlenek siarki obecny w moszczu w stezeniu 85 mg % przyspieszyt rozkiad patuliny
w fermentujacym Srodowisku.
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SUMMARY

The paper presents the results of experiments made with the use of 4 yeast grafts: Tokay, Chablies, Sherry
and Riesling on the effect of alcohol fermentation of the apple must, both sulphurized and non-sulphurized, on
the content of patulin in the studied beddings.

Patulin was introduced to these beddings before fermentation in the quantity of 0.56 mg % and it disappe-
ared at different periods of the fermentation, but after 6 days of the fermentation, only trace quantities of patulin
were found out.

The content of patulin was determined with the method of thin layer chromatography according to Scott
and Kennedy (1973).
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