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WYKAZ UŻYWANYCH SKRÓTÓW 
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analizatorem czasu przelotu (ang. comprehensive two-dimensional gas chromatography 
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GC-MS – chromatografia gazowa ze spektometrią mas (ang. gas chromatography – mass 

spectrometry) 
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HS-SPME – mikroekstrakcja do fazy stałej z fazy nadpowierzchniowej (ang. headspace 

solid phace microextraction) 

LAB – bakterie fermentacji mlekowej (ang. lactic acid bacteria) 
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SAFE – destylacja pod obniżonym ciśnieniem (ang. solvent assisted flavor evaporation) 
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assay) 
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STRESZCZENIE 

 Zmiany nawyków i preferencji żywieniowych konsumentów w połączeniu ze 

znacznym postępem technologicznym i skróceniem procesów produkcji żywności 

kształtują rosnące zapotrzebowanie na aromaty spożywcze. Dodatki aromatyzujące 

żywność mają za zadanie zapewnić wystarczająco intensywny aromat produktom 

przetworzonym. Szczególnie istotne staje się opracowanie nowych technologii produkcji 

aromatów naturalnych, które odpowiadają na aktualne potrzeby konsumentów. Wśród 

technologii pozyskiwania naturalnych związków aromatycznych, należy zwrócić uwagę 

na procesy biotechnologiczne. Wyróżniają się one wysoką wydajnością, możliwością 

zagospodarowania produktów ubocznych przemysłu, niezależnością od czynników 

klimatycznych i socjopolitycznych oraz relatywnie niskimi kosztami. Przykładem 

mikroorganizmu o dużym potencjale w produkcji związków zapachowych jest grzyb 

pleśniowy Galactomyces geotrichum, odpowiadający za miodowo-różany aromat 

tradycyjnie otrzymywanego sera smażonego. Celem badań przeprowadzonych w ramach 

niniejszej rozprawy doktorskiej było opracowanie parametrów procesu 

biotechnologicznego do otrzymywania kompozycji aromatycznych z maślanki oraz 

serwatki słodkiej i kwaśnej przy wykorzystaniu pleśni G. geotrichum oraz 

charakterystyka związków aktywnych zapachowo powstających w procesie fermentacji. 

Przeprowadzone badania obejmowały analizę 39 szczepów G. geotrichum pod kątem 

potencjału produkcji związków o zapachu miodowo-różanym, optymalizację warunków 

hodowli na podłożach z maślanką i serwatką oraz szczegółową, opartą o podejście 

sensomiczne, charakterystykę składu powstałych kompozycji aromatycznych. 

 Przeprowadzone badania pozwoliły na uzyskanie podstawowej wiedzy na temat 

wpływu warunków hodowli takich jak pH, temperatura oraz wpływu rodzaju źródła 

węgla w postaci dwucukrów lub cukrów prostych takich jak: sacharoza, laktoza, glukoza, 

galaktoza i fruktoza na biosyntezę związków zapachowych przez pleśnie G. geotrichum 

na podłożach zawierających maślankę lub serwatkę. Ponadto zaobserwowano, że 

jednoczesne prowadzenie fermentacji serwatki kwaśnej z dodatkiem LAB oraz pleśni 

G. geotrichum wpływa na wzbogacenie profilu zapachowego ze szczególnym wzrostem 

intensywności aromatu maślanego. Wyniki przeprowadzonych badań dostarczają 

podstawowej wiedzy na temat aromatu produkowanego przez grzyby pleśniowe 
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G. geotrichum na podłożach wykorzystujących produkty uboczne przemysłu 

mleczarskiego oraz możliwości jego intensyfikacji. Otrzymane kompozycje aromatyczne 

dają możliwość poprawy aromatu produktów spożywczych nie tylko w przemyśle 

mleczarskim, ale również cukierniczym, piekarniczym, czy piwowarskim. 
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ABSTRACT 

 Changes in consumers' eating habits and preferences, combined with significant 

technological progress and shortening of food production processes, shape the growing 

demand for food flavorings. These food additives are designed to provide a sufficiently 

intense aroma to processed food products. It is particularly important to develop new 

technologies for the production of natural flavors that respond to the current needs of 

consumers. Among the technologies for obtaining natural aroma compounds, special 

attention should be paid to biotechnological processes. They are distinguished by high 

efficiency, the possibility of using industrial by-products, independence from climatic 

and sociopolitical factors, and relatively low costs. An example of a microorganism with 

a high aroma potential is Galactomyces geotrichum, responsible for the honey-rose aroma 

of traditionally obtained fried cottage cheese. Therefore, the aim of the study performed 

in the doctoral dissertation was to develop the parameters of the biotechnological process 

for obtaining aroma compositions from buttermilk and sweet and sour whey using the G. 

geotrichum mold and to characterize aroma-active compounds formed in the fermentation 

process. The research carried out included the analysis of 39 strains of G. geotrichum in 

terms of the potential for the production of compounds with a honey-rose aroma, 

optimization of culture conditions on media with buttermilk and whey, and detailed 

characteristics of aroma compositions using the sensomic approach. 

 The conducted research allowed to obtain basic knowledge about the influence of 

culture conditions, such as pH, temperature, and the influence of the type of carbon source 

in the form of disaccharides or monosaccharides, such as: sucrose, lactose, glucose, 

galactose and fructose, on the biosynthesis of aroma compounds by G. geotrichum molds 

on media containing buttermilk or whey. In addition, it was observed that the 

simultaneous fermentation of sour whey with the addition of LAB and the mold 

G. geotrichum resulted in the enrichment of the odor profile with a particular increase in 

the intensity of the buttery aroma. The results of the conducted research provide basic 

knowledge about the aroma produced by G. geotrichum on substrates using by-products 

of the dairy industry and the possibilities of its intensification. The obtained aroma 

compositions give the opportunity to improve the aroma of food products not only in the 

dairy industry, but also in the confectionery, baking and brewing industries. 
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1. WSTĘP 

1. 1. Naturalne substancje aromatyczne 

 Substancje aromatyczne są jedną z grup dodatków do żywności. W związku z 

wpływem na podstawowe cechy produktów spożywczych, rynek aromatów spożywczych 

stanowi ponad ćwierć wartości rynku wszystkich dodatków do żywności (Longo i 

Sanromán, 2006). Zgodnie z danymi IMARC (Imarc Group, 2023), wartość 

ogólnoświatowego rynku substancji aromatyzujących żywność w 2021 roku wyniosła 

15,6 miliardów dolarów, z prognozowanym wzrostem o 5 miliardów dolarów w 2027 

roku. Tendencja ta wynika ze zmian nawyków żywieniowych konsumentów oraz 

intensywnego rozwoju technologii produkcji żywności. Zmiany stylu życia i nawyków 

żywieniowych konsumentów generują większe zapotrzebowanie na żywność 

funkcjonalną oraz żywność gotową do spożycia lub łatwą w przygotowaniu. Ponadto 

rosnąca świadomość konsumencka wpływa na wzrost znaczenia zrównoważonej 

produkcji i konsumpcji żywności oraz wysokiej jakość produktów spożywczych. Na 

znaczeniu zyskuje tzw. nowa żywność, która odpowiada na aktualne potrzeby 

konsumentów. Grupa ta obejmuje produkty nowo opracowane, innowacyjne, 

wyprodukowane dzięki nowatorskim technologiom lub procesom produkcyjnym 

(Czernyszewicz i in., 2022). Niekonwencjonalne technologie produkcji żywności i 

skrócenie czasu jej produkcji mogą skutkować niedostatecznym rozwinięciem aromatu 

żywności lub brakiem aromatu charakterystycznego dla danego produktu. Przykładem 

takiej sytuacji jest proces produkcji substytutów mięsa na bazie białek roślinnych, które 

samodzielnie nie posiadają aromatu typowego dla mięsa. Kolejnym wyzwaniem dla 

dziedziny technologii żywności jest mięso hodowane komórkowo. W ostatnich latach 

prowadzonych jest coraz więcej badań na poziomie start-upów, które mają za zadanie 

stworzenie technologii umożliwiających produkcję mięsa hodowanego komórkowo i 

wprowadzenie go na rynek. Z uwagi na specyfikę procesu, taka forma mięsa jest jednak 

całkowicie pozbawiona aromatu i niezbędne jest jego odtworzenie (Kadim i in., 2015). 

Opisane zmiany na rynku produkcji żywności generują konieczność stosowania 

większych ilości dodatków do żywności, mających za zadanie nadanie produktom 

spożywczym odpowiedniego aromatu. Innym rozwiązaniem, szczególnie istotnym w 

przemyśle fermentacyjnym, może być modyfikacja technologii produkcji w celu 
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zintensyfikowania aromatu, chociażby poprzez zastosowanie nowych, bardziej 

wydajnych szczepów mikroorganizmów.  

 Substancje aromatyczne stosowane jako dodatki do żywności dzielą się na trzy 

grupy: syntetyczne substancje aromatyczne, substancje aromatyczne identyczne z 

naturalnymi oraz naturalne substancje aromatyczne (Pijanowski i in., 2004). Z uwagi na 

rosnącą świadomość żywieniową konsumentów, obserwuje się wciąż rosnący popyt na 

naturalne substancje aromatyczne w roli dodatków do żywności, kosztem syntetycznych 

substancji aromatycznych. Substancje aromatyczne pochodzenia naturalnego pozyskuje 

się na drodze ekstrakcji ze źródeł naturalnych (np. roślin) lub na drodze 

biotechnologicznej. Procesy te są przyjazne dla środowiska i projektowane w duchu 

zrównoważonego rozwoju, co nawiązuje do aktualnych przekonań społecznych (Sales i 

in., 2018). Ekstrakcja aromatów ze źródeł naturalnych jest stosowana w przemyśle od 

dawna, jednak wiążą się z pewnymi ograniczeniami. Można wyróżnić wśród nich 

zależność od wielu czynników zewnętrznych: warunków pogodowych, chorób roślin i 

szkodników, sezonowości oraz wpływu sytuacji politycznej na dostępność surowców. 

Ponadto stosunkowo niskie stężenia związków aromatycznych w surowcach naturalnych 

sprawiają, że tego typu technologie są czasochłonne, skomplikowane i kosztowne. 

W obliczu tych wyzwań, szczególną uwagę zwraca się na opracowanie nowych metod 

biotechnologicznej produkcji substancji aromatycznych (Bicas i in., 2010). 

 

1. 2. Produkcja związków aromatycznych na drodze biotechnologicznej 

 Wśród biotechnologicznej produkcji związków aromatycznych wyróżnia się dwa 

rodzaje procesów. Pierwszym z nich jest synteza de novo obejmująca powstawanie 

złożonych związków aromatycznych z prostych cząsteczek budulcowych podczas 

szlaków metabolicznych mikroorganizmów. Drugim rodzajem jest biotransformacja 

(inaczej biokonwersja) prekursorów w jedno- lub kilkuetapowych reakcjach przez 

enzymy lub całe komórki mikroorganizmów (Sales i in., 2018). Biotechnologiczne 

procesy produkcji aromatów są przyjazne dla środowiska i prowadzą do otrzymania 

produktów, które można nazywać naturalnymi. W odróżnieniu od ekstrakcji substancji 

aromatycznych z naturalnych źródeł, bioprocesy charakteryzują się wysokim stopniem 

kontroli, małym stopniem zależności od czynników zewnętrznych (np. sezonowości i 

zmian klimatu), wysoką wydajnością oraz stosunkowo niskim kosztem produkcji. 
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Procesy biokonwersji dają możliwość zastosowania produktów ubocznych przemysłu do 

produkcji związków aromatycznych, co jest podejściem nie tylko ekologicznym, ale 

również dodatkowo obniżającym koszty produkcji (Paulino i in., 2020). 

 Na aromat produktów spożywczych składa się szereg związków aromatycznych. 

Percepcja aromatu żywności jako całość nie jest przy tym sumą aromatu pojedynczych 

związków wchodzących w jego skład. Literatura przedmiotu wskazuje, że mieszaniny 

zawierające już powyżej czterech związków aromatycznych tracą indywidualne nuty 

zapachowe na rzecz specyficznego, kompleksowego aromatu. Obecnie obserwuje się 

rosnące zainteresowanie technologiami produkcji kompozycji aromatycznych na drodze 

biotechnologicznej, które mogą lepiej odwzorować cechy danego produktu 

spożywczego, niż pojedyncze związki. Takie podejście eliminuje również konieczność 

wprowadzenia kosztownych i czasochłonnych procesów ekstrakcji wybranych związków 

do bioprocesów (Dunkel i in., 2014). 

 

1. 3. Charakterystyka grzyba pleśniowego Galactomyces geotrichum 

 Grzyby pleśniowe z rodzaju Galactomyces należą do królestwa Fungi, gromady 

Ascomycota, klasy Saccharomycetes i rodziny Dipodascaceae (de Hoog i Smith, 2004). 

Z uwagi na morfologiczny polimorfizm zależny od szczepu, który stoi na granicy między 

typowymi grzybami pleśniowymi i drożdżopodobnymi, rodzaj ten określa się jako 

nitkowate grzyby drożdżopodobne (Skóra i in., 2009). 

 Grzyby Galactomyces spp. rozwijają się koncentrycznie na podłożu stałym, 

tworząc białe, filcowate kolonie. Na podłożach płynnych tworzą natomiast kożuch i/lub 

osad (Skóra i in., 2009). Telemorfy Galactomyces wyróżniają się jednym z najkrótszych 

czasów generacji wśród eukariontów, który wynosi 1,1 h na podłożach płynnych w 30°C. 

Znacznie dłuższy jest czas generacji na podłożach stałych, który wynosi 3,6 h oraz faza 

spoczynkowa lag, wynosząca 10 h (Boutrou i Guéguen, 2005). Mikroorganizmy z rodzaju 

Galactomyces charakteryzują się zdolnością do wzrostu w środowisku tlenowym lub 

mikroaerofilnym oraz w szerokim zakresie temperatur (5-38°C) i pH (3,0-11,0) z 

optimum na poziomie 25-30°C i 5,0-7,0 (Skóra i in., 2009). 

 Galactomyces spp. posiadają zdolność do asymilacji D-galaktozy D-galaktozy, 

L-sorbozy, fruktozy i soli kwasu octowego, przy czym poszczególne szczepy wykazują 

zdolność do asymilacji również innych źródeł węgla (Boutrou i Guéguen, 2005), jak kwas 
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mlekowy i mleczan. Grzyby G. geotrichum charakteryzują się również zdolnością 

proteolityczną i lipolityczną (Perkins i in., 2020).  

 Grzyby pleśniowe z rodzaju Galactomyces są rozpowszechnione w środowisku, 

występując naturalnie w glebie i na powierzchniach roślin. Niektóre gatunki tych 

mikroorganizmów mogą rozwijać się również w przewodach pokarmowych owadów i 

ssaków (Boutrou i Guéguen, 2005). W ujęciu występowania w produktach spożywczych, 

grzyby G. geotrichum są najbardziej rozpowszechnione w przemyśle mleczarskim. Ich 

obecność stwierdza się m.in. w serze smażonym, raclette i Camembert, a także w wodnym 

kefirze (Wyder i in., 1999; Marcellino i in., 2001; Majcher i in., 2014; Tang i in., 2016). 

Aktywność proteolityczna i lipolityczna G. geotrichum wpływa na właściwości 

sensoryczne produktów mleczarskich (Perkins i in., 2020). Działanie peptydaz 

produkowanych przez te mikroorganizmy redukuje cierpkość serów przez rozkład 

gorzkich peptydów, będących produktem rozkładu β-kazeiny np. przez Penicillium 

camemberti (Wyder i in., 1999; Boutrou i Guéguen, 2005). Wykazano również, że 

G. geotrichum oddziałują na właściwości odżywcze produktów spożywczych. 

Zaobserwowano, że niektóre szczepy tego gatunku są zdolne do zewnątrzkomórkowej 

produkcji wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (głównie n-3), dając możliwość 

poprawy jakości żywieniowej produktów spożywczych (Grygier i in., 2020). Warto 

podkreślić, że obecność G. geotrichum w produktach spożywczych ogranicza rozwój 

niepożądanej mikroflory, np. Listeria monocytogenes i grzybów Mucor spp., wpływając 

tym samym bezpieczeństwo i trwałość żywności (Perkins i in., 2020). 

 

1. 4. Produkcja związków zapachowych przez grzyby G. geotrichum  

 Grzyby pleśniowe G. geotrichum odpowiadają za aromat przetworów mlecznych 

dzięki ich szerokiej aktywności enzymatycznej (Boutrou i Guéguen, 2005). Wykazano, 

że mikroorganizmy te są odpowiedzialne za tworzenie 2-fenyloetanolu, aldehydu 

fenylooctowego oraz kwasu fenylooctowego – związków o zapachu miodowo-różanym 

w tradycyjnie otrzymywanym wielkopolskim serze smażonym (Majcher i in., 2014). 

Alkohol fenyloetylowy jest związkiem powstającym w szlaku Ehrlicha, podczas 

biotransformacji L-fenyloalaniny (Etschmann i in., 2002). Według opracowania Dunkel 

i in., 2014 związek ten odpowiada za aktywne kształtowanie aromatu prawie 23% 

produktów żywnościowych, a w szczególności produktów otrzymywanych na drodze 
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fermentacji, takich jak wino, piwo, sos sojowy czy chleb żytni. Dodatkowo 

2-fenyloetanol jest szeroko stosowany jako substancja aromatyzująca w przemyśle 

spożywczym, perfumeryjnym i kosmetycznym, co generuje konieczność opracowywania 

kolejnych technologii jego pozyskiwania. Wśród tych metod szczególną uwagę zwraca 

się na procesy biotechnologiczne, umożliwiające otrzymanie alkoholu fenyloetylowego 

o pochodzeniu naturalnym. 

 Ze względu na specyfikę szlaku Ehrlicha, 2-fenyloetanol zwykle powstaje 

równocześnie z jego prekursorem aldehydem fenylooctowym oraz jego pochodną 

kwasem fenylooctowym. Wynika to z przekształcenia aminokwasu L-fenyloalaniny, na 

które  składa się: transaminacja L-fenyloalaniny, dekarboksylacja powstałego 

fenylopirogronianu i redukcja otrzymanego aldehydu fenylooctowego  do  

2-fenyloetanolu oraz oksydacja do kwasu fenylooctowego (Etschmann i in., 2002; Zhang 

i in., 2017).  

 

L-fenyloalanina 

Aldehyd fenylooctowy 

Fenylopirogronian 

Transaminacja 

Dekarboksylacja 

2-fenyloetanol Kwas fenylooctowy 

Redukcja Oksydacja 

Rys. 1. Transformacja L-fenyloalaniny podczas szlaku Ehrlicha 

[opracowanie własne na podstawie: Etschmann i in., 2002, Zhang i in., 2017]. 
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Wszystkie te związki charakteryzują się zapachem określanym jako miodowo-różany i 

mogą przyczyniać się do aromatyzowania produktów spożywczych. Udział w 

kształtowaniu aromatu żywności przez te związki jest zależny od ich progu 

wyczuwalności sensorycznej (OT) w danej matrycy oraz stężenia, które jest zmienne w 

różnych produktach. Ponieważ każdy ze związków powstających w szlaku Ehrlicha 

cechuje inna wartość OT, ich stosunek ilościowy w produkcie spożywczym ma znaczny 

wpływ na końcowy aromat. W serze smażonym zaobserwowano niespotykany stosunek 

ilościowy aldehydu fenylooctowego o zapachu miodowym i 2-fenyloetanolu o zapachu 

różanym powstających w szlaku Ehrlicha, wynoszący blisko 1:1 (Majcher i in., 2014). 

Obserwacja ta wskazuje na to, że grzyby G. geotrichum wyróżniają się wysokim 

potencjałem tworzenia przyjemnych kompozycji aromatycznych o intensywnym zapachu 

miodowo-różanym.  

  

1. 5.  Podejście sensomiczne w analizie związków zapachowych 

 Wprowadzenie chromatografii gazowej w latach sześćdziesiątych XX wieku 

zapoczątkowało rozwój badań dotyczących aromatu żywności. Przez lata zakładano, że 

całościowy aromat danego produktu jest wynikiem sumy intensywności nut 

zapachowych pojedynczych związków wchodzących w jego skład. Niestety próby 

odtworzenia aromatu żywności (np. oliwy z oliwek, soku pomarańczowego) na podstawie 

zidentyfikowanych związków zapachowych nie zawsze kończyły się sukcesem. 

Obserwacje te doprowadziły do opracowania podejścia sensomicznego w analizie 

zapachowej. Zakłada ono kompleksowe podejście do analizy aromatu żywności, które 

obejmuje koncentrację na identyfikacji kluczowych związków zapachowych danej 

kompozycji, a następnie ich precyzyjne oznaczenie ilościowe. Podejście sensomiczne 

opiera się na założeniu, że aromat jako całość jest nie tylko sumą nut zapachowych 

poszczególnych związków, ale specyficznym wrażeniem zależnym od składu 

kompozycji, stężeń kluczowych związków aromatu oraz składu matrycy produktu. Już 

brak jednego kluczowego związku lotnego lub jego nieprawidłowe stężenie może 

spowodować znaczne odchylenia w percepcji aromatu. Zastosowanie chromatografii 

gazowej i olfaktometrii (GC-O) w koncepcji sensomicznej umożliwia ograniczenie 

czasochłonnych procesów identyfikacji poszczególnych związków do substancji 

aktywnych zapachowo. Wykorzystanie izotopowo znakowanych standardów 
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zewnętrznych do oznaczeń ilościowych zidentyfikowanych związków w formie tzw. 

analizy rozcieńczeń stabilnych izotopów (SIDA) ogranicza ryzyko pominięcia związków 

śladowych lub otrzymania niedokładnych wyników, dzięki wysokiej precyzji. Z punktu 

widzenia sensomiki, istotnym czynnikiem wpływającym na aromat jest również matryca 

produktu, dlatego opracowano jednostkę wartości aktywności aromatu (OAV), 

zdefiniowanej jako stosunek stężenia związku zapachowego do jego progu 

wyczuwalności (OT) w danej matrycy. Analiza aromatu w ujęciu wartości OAV 

umożliwia precyzyjne wyznaczenie związków mających największy wpływ na 

całościowy aromat produktu spożywczego (Dunkel i in., 2014).  

 

 

 

Rys. 2. Schemat analizy aromatu z wykorzystaniem podejścia sensomicznego 

[opracowanie własne na podstawie: Dunkel i in., 2014]. 
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2. CEL PRACY  

 Celem pracy doktorskiej było opracowanie parametrów procesu fermentacji do 

otrzymywania kompozycji aromatycznych z maślanki oraz serwatki słodkiej i kwaśnej 

przy wykorzystaniu pleśni G. geotrichum wraz z pełną charakterystyką profilu 

zapachowego oraz identyfikacją związków aktywnych zapachowo. 

 

Zakres pracy obejmował następujące etapy: 

1. Analizę 39 szczepów pleśni G. geotrichum w celu wyselekcjonowania szczepu 

zdolnego do produkcji nadmiaru aldehydu fenylooctowego w stosunku do 

2-fenyloetanolu poprzez biotransformację L-fenyloalaniny w szlaku Ehrlicha. 

2. Optymalizację procesu fermentacji poprzez dobór następujących parametrów: rodzaj 

cukru w pożywce, temperatura inkubacji, pH podłoża, dodatek LAB w kierunku 

uzyskania kompozycji aromatycznej o przyjemnym miodowo-różano-owocowym 

aromacie. 

3. Określenie wpływu zastosowanego podłoża zawierającego serwatkę kwaśną, serwatkę 

słodką lub maślankę na profil sensoryczny oraz skład związków zapachowych 

tworzących kompozycję aromatyczną. 

4. Identyfikację związków aktywnych zapachowo w otrzymanych kompozycjach 

aromatycznych przy wykorzystaniu podejścia sensomicznego, które obejmuje izolację 

związków zapachowych poprzez destylację pod obniżonym ciśnieniem (SAFE) i 

mikroekstrakcję do fazy stałej z fazy nadpowierzchniowej (HS-SPME), identyfikację 

kluczowych związków zapachowych z wykorzystaniem chromatografii gazowej i 

olfaktometrii (GC-O) i chromatografii gazowej ze spektrometrią mas (GC-MS), 

analizę ilościową z zastosowaniem izotopomerów (SIDA) oraz wyznaczenie wartości 

aktywności aromatu (OAV) jako stosunku stężenia związku do jego progu 

wyczuwalności sensorycznej.  

5. Profilową analizę sensoryczną otrzymanych kompozycji aromatycznych. 
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3. HIPOTEZY BADAWCZE 

 Hipotezy badawcze badań przedstawionych w rozprawie doktorskiej były 

następujące: 

 

1. Pleśnie Galactomyces geotrichum posiadają zdolność do biosyntezy związków 

zapachowych o przyjemnym miodowym, różanym i owocowym aromacie z 

półproduktów przemysłu mleczarskiego, takich jak maślanka i serwatka. 

 

2. Istnieje możliwość sterowania jakością aromatu produktu uzyskanego na drodze 

fermentacji za pomocą składników pożywki np. rodzaju cukru oraz warunków 

hodowli np. pH, temperatura. 

 

3. Zastosowanie podejścia sensomicznego pozwala na szczegółową identyfikację 

związków aktywnych zapachowo odpowiedzialnych za walory sensoryczne 

produktów fermentowanych.
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4. METODYKA BADAŃ 

4. 1. Materiał badawczy 

 Materiałem badawczym były produkty pofermentacyjne stanowiące podłoże 

bazowe bez lub z dodatkiem maślanki, serwatki słodkiej lub serwatki kwaśnej poddane 

fermentacji przez G. geotrichum lub kombinację G. geotrichum z bakteriami fermentacji 

mlekowej (LAB) w określonych warunkach i czasie. 

 

4. 2. Metody analityczne 

• 7-dniowe hodowle kolbowe przeprowadzono w kolbach stożkowych o 

pojemności 300 ml w łaźni wodnej z wytrząsaniem. [P I, P II] 

• 7-dniowe i 8-dniowe hodowle w bioreaktorze w skali laboratoryjnej 

przeprowadzono w bioreaktorze Labfors 5 (Infors HT, Bottmingen, Szwajcaria) 

o pojemności 2,3 l. [P I, P III] 

• Ocenę sensoryczną produktów pofermentacyjnych zrealizowano z 

zastosowaniem metody profilowej. [P I-III] 

• Ekstrakcję aldehydu fenylooctowego i 2-fenyloetanolu z produktów 

pofermentacyjnych 39 szczepów G. geotrichum przeprowadzono z 

zastosowaniem metody HS-SPME. [P I] 

• Ekstrakcję związków aktywnych zapachowo w produktach pofermentacyjnych 

przeprowadzono z zastosowaniem metody SAFE. [P I-III] 

• Identyfikację związków aktywnych zapachowo w aromacie produktów 

pofermentacyjnych przeprowadzono z zastosowaniem metody GC-O. Dla 

wszystkich pików i deskryptorów aromatu z określonymi czasami retencji 

obliczono indeksy retencji na podstawie szeregu homologicznego n-alkanów C7-

C24. [P I-III] 

• Identyfikację i oznaczenie ilościowe analizowanych związków zapachowych w 

produktach pofermentacyjnych przeprowadzono z zastosowaniem metody GC-

MS. Do oznaczenia ilościowego wykorzystano metodę SIDA. [P I-III] 
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• Oznaczenie ilościowe G. geotrichum podczas hodowli przeprowadzono przez 

przygotowanie rozcieńczeń dziesiętnych materiału badawczego i inkubację na 

płytkach Petriego z podłożem z chloramfenikolem. [P II, P III] 

• Oznaczenie ilościowe LAB podczas hodowli przeprowadzono przez 

przygotowanie rozcieńczeń dziesiętnych materiału badawczego i inkubację na 

płytkach Petriego z podłożem MRS z agarem. [P III] 

• Oznaczenie ilościowe kwasu mlekowego w podłożu z serwatką kwaśną po 

fermentacji przez LAB i G. geotrichum przeprowadzono z zastosowaniem 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High-performance Liquid 

Chromatography, HPLC). Kwas mlekowy zidentyfikowano na podstawie indeksu 

retencji. Oznaczenie ilościowe kwasu mlekowego przeprowadzono za pomocą 

zewnętrznej krzywej wzorcowej. [P III] 

• Ekstrakcję i derywatyzację 11 wolnych aminokwasów w podłożu z serwatką 

kwaśną po fermentacji przez LAB i G. geotrichum przeprowadzono przy użyciu 

zestawu EZ:Faast™ do analizy wolnych (fizjologicznych) aminokwasów 

(Phenomenex, Aschaffenburg, Niemcy). Do analizy aminokwasów w produkcie 

pofermentacyjnym zastosowano chromatografię gazową sprzężoną ze 

spektrometrem masowym (GC-MS). Identyfikację i oznaczenie ilościowe 

poszczególnych aminokwasów przeprowadzono w odniesieniu do standardów 

zewnętrznych i znormalizowano w stosunku do standardu wewnętrznego. [P III]  

 

 Zastosowane metody analityczne zostały szczegółowo opisane w poszczególnych 

publikacjach wchodzących w skład pracy doktorskiej.
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5. OMÓWIENIE WYNIKÓW 

 W pracy doktorskiej analizowano wpływ różnych warunków hodowli (rodzaj 

cukru w podłożu, pH podłoża, temperatura inkubacji) na intensywność aromatu 

wytwarzanego przez G. geotrichum na podłożach z maślanką oraz serwatką słodką i 

serwatką kwaśną. Badane warianty hodowli poddano dokładnej charakterystyce zarówno 

pod względem wyznaczenia profilu zapachowego za pomocą analizy sensorycznej jak i 

analizy instrumentalnej obejmującej identyfikację związków aktywnych zapachowo. 

Szczegółowy schemat przeprowadzonych doświadczeń znajduje się na rys. 3.  
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Rys. 3. Schemat doświadczeń zrealizowanych w pracy doktorskiej [opracowanie własne]. 
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5. 1. Analiza 39 szczepów G. geotrichum w aspekcie produkcji aldehydu 

fenylooctowego i 2-fenyloetanolu 

 Pierwszym etapem przeprowadzonych badań była analiza 39 szczepów 

G. geotrichum, mająca na celu wyselekcjonowanie szczepu zdolnego do produkcji 

nadmiaru aldehydu fenylooctowego w stosunku do 2-fenyloetanolu poprzez 

biotransformację L-fenyloalaniny w szlaku Ehrlicha, co w efekcie miało zapewnić 

uzyskanie kompozycji aromatycznej o najwyższej intensywności miodowo-różanego 

zapachu. Badane szczepy zostały wyizolowane z wielkopolskiego sera smażonego, 

produkowanego w sposób tradycyjny, w którym odpowiadały za pojawienie się 

miodowych i kwiatowych nut zapachowych (Majcher i in., 2014). Przeprowadzono 

7-dniowe hodowle każdego szczepu w kolbach na podłożu podstawowym (Grygier i in., 

2015), zawierającym wodorofosforan sodu, kwas cytrynowy, chlorek magnezu, ekstrakt 

drożdżowy, sacharozę i L-fenyloalaninę, jako prekursor związków zapachowych o 

miodowo-różanym aromacie. Jako kryterium oceny intensywności aromatu miodowo-

różanego produkowanego przez szczepy G. geotrichum, wybrano stosunek powierzchni 

pików aldehydu fenylooctowego i 2-fenyloetanolu. 

 Otrzymane wyniki wykazały, że każdy z analizowanych szczepów 

charakteryzował się zdolnością do produkcji aldehydu fenylooctowego i 2-fenyloetanolu 

na podłożu podstawowym. Wśród 39 szczepów G. geotrichum, dwa szczepy 

charakteryzowały się zdolnością do produkcji aldehydu fenylooctowego i 

2-fenyloetanolu w stosunku bliskim 1:1, przy czym pozostałe szczepy produkowały 

znacznie więcej 2-fenyloetanolu. Najlepszym stosunkiem aldehydu fenylooctowego do 

2-fenyloetanolu wyróżniał się szczep 32, dla którego wartość ta wyniosła odpowiednio 

1.6:1. Obserwacja ta jest bardzo istotna z punktu widzenia produkcji aromatów na drodze 

biotechnologicznej ze względu na wysoką siłę aromatyzowania aldehydu 

fenylooctowego, który zwykle nie jest produkowany przez mikroorganizmy w wysokich 

stężeniach z uwagi na reakcje zachodzące podczas szlaku Ehrlicha. Próg wyczuwalności 

aldehydu fenylooctowego w wodzie wynosi 4 µg/kg, co jest wartością 60-krotnie niższą, 

niż próg wyczuwalności alkoholu fenyloetylowego w tych samych warunkach, który 

wynosi 240 µg/kg (Van Gemert, 2011). Dzięki temu zwiększenie udziału aldehydu 

fenylooctowego w kompozycji aromatycznej istotnie wpływa na zwiększenie 

intensywności odczucia aromatu [P I]. 
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 Przeprowadzony eksperyment pozwolił na wyselekcjonowanie szczepu 

G. geotrichum z najwyższym potencjałem produkcji aldehydu fenylooctowego i 

2-fenyloetanolu w stosunku ilościowym wyższym niż 1:1. Wyselekcjonowany szczep nr 

32 był wykorzystywany w kolejnych badaniach. 

 

5. 2. Optymalizacja warunków fermentacji podłoży z dodatkiem maślanki 

lub serwatki prowadzonej przez G. geotrichum w celu uzyskania 

kompozycji aromatycznej o intensywnym miodowo-różanym aromacie. 

 Warunki hodowli mają istotny wpływ na prowadzenie procesu fermentacji i co za 

tym idzie mogą być jednym z parametrów wykorzystywanych do kreowania bukietu 

finalnego produktu. Z tego względu w drugim etapie pracy doktorskiej zweryfikowano 

wpływ pH oraz temperatury hodowli na profil zapachowy uzyskanych kompozycji. 

Badania prowadzono w hodowlach kolbowych z wykorzystaniem wyselekcjonowanego 

szczepu G. geotrichum, który wyróżniał się zdolnością do produkcji nadmiaru aldehydu 

fenylooctowego w stosunku do 2-fenyloetanolu. Analizowano trzy warianty podłoży: z 

dodatkiem maślanki, serwatki słodkiej oraz serwatki kwaśnej. Produkty uboczne 

przemysłu mleczarskiego jako składniki podłoża częściowo odwzorowały naturalne 

środowisko rozwoju pleśni G. geotrichum, jakim jest wielkopolski ser smażony. Ponadto 

zawierają one L-fenyloalaninę, będącą prekursorem związków zapachowych o miodowo-

różanym aromacie. Optymalizację warunków hodowli G. geotrichum poprzedzono 

badaniami wstępnymi, porównującymi ich zdolność do produkcji aldehydu 

fenylooctowego i 2-fenyloetanolu na podłożach z maślanką, serwatką słodką i serwatką 

kwaśną bez i z dodatkiem L-fenyloalaniny w różnych stężeniach (0,1%, 0,5%, 1,0% i 

2,1%). Uzyskane wyniki wykazały, że wyselekcjonowany szczep G. geotrichum jest 

zdolny do produkcji tych związków w najwyższych stężeniach przy zawartości 

L-fenyloalaniny na poziomie 2,1% w każdym z badanych podłoży. Otrzymane 

kompozycje charakteryzowały się ponadto najlepszymi cechami sensorycznymi. 

Uzyskane wyniki wzięto pod uwagę w dalszych badaniach. Analiza sensoryczna 

wykazała, że prowadzenie fermentacji przy pH 5,0 prowadzi do otrzymania kompozycji 

o najszerszym profilu zapachowym, gdzie wyczuwano takie nuty zapachowe jak 

miodowe i owocowe w produkcie z serwatką kwaśną i słodką oraz miodowe i karmelowe 

w wariancie z maślanką. Warianty produktów pofermentacyjnych o początkowym pH 
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wynoszącym 3,0 i 4,0 charakteryzowały się znaczącym spadkiem intensywności każdego 

z analizowanych deskryptorów [P I, II]. W przypadku podłoża z maślanką, prowadzenie 

fermentacji przy niskim pH doprowadziło do uzyskania prawie bezzapachowego 

produktu [P II]. Wyniki analizy sensorycznej bioaromatów uzyskanych w różnych 

wariantach temperaturowych wykazały, że najbardziej optymalną temperaturą, 

skutkującą otrzymaniem kompozycji o najszerszym profilu sensorycznym jest 30°C. 

Otrzymane kompozycje aromatyczne charakteryzowały się wysoką intensywnością nut 

miodowych i różanych, a także owocowych w przypadku serwatki oraz karmelowych w 

przypadku maślanki. [P I, II]. 

 Najbardziej interesujące okazały się wyniki dotyczące wpływu źródła węgla w 

postaci dwucukrów lub cukrów prostych takich jak: sacharoza, glukoza, galaktoza i 

fruktoza na uzyskanie kompozycji aromatycznej  przez pleśnie G. geotrichum. Należy 

zaznaczyć, że badania wstępne wykazały, że mikroorganizmy te nie metabolizują 

laktozy, dlatego nie została ona ujęta w badaniach. Uzyskane wyniki wskazują, że cukrem 

który najkorzystniej wpływał na uzyskanie pożądanego bioaromatu była galaktoza w 

przypadku podłoża zawierającego maślankę oraz sacharoza w przypadku podłoża 

zawierającego serwatkę słodką. Profil sensoryczny wariantu z serwatką kwaśną 

wyróżniał się największą intensywnością przy zastosowaniu galaktozy, jak również 

sacharozy jako źródeł węgla [P I, II]. Kompozycja zapachowa otrzymana po fermentacji 

podłoża z maślanką i galaktozą charakteryzowała się wysoką intensywnością aromatu 

miodowego. Zaobserwowano w tym wariancie również silną nutę karmelową, przy czym 

nuty różane i owocowe miały najmniejszy udział w całości kompozycji. Zastosowanie 

glukozy jako źródła węgla w podłożu z maślanką spowodowało zmniejszenie 

intensywności zapachu miodowego i karmelowego oraz obniżenie ogólnej pożądalności. 

Wyniki otrzymane dla wariantu z maślanką i fruktozą wykazały jeszcze większy spadek 

intensywności analizowanych wyróżników (z wyjątkiem nuty owocowej, gdzie nie 

zaobserwowano zmiany). W przypadku wariantu z maślanką i sacharozą zaobserwowano 

najmniej wyczuwalny aromat [P II]. Produkt otrzymany po fermentacji serwatki słodkiej 

z sacharozą charakteryzował się wysoką intensywnością wszystkich analizowanych 

wyróżników, a w szczególności aromatu miodowego. W tym przypadku zmiana źródła 

węgla na fruktozę lub glukozę spowodowała zmniejszenie intensywności zapachu 

różanego i karmelowego. Wariant z galaktozą charakteryzował się najwęższym profilem 
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zapachowym wśród wariantów zawierających serwatkę słodką [P I]. Analiza sensoryczna 

kompozycji otrzymanych po fermentacji podłoża z serwatką kwaśną wykazała, że 

galaktoza jako źródło węgla warunkowała nieco intensywniejszy aromat miodowy i 

różany otrzymanej kompozycji, a sacharoza – intensywniejszy aromat karmelowy i 

ogólną pożądalność. Obydwa warianty wyróżniały się silnymi, przyjemnymi nutami 

owocowymi. Fruktoza i glukoza jako składniki podłoża z serwatką kwaśną kolejno 

wpływały na zmniejszenie intensywności wszystkich analizowanych wyróżników 

[P I, II]. 

 Obserwacje powstałe podczas opisanego etapu optymalizacji warunków hodowli 

pleśni G. geotrichum wykorzystano w kolejnym etapie badań przeprowadzonych w skali 

bioreaktorowej. Na początku stwierdzono, że zwiększenie skali fermentacji wpłynęło na 

rozbudowanie bukietu zapachowego otrzymanej kompozycji co poskutkowało korektą 

wyróżników ocenianych w analizie sensorycznej, która polegała na dodaniu do niej 

wyróżników zapachu kwaśnego, serowego i maślanego. Wyniki analizy sensorycznej 

wykazały, że kompozycje aromatyczne powstałe po fermentacji podłoża z maślanką 

wyróżniają się wysoką intensywnością nut miodowych, maślanych i karmelowych [P II]. 

W przypadku serwatki zaobserwowano większą intensywność zapachu serowego i 

kwaśnego. Obserwacje te można powiązać z aromatem charakterystycznym dla 

analizowanych produktów ubocznych przemysłu mleczarskiego [P I, II]. Jednocześnie 

zauważono, że prowadzenie fermentacji podłoża z serwatką kwaśną i sacharozą w 

bioreaktorze laboratoryjnym wpływa na uzyskanie bioaromatu o najbardziej pożądanych 

cechach sensorycznych, w których dominowały takie nuty zapachowe jak miodowe, 

różane i owocowe [P I]. 

 Przedmiotem kolejnego etapu optymalizacji warunków hodowli była analiza 

wpływu wprowadzenia do hodowli LAB na intensywność miodowo-różanej kompozycji 

aromatycznej produkowanej przez G. geotrichum na podłożu z serwatką kwaśną. LAB są 

częścią naturalnego środowiska rozwoju pleśni G. geotrichum. Obecne są m.in. w 

wielkopolskim serze smażonym, z którego wyizolowano badane pleśnie (Majcher i in., 

2014). Warto zaznaczyć, że bakterie te są obecne również w serwatce kwaśnej, będącej 

produktem ubocznym powstającym podczas produkcji twarogu (Conde-Báez i in., 2017). 

Ponadto LAB są zdolne do fermentacji laktozy, zapewniając tym samym dodatkowe 

źródło węgla G. geotrichum, niezdolnym do jej wykorzystania. Zaobserwowanie 
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najwyższej intensywności miodowo-różanego aromatu w wariancie hodowli z serwatką 

kwaśną i sacharozą pozwoliło założyć, że obecność metabolitów LAB w środowisku 

może wpływać na intensywność aromatu produkowanego przez G. geotrichum. W 

dostępnej literaturze badawczej opisano dotąd wpływ G. geotrichum na LAB (Chaves-

López i in., 2017), jednak nie analizowano dotąd odwrotnej zależności. Wprowadzenie 

LAB do procesu biokonwersji wpłynęło na wzbogacenie produkowanej kompozycji 

aromatycznej. Analizowana mieszanina zachowała intensywny aromat miodowy przy 

jednoczesnym wzroście wyczuwalności aromatu maślanego, karmelowego i owocowego. 

Ponadto wprowadzenie wstępnej fermentacji mlekowej do badanego bioprocesu 

zredukowało intensywność aromatu kwaśnego [P III]. 

 Optymalizacja warunków hodowli G. geotrichum na podłożach z maślanką i 

serwatką pozwoliła na dobór warunków i składników procesu skutkujących otrzymaniem 

aromatu o najwyższej intensywności przyjemnych nut miodowych, różanych, 

karmelowych i owocowych.  Jako warunki fermentacji wybrano temperaturę 30°C oraz 

początkowe pH podłoża wynoszące 5,0. W aspekcie składu podłoża, wybrano warianty 

zawierające: serwatkę kwaśną i sacharozę, serwatkę kwaśną i galaktozę, serwatkę słodką 

i sacharozę oraz maślankę i galaktozę. Ostatnim wyselekcjonowanym wariantem hodowli 

była kombinacja pleśni G. geotrichum z LAB na podłożu z serwatką kwaśną i sacharozą. 

 

5. 3. Charakterystyka aromatu produkowanego przez G. geotrichum na 

podłożach z maślanką i serwatką w oparciu o podejście sensomiczne 

 Dzięki zastosowaniu podejścia sensomicznego w charakterystyce kompozycji 

aromatycznych produkowanych przez G. geotrichum, nie tylko zidentyfikowano obecne 

w nich związki zapachowe, ale również określono ich udział w kształtowaniu aromatu. 

W tym celu obliczono dla każdego związku wartość aktywności aromatu (OAV), jako 

stosunek stężenia danego analitu do jego wartości OT (Pollner i Schieberle, 2016; Sahin 

i Schieberle, 2019). Za związki aktywne zapachowo uznano wszystkie, dla których 

wartość OAV>1. 

 W produktach pofermentacyjnych z serwatką słodką i serwatką kwaśną z 

sacharozą w formie źródła węgla zidentyfikowano dziesięć kluczowych związków 

zapachowych [P I]. Wprowadzenie do procesu dodatkowej fermentacji mlekowej 

pozwoliło na identyfikację dwunastu kluczowych odorantów w kompozycji powstałej po 
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biotransformacji podłoża z serwatką kwaśną i sacharozą [P III]. W kompozycjach 

aromatycznych powstałych na podłożach z maślanką i serwatką kwaśną z dodatkiem 

galaktozy zidentyfikowano trzynaście kluczowych związków zapachowych [P II]. We 

wszystkich analizowanych wariantach, związkami o najwyższych wartościach OAV były 

aldehyd fenylooctowy i/lub 2-fenyletanol, które odpowiadały za aromat miodowo-różany  

[P I, P II, PIII].  

 Przeprowadzone badania wykazały, że w produktach pofermentacyjnych z 

serwatką słodką i kwaśną oraz sacharozą obecne są trzy związki o zapachu miodowo-

różanym, powstające w szlaku Ehrlicha: aldehyd fenylooctowy, 2-fenyloetanol i kwas 

fenylooctowy. Zidentyfikowano je w stosunkach ilościowych wynoszących odpowiednio 

1,7:1:0,2 w wariancie z serwatką kwaśną i 1,7:1:0,8 w wariancie z serwatką słodką. 

Należy przy tym zaznaczyć, że w przypadku serwatki słodkiej, stężenia aldehydu 

fenylooctowego i 2-fenyloetanolu były 1,7-krotnie niższe, a stężenie kwasu 

fenylooctowego 1,9-krotnie wyższe. Ze względu na najniższą wartość OT i najwyższe 

stężenie, aldehyd fenylooctowy ma największy wpływ na powstały aromat, czego 

dowodzi większa intensywność wyczuwanych organoleptycznie nut miodowych i 

różanych w kompozycji otrzymanej po fermentacji podłoża z serwatką kwaśną oraz 

wysoka wartość OAV (3010). W wielkopolskim serze smażonym, z którego 

wyizolowano analizowany szczep G. geotrichum, zaobserwowano występowanie 

aldehydu fenylooctowego, 2-fenyloetanolu i kwasu fenylooctowego w stosunku 0,7:1:0,2 

przy stężeniu 2-fenyloetanolu na poziomie 1892 μg/kg po 4 dniach dojrzewania (Majcher 

i in., 2014). Obecność tych związków obserwuje się również w innych produktach 

powstających na drodze fermentacji, jednak ich stężenia i stosunki ilościowe są bardzo 

zróżnicowane, wpływając tym samym na aromat produktu. Przykładem są fermentowane 

ziarna kakaowca, w których stwierdzono obecność miodowo-różanych związków 

zapachowych w stosunku 0,03:1:2,1 przy stężeniu 2-fenyloetanolu na poziomie 2100 

μg/kg (Frauendorfer i Schieberle, 2019). W brzeczce poddanej fermentacji przez 

Trametes versicolor zidentyfikowano omawiane związki w stosunku 5,2:1:2,7 przy 

stężeniu 2-fenyloetanolu wynoszącym 31 μg/kg. Mimo najwyższej wartości OAV dla 

aldehydu fenylooctowego, aromat ten charakteryzował się jednak jedynie delikatnym, 

kwiatowym zapachem z uwagi na niskie stężenia wszystkich związków powstających w 

szlaku Ehrlicha (Zhang i in., 2015). Produkty pofermentacyjne z serwatką słodką i 
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kwaśną oraz sacharozą wyróżniały się ponadto wysokimi wartościami OAV dla 

3-(metylotio)-propanalu o zapachu gotowanych ziemniaków. Związek ten jest 

kluczowym odorantem ponad 53% produktów spożywczych, jednak w niewielu z nich 

można wyczuć za pomocą zmysłu węchu nutę gotowanych ziemniaków, co może 

oznaczać, że 3-(metylotio)-propanal wpływa na kształtowanie kompleksowego wrażenia 

zapachowego. Większość aromatów pochodzenia naturalnego, w tym kompozycja 

produkowana przez G. geotrichum to złożone mieszaniny różnych związków 

zapachowych. Wykazano, że kompozycje zawierające więcej niż cztery związki 

zapachowe, charakteryzują się utratą indywidualnych nut zapachowych niektórych 

związków, na rzecz kształtowania specyficznego aromatu jako całość (Dunkel i in., 

2014). W związku z tym, wysoka wartość OAV danego związku nie zawsze gwarantuje 

obecność charakterystycznej dla niego nuty zapachowej w aromacie. Przykładem takiej 

sytuacji jest olej rzepakowy, w którym w wyniku naturalnych przemian powstaje 

2,3-butanedion, odpowiedzialny za charakterystyczny, maślany aromat. Wraz z nim 

produkowany jest jednak również trisiarczek dimetylu o aromacie kapusty oraz 

(E)-β-damascenon o zapachu gotowanych jabłek, przy czym ich wyróżniki, jako 

indywidualne nuty zapachowe, nie są wyczuwalne w produkcie. (Ruisinger i Schieberle, 

2012).Wariant z serwatką kwaśną charakteryzował się również wysoką wartością OAV 

dla 3-metyl-1-butanolu o zapachu owocowym. Wynik ten bardzo dobrze koreluje z 

analizą sensoryczną, gdzie silnie wyczuwano nutę owocową w tym produkcie [P I]. 

Identyfikacja kluczowych odorantów w bioaromacie powstałym w wyniku fermentacji 

podłoża z serwatką kwaśną i sacharozą prowadzonej przez jednoczesne zastosowanie 

pleśni G. geotrichum i LAB wykazała ponad 20% spadek stężenia aldehydu 

fenylooctowego i 2-fenyloetanolu w produkcie pofermentacyjnym, w stosunku do 

fermentacji prowadzonej z zastosowaniem jedynie pleśni. Należy jednak podkreślić, że 

nie wpłynęło to na obniżenie intensywności odczuwania miodowych i różanych nut 

zapachowych, wręcz przeciwnie – odnotowano wzrost ich wyczuwalności. Można to 

wyjaśnić przez zachowanie wysokiego stosunku tych związków w połączeniu ze 

wzbogaceniem kompozycji przez blisko 8-krotnie wyższe stężenie kwasu 

fenylooctowego, niż w hodowli prowadzonej bez dodatku LAB. Stosunek stężeń 

aldehydu fenylooctowego, alkoholu fenyloetylowego i kwasu fenylooctowego w 

otrzymanej kompozycji aromatycznej wyniósł odpowiednio 1,7:1:2,5. Podobne 
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obserwacje wykazały badania Whetstine, Cadwallader i Drake, 2005, gdzie aldehyd 

fenylooctowy w połączeniu z kwasem fenylooctowym wpływał na zwiększenie 

intensywności aromatu sera Cheddar. Zaobserwowano również ponad 6-krotny wzrost 

stężenia 2,3-butanedionu oraz obecność 2,3-butanediolu, co wpłynęło na znaczny wzrost 

intensywności przyjemnego, maślanego aromatu. Obecność tych związków była 

niewątpliwie efektem fermentacji podłoża przez LAB. Związki o zapachu maślanym w 

dużej mierze kształtują aromat jogurtu i innych przetworów mlecznych poddawanych 

fermentacji mlekowej (Chen i Zhao, 2017). 2,3-butanedion powstaje podczas przemian 

cukrów i lipidów przy udziale bakterii i jest kluczowym związkiem zapachowym w 

różnych rodzajach serów, jak twaróg, Camambert, Lazur i Cheddar (Whetstine i in., 2005; 

Deetae i in., 2007; Majcher i in., 2014, 2018). Drugi związek o zapachu maślanym – 

2,3-butanediol jest natomiast zredukowaną formą acetoiny (również produkowanej przez 

LAB), będąc jednym ze związków kształtujących aromat tradycyjnego mleka 

fermentowanego „Lben” (Sarhir i in., 2019). Ponadto wprowadzenie wstępnej 

fermentacji mlekowej do badanego bioprocesu zredukowało intensywność 

nieprzyjemnych nut zapachowych (octowych i serowych), dzięki redukcji stężenia 

kwasów. Otrzymane wyniki dostarczyły nowych, podstawowych informacji na temat 

jednoczesnego wpływu LAB i G. geotrichum na produkcję związków zapachowych 

[P III]. 

 W przypadku bioaromatu powstałego na podłożu z maślanką i galaktozą, 

najwyższą wartość OAV zaobserwowano dla aldehydu fenylooctowego. Związek ten, 

jako kluczowy odorant tej kompozycji, warunkował wystąpienie intensywnego aromatu 

miodowego. W produkcie tym zidentyfikowano również alkohol fenyloetylowy o 

zapachu różanym. Chociaż zaobserwowano niemal 1,3-krotnie wyższe stężenie tego 

związku, niż jego prekursora - aldehydu fenylooctowego, nie zaobserwowano wysokiej 

intensywności aromatu różanego w tym produkcie. Można to wyjaśnić 60-krotnie wyższą 

wartością OT 2-fenyloetanolu, a co za tym idzie – niższą wartość OAV. Istotną rolę w 

analizowanym bioaromacie odgrywał również 3-metylbutanal o aromacie słodowym. 

Kolejnym zidentyfikowanym związkiem o wysokiej wartości OAV był 2,3-butanedion, 

który warunkował wystąpienie intensywnych nut maślanych w kompozycji otrzymanej 

po fermentacji podłoża z maślanką i galaktozą [P II]. 
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 Zastosowanie podejścia sensomicznego podczas charakterystyki otrzymanych 

kompozycji aromatycznych pozwoliło na identyfikację związków aktywnych zapachowo 

w poszczególnych produktach oraz określenie ich udziału w kształtowaniu aromatu. 

Szczegółowa identyfikacja kluczowych związków zapachowych jest niezbędna podczas 

oceny możliwego zastosowania kompozycji jako potencjalnego dodatku do żywności.



31 

 

6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 Głównym osiągnięciem pracy doktorskiej jest uzyskanie podstawowej wiedzy na 

temat wpływu warunków hodowli takich jak pH, temperatura oraz wpływu rodzaju źródła 

węgla w postaci dwucukrów lub cukrów prostych takich jak: sacharoza, glukoza, 

galaktoza i fruktoza na biosyntezę związków zapachowych przez pleśnie Galactomyces 

geotrichum na podłożach zawierających maślankę lub serwatkę. W wyniku weryfikacji 

postawionych hipotez oraz na podstawie otrzymanych wyników badań, sformułowano 

następujące wnioski: 

1. Grzyby G. geotrichum posiadają zdolność do biosyntezy związków zapachowych 

o przyjemnym miodowo-różanym aromacie z półproduktów przemysłu 

mleczarskiego w obecności L-fenyloalaniny. Profil zapachowy różni się w 

zależności od wykorzystania półproduktu. Kompozycje aromatyczne otrzymane 

po fermentacji serwatki kwaśnej charakteryzowały się wyższą intensywnością 

aromatu owocowego i kwaśnego, a w przypadku serwatki słodkiej – aromatu 

serowego. Aromat otrzymany po fermentacji podłoża z maślanką wyróżniał się 

wyższą intensywnością aromatu maślanego i karmelowego. 

2. Optymalizacja warunków hodowli wyselekcjonowanego szczepu G. geotrichum 

na podłożach z maślanką, serwatką słodką oraz serwatką kwaśną pozwoliła na 

opracowanie parametrów hodowli umożliwiających otrzymanie kompozycji 

aromatycznej o intensywnym miodowo-różano-owocowym aromacie. 

3. Kompozycja aromatyczna otrzymana po fermentacji podłoża z serwatką kwaśną 

i sacharozą charakteryzowała się najwyższą intensywnością przyjemnych, 

miodowo-różano-owocowych nut zapachowych. 

4. Kluczowymi związkami zidentyfikowanymi w aromacie produkowanym przez 

G. geotrichum na podłożu z serwatką kwaśną i sacharozą są: aldehyd 

fenylooctowy, 3-metyl-1-butanol, 3-(metylotio)-propanal, 3-metylbutanal, 

trisiarczek dimetylu, 2,3-butanedion, 2-fenyloetanol,  kwas butanowy, kwas 

octowy i kwas fenylooctowy. 

5. Fermentacja serwatki kwaśnej przez G. geotrichum i LAB wpływa na 

zwiększenie intensywności miodowo-różanego aromatu przez jednoczesne 
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wytworzenie aldehydu fenylooctowego, 2-fenyloetanolu i kwasu fenylooctowego 

w stosunku ilościowym 1,7:1:2,5.  

6. Kompozycja otrzymana przez fermentację podłoża z serwatką kwaśną przez 

G. geotrichum i LAB wyróżnia się 6,4-krotnie wyższą zawartością 

2,3-butanedionu o zapachu maślanym, niż wariant bez dodatku LAB. W 

połączeniu ze zidentyfikowanym 2,3-butanediolem o tym samym zapachu, 

powstała kompozycja charakteryzuje się znacznie wyższą intensywnością 

aromatu maślanego, niż produkt po fermentacji wyłącznie przez G. geotrichum. 

7. Zastosowanie podejścia sensomicznego pozwoliło na przeprowadzenie pełnej 

charakterystyki analizowanych kompozycji aromatycznych wraz z określeniem 

wpływu poszczególnych związków na kształtowany aromat. 

 

 

 Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wpłynęły na rozwój dyscyplin 

jakimi są technologia żywności i żywienia oraz biotechnologia. Przeprowadzone badania 

podstawowe dają bezpośrednie rozwiązania na temat możliwości sterowania procesem 

fermentacji za pomocą składu podłoża czy też warunków hodowli w celu kształtowania 

aromatu produktów fermentowanych. Aromat otrzymanych produktów został poddany 

szczegółowej charakterystyce zarówno za pomocą analizy sensorycznej wskazując na 

preferencje odbierane przez ludzkie zmysły jak również za pomocą najnowszych technik 

instrumentalnych obejmujących identyfikację na poziomie molekularnym pojedynczych 

składników uzyskanego produktu.
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