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SELODY JAKO ZRODLO ENZYMOW AMYLOLITYCZNYCH
W PROCESIE ENZYMATYCZNEJ HYDROLIZY SKROBI

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie: efektywnosci scukrzania skrobi zbozowej z wykorzystaniem stodow ja-
ko zrédta amylaz oraz wydajnosci fermentacji alkoholowej z zastosowaniem drozdzy rasy Ethanol Red.
Zaciery gorzelnicze przygotowano metoda bezcisnieniowego uwalniania skrobi (BUS) z ziarna zyta nie-
stodowanego odmiany Dankowskie Diament z 30-procentowym udziatem stodow — pszenicznego, Zytnie-
go i jeczmiennego. Dla porownania przeprowadzono fermentacje zacierow z zyta niestodowanego, przy-
gotowanych metoda BUS 2z zastosowaniem preparatow enzymatycznych pochodzenia mikro-
biologicznego.

Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze enzymy stodowe umozliwity uzyskanie zacieréw stod-
kich o zawartosci ekstraktu i cukrow ogotem zblizonych do zacierow sporzadzonych metoda BUS z udzia-
fem o-amylazy i glukoamylazy, obecnych w preparatach komercyjnych. Zaciery zytnie przygotowane
z udziatem stodoéw pszenicznego i jeczmiennego odznaczaly si¢ wyzszym stopniem scukrzenia w porow-
naniu z probami przygotowanymi wylacznie z surowca niestodowanego, jak i z udziatem stodu Zzytniego.
Najwigksza wydajnos¢ biosyntezy etanolu (83,6191,95 % wydajnosci teoretycznej) stwierdzono w zacie-
rach zytnich scukrzanych stodem pszenicznym.

Stowa kluczowe: stody, a-amylaza, f-amylaza, glukoamylaza, bezcisnieniowe uwalanie skrobi (BUS),
fermentacja

Wprowadzenie

Ziamo zb6z moze by¢ dla przemystu gorzelniczego zaréwno surowcem podsta-
wowym (gtownym zrédtem weglowodanéw — skrobi), jak i pomocniczym w postaci
stodu. Stéd to skietkowane ziarno zbdz stanowigce naturalne zrodlo enzymow amyloli-
tycznych [13], reprezentowanych przez a-amylazg — enzym uptynniajacy, dekstrynuja-
cy i B-amylaze — enzym scukrzajgcy, maltogenny. Enzymy te sa niezbedne do prze-

Mgr inz. E. Strqk, dr hab. inz. M. Balcerek, Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wyd:z.
Biotechnologii i Nauk o Zywnos’ci, Politechnika L.odzka, ul. Wolczanska 171/173, 90-924 £6dz.
Kontakt: ewelina.strak@dokt.p.lodz.pl



42 Ewelina Strqk, Maria Balcerek

prowadzenia hydrolizy skrobi w trakcie procesu tzw. zacierania do cukréw podlegaja-
cych fermentacji.

W Polsce zacieranie z wykorzystaniem stodu gorzelniczego pozyskiwanego
z ziarna jeczmienia bylo powszechnie stosowane w praktyce gorzelniczej do lat 80.
XX wieku. W czasie tego procesu sktadniki surowca zacieranego i stodu podlegaja
konwersji do form przyswajalnych przez drozdze — skrobia zostaje zhydrolizowana do
cukrow (maltozy i glukozy) podlegajacych fermentacji, biatka ulegajg hydrolizie do
peptydow i aminokwasow [11].

Rozwdj biotechnologii umozliwit wprowadzenie preparatow handlowych zawie-
rajacych enzymy amylolityczne pochodzenia mikrobiologicznego w zastepstwie stodu.
Nalezg do nich a-amylazy bakteryjne (Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermo-
philus) oraz glukoamylazy plesniowe (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae). Wsrod
najistotniejszych zalet stosowania preparatow enzymatycznych w procesie produkcji
spirytusu wymienia si¢: kilkudziesigciokrotnie wyzszg i stabilng aktywnos$¢ enzyma-
tyczng w poréwnaniu ze stodem, czysto§¢ mikrobiologiczng, termostabilnos¢
a-amylazy bakteryjnej oraz odporno$¢ amyloglukozydazy na niskie pH zacieréw, co
umozliwia glgbsze odfermentowanie zacierow [7]. Wiele z wymienionych cech enzy-
mow amylolitycznych pochodzenia mikrobiologicznego to konsekwencja wykorzy-
stywania do ich pozyskania mikroorganizméow zmodyfikowanych genetycznie. Jest to
podejscie przeciwne do promowanej w ostatnich latach produkcji ekologicznej, rozu-
miangj jako system zarzadzania gospodarstwem i produkcja zywnosci, uwzgledniajacy
najkorzystniejsze dla $rodowiska praktyki, ochron¢ zasoboéw naturalnych imetody
produkcji odpowiadajagce wymaganiom konsumentéw preferujgcych wyroby wytwa-
rzane przy uzyciu naturalnych substancji i procesow [22]. Przetworstwo oraz dalsze
etapy postepowania z ekoproduktami majg na celu zachowanie w jak najwickszym
stopniu pierwotnej jakosci ekologicznych ptodéw rolnych. W przetworstwie zakazane
jest wykorzystywanie mikroorganizmow zmodyfikowanych genetycznie, jak i produk-
tow otrzymywanych z ich udziatem [20].

Wymagania stawiane produktom ekologicznym w konteks$cie produkcji spirytusu
1 wyrobow spirytusowych sktaniaja do przekonania, ze wskazane jest wykorzystanie
do scukrzania skrobi enzymoéw amylolitycznych, wytworzonych jednak bez udziatu
mikroorganizmoéw zmodyfikowanych genetycznie. Zasadne jest wytwarzanie ekolo-
gicznych wyrobdw spirytusowych, co wskazuje na potrzebe powrotu do zacierania
skrobi z wykorzystaniem stodéw. Taki kierunek przetworstwa umozliwi wytwarzanie
nowych, oryginalnych trunkéw o charakterze regionalnym [19].

Celem pracy byto okreslenie efektywno$ci scukrzania skrobi zbozowej z wyko-
rzystaniem stodow jako zrodia enzyméw amylolitycznych oraz ocena wydajnosci fer-
mentacji i sktadu chemicznego otrzymanych destylatow rolniczych.
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Material i metody badan

W badaniach wykorzystano zyto odmiany Dankowskie Diament (,,Danko” Ho-
dowla Ros$lin Sp. z 0.0., Chorynia) oraz trzy rodzaje stodéw: jeczmienny (Abbey
Malt®), pszeniczny jasny (Distillery Wheat Malt) oraz zytni (Rye Malt; Weyermann
Malt, Niemcy). Wedtug deklaracji producenta stody cechowata nastepujaca sita diasta-
tyczna: pszeniczny — powyzej 250 WK, zytni — 200 + 250 WK oraz jeczmienny — po-
nizej 100 WK [10]. Skala Windisha-Kolbacha (WK) wyraza wytworzenie 1 g maltozy
z roztworu skrobi przez enzymy zawarte w 100 g badanego stodu w warunkach okre-
slonych metodg [17]. Ponadto producent zapewniat, ze stody nie pochodzity z surow-
cow genetycznie zmodyfikowanych i byly zgodne z normami EC (EG) nr 1829/2003
[27], 1830/2003 [28], 49/2000 [29] i 50/2000 [30]. Wszystkie surowce zostaly przeba-
dane pod wzglgdem zawartosci pestycydow, mikotoksyn i metali szkodliwych (spet-
niaty wymagania norm: EC (EG) 165/2010 [31] 1 369/2005[32]).

Do przygotowania zacierow stodkich z zyta niestodowanego z udziatem stodow
zbozowych wykorzystano cylindryczny zbiornik umieszczony w tazni wodnej, wypo-
sazony w termometr i mieszadlo. Uprzednio surowce zmielono za pomocg mtynka
Fidibus XL (KoMo, Niemcy) wyposazonego w zarna korundowo-ceramiczne, pozwa-
lajace na uzyskanie sruty o wielkosci czastek nieprzekraczajacej 1,5 mm [11]. Zmielo-
ne ziarno zyta (70 % m/m) oraz stody zbozowe (30 % m/m) mieszano z woda (3,5 1
wody na 1 kg $ruty zbozowej) i ogrzewano do temp. 60 °C. Po uzyskaniu zalozonej
temperatury warunki te utrzymywano przez 60 min w celu uptynnienia i scukrzenia
skrobi. Nastepnie zacier schtadzano do temp. 30 °C oraz dokonywano korekty pH do
warto$ci 4,5 przy uzyciu roztworu kwasu siarkowego(VI) (25 % m/m).

W przypadku zacierania z wykorzystaniem preparatow enzymatycznych zmielone
ziarno zyta niestodowanego mieszano z woda w proporcjach analogicznych jak wyzej,
po czym mieszaning ogrzewano do temp. 90 °C. Po jej osiagni¢ciu dodawano preparat
uplynniajacy Termamyl S.C (termostabilna a-amylaza, Bacillus licheniformis) w daw-
ce 0,13 ml/kg skrobi. Warunki te utrzymywano przez 60 min. Nastgpnie medium
schladzano do temp. 60 °C i dodawano preparat scukrzajacy San Extra L. (glukoamy-
laza, Aspergillus niger) w ilosci 0,6 ml/kg skrobi.

Do fermentacji zacierow stosowano suszone drozdze gorzelnicze Saccharomyces
cerevisiae rasy Ethanol Red (Lesaffre, Francja) w ilosci 0,3 g/dm’. Po wstepnym
uwodnieniu i1 dezynfekcji (zakwaszenie wodnej zawiesiny drozdzy roztworem kwasu
siarkowego(VI) o stezeniu 25 % m/m do pH 2,0 i pozostawienie przez 15 min w temp.
2012 °C) mleczko drozdzowe dodawano do zacieréw stodkich. Zaciery wzbogacano
dodatkiem wodnego roztworu (NH4),HPO, (0,2 g/dm’ zacieru) jako zrodla azotu
i fosforu dla drozdzy [23], po czym doktadnie mieszano. Fermentacje prowadzono
systemem 3-dobowym w temp. 28 + 30 °C, dokonujgc okresowego mieszania zacie-
row. Proby fermentacyjne przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach.
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Przebieg procesu kontrolowano przez pomiar odfermentowania pozornego i rze-
czywistego stezenia alkoholu etylowego oraz cukréw i dekstryn pozostatych po fer-
mentacji.

Wydzielenie alkoholu etylowego z odfermentowanych zacierow prowadzono za
pomocg zestawu laboratoryjnego sktadajacego si¢ z czaszy grzejnej, kolby destylacyj-
nej, chtodnicy Liebiga, termometru i odbieralnika. Destylacje prowadzono do catkowi-
tego wydzielenia alkoholu, kontrolujagc moc destylatu za pomoca refraktometru cyfro-
wego PET-109 (Atago, Japonia). Analiz¢ surowcow i zacieréw wykonywano wedtug
metod zalecanych w gorzelnictwie [14]. W zacierach stodkich oznaczano: ekstrakt
ogolny za pomocg areometru wyskalowanego w procentach (m/m) sacharozy, kwaso-
wos¢ wyrazong w stopniach Delbriicka (1 °D odpowiada 1 ml 1 mol/l roztworu NaOH
zuzytego do zmiareczkowania 20 ml przesgczonego zacieru), stezenie cukrow reduku-
jacych i dekstryn oraz stopien scukrzenia. Stopien scukrzenia zacierow stodkich ozna-
czano jako stosunek zawartosci cukréw redukujacych do cukrow ogotem, czyli ozna-
czonych po hydrolizie kwasowe;j.

W zacierach odfermentowanych oznaczano: ekstrakt pozorny (w obecnosci alko-
holu), ekstrakt rzeczywisty, zawarto$¢ etanolu oraz st¢zenie cukrow i dekstryn pozosta-
tych po fermentacji.

Analize sktadu chemicznego otrzymanych destylatoéw obejmujaca oznaczenie stg-
zenia aldehydu octowego oraz metanolu wykonywano przy uzyciu chromatografu ga-
zowego (Agilent 7890A, USA) wyposazonego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny
(FID), z zastosowaniem kolumny HP-Innowax (60 m x 0,32 mm X 0,5 um), sprzezo-
nego ze spektrometrem mas (Agilent MSD 5975C, USA) z pojedynczym kwadrupolem
i kolumng kapilarng HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

Wyniki badan poddano ocenie statystycznej przy uzyciu programu Origin 7.5.
Zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ roznic pomig-
dzy warto$ciami $rednimi weryfikowano testem t-Studenta na poziomie istotnosci
p =0,05.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze stody uzyte w doswiadczeniu
odznaczaly si¢ zblizong zawarto$cia suchej masy w granicach 95,00 + 95,60 % (tab. 1)
Dopuszczalna ich wilgotno$¢ nie powinna przekracza¢ 5 % [5], zatem stody spetniaty
ten warunek. W przypadku ziarna zyta odmiany Dankowskie Diament zawarto$¢ su-
chej masy wynosita srednio 91,20 %. Uzyskane wyniki §wiadcza o matej wilgotnos$ci
surowcow (zaréwno stodéw, jak i ziarna), co pozwala na ich bezpieczne magazynowa-
nie.
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Tabela 1. Charakterystyka chemiczna surowcow
Table 1.  Chemical profile of raw material
Surowiec / Raw material
Zyto Dan-
Wyszczegdlnienie k(?WSkle Stod o Stod
Ttemizati Diament . Stéd zytni . .
temization Rk . pszeniczny jeczmienny
Dankowskie Rye malt
. Wheat malt Barley malt
Diament rye
cv.
Sucha masa 91,20°£0,10 | 9500°=0,15 | 9530% =023 | 95,60°+0,31
Dry mass [%]
i 4 ® [0
Bialko ogdlem [% 5.5 10354022 | 10,05°+0.28 | 845°+0,09 | 9,38 0,13
Total protein* [% d.m.]
Cukry redukujace [g glukozy/100 g
surowca] / Reducing sugars 1,47°+ 0,03 | 18,899+ 0,07 | 17,61°+0,07 | 16,57°+0,02
[g glucose/100 g of raw material]
Skrobiowos¢ [g/100 g surowca]
Starch content [g/100 g of raw 62,109+ 0,42 | 50,50+ 0,36 | 54,27°+0,86 | 52,92°+0,72
material]

Objasnienia / Explanatory notes:

Wspotczynniki przeliczeniowe azotu na biatko: / Nitrogen-to-protein conversion factors: 6,25 — stod jecz-
mienny / barley malt; 5,7 — zyto niestodowane / unmalted rye; 6,25 — stod zytni i pszeniczny / rye malt and
wheat malt.

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; a, b, ¢ — wartos$ci $rednie oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie przy
p < 0,05 / mean values denoted with different letters differ statistically significantly at p < 0.05.

Ziamo zyta odmiany Dankowskie Diament odznaczato si¢ wigksza zawartoscig
biatka w poréwnaniu ze stodami. Przyczyng tego jest wykorzystywanie w fazie kiet-
kowania cze$ci biatka zawartego w surowcu, z ktorego zostal wyprodukowany stod, na
rozw06j korzonkow zarodkowych [24]. W przypadku stodow wykazano, ze zawartos¢
biatka pozytywnie wplywa na sile¢ diastatyczng stodu [6]. Z uwagi jednak na proces
gorzelniczy duza zawarto$¢ biatka w ziarnie zbdz nie jest pozadana, gdyz powoduje
nadmierne pienienie zacierow [11, 12].

Stwierdzono istotng (p < 0,05) roznice migdzy $rednig zawarto$cig cukrow
redukujacych w stodach (16,57 + 18,89 g/100 g) i w zycie niestodowanym (1,47 +
g/100 g). Wedtug danych literaturowych [15] podczas procesu stodowania ziarna za-
warto$¢ cukrow wzrasta kilkukrotnie, co jest efektem dziatania amylaz w nich zawar-
tych. We wszystkich badanych surowcach zbozowych skrobiowo$¢ ksztattowata si¢ na
wysokim poziomie (50,50 + 62,10 g/100 g), spelniajacym wymagania stawiane surow-
com gorzelniczym.



46 Ewelina Strgk, Maria Balcerek

@ Ekstrakt ogolny/ Total
extract [% wiw]

o)
>
8

...

o

8
:

B Ekstrakt pozomy/
Apparent extract [% wi/w]

10,00 —

kstrakt! Extract (%% wiw]

E

B Ekstrakt rzeczywisty.
Real extract [% wiw]

-
.
!

8

I II III IV

Wariant fermentacji/ Fermentation variant

Objasnienia / Explanatory notes:

I — zyto Diament / Diament rye cv.; II — Zyto Diament (70 %) + stod pszeniczny (30 %) / Diament rye cv.
(70 %) + wheat malt (30 %); III — zyto Diament (70 %) + stod zytni (30 %) / Diament rye cv. (70 %) + rye
malt (30 %); IV — zyto Diament (70 %) + stod jeczmienny(30 %) / Diament rye cv. (70 %) + barley malt
(30 %); Na rysunku przedstawiono wartosci $rednie (w postaci stupkéw) i odchylenia standardowe
(w postaci odcinkow) / Figure shows mean values (bars) and standard deviations (line segments);

a, b, ¢ — wartosci $rednie ekstraktu ogdlnego oznaczone réznymi literami réznia si¢ statystycznie istotnie
przy p < 0,05 / mean values of total extract denoted with different letters differ statistically significantly at
p < 0.05; A, B, C — wartosci srednie ekstraktu pozornego oznaczone roéznymi literami réznig si¢ staty-
stycznie istotnie przy p < 0,05 / mean values of apparent extract denoted with different letters differ stati-
stically significantly at p < 0.05; A, B, C — wartosci $rednie ekstraktu rzeczywistego oznaczone réznymi
literami roznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 / mean values of real extract denoted with different
letters differ statistically significantly at p < 0.05.

Rys. 1. Ekstrakty zacieréw stodkich i odfermentowanych
Fig. 1.  Extracts of sweet and fermented mashes

Ekstrakt zacierow z zyta odmiany Diament z 30-procentowym udziatem stodoéw
pszenicznego 1 jeczmiennego byl zblizony do ekstraktu zacieru sporzadzonego wy-
lacznie z zyta niestodowanego (p < 0,05). Znacznie bardziej ekstraktywne okazaty si¢
zaciery zytnie z 30-procentowym udziatem stodu zytniego ($rednio 20,00 %, m/m) —
rys. 1. Poziom ekstraktu moze by¢ warunkowany zawarto$cig suchej masy stodu, gdyz
po porownaniu jej z zawartoscig skrobi oraz biatka moze by¢ réwniez wskaznikiem
zawartosci substancji niepodlegajacych fermentacji czy utrudniajagcych prowadzenie
procesu, jak np. polisacharydy nieskrobiowe [4]. Konsekwencja zwigkszenia gestosci
zacieroOw byt wzrost st¢zenia cukrow.
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Tabela 2. Wlasciwosci fizykochemiczne zacieréw stodkich

Table 2.  Physical-chemical properties of sweet mashes
Zawarto$¢ cukrow
redukujacych Zawarto$¢
Content of reducing dekstryn Stopien
. sugars Content of .
. Kwasowos¢ % . scukrzenia
Surowiec o [g glukozy* lub dextrins ; .
. Acidity Saccharification
Raw material o maltozy**/100 ml [g /100 ml
[°D] - . degree
zacieru / [g of zacieru] %]
glucose™ or [¢/100 ml of ’
maltose**/100 ml of mash]
mash]
Zyto Diament 0,43* + 0,01 5,624 +0,18 * 6,49+ 025 | 43,80*+0,75
Diament rye cv.

70% Zyto Stod

Diament pszeniczny 0,46*+ 0,03 11,22°+0,44 ** 1,32 £0,05 | 84,49°+0,53
130% Stod Wheat Malt

o —

70% of Sted zytni 1 5 ceb 03 10,04° £ 0,35 ** 4,44+ 0,18 | 64,77+ 0,29

Diament rye Rye malt
cv. and Stod jeczmienny b be o a c

30% of malt |  Barley malt | 67 %001 10,76% £ 0,35 1,37°+£0,04 | 83,74°+0,55

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; a, b, ¢ — warto$ci $rednie oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie przy
p < 0,05/ mean values denoted with different letters differ statistically significantly at p < 0.05.

Zawartos¢ cukrow redukujacych powstajacych podczas zacierania stodami (10,04
+ 11,22 g maltozy/100 ml zacieru) byta ponad 2-krotnie i istotnie (p < 0,05) wigksza
od $redniej zawartosci tych cukrow w zacierze z samego zyta (5,62 g glukozy/100 ml
zacieru). Zaciery z udzialem stodow pszenicznego i jeczmiennego odznaczaty si¢ wyz-
szym stopniem scukrzenia (83,74 + 84,49 %) w porownaniu z zacierem ze stodem
zytnim (64,77 %). Najmniejszym stopniem scukrzenia (43,80 %) charakteryzowat si¢
zacier z zyta niestodowanego (tab. 2).

Zaciery stodkie odznaczaly si¢ zroznicowang kwasowoscia w granicach od
0,43°D w zacierze zytnim scukrzanym preparatami enzymatycznymi do 0,68 °D
w zacierze sporzadzonym z mieszanki zyta niestodowanego (70 %) i stodu zytniego
(30 %) — tab. 2.

Zacier odfermentowany z zyta Dankowskie Diament (przygotowany z udziatem
preparatow enzymatycznych) charakteryzowal si¢ ekstraktem pozornym na poziomie
1,85 % (m/m). Z kolei w probkach z udziatem stodow wartosci tego parametru zawie-
raty si¢ w przedziale 2,00 + 4,40 % (m/m) — rys. 1. Wzrost ten moze by¢ zwigzany
z powstaniem produktéw ubocznych fermentacji. O obecnosci zwigzkdéw innych niz
cukry 1 etanol moze $wiadczy¢ zmiana kwasowos$ci spowodowana np. wydzielajgcym
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si¢ podczas fermentacji ditlenkiem wegla, obecnoscig bakterii kwaszacych badz wy-
dzieleniem przez drozdze zwigzkow kwasowych, bedacych produktami ubocznymi ich
metabolizmu. Wzrost kwasowosci zacierow wraz ze wzrostem stezenia etanolu powo-
duje powolne hamowanie fermentacji [26].

Tabela 3.  Wlasciwosci fizykochemiczne zacieréw odfermentowanych
Table 3.  Physical-chemical properties of mashes after fermentation

Zawarto$¢ cukrow

redukujacych Zawarto$¢

Content of redu- dekstryn Stopieh
Surowiee Kwasowos$¢ cing sugirs Cg:;fr?;:f scukrzenia
. Acidity [g glukozy™ lub Saccharification
Raw material °D] maltozy**/100 ml | [g/100 ml degree

zacieru / [g of zacieru] (%]
glucose* or malt- | [g/100 ml of ’
0se**/100 ml of mash]

mash]

Zyto Diament / Rye Diament cv. 1,05%+ 0,02 6,20" + 0,04 * 0,17*+0,07 | 0,52*+0,07

70% Zyto Diament Sk\’?sg’e Zztef/glztny 1,22°£0,05| 7.20940,04 ** [ 0,23°+0,05 | 0,80°%0,04

130% Stod

70% of Diamentrye | 091y o0t 007 6.60°£ 0010 | 04354003 | 1475+ 0,02
Rye malt
cv. and : .
30% of malt St0d jeczmienny |y yeb 4 03| 710 £0,040%* | 034°£002 | 1.58+0,01
Barley malt

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Stwierdzono ok. 5-krotnie nizsze stezenie cukrow redukujacych w zacierach od-
fermentowanych w poréwnaniu z zacierami stodkimi. Swiadczy to o prawidtowym
przebiegu procesu. Najmniejszym stgzeniem cukrow redukujacych i dekstryn odzna-
czal si¢ zacier z zyta nieslodowanego, scukrzanego preparatami amylolitycznymi
(tab. 3). Wyzsze stezenia dekstryn pozostatych w zacierach fermentowanych z udzia-
tem stoddéw to najprawdopodobniej efekt hamowania aktywnosci amylaz przez rela-
tywnie wysokie stezenia cukréw w zacierach stodkich [2].

Wykazano, ze sposrdd zacieréw odfermentowanych najwigcej etanolu zawieraty
zaciery scukrzane stodem pszenicznym i jeczmiennym, a najmniej — proba przygoto-
wana z zyta bez udziatu stodow.

Najwigksze wykorzystanie cukrow w przypadku zacierow z dodatkiem stodow
zaobserwowano w zacierach sporzadzonych z udziatem stodu pszenicznego (91,64 %)
1 byto ono zblizone (p < 0,05) do wykorzystania cukréw w zacierze z surowca niesto-
dowanego (94,19 %). W pozostatych probkach fermentacyjnych wskaznik ten wynosit
od 83,74 % w zacierze z udziatem slodu jeczmiennego do 91,64 % w zacierze z dodat-
kiem stodu zytniego (rys. 2). Uzyskane wyniki potwierdzajg wczesniejsze obserwacje
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autorow dotyczace wykorzystania stodow jako zrodta enzymoéw w procesie otrzymy-
wania destylatow zbozowych [1].
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Zyto Diament  Slod pszeniczny Slod zymi Slod jeczmienny
Rye Diament Wheat malt Ryemalt Barley malt
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70% Zyto Diament i 30% Si6d
70% Rye Diament cv. and 30% malt

Wariant fermentacji’ Fermentation variant
Objasnienia: / Explanatory notes:
Na rysunku przedstawiono wartosci $rednie (w postaci stupkéow) i odchylenia standardowe (w postaci
odcinkow) / Figure shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); a, b, ¢ - wartosci
$rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05/ mean values denoted
with different letters differ statistically significantly at p < 0.05.

Rys. 2. Wykorzystanie cukréw w procesie fermentacji zacierow zbozowych
Fig. 2.  Intake of sugars during fermentation process of cereal mashes

Wydajnos¢ biosyntezy etanolu ksztattowata si¢ od 75,74 % w zacierze z 30-
procentowym udziatem stodu zytniego do 83,69 % wydajnosci teoretycznej w zacierze
z dodatkiem stodu pszenicznego. Zaobserwowano, ze proby fermentacyjne przygoto-
wane z udziatem stodu pszenicznego osiggaty najwigksza wydajnos¢ etanolu w stosun-
ku do pozostatych prob fermentacyjnych (p > 0,05) i nieznacznie odbiegaty od wydaj-
nosci tego alkoholu w zacierze z surowca niestodowanego. Najmniejsza wydajnosc
fermentacji zaobserwowano w przypadku zacieru z dodatkiem stodu zytniego (rys. 3).
Uzyskane wyniki sg zgodne z naszymi wczesniejszymi obserwacjami autorow doty-
czacymi przydatnosci tych stodéw do otrzymywania destylatow rolniczych [2].

Ocena wskaznikow fermentacji prowadzi do obserwacji, ze w zacierze z udzialem
stodu zytniego, mimo stosunkowo niskiej wydajnosci etanolu (75,74 %), nastapito
duze wykorzystanie cukrow (86,71 %). Przyczyna tego zjawiska moze by¢ obecnosé
w stodzie zytnim zwigzkéw hamujgcych aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy, a tym
samym oddziatlujacych niekorzystnie na przebieg fermentacji mimo wysokiej aktywno-
$ci enzymatycznej tego stodu [9].
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Rys. 3.  Wydajnos$¢ biosyntezy etanolu w procesie fermentacji zacierow zbozowych
Fig. 3.  Efficiency of ethanol biosynthesis during fermentation process of cereals mashes

W przypadku wykorzystania do zacierania skrobi zytniej stodowanego ziarna
jeczmienia, ktdére ma okrywe nasienng powodujacg trudnosci w procesie fermentacji
zacierow 1 destylacji [16], wydajno$¢ etanolu réznita si¢ statystycznie istotnie
(p < 0,05) od uzyskanej z samego zyta, jak i z zyta z dodatkiem stodu pszenicznego.
Prawdopodobnie jest to takze efekt relatywnie niskiej aktywnosci stodu jeczmiennego
[10].

Postep w rozwoju biotechnologii umozliwil poszerzenie oferty handlowej stodow
o tzw. stody diastatyczne, charakteryzujace si¢ wyzsza aktywnoscig enzymatyczng, co
sktania do prowadzenia dalszych badan w celu oceny zaréwno wydajnosci procesu
fermentacji alkoholowej, jak i jakos$ci destylatow.

Na jako$¢ destylatu wplyw ma ilo§¢ produktéw ubocznych fermentacji w nim
zawarta. W analizach destylatéw najczesciej oznaczanymi produktami ubocznymi sg
metanol 1 aldehyd octowy [3]. Metanol jest obecny we wszystkich destylatach rolni-
czych z wyjatkiem spirytusu wytwarzanego z melasy. Najwigksza zawarto§¢ metanolu
cechuje spirytusy owocowe, natomiast w zbozowych jego ilos¢ jest §ladowa. Zwigzane
jest to z zawarto$cig substancji pektynowych w owocach, z ktorych ten zwigzek po-
wstaje [25]. Zawarto$¢ metanolu w destylatach do produkcji okowit zbozowych nie
powinna przekracza¢ 200 g/hl spirytusu o st¢zeniu 100 % obj. Istnieja jednak roznice
w dopuszczalnych stezeniach metanolu w zaleznosci od gatunku surowca [21].
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Rys. 4.
Fig. 4.
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Rys. 5.
Fig. 5.

W probach otrzymanych destylatow najwicksza

Zawarto$¢ aldehydu octowego w otrzymanych destylatach zbozowych
Content of acetaldehyde in cereal distillates produced

zawartoscig metanolu

(81,81 mg/1 spirytusu o stezeniu 100 % obj.) odznaczat si¢ spirytus uzyskany z zacieru
sporzadzonego z udziatem 30-procentowego stodu pszenicznego. Najmniej alkoholu
metylowego (52,67 mg/l spirytusu o stgzeniu 100 % obj.) zawierat destylat otrzymany
po fermentacji zacieru o sktadzie: 70 % zyta niestodowanego i 30 % stodu zytniego
(rys. 4). Mimo statystycznie istotnych roznic pod wzgledem zawartosci tego zwigzku
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w badanych spirytusach surowych, wszystkie spetnialy wymagania dotyczace destyla-
tow zbozowych [20].

Zwiazkiem, ktorego nadmierne stezenie moze wptywac negatywnie na smak i za-
pach spirytusu, jest aldehyd octowy. Stezenie aldehyddéw w spirytusach uzaleznione
jest od rodzaju i jako$ci surowca oraz warunkow prowadzenia fermentacji, takich jak:
temperatura, pH oraz stezenie cukrow, ktore wyptywaja na przemiang aldehydu octo-
wego w etanol [1, 8]. Zawarto$¢ aldehydow w spirytusach surowych podawana jest
w przeliczeniu na aldehyd octowy 1 wedlug wymagan normatywnych [18] nie powinna
przekracza¢ 0,1 g/l spirytusu o stezeniu 100 % obj. Sposrdd uzyskanych destylatow
najwicksza zawarto$¢ aldehydu octowego (135,82 mg/l spirytusu o stezeniu
100 % obj.) oznaczono w spirytusie otrzymanym po fermentacji zacieru scukrzanego
preparatami enzymatycznymi. Wszystkie destylaty otrzymane z prob fermentacyjnych
z dodatkiem stodéw zawieraly mniejsze, aczkolwiek zréznicowane (p < 0,05), stezenia
tego zwigzku. Najmniejszg zawartos$¢ aldehydu octowego (54,93 mg/l spirytusu o ste-
zeniu 100 % obj.) oznaczono w destylacie pochodzacym z zacieru sporzadzonego
z dodatkiem stodu zytniego, za$ najwicksza (90,26 mg/l spirytusu o stg¢zeniu 100%
obj.) — w spirytusie z zacieru zawierajgcego stod jeczmienny (rys. 5).

Whioski

1. Zastosowane stody zbozowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem pszenicznego, za-
pewnity prawidtowe przeprowadzenie hydrolizy enzymatycznej skrobi.

2. Najwicksza wydajno$¢ biosyntezy etanolu uzyskano po fermentacji zacierow
z dodatkiem stodu pszenicznego (83,69 % wydajnosci teoretycznej).

3. Zastosowanie stodow zbozowych jako zrodta enzymoéw amylolitycznych i skrobi
podczas przygotowywania zacierdw gorzelniczych wptynelo na zmniejszenie za-
wartosci produktow ubocznych, takich jak metanol oraz aldehyd octowy, ktorych
obecno$¢ obniza jakos$¢ destylatu.

4. Wytwarzanie oryginalnych destylatow zbozowych z wykorzystaniem stodow zbo-
zowych stwarza mozliwos¢ poszerzenia oferty handlowej i zwigkszenia konkuren-
cyjnosci polskich gorzelni.

Badania zrealizowano w ramach projektu badawczego nr PBS2/B8/9/2013, finan-
sowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.
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MALTS AS SOURCE OF AMYLOLYTIC ENZYMES IN ENZYMATIC HYDROLYSIS
PROCESS OF STARCH

Summary

The objective of the research study was to determine the effectiveness of saccharification of cereal
starch using malts as a source of amylases and the efficiency of alcoholic fermentation with the Ethanol
Red yeast strain. Distillery mashes were prepared by a method of pressure-less liberation of starch (PLS)
from unmalted rye of the Dankowskie Diament cultivar with 30 % of wheat, rye, and barley malts added.
For comparison, the unmalted rye mashes were fermented by the PLS method using enzyme preparations
of microbial origin.

Based on the research results, it was concluded that the malts enzymes made it possible to produce
sweet mashes with a content of extract and total sugars similar to that in the rye mashes made by the PLS
method with the use of a-amylase and glucoamylase present in commercial preparations. The mashes
made of wheat and barley malts had a higher degree of saccharification comparing to the preparations
made exclusively of unmalted grains and to the preparations with added rye malt. The highest efficiency
of ethanol biosynthesis (83.69 + 1.95 % of theoretical yield) was reported in the case of rye mashes
saccharified with the wheat malt.

Key words: cereal malts, a-amylase, B-amylase, glucoamylase, fermentation, pressure-less liberation of
starch (PLS), fermentation
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