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 S t r e s z c z e n i e .  W pracy oceniano wpływ dodatku preparatów enzymów wspomagających 
(ksylanazy, pullulanazy, celulazy i celobiazy) do zacierów z pszenżyta, przygotowanych metodą bezci-
śnieniowego uwalniania skrobi (BUS) na ich skład fizyko-chemiczny, lepkość oraz wskaźniki fermen-
tacji. Fermentację prowadzono systemem trzydobowym w temperaturze 28-30°C, z udziałem suszo-
nych drożdży gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae, rasy As4. Na podstawie otrzymanych wyni-
ków stwierdzono wpływ dodatku enzymów wspomagających na własności reologiczne i skład fizyko-
chemiczny, zarówno zacierów słodkich (ekstrakt, cukry redukujące, dekstryny, lepkość), jak i odfer-
mentowanych (ekstrakt pozorny, ekstrakt rzeczywisty, alkohol, cukry redukujące, dekstryny) oraz 
przebieg fermentacji. W próbach fermentacyjnych, zawierających ksylanazę, pullulanazę oraz celulazę 
i celobiazę zaobserwowano poprawę dynamiki procesu fermentacji – szybsze zafermentowanie i krót-
szy czas trwania procesu w porównaniu z próbą kontrolną (bez dodatku enzymów wspomagających). 
W zależności od rodzaju zastosowanych enzymów pomocniczych, wydajność fermentacji mieściła się 
w granicach od 88,10% (zacier z ksylanazą) do 94,92% wydajności teoretycznej (zacier z celulazą 
i celobiazą) i była znacząco wyższa niż w próbie kontrolnej (65,60%). 
 S ł o wa  k l u c z o w e :  fermentacja, bezciśnieniowe uwalnianie skrobi (BUS), enzymy, pszenżyto 

WSTĘP 

Problemem powstającym podczas przygotowywania gorzelniczych zacierów 
zbożowych, z wykorzystaniem technologii bezciśnieniowego uwalniania skrobi 
(BUS), jest nadmierna lepkość zacierów (Grzybowski i Stecka 1998, Mieczni-
kowski i in. 1996, Oliveira i in. 1999). Przyczyną tego jest występowanie w zbo-
żach, oprócz skrobi, innych cukrowców – polisacharydów nieskrobiowych (PNS),  
do których należą: pentozany (ksylany), β-glukany, celuloza oraz hemicelulozy.  
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W przypadku prowadzenia procesu zacierania wyłącznie z udziałem enzy-
mów amylolitycznych związki te nie ulegają hydrolizie do cukrów fermentują-
cych. Wymienionym problemom można przeciwdziałać wykorzystując aktyw-
ność hydrolaz polisacharydów nieskrobiowych (ksylanazę, celulazę oraz celobia-
zę), katalizujących hydrolizę wiązań β-1,4 oraz β-1,3 w PNS (Kłosowski 2006, 
Kłosowski i in. 2009, Mathlouthi i in. 2002). Zastosowanie tych enzymów po-
mocniczo w procesie gorzelniczym przynosi wymierne korzyści, gdyż następuje 
uwalnianie dodatkowej ilości cukrów fermentujących, dając tym samym szansę na 
wyższą wydajność spirytusu z jednostki surowca (Kapela i Solarek 2004). Do gru-
py enzymów pomocniczych, interesujących dla gorzelnictwa, należy zaliczyć rów-
nież pullulanazę, katalizującą hydrolizę wiązań α-1,6-glikozydowych w cząstecz-
kach amylopektyny skrobi. W wyniku aktywności tego enzymu powstają liniowe 
dekstryny, co poprawia dynamikę scukrzania skrobi oraz skraca czas fermentacji 
(Gantelet i Duchiron 1999). Ponadto, stwarza to możliwość fermentacji zacierów 
o wyższych ekstraktach początkowych, a tym samym zwiększenie produktywności 
kadzi fermentacyjnych (Srichuwonga i in. 2009, Wang i in. 1999). 

W pracy oceniano wpływ dodatku preparatów enzymów wspomagających 
(ksylanazy, pullulanazy, celulazy i celobiazy) do zacierów z pszenżyta, przygo-
towanych metodą bezciśnieniowego uwalniania skrobi (BUS) na ich skład fizyko-
chemiczny, lepkość oraz wskaźniki fermentacji. 

METODYKA BADAŃ 

W badaniach wykorzystano ziarna pszenżyta odmiany Grenado. Analizę 
pszenżyta przeprowadzono metodami zalecanymi w przemyśle rolno-spożyw-
czym (Jakubczyk i Haber  1981, Krełowska-Kułas 1993). Obejmowała ona ozna-
czanie: zawartości suchej substancji, skrobi, białka i związków mineralnych (po-
piołu) (AOAC 1995) oraz cukrów redukujących (Krełowska-Kułas 1993). 

Analiza zacierów została wykonana według metod zalecanych w gorzelnic-
twie (Krełowska-Kułas 1993). W zacierach słodkich oznaczano ekstrakt ogólny 
za pomocą areometru, wyskalowanego w stopniach odpowiadających zawartości 
sacharozy w g·(100 g)-1 roztworu, stężenie cukrów redukujących, dekstryn oraz 
lepkość, z wykorzystaniem wiskozymetru Höpplera (Ładoński i Gospodarek 
1986). W zacierach odfermentowanych oznaczano: ekstrakt pozorny (w obecno-
ści alkoholu), ekstrakt rzeczywisty, zawartość etanolu i  stężenie cukrów pozosta-
łych po fermentacji.    

Analizy wykonano w trzech powtórzeniach. Otrzymane wyniki poddano ana-
lizie statystycznej dla poziomu istotności α = 0,05.                              

Proces upłynniania i scukrzania skrobi metodą bezciśnieniową był prowadzony 
w zbiorniku, umieszczonym w łaźni wodnej, wyposażonym w mieszadło laborato-
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ryjne oraz termometr. Zmielone ziarno pszenżyta zmieszano z wodą wodociągową 
o temperaturze około 50oC, w proporcjach 3,5 l wody na 1 kg surowca i dodano 
preparat upłynniający Termamyl SC (α-amylaza) w dawce 0,13 cm3 na 1 kg skrobi. 
Aby zapewnić optymalne warunki upłynniania, mieszaninę ogrzano (jednocześnie 
mieszając) do temperatury 90oC i przetrzymywano w tych warunkach przez ok. 30 
minut. Po upłynnieniu zacier schłodzono do temperatury około 65oC i dodano pre-
parat scukrzający SAN Extra (glukoamylaza) w dawce 0,6 cm3 na 1 kg skrobi.  
Zacier ochłodzono do temperatury 30oC, jego pH wyregulowano do wartości ok 
4,8 za pomocą roztworu kwasu siarkowego 30% w·w-1, a następnie poddano pro-
cesowi jednoczesnego scukrzania i fermentacji.  
 Do prób zacierów słodkich dodawano następujące preparaty enzymów wspo-
magających (zgodnie z zaleceniami producentów): 

• Shearzyme 500 L, zawierający ksylanazę (EC 3.2.1.8), w dwóch porcjach, 
po 0,1 cm3·kg-1 skrobi wraz z preparatem upłynniającym i scukrzającym. 

• Promozyme 200 L, zawierający pullulanazę  (EC 3.2.1.41) w ilości 
0,05 cm3·kg-1 skrobi wraz z enzymem scukrzającym, po upłynnieniu i schło-
dzeniu zacieru do temperatury 65°C.  

• Cellustar i Novozyme, zawierające odpowiednio celulazę (EC 3.2.1.4) i ce-
lobiazę (EC 3.2.1.21). Preparaty te dodawano jednocześnie, w dawce po 
0,1 cm3·kg-1 surowca, przed i po upłynnianiu. 

Do fermentacji zacierów pszenżytnich używano suszonych drożdży gorzelni-
czych Saccharomyces cerevisiae, rasy As4. Wprowadzono je do zacieru w ilości 
0,3 g·l-1 zacieru po uprzednim uwodnieniu i odkażeniu. W tym celu zakwaszono 
wodną zawiesinę drożdży roztworem kwasu siarkowego 30% w·w-1 do pH około 
2,5 i pozostawiono w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Zabieg ten miał na 
celu wyeliminowanie słabszych komórek drożdżowych oraz zniszczenie mikro-
flory bakteryjnej. Następnie sprawdzono żywotność komórek drożdżowych  
za pomocą błękitu metylenowego. Zawartość komórek martwych nie przekraczała 
10%. Tak przygotowane mleczko drożdżowe, bez zobojętniania, wprowadzano  
do zacierów słodkich i dokładnie wymieszano. Jako pożywkę dla drożdży zasto-
sowano fosforan diamonu (NH4)2HPO4 w postaci wodnego roztworu, w ilości 
0,4 g·l-1 zacieru. 

Fermentację alkoholową zacierów prowadzono w kolbach płaskodennych 
o objętości 4 litrów, wprowadzając do każdej około 2,5 litra zacieru. Kolejno do-
dawano pożywkę, drożdże i zamykano kolby rurkami fermentacyjnymi, wypełnio-
nymi gliceryną. Zaciery poddano fermentacji, w temperaturze 30°C. Przebieg pro-
cesu kontrolowano wagowo, określając ubytki masy fermentujących prób, związa-
ne z wydzielaniem ditlenku węgla. 
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Wydzielenie alkoholu etylowego z odfermentowanych zacierów prowadzono 
w zestawie do destylacji prostej, do całkowitego oddestylowania alkoholu, kon-
trolując refraktometrycznie zmiany zawartości etanolu w odbieranym destylacie.  

WYNIKI 

Charakterystykę składu chemicznego pszenżyta przedstawiono w tabeli 1.  
Tabela 1. Skład chemiczny ziarna pszenżyta                 
Table 1. Chemical composition of triticale grain 

 
Składniki – Components Zawartość – Content 

Wilgotność – Moisture (%) 9,26 (±1,85) 

Sucha substancja – Solid substance (%) 90,74 (±1,85) 

Skrobia – Starch (%) 59,53 (±2,55) 

Cukry redukujące – Reducing sugars (%) 5,62 (±0,12) 

Białko – Protein  (% s.s.) 12,15 (±0,35) 

Popiół – Ash (% s.s.) 1,73 (±0,09) 

 
Uzyskane wyniki są zbliżone do danych literaturowych (Czerwińska 2010). 

Zawartość suchej substancji oraz wilgotność kształtowały się na poziomie odpo-
wiednio 90,74±1,85% oraz 9,26±1,85%, co wynika z odpowiedniego przecho-
wywania ziarna. Wykorzystywane w pracy pszenżyto odznaczało się wysoką 
zawartością skrobi, na poziomie 59,53±2,55%, co potwierdza dobrą jakość ziarna 
oraz pozwala na osiągnięcie wyższej wydajności produkowanego alkoholu etylo-
wego. Zawartość białka w pszenżycie wynosiła 12,15±0,35% i była zbliżona do 
wartości podawanej w piśmiennictwie fachowym (ok. 12%). Nadmiar białka  
w ziarnie nie jest wskazany, gdyż utrudnia proces gorzelniczy, powodując nad-
mierne pienienie się zacierów, co wpływa niekorzystnie na wydajność i przebieg 
fermentacji (Chaber i Jakubczyk 1981, Sikorski 1994, Świetlikowska 1995).  

Na rysunku 1 przedstawiono wartości ekstraktów zacierów słodkich dla 
wszystkich wariantów fermentacji, które kształtowały się na zbliżonym poziomie 
(25,4±0,2-26,13±0,2% w·w-1). Uzyskanie takich gęstości zacierów słodkich 
umożliwiło porównanie procesu fermentacji etanolowej z wykorzystaniem róż-
nych enzymów wspomagających. 

Kolejnym ocenianym parametrem było stężenie cukrów w zacierach słodkich 
(rys. 2). Najwyższą zawartością cukrów ogółem na poziomie 25,32±0,2 g glukozy 
(100 ml)-1 zacieru oraz dekstryn 16,99±0,2 g·(100 ml)-1 zacieru charakteryzowały 
się zaciery z dodatkiem pullulanazy, co świadczy o powolnym scukrzaniu skrobi 
pszenżytniej przez amyloglukozydazę oraz pullulanazę. 
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Rys. 1. Ekstrakt (wartość średnia ± odchylenie standardowe) zacierów słodkich pszenżytnich  
z dodatkiem enzymów wspomagających 
Fig. 1. Extract (mean value ± standard deviation) in triticale sweet mashes prepared with the addi-
tion of supportive enzymes 

 

 
 

Rys. 2. Zawartość cukrów ogółem, cukrów redukujących oraz dekstryn (wartość średnia ± odchyle-
nie standardowe) w zacierach słodkich pszenżytnich z dodatkiem enzymów wspomagających 
Fig. 2. Content of total sugars, reducing sugars and dextrins (mean value ± standard deviation)  
in triticale sweet mashes prepared with the addition of supportive enzymes  

25,60 25,40 25,46 26,13 

próba kontrolna/control 
sample 

ksylanaza/xylanase pullulanaza/pullulanase celulaza i 
celobiaza/cellulase and 

celobiase  

Ek
st

ra
kt

 -E
xt

ra
ct

 
 (%

w
·w

-1
) 

23,31 23,83 25,32 
21,45 

7,38 
9,88 

6,44 
9,09 

14,34 12,55 
16,99 

11,12 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

próba kontrolna/control 
sample 

ksylanaza/xylanase pullulanaza/pullulanase celulaza i celobiaza/cellulase 
and celobiase  

(g
 g

lu
ko

zy
·1

00
 c

m
-3

za
ci

er
u/

 
g 

gl
uc

os
e·

10
0c

m
-3

m
as

h)
 

cukry ogółem/total sugars 

cukry redukujące/reducing 
sugars 
dekstryny/dextrins 



178 E. SAPIŃSKA, M. BALCEREK   

Lepkość omawianych zacierów przedstawiono na rysunku 3. Największe ob-
niżenie lepkości stwierdzono w próbach zacierów z dodatkiem celulazy i celobia-
zy (20,46±0,09 mPa·s).  

 

 
 
Rys. 3. Lepkość (wartość średnia ± odchylenie standardowe) zacierów słodkich pszenżytnich z dodat-
kiem enzymów wspomagających 
Fig. 3. Viscosity (mean value ± standard deviation) in triticale sweet mashes prepared with the addition 
of supportive enzymes 
 

Na rysunkach 4-6 przedstawiono dynamiki procesu dla wszystkich prób fer-
mentacyjnych. Z obserwacji przebiegu fermentacji zacierów wynika, że dodatek 
enzymów wspomagających wpłynął na skrócenie czasu trwania fermentacji – faza 
adaptacyjna była znacznie krótsza (około 3-4 h) niż w próbie kontrolnej (10 h). 
Fermentacja właściwa odznaczała się bardziej dynamicznym przebiegiem. Cały 
proces fermentacji zacierów z enzymami pomocniczymi trwał około 2 razy krócej 
niż fermentacja zacieru, zawierającego jedynie enzymy amylolityczne (120 h).  

Kolejnymi ocenianymi parametrami były zmiany ekstraktu pozornego i rze-
czywistego zacierów odfermentowanych, przedstawione na rysunku 7. Najniższym 
ekstraktem pozornym (0,65±0,05% w·w-1) oraz rzeczywistym (2,7±0,1% w·w-1), w 
porównaniu z próbą kontrolną, charakteryzował się zacier fermentowany  
z dodatkiem pullulanazy. Wynikało to z całkowitego odfermentowania zacieru, 
poprzez wykorzystanie dostępnej puli substratów cukrowych przez drożdże oraz 
efektywnej i niezakłóconej biosyntezy etanolu. 
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Rys. 4. Dynamika fermentacji zacierów pszenżytnich z dodatkiem ksylanazy 
Fig. 4. Fermentation dynamics of triticale mashes treated with xylanase 

 

 
 
Rys. 5. Dynamika fermentacji zacierów pszenżytnich z dodatkiem pullulanazy 
Fig. 5. Fermentation dynamics of triticale mashes treated with pullulanase 
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Rys. 6. Dynamika fermentacji zacierów pszenżytnich z dodatkiem celulazy i celobiazy 
Fig. 6. Fermentation dynamics of triticale mashes treated with cellulase and cellobiase 

 
 

 
 
Rys. 7. Ekstrakt pozorny i ekstrakt rzeczywisty (wartość średnia ± odchylenie standardowe) zacie-
rów odfermentowanych pszenżytnich z dodatkiem enzymów wspomagających 
Fig. 7. Apparent extract and real extract (mean value ± standard deviation) in triticale mashes after 
fermentation with supportive enzymes 
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Obserwując zmiany stężenia cukrów, stwierdzono znaczne zmniejszenie zawar-
tości substancji redukujących we wszystkich próbach fermentacyjnych (rys. 8). 
Było to spowodowane intensywnym namnażaniem drożdży, wykorzystujących 
substraty cukrowe na procesy anaboliczne, zachodzące w ich komórkach. Duże 
zużytkowanie  dostępnych cukrów przekładało się na najwyższą zawartość alkoho-
lu. Po zakończeniu procesu najmniejszą zawartość związków redukujących ogółem 
(0,64±0,05 g glukozy·(100 ml)-1 zacieru) odnotowano w próbie fermentacyjnej  
z dodatkiem pullulanazy.     

 

 
Rys. 8. Zawartość cukrów ogółem, cukrów redukujących oraz dekstryn (wartość średnia ± odchylenie 
standardowe) w zacierach odfermentowanych pszenżytnich z dodatkiem enzymów wspomagających  
Fig. 8. Content of total sugars, reducing sugars and dextrins (mean value ± standard deviation)  
in triticale mashes after fermentation with supportive enzymes               
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szonym stopniem jej wykorzystania. Spośród zastosowanych enzymów wspomaga-
jących, najniższą wydajność fermentacji (88,1±1% wydajności teoretycznej) odno-
towano po fermentacji zacieru z dodatkiem ksylanazy.  

 

 
Rys. 9. Zawartość etanolu i wydajność fermentacji (wartość średnia ± odchylenie standardowe) w zacie-
rach pszenżytnich z dodatkiem enzymów wspomagających 
Fig. 9. Ethanol content and yield of fermentation process (mean value ± standard deviation) in triticale 
mashes with supportive enzymes 

WNIOSKI 

1. Dodatek enzymów wspomagających do zacierów pszenżytnich w zróżni-
cowany sposób wpływał na ich skład chemiczny, lepkość oraz na przebieg i wy-
dajność fermentacji. 

2. Enzymy wspomagające nie wpłynęły na obniżenie lepkości zacierów, 
a w przypadku dodatku pullulanazy odnotowano podwyższenie jej wartości. 

3. Preparaty zawierające enzymy pomocnicze poprawiły dynamikę procesu 
fermentacji (szybsze zafermentowanie, skrócenie czasu trwania procesu). 

4. Fermentacja zacieru pszenżytniego z dodatkiem celulazy i celobiazy cha-
rakteryzowała się najwyższą wydajnością (94,92%) w porównaniu z zacierem 
kontrolnym. 

5. Uzyskane wyniki badań potwierdzają celowość stosowania preparatów en-
zymów wspomagających podczas przygotowania zacierów pszenżytnich o podwyż-
szonej gęstości. 
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 Ab s t r a c t .  In the paper the effect of addition of supportive enzymes preparations (xylanase, 
pullulanase, cellulase and cellobiase) to triticale mashes, prepared by pressureless liberation  
of starch (PLS), on their physicochemical composition, rheological properties, and indicators  
of fermentation was evaluated. Fermentation was conducted at 28-30°C, by using dried distillery 
yeast strain As4 (Saccharomyces cerevisiae). The obtained results showed a diversified impact  
of supportive enzymatic preparations on rheological properties and physicochemical composition, 
both of sweet mashes (extract, reducing sugars, dextrins, viscosity) and of mashes after fermentation 
(apparent extract, real extract, alcohol, reducing sugars, dextrins) and on the course of process.  
In fermentation samples containing xylanase, pullulanase or cellulase and cellobiase an improve-
ment in the dynamics of the fermentation - faster pre-fermentation and shorter time of process com-
pared with the control sample (without addition of supportive enzymes) were observed. Depending 
on the kind of supportive enzymes used, fermentation efficiency ranged from 88.10% (mash with 
xylanase preparation) to 94.92% of theoretical yield (mash with cellulase and cellobiase prepara-
tions) and was significantly higher in comparison with the control sample (65.60%). 

K e y wo r d s :  fermentation, pressureless liberation of starch (PLS), enzymes, triticale 
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