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Wolska, M. – Czupryński, B. – Kłosowski, G. – Kotarska, K.: Vy-
užití kmene kvasinek I-7-43 připraveného fúzí buněk Saccharo-
myces cerevisiae a Saccharomyces diastaticus v zemědělském
lihovaru. Kvasny Prum. 50, 2004, č. 9, s. 254–260.

Cílem studie bylo prověřit vhodnost kmene kvasinek I-7-43, získa-
ného fúzí protoplastů a charakterizovaného jak fermentační aktivitou,
tak i schopností hydrolyzovat škrob, pro zkvašování zápar, a to v pro-
vozním měřítku za běžných technických podmínek zemědělského liho-
varu.

Rýžové zápary byly fermentovány s přídavkem obvyklých a sníže-
ných dávek (90%, 80% a 70%) enzymového preparátu s obsahem
glukoamylasy. Kontrolní fermentace byly prováděny se standardně
používaným kmenem As-4.

V provozních podmínkách lihovaru vykazoval kvasničný kmen I-7-
43 vysokou fermentační aktivitu a dynamiku produkce ethanolu, srov-
natelnou s hodnotami získanými v případě standardního kmene 
As-4.

Nezávisle na dávkování enzymového preparátu byl výtěžek etha-
nolu ze škrobu přiměřený, tj. 61,7–61,8 dm3/100 kg. Po prvním dni
fermentace bylo vytvořeno 70–80 % z celkového množství alkoholu
a po dvou dnech fermentace 95–97 % z celkového množství.

Naše studie ukazují, že díky amylolytickým schopnostem
kmene I-7-43 může být v provozních podmínkách ušetřeno 30 %
dávky zcukřujícího přípravku, aniž by se zhoršily technologické
podmínky výroby lihu.Obsahy aldehydů, methanolu a kyselin v su-
rovém lihu z rýže byly nižší, než jsou hodnoty přípustné polskou
normou.

Pozitivní výsledky ověření fermentační aktivity a amylolytických
schopností kvasničného kmene I-7-43 za provozních podmínek pře-
durčují tento kmen k použití v provozní praxi lihovaru.

Wolska, M. – Czupryński, B. – Kłosowski, G. – Kotarska, K.: Stu-
dies on utilization of the yeast strain I-7-43 – fusant between Sac-
charomyces cerevisiae and Saccharomyces diastaticus in agri-
cultural distillery. Kvasny Prum. 50, 2004, No. 9, p. 254–260.

The aim of our study was to determine the usefulness (in full-pro-
duction scale under common technical conditions of agricultural di-
stillery) of the agricultural yeast strain I-7-43 obtained by electrofu-
sion of protoplasts and characterized by both the fermentative
activity and ability to hydrolysis of starch.

The fermentations of rye mashes were carried out with application
of standard and limited to 90 %, 80 % and 70 % doses of sacchari-
fying preparation i.e. glucoamylase San-Super 240 L (Novo-Nordisk).
The control fermentations were carried out with application of the
standard agricultural distillery strain As-4.

It was found that under distillery conditions, the yeast strain I-7-43
was characterized by the high fermentative activity and dynamics of
ethanol production comparable with the values obtained in the case
of the standard strain As-4. Independently of the glucoamylase dose
applied, the ethanol yield from starch was appropriate i.e. 61,7-61,
8 dm3/100 kg; after I day of fermentation 70–80 % of total alcohol
quantity was produced and after II days 95–97 %, respectively. Our
studies show that thanks to amolilytic abilities of fusant I-7-43, 30%
of dose of saccharifying preparation can be saved under full-produc-
tion conditions without detriment to technological effects of the spirit
production process. The contents of aldehydes, methanol and acids
in raw rye spirits were lower than the values permissible by Polish
Standard.

The positive results of verification of the fermentative activity and
amylolitic abilities of the yeast strain I-7-43 in full-production scale
empower us to implement it into the distillery practice.

Wolska, M. – Czupryński, B. – Kłosowski, G. – Kotarska, K.: Die
Ausnutzung des Hefestammes I-7-43, der durch eine Fusion von
Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces diastaticus
zelle vorbereitet wurde, in einer Landwirtschaftsbrennerei.
Kvasny Prum. 50, 2004, Nr. 9, S. 254–260.

Der Zielpunkt dieser Arbeit wurde eine Eignungsprüfung des Hefestam-
mes I-7-43 (der durch eine Fusion von Protoplasten erworben wurde und
durch eine Fermentationsaktivität und Stärkehydrolysenfähigkeit charakte-
risiert wird) für eine Maischenvergärung unter herkömmlichen technischen
Bedingungen und Betriebsgrösse in einer Landwirtschaftsbrennerei.

Die Reismaische wurde unter Zugabe der herkömmlichen und re-
duzierten (90%, 80% und 70%) Enzymendosen mit Glukoamylasen-
inhalt fermentiert. Die Blindfermentationen wurden mit dem üblichen
Hefestamm As-4 durchgeführt.

Unter Betriebsbedingungen einer Brennerei wies der Hefestamm I-7-
43 eine hohe Fermentationsaktivität der Ethanolproduktiondynamik aus,
diese Parameter waren mit den aus den Versuchen mit einem Stan-
dardhefestamm As-4 erworbenen Resultaten vergleichbar. Auf der En-
zymenpreparatdosierung unabhängig blieb die Ethanolsausbeute aus
der Stärke als adäquat beim Wert 61,7–61,8 dm3/100 kg. Nach dem Verlauf
des ersten Fermentationstages wurde 70–80 % und nach dem zweiten Tag
schon 95–97 % der gesamten Ethanolmenge hergestellt. Aus dieser
Forschung geht hervor, dass Dank den amylolytischen Hefestammei-
genschaften I-7-43 kann unter Betriebsbedingungen bis zu 30 % Ver-
zukerungsmittel eingesparrt werden ohne die technische Bedingungen
der Ethanolproduktion negativ zu beeinflussen. Die Aldehyds-, Metha-
nols – und Säureninhalts im aus dem Reis hergestellten Rohspiritus li-
egen unter den durch eine polnische Standarde festgestellte Werten.

Die positive Ergebnisse der Fermentationsaktivitäts- und Amyloly-
tischenfähigskeits beglaubigung des Hefestamms I-7-43 unter Betri-
ebsbedingungen zeichen ihn zur Betriebsanwendung vor.

ÇÓÎÒÍ‡, å. – ñÁÛÔ˚ÌÒÍË, Å. – äÎÓÒÓ‚ÒÍË, É. – äÓÚ‡ÒÍ‡ K.: àÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂ
¯Ú‡ÏÏ‡ ‰ÓÊÊÂÈ I-7-43 ÔÓ‰„ÓÚÓ‚ÎÂÌÌÓ„Ó ÒÓÂ‰ËÌÂÌËÂÏ ÍÎÂÚÓÍ Saccha-
romyces cerevisiae Ë Saccharomyces diastaticus ‚ ÒÂÎ¸ÒÍÓıÓÁflÈÒÚ‚ÂÌÌÓÏ
ÒÔËÚÓ‚ÓÏ Á‡‚Ó‰Â. Kvasny Prum. 50, 2004, çÓ. 9, ÒÚ. 254–260.

ñÂÎ¸˛ ËÁÛ˜ÂÌËfl fl‚ÎflÎÓÒ¸, Í‡Í ÔÓ‰ıÓ‰ËÚ ¯Ú‡ÏÏ ‰ÓÊÊÂÈ I-7-43, ÔÓÎÛ-
˜ÂÌÌ˚È ÔÛÚÂÏ ÒÓÂ‰ËÌÂÌËfl ÔÓÚÓÔÎ‡ÒÚÓ‚, Û ÍÓÚÓÓ„Ó „Ë‰ÓÎËÁÓ‚‡Ú¸ Í‡ıÏ‡Î,
‰Îfl ÙÂÏÂÌÚ‡ˆËË Á‡ÚÓ‡ ‚ ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚ÂÌÌÓÏ Ï‡Ò¯Ú‡·Â ÔË Ó·˚ÍÌÓ‚ÂÌÌ˚ı
ÚÂıÌË˜ÂÒÍËı ÛÒÎÓ‚Ëflı ÒÂÎ¸ÒÍÓıÓÁflÈÒÚ‚ÂÌÌÓ„Ó ÒÔËÚÓ‚Ó„Ó Á‡‚Ó‰‡.

Å˚ÎÓ ‚˚ÔÓÎÌÂÌÓ Ò·‡ÊË‚‡ÌËÂ ËÒÓ‚˚ı Á‡ÚÓÓ‚ Ò ‰Ó·‡‚ÎÂÌËÂÏ Ó·˚ÍÌÓ‚ÂÌÌ˚ı
Ë ÔÓÌËÊÂÌÌ˚ı ‰ÓÁ (90 %, 80 % Ë 70 %) ÙÂÏÂÌÚ‡ÚË‚ÌÓ„Ó ÔÂÔ‡‡Ú‡ Ò
ÒÓ‰ÂÊ‡ÌËÂÏ „Î˛ÍÓ‡Ï˚Î‡Á˚. äÓÌÚÓÎ¸ÌÓÂ ÙÂÏÂÌÚËÓ‚‡ÌËÂ ÔÓ‚Ó‰ËÎÓÒ¸ Ò
ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËÂÏ ÒÚ‡Ì‰‡ÚÌÓ„Ó ¯Ú‡ÏÏ‡ As-4.

Ç ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚ÂÌÌ˚ı ÛÒÎÓ‚Ëflı ÒÔËÚÓ‚Ó„Ó Á‡‚Ó‰‡ ÓÚÎË˜‡ÎÒfl ¯Ú‡ÏÏ I-7-43
‚˚ÒÓÍÓÈ ÙÂÏÂÌÚ‡ÚË‚ÌÓÈ ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚ¸˛ Ë ‰ËÌ‡ÏËÍÓÈ ÔÓ‰ÛÍˆËË ˝ÚËÎÓ‚Ó„Ó
ÒÔËÚ‡, Ò‡‚ÌËÏÓÈ Ò ‚ÂÎË˜ËÌ‡ÏË ÔÓÎÛ˜ÂÌÌ˚ÏË ÔË ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËË ÒÚ‡Ì‰‡ÚÌÓ„Ó
¯Ú‡ÏÏ‡ As-4.

çÂÁ‡‚ËÒËÏÓ ÓÚ ‰ÓÁ ˝ÌÁËÏÌÓ„Ó ÔÂÔ‡‡Ú‡ ·˚Î ‚˚ıÓ‰ ˝ÚËÎÓ‚Ó„Ó ÒÔËÚ‡ ËÁ
Í‡ıÏ‡Î‡ ÒÓ‡ÁÏÂÌ˚È, Ú.Â. 61,7–61,8 ‰Ï3/100 Í„. èÓÒÎÂ ÔÂ‚Ó„Ó ‰Ìfl
ÙÂÏÂÌÚËÓ‚‡ÌËfl ·˚ÎÓ ÔÓÎÛ˜ÂÌÓ 70–80 % Ó·˘Â„Ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡ ‡ÎÍÓ„ÓÎfl Ë
ÔÓÒÎÂ ‰‚Ûı ‰ÌÂÈ ÙÂÏÂÌÚËÓ‚‡ÌËfl 95–97 % Ó·˘Â„Ó ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚‡.

Å˚ÎÓ ‰ÓÍ‡Á‡ÌÓ, ˜ÚÓ ·Î‡„Ó‰‡fl ‡ÏËÎÓÎËÚË˜ÂÒÍËÏ Ò‚ÓÈÒÚ‚‡Ï ¯Ú‡ÏÏ‡ I-7-43
ÏÓÊÌÓ ‚ ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚ÂÌÌ˚ı ÛÒÎÓ‚Ëflı Ò˝ÍÓÌÓÏËÚ¸ 30 % ‰ÓÁ˚ ÓÒ‡ı‡Ë‚‡˛˘Â„Ó
ÒÂ‰ÒÚ‚‡, ÌÂ ÛıÛ‰¯‡fl ÚÂıÌÓÎÓ„Ë˜ÂÒÍËÂ ÛÒÎÓ‚Ëfl ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚‡ ÒÔËÚ‡.
ëÓ‰ÂÊ‡ÌËfl ‡Î¸‰Â„Ë‰Ó‚, ÏÂÚËÎÓ‚Ó„Ó ÒÔËÚ‡ Ë ÍËÒÎÓÚ ‚ ÒÔËÚÂ-Ò˚ÂˆÂ ËÁ ËÒ‡
Ì‡ıÓ‰ËÎËÒ¸ ÌËÊÂ ‚ÂÎË˜ËÌ ‰ÓÔÛÒÍ‡ÂÏ˚ı ÔÓÎ¸ÒÍËÏË ÒÚ‡Ì‰‡Ú‡ÏË.

èÓÎÓÊËÚÂÎ¸Ì˚Â ÂÁÛÎ¸Ú‡Ú˚ ÔÓ‚ÂÍË ÙÂÏÂÌÚ‡ÚË‚ÌÓÈ ‡ÍÚË‚ÌÓÒÚË
‡ÏËÎÓÎËÚË˜ÂÒÍËı Ò‚ÓÈÒÚ‚ ‰ÓÊÊÂ‚Ó„Ó ¯Ú‡ÏÏ‡ I-7-43 ‚ ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚ÂÌÌ˚ı
ÛÒÎÓ‚Ëflı ÔÂ‰Ì‡ÁÌ‡˜‡˛Ú ̋ ÚÓÚ ̄ Ú‡ÏÏ ‰Îfl ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌËfl Ì‡ ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚ÂÌÌÓÈ
Ô‡ÍÚËÍÂ ÒÔËÚÓ‚Ó„Ó Á‡‚Ó‰‡.
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1 ÚVOD

Schopnost biosyntézy amylolytických enzymů je vítanou vlastností
provozních kvasinek pro fermentaci zápar ze škrobnatých surovin,
protože to má vliv na snižování nákladů při výrobě lihu.

Kmeny kvasinek – mezofilní B4, termofilní Bc16a, termofilní rezi-
stentní vůči alkoholu a osmofilní kmeny D-2 a As-4 [1, 2, 3], běžně
používané v polských lihovarech, jsou charakterizovány vysokou
energií a produktivitou fermentace a vysokou dynamikou tvorby et-
hanolu, nemají však amylolytické schopnosti.

Přeměna škrobu na mono- a disacharidy probíhá výhradně hydro-
lýzou pomocí amylolytických přípravků získávaných z plísní nebo bak-
terií. V lihovarském průmyslu by použití vhodných kmenů kvasinek,
schopných fermentace a současně hydrolýzy škrobu, mohlo vést ke
zlepšení ekonomiky výroby lihu díky snížení dávky přípravků zcukřu-
jících škrob a dextriny.

V posledních letech jsou ve výzkumných centrech v Polsku i ve světě
prováděny studie přípravy a aplikace kvasinkových kmenů pro země-
dělské lihovary, charakterizovaných stabilními výše uvedenými vlast-
nostmi [4, 5, 6, 7].

V Institutu biotechnologie potravinářského průmyslu a zemědělství
byla provedena elektrofúze protoplastů kvasinek Saccharomyces ce-
revisiae x Saccharomyces diastaticus a byl získán kmen kvasinek 
I-7-43, charakterizovaný zvýšenou amylolytickou aktivitou a vyšší
schopností tvorby alkoholu, než tomu bylo původně u rodičovských
kmenů.

Nový kmen I-7-43, spojující vlastnosti obou rodičovských kmenů, byl
podroben technologickým zkouškám v laboratorních podmínkách [8].

Pozitivní hodnocení nového kmene s ohledem na jeho amylolytické
a fermentační schopnosti nás podpořila v přenesení studií z labora-
torního do průmyslového měřítka ve standardních podmínkách ze-
mědělského lihovaru. Cílem bylo stanovit možné snížení dávek amy-
lolytického přípravku, aplikovaného pro zcukřování zápar, za
předpokladu, že výtěžek alkoholu by byl srovnatelný s výtěžkem při
aplikaci celých dávek tohoto enzymu. Pokusy byly provedeny v ze-
mědělském lihovaru Zalesie poblíž Szubina v kraji Kujawsko-Pomor-
skie v Polsku.

2 METODY

2.1 Mikroorganismy
V našich zkouškách byly použity dva typy kmenů kvasinek:

• I-7-43 – připravený fúzí kmenů S. cerevisiae (As-4) a S. diastaticus
ve formě čisté kultury na agarové půdě,

• As-4 – běžně používaný v polských zemědělských lihovarech v su-
šené formě, v našich studiích byl zároveň aplikován jako jeden z ro-
dičovských kmenů pro kontrolní fermentace [3].

2.1.1 Kultivace a příprava kvasnic pro inokulaci lihovarských zá-
par

Kmen I-7-43
Pro přípravu kmene k aplikaci v lihovaru byla reaktivována a na-

množena čistá kultura ve třech stupních: stupeň I a II probíhal v labo-
ratoři (tekutá půda YPG 2%, pH 5,0, inkubace 24 hodin při teplotě 
38 °C), III. fáze propagace pak v provozních podmínkách v lihovaru
(sladká zápara v rozkvasné kádi, pH 3,1, teplota 32 °C, inkubace 24 h).

Celý objem namnožených kvasnic byl přidán do prvního podílu zá-
pary v zapařovací kádi. Po promíchání byla část masy přečerpána do
rozkvasné kádě a zbytek do fermentační kádě. Obsah v rozkvasné
kádi byl použit pro inokulaci zápar další dny (v opakovaných cyklech,
dokud neskončily pokusné fermentace).

Kmen As-4 – kontrolní
Kontrolní kmen As-4 byl aplikován v sušené formě v biotechnolo-

gické korporaci Lesaffre (Maszewo Lęborskie, Polsko) v posledních
třech fermentačních cyklech pokusů. Sušené aktivní kvasinky (po re-
hydrataci a dezinfekci) byly přidány do sladké zápary v rozkvasné
kádi (při teplotě a pH uvedených výše) v množství 10 g na každých
100 cm3 zápary. Po inkubaci trvající 24 hodin byly technicky zralé
kvasnice přidány do první zápary v zapařovací kádi. Další postup byl
analogický s postupy uvedenými výše.

2.2 Technologické postupy
Celkem bylo provedeno pět sérií pokusných fermentací rýžových

zápar připravených aplikací různých dávek glukoamylasy. Čtyři fer-

Keywords: amylolytic yeasts, glucoamylase, fermentation of rye
mashes, yield and dynamics of ethanol production

1 INTRODUCTION

The desired feature of agricultural yeasts for fermentation of mas-
hes from starchy raw materials is their ability to biosynthesis of amy-
lolytic enzymes since it has an effect on the cost reduction in spirit
production.The yeast strains: mesophilic B4, thermophilic Bc16a as
well as thermophilic, alcohol-resistant and osmophilic strains D-2
and As-4 [1, 2, 3], commonly applied in Polish distilleries, are cha-
racterized by a very high energy and productivity of fermentation
and high dynamics of ethanol formation, however, they have not
amylolytic abilities. Starch conversion into mono- and disaccharides
must proceed exclusively by its hydrolysis with application of amy-
lolytic preparations of mould or bacterial origin. In distillery industry,
application of the appropriate yeast strains which would couple the
fermentative activity with ability to hydrolysis of starch can result in
improvement of the economy of spirit production thanks to reduc-
tion of the dose of preparations saccharifying the starch and dex-
trins.

At the last years, the studies on preparation and application in ag-
ricultural distilleries the yeast strains characterized by the stable fe-
atures mentioned above are carried out in research centers in Po-
land and in the world [4, 5, 6, 7].

As a result of electrofusion of protoplasts between Saccharomy-
ces cerevisiae and Saccharomyces diastaticus realized in Institute of
Biotechnology of Food and Agricultural Industry, the yeast strain I-7-
43 characterized by the increased amylolytic activity and higher abi-
lity to alcohol production than that of parent strains was obtained.

The new yeast strain I-7-43 joining the features of both the parent
strains was put to the technological tests under the laboratory con-
ditions i.e. simulated industrial production of alcohol [8].

The positive laboratory evaluation of the new yeast strain with res-
pect to amylolitic and fermentative abilities encouraged us to conti-
nue the studies on the industrial scale in standard conditions of ag-
ricultural distillery. The expected effect of our studies was
determination of the possibly reduced doses of amylolytic prepara-
tion applied for saccharification of mashes, under assumption that
the alcohol yield was comparable with that obtained while applying
the full doses of this enzyme. The experiments were carried out in
agricultural distillery in Zalesie near Szubin in Kujawsko-Pomorskie
province.

2 METHODS

2.1 Microorganisms
Two distillery yeast strains were applied in our tests:

• I-7-43 – fusant between S. cerevisiae (As-4) and S. diastaticus in
the form of pure culture on agar bed,

• As-4 – commonly applied in Polish agricultural distillery in ;the form
of dry preparation in our studies it was applied as a parent strain
for control fermentations [3].

2.1.1 Cultivation and preparation of yeasts for inoculation of di-
stillery mashes

Strain I-7-43
In order to prepare the fusant for application in distillery, the pure

strain culture was vivified and grown in three stages: I and II stages
in laboratory (fluidal bed YPG 2 %, pH = 5.0, incubation 24 h in tem-
perature of 38 °C), III stage in distillery (sweet mash in yeast vat, pH
= 3.1, temperature 32 °C, incubation 24 h).

The whole portion of mature yeasts was introduced into the first
mash in mashing vat. After mixing, a portion of mass was pumped
into yeast vat and the rest into fermenting vat. The content of yeast
vat was used for inoculating the mashes in the next day (in repeated
cycles until the experimental fermentations were finished).

Strain As-4 – control strain
The control strain As-4 was applied in the form of dry preparation

in Lesaffre bio-corporation (Maszewo Lęborskie), in the last three fer-
menting cycles of experiments. Dry yeasts (after rehydratation and
disinfection) were introduced into sweet mash in yeast vat (at tem-
perature and pH given above) in amount of 10 g for each 100 cm3 of
mash. After incubation lasting for 24 h, the technically mature yeasts
were introduced into the first mash in mashing vat. The next proce-
dures were analogical to the given above.
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mentace byly provedeny za použití studovaného kmene I-7-43 
(100 %, 90 %, 80 % a 70 % dávky zcukřujícího přípravku) a jedna
fermentace byla provedena pomocí kontrolního kmene As-4 (celá
dávka zcukřujícího přípravku). Každá z pokusných sérií byla opako-
vána třikrát (celkem bylo provedeno 15 fermentací trvajících 3 dny).

2.2.1 Příprava sladkých zápar v lihovaru
Pro každý cyklus pokusných fermentací byly připraveny vždy tři zá-

pary. Pro přípravu zápary v každém cyklu bylo použito 1000 kg rýže
(celkem 3000 kg). Byla vybrána zrna dobré kvality z jedné partie. Na
základě laboratorní analýzy výtěžku alkoholu ze 100 kg suroviny byl
stanoven obsah škrobu (51,9 %).

Destrukce buněčné struktury, umožňující uvolnění škrobu, byla pro-
vedena pomocí Henzeho pařákové (tlakové) metody, tj. pařením při
teplotě 150 °C a tlaku vodní páry 0,4 MPa.

Propařené dílo bylo vystaveno působení amylolytických enzymů
(Novo-Nordisk, Dánsko). Ve všech případech byla pro ztekucení
škrobu použita �-amylasa Termamyl 120 L ve standardních dávkách
(140–200 cm3/t škrobu). Pro každou ze tří zápar bylo aplikováno 
90 cm3 �-amylasy při teplotě 90 °C. Po prodlevě 10 minut byla zá-
para ochlazena na 55 °C a přidán zcukřující přípravek s obsahem en-
zymu glukoamylasy San-Super 240 L (pro jednoduchost je v dalším
textu uváděno dávkování jako „glukoamylasa“). V případě zápar ur-
čených pro fermentaci s aplikací studovaného kmene I-7-43 byly pou-
žity různé dávky glukoamylasy od 100 % do 70 % standardní dávky,
podle následujících 4 variant:

• 100 % dávky – 520 cm3/4,4 m3 zápary,
• 90 % dávky – 470 cm3/4,4 m3 zápary,
• 80 % dávky – 420 cm3/4,4 m3 zápary,
• 70 % dávky – 360 cm3/4,4 m3 zápary.

V případě zápar fermentovaných pomocí kontrolního kmene kva-
sinek As-4 byla aplikována standardní dávka glukoamylasy (100 %)
v množství 520 cm3/4,4 m3 zápary.

Počáteční obsah extraktu v připravených záparách se pohyboval
v rozmezí od 17,1 do 18,3 % hm., počáteční hodnota pH byla 5,2–5,4.
Průměrný obsah redukujících cukrů v nulté hodině fermentace se po-
hyboval v rozmezí od 13,01 do 13,97 (obr. 2):

• 13,97 % – 100% dávka glukoamylasy,
• 13,77 % – 90% dávka glukoamylasy,
• 13,23 % – 80% dávka glukoamylasy,
• 13,01 % – 70% dávka glukoamylasy.

2.3 Technické a analytické metody
V průběhu technologických zkoušek byl proces každý den vyhod-

nocován na základě výsledků následujících stanovení:

■ obsah zdánlivého a skutečného extraktu – hustoměrem, v % hm.,
po filtraci,

■ pH zakvašených a technicky zralých kvasnic, sladkých, kvasí-
cích a prokvašených zápar – pomocí pH-metru,

■ objem sladké zápary – dm3, pomocí měrné tyče,
■ stupeň zcukření škrobu v kvasících a prokvašených záparách –

pomocí jódové zkoušky nebo mikroskopicky,
■ teplota zakvašených a technicky zralých kvasnic, sladkých, kva-

sících a prokvašených zápar,
■ množství vyprodukovaného lihu – dm3, v jímači.

Pokusy prováděné v lihovaru byly doloženy laboratorní analýzou:
• pro kvasící a prokvašené zápary byly stanoveny následující para-

metry:
– koncentrace alkoholu v % obj., za použití imerzního refraktometru,

po destilaci 100 cm3 filtrované zápary, po 24, 48 a 72 h. Střední
hodnoty výsledků stanovení byly použity pro výpočet výtěžku al-
koholu ze škrobu (dm3 A100/100 kg), skutečné rychlosti produkce
ethanolu (cm3 A100/kg glukózy x h) a účinnosti fermentace (% te-
oretického výtěžku),

– obsah redukujících látek v %, přímo pomocí Lane-Eynonovy metody,
• pro surový líh: obsahy kyselin a esterů [3], aldehydů (počítáno na

acetaldehyd), methanolu, vyšších alkoholů a akroleinu byly stano-
veny kapilární plynovou chromatografií (GC).

3 DISKUSE A VÝSLEDKY

3.1 Výsledky fermentací vedených s použitím kmene I-7-43
Výsledky studií průběhu a technologických účinků fermentací ve-

dených za použití kmene I-7-43 po aplikaci celé dávky a omezených
dávek zcukřujícího přípravku jsou uvedeny v tab. 1 a 2.

2.2 Technological methods
Totally, five series of the experimental fermentations of rye mas-

hes prepared by application of various glucoamylase doses were car-
ried out; four of them were carried out by using the studied fusant I-
7-43 (100%, 90%, 80% and 70% of saccharifying preparation dose)
and one fermentation was conducted by the control strain As-4 (full
dose of saccharifying preparation). Each of the experimental series
was repeated three times (totally – 15 fermentations lasting 3 days).

2.2.1 Preparation of sweet mashes in distillery
Each time, 3 mashes were prepared for each cycle of experimen-

tal fermentations; for mash preparation in each cycle, 10 q of rye (to-
tally 30 q – 3000 kg of grain) were used. The good quality rye grain
originated from one part were used for experiments. On the basis of
laboratory analysis of the alcohol yield from 100 kg of raw material,
the starch content (51.9 %) was determined.

Destruction of the cell structure allowing for liberation of starch was
carried out by Henze’s thermal method, i.e. by evaporation at tempera-
ture of 150 °C and under the pressure of water vapour equal to 0.4 MPa.

The vaporized mass was subjected to the action of amylolytic en-
zymes (Novo-Nordisk). In the case of each mash, �-amylase Ter-
mamyl 120 L in standard doses (140–200 cm3/t of starch) was app-
lied for liquefaction of starch. For each from 3 mashes, 90 cm3 of 
�-amylase at temperature of 90 °C was applied. After 10 minutes
lasting break, mash was cooled to 55 °C and saccharifying enzyme
– glucoamylase San-Super 240 L was added. In the case of mas-
hes designed for fermentation with application of the studied fusant
I-7-43, the various doses of glucoamylase were used i.e. from 100%
to 70% with respect to standard dose, according to 4 following vari-
ants:

• 100% of dose – 520 cm3/4,4 m3 of mash,
• 90% of dose – 470 cm3/4,4 m3 of mash,
• 80% of dose – 420 cm3/4,4 m3 of mash,
• 70% of dose – 360 cm3/4,4 m3 of mash.

In the case of mashes fermented by control yeasts As-4, the stan-
dard dose of glucoamylase (100%), in amount of 520 cm3/4,4 m3 of
mash was applied.

The initial contents of extracts in mashes prepared were within the
range from 17.1 to 18.3 °Blg, initial pH value was 5.2–5.4. The mean
content of reducing sugars in the 0 h of fermentation was within the
range from 13.01 to 13.97% (Fig. 2):

• 13.97 % – 100% of glucoamylase dose,
• 13.77 % – 90% of glucoamylase dose,
• 13.23 % – 80% of glucoamylase dose,
• 13.01 % – 70% of glucoamylase dose.

2.3 Technical and analytical methods
Everyday, during leading the technological tests, the process was

evaluated on the basis of the results of the following determinations:
■ content of apparent and real extract – by densimeter, in °Blg, af-

ter filtration,
■ pH of pitched and technically mature yeasts as well as sweet,

fermenting and attenuated mashes – by pH-meter,
■ volume of sweet mash – dm3, by measure rod,
■ degree of starch saccharification in fermenting and attenuated

mashes – by iodine test or microscopically,
■ temperature of pitched and technically mature yeasts as well as

sweet, fermenting and attenuated mashes,
■ quantity of the spirit produced – dm3, in receiver.

Experiments carried out in distillery were completed by the labo-
ratory analysis:
• for fermenting and attenuated mashes the following quantities were

determined:
– concentration of alcohol in % v/v, using immersion refractome-

ter, after distillation of 100 cm3 of filtrated mash, after 24, 48 and
72 h; mean results of determinations were used for calculating
the biotechnological indexes of fermentation: alcohol yield from
starch (dm3 A100/100 kg), real rate of ethanol production (cm3

A100/kg of glucose x h) and efficiency of fermentation (% of the-
oretical yield),

– content of reducing substances, in %, directly by Lane-Eynon
method.

• for high wines: content of acids and esters [9], aldehydes (calcula-
ted to acetaldehyde), methanol, higher alcohols and acroleine were
determined by capillary gas chromatography (GC).
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Účinky dávky zcukřujícího přípravku na dynamiku tvorby ethanolu
v průběhu fermentace, dynamiku změn obsahu redukujících cukrů
a výtěžek alkoholu v po sobě jdoucích dnech fermentace v kvasících
a prokvašených záparách (počítáno na 100 kg škrobu) jsou uvedeny
v obr. 1, 2 a 3.

Na základě získaných výsledků bylo zjištěno, že všechny fermen-
tace rýžových zápar zcukřených dávkami glukoamylasy redukova-
nými na 90 %, 80 % a 70 % za účasti studovaného kmene I-7-43 byly
charakterizovány stejnými nebo podobnými výtěžky alkoholu ze
škrobu v porovnání jak s paralelními fermentacemi po aplikaci celé
dávky glukoamylasy, tak s kontrolními vzorky s kvasnicemi As-4
(tab. 2, obr. 3).

Tedy,
• v kontrolních fermentacích (zákvasy 13–15) a ve fermentacích zá-

par zcukřených pomocí 100% dávky glukoamylasy s aplikací kmene
I-7-43 (zákvasy 1–3) byla střední hodnota výtěžku alkoholu po 72
hodinách 61,9 a 61,8 dm3 A100/100 kg škrobu, bylo možné získat
výtěžek 100,2 a 100,1 % alkoholu za podmínek v tomto lihovaru
(ukazatel výtěžku na 100 kg škrobu pro lihovar – 61,75 %).

3 DISCUSSION AND RESULTS

3.1 Technological effects of fermentations led with application
of I-7-43 fusant

The results of studies on the course and technological effects of
fermentations led by I-7-43 fusant, after application of full and limi-
ted to 90, 80 and 70% doses of saccharifying preparation are pre-
sented in Tables 1 and 2.

The effects of saccharifying preparation dose on: dynamics of al-
cohol increase during fermentation, dynamics of reducing sugars con-
tent changes and alcohol yield in successive days of fermentation in
fermenting and attenuated mashes calculated to 100 kg of starch were
presented in Figures 1, 2 and 3.

On the basis of technological results obtained, it was found that all
the fermentations of rye mashes saccharified by glucoamylase do-
ses reduced to 90%, 80% and 70% with participation of the studied
fusant I-7-43 were characterized by analogical or similar final alco-
hol yield from starch in comparison with both parallel fermentations
after applying full dose of glucoamylase and control samples with As-
4 yeasts (Tab. 2, Fig. 3).
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Obr. 1 / Fig. 1 Dynamika tvorby alkoholu v průběhu fermentací s kme-
nem I-7-43 po aplikaci plné dávky a snížených dávek glukoamylázy
/ Dynamics of the increase of alcohol content during fermentations
led by fusant I-7-43 after application of full and limited doses of glu-
coamylase
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Obr. 2 / Fig. 2 Dynamika změn obsahu redukujících cukrů v průběhu
fermentace kmenem I-7-43 při aplikaci úplné a snížených dávek glu-
koamylasy / Dynamics of changes of reducing sugars content during
fermentations led by fusant I-7-43 after application of full and limited
doses of glucoamylase

Číslo Dávka Nejvyšší Teplota Prokvas / pH / pH Koncentrace Redukující Zcukření Výtěžek
zákvasu glukoamylasy teplota v den Apparent alkoholu / cukry a ztekucení lihu
(fermen- /Dose of fermentace ukončení attenuation Concentration of ve výpalcích škrobu / Yield

tace) glucoamylase /The highest fermentace [% hm./m/m] alcohol h / Reducing /Sacchari- of spirit
/ No. of temp. of /Temp. in [% obj./v/v] sugars fication [dm3]
pitch [%] fermenta- the day of in slops and lique-

(fermen- tion expelling [%] faction of
tation) [°C] [°C] starch

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 48 h 72 h

1. 100 36 30 4,1 1,4 1,3 4,5 4,5 4,2 7,02 8,38 8,78 0,40 ++ ++ 1150
2. 100 36 32 4,2 1,5 1,3 4,6 4,4 4,4 6,95 8,52 8,65 0,32 ++ ++ 1160
3. 100 37 33 3,8 1,5 1,3 4,4 4,5 4,4 7,16 8,38 8,65 0,39 ++ ++ 1180
4. 90 38 31 4,2 1,5 1,2 4,6 4,6 4,5 7,02 8,58 8,85 0,38 ++ ++ 1180
5. 90 37 31 4,3 1,4 1,2 4,6 4,6 4,5 6,82 8,65 8,78 0,31 ++ ++ 1190
6. 90 37 32 3,7 1,3 1,1 4,6 4,6 4,5 7,02 8,28 8,58 0,27 ++ ++ 1180
7. 80 38 32 4,2 1,6 1,3 4,6 4,6 4,6 6,89 8,18 8,65 0,40 + ++ 1170
8. 80 38 28 4,8 1,6 1,3 4,6 4,6 4,6 6,61 8,45 8,65 0,39 + ++ 1170
9. 80 35 31 4,8 1,6 1,2 4,6 4,6 4,6 6,08 8,05 8,65 0,32 + ++ 1170

10. 70 36 30 5,1 1,6 1,1 4,6 4,6 4,6 6,19 7,98 8,45 0,31 + ++ 1160
11. 70 36 32 5,3 1,6 1,1 4,6 4,6 4,6 6,26 8,05 8,52 0,46 + ++ 1160
12. 70 36 31 5,3 1,6 1,0 4,6 4,6 4,6 6,05 8,11 8,58 0,38 + ++ 1170
13. 100 33 28 4,2 1,5 1,4 4,4 4,3 4,3 7,00 8,58 9,05 0,43 ++ ++ 1160
14. 100 35 32 4,1 1,6 1,3 4,5 4,4 4,4 6,83 8,25 8,58 0,40 ++ ++ 1160
15. 100 35 30 4,2 1,6 1,3 4,4 4,5 4,3 6,83 8,38 8,72 0,44 ++ ++ 1180

Tab. 1 Průběh fermentace vedené kmenem I-7-43 s aplikací úplných a snížených dávek glukoamylasy/ The course of fermentation led by fu-
sant I-7-43 with application of full and limited doses of glucoamylase
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• ve fermentacích zápar zcukřených sníženými dávkami enzymu (zá-
kvasy 4–12) byl výtěžek fermentace přibližně 61,7–61,8 dm3

A100/100 kg škrobu, což bylo 99,9–100,1 % výtěžku akceptovaného
lihovarem.

Výtěžek ethanolu ze škrobu ve všech fermentacích činil přibližně 86
% teoretického výtěžku (účinnost fermentace v lihovaru je 84-88 %).

Další biotechnologické ukazatele fermentace, tj. specifická rychlost
produkce ethanolu a produktivita procesu (tab. 2), byly nezávisle na
aplikované dávce glukoamylasy ve všech pokusech se studovaným
kmenem analogické, stejně jako příslušné ukazatele získané v prů-
běhu kontrolních fermentací. Jejich hodnoty byly 7,7 cm3 A100/100 kg
gluk. x h a 1,2 cm3 A100/100 kg zápary x h.

Z údajů uvedených v tab. 1 a 2 vyplývá, že při fermentacích kme-
nem I-7-43 v záparách zcukřených 70% a 80% dávkou enzymu byla
účinnost a dynamika procesu výrazně nižší v porovnání s ostatními
fermentacemi v prvním dni procesu.

V průběhu prvních 24 hodin těchto fermentací kmen I-7-43 produ-
koval menší množství alkoholu v kvasících záparách (přibližně 6,17
% obj. a 6,52 % obj.) v porovnání se záparami zcukřenými pomocí
plné a 90% dávky (přibližně 6,95 % a 7,04 % obj.). To se projevilo ve
viditelně horší fermentaci zápar – např. v případě 70% dávky gluko-
amylasy byl prokvas vyšší než 5 % hm., zatímco v případě 100%
a 90% dávky byl o 1 % hm. nižší (při stejných počátečních hustotách
sladkých zápar).

Popsanou skutečnost potvrdily rovněž hodnoty biotechnologických
ukazatelů, použitých pro vyhodnocování: fermentace zápar zcukře-
ných pomocí 70% a 80% dávky glukoamylasy po prvním dnu fer-
mentace byly charakterizovány nižšími hodnotami výtěžku alko-
holu ze škrobu, specifickou rychlostí produkce ethanolu a produkti-
vitou procesu, tj. 44,7 a 47,0 dm3 A100/100 kg škrobu, 16,8 a 17,6
A100/100 kg gluk. x h a 2,6 a 2,7 cm3 A100/100 kg zápary x h.

Analogické biotechnologické ukazatele v ostatních fermentacích se
nacházely v rozmezích 49,0–50,0 dm3 A100/100 kg škrobu, 18,2–18,8
cm3 A100/100 kg gluk. x h a 2,8–2,9 cm3 A100/100 kg zápary x h.

V průběhu další fermentace zápar (dávka glukoamylasy 70% a 80 %)
byla rychlost procesu výrazně urychlena a po dvou dnech bylo pro-
kvašení zápar, koncentrace ethanolu, výtěžek alkoholu ze škrobu,
specifická rychlost a produktivita procesu podobné či stejné jako uka-
zatele v případě ostatních fermentovaných zápar.

Celkově bylo zjištěno, že snížení standardních dávek zcukřujícího
přípravku na 80 % a 70 % mělo nepříznivý vliv na účinnost fermen-
tace vedené za použití kmene I-7-43 pouze v prvním dnu procesu.

Později se rychlost procesu začala vyrovnávat a konečné techno-
logické parametry fermentace byly analogické s parametry získanými
u zápar zcukřených pomocí 90% a 100% dávky enzymu a byly srov-
natelné rovněž s výsledky kontrolních fermentací vedených za pou-
žití kmene As-4.

Mělo by být zdůrazněno, že nezávisle na různých počátečních rych-
lostech fermentace zápar obsahujících různé dávky glukoamylasy
aplikované v průběhu jejich zcukřování byl kvasničný kmen I-7-43
charakterizován dobrou dynamikou produkce ethanolu, protože po
prvním dni fermentace kmen vyprodukoval přibližně 72–81 % a po
dvou dnech přibližně 95–97 % z celkového množství ethanolu.

Přes počáteční neúplné zcukření zápar byl kmen I-7-43 ve všech

Thus,
• in control fermentations (pitches 13–15) and in fermentations of

mashes saccharified by 100% dose of glucoamylase with applica-
tion of I-7-43 strain (pitches 1–3), the mean alcohol yield after 72
hours was 61.9 and 61.8 dm3 A100/100 kg starch, respectively; it was
100.2 and 100.1% of the alcohol yield possible to obtain under con-
ditions of this distillery (index of alcohol efficiency from 100 kg of
starch under distillery conditions is 61.75)

• in fermentations of mashes saccharified by the limited doses of en-
zyme (pitches 4–12) the fermentation yield was approximately
61.7–61.8 dm3 A100/100 kg of starch what was 99.9–100.1 % of the
yield accepted by the distillery.

The ethanol yield from the starch in all the fermentations was app-
roximately 86% of the theoretical one (correct effectiveness of fer-
mentation in distillery is 84–88%).

Other final biotechnological indexes of fermentation i.e. specific
rate of ethanol production and productivity of process (Tab. 2),
were analogical in all fermentations with participation of the stu-
died fusant independently of the glucoamylase dose applied; they
were also analogical to the respective indexes obtained during
control fermentations with As-4 strain; their values were equal to
7.7 cm3 A100/100 kg of gluc. x h and 1.2 cm3 A100/100 kg of mash
x h.

On the basis of data presented in Tables 1 and 2, it was found that
in case of fermentation led by the strain I-7-43 in mashes sacchari-
fied by 70 and 80% of enzyme dose, the effectiveness and dynamics
of process was significantly lower in comparison with other fermen-
tations in the first day of process.

During the first 24 h of these fermentations, the strain I-7-43 pro-
duced smaller amounts of alcohol in fermenting mashes (approx.
6.17 % v/v and 6.52 % v/v) as compared to the mash samples sac-
charified by 90% and full doses (approx. 6.95 % v/v and 7.04 % v/v).
It resulted from the visible worse fermentation of mashes – for exam-
ple in the case of the limited dose of glucoamylase i.e. 70% after the
first day of process, it was over 5 °Blg while in the case of 90% and
100% doses, it was lower by approximately 1 °Blg and it was (at ana-
logical initial densities of sweet mashes) 4.1–2.3 on the average. It
was confirmed by the values of biotechnological indexes applied for
the process evaluation. Fermentations of mashes saccharified by 70
and 80% dose of glucoamylase after I day of fermentation were cha-
racterized by lower values of ethanol yield from starch, specific rate
of ethanol production and productivity of process i.e. 44.7 and 47.0
dm3 A100/100 kg of starch, 16.8 and 17.6 cm3 A100/100 kg of gluc. x
h and 2.6 and 2.7 cm3 A100/100 kg of mash x h, respectively.The ana-
logical biotechnological indexes in other fermentations were within
the ranges: 49.0–50.0 dm3 A100/100 kg of starch, 18.2–18.8 cm3

A100/100 kg of gluc. x h and 2.8–2.9 cm3 A100/100 kg of mash x h,
respectively.

During fermentation of the mashes (70% and 80% of glucoamy-
lase dose) the rate of process was considerably accelerated and as
soon as after II days of fermentation: attenuation of mashes, con-
centration of ethanol, alcohol yield from starch, specific rate and pro-
ductivity of process were similar or the same as the biotechnologi-
cal indexes in the case of other fermented mashes. Summarizing, it

Dávka glukoamylasy Výtěžek ethanolu ze škrobu Specifická rychlost tvorby Produktivita fermentace Účinnost
/ Dose of / Ethanol yield ethanolu / Productivity of fermentation fermentace

glucoamylase from starch / Specific rate of [cm3A100/ dm3 zápary/mash x h] / Efficiency of
[dm3A100/ 100 kg] ethanol formation fermentation

[cm3A100/ kg gluk. x h] [%]

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

100 % 50,0 59,9 61,8 18,8 11,2 7,7 2,9 1,7 1,2 86,1
90 % 49,1 60,1 61,7 18,4 11,3 7,7 2,9 1,8 1,2 86,0
80 % 47,0 59,2 61,8 17,6 11,1 7,7 2,7 1,7 1,2 86,1
70 % 44,7 58,3 61,7 16,8 10,9 7,7 2,6 1,7 1,2 86,0

100 % 49,0 59,1 61,9 18,2 11,2 7,7 2,8 1,7 1,2 86,2
As-4

kontrolní fermentace

Tab. 2 Biotechnologické ukazatele fermentací vedených kmenem I-7-43 po aplikaci celé a snížených dávek glukoamylasy / Biotechnological
indexes of fermentations led by fusant I-7-43 after application of full and limited doses of glucoamylase

Poznámky / Notes: Každý výsledek je průměrem ze tří zákvasů (fermentací). / Each result is the mean from three pitches (fermentations).
Účinnost fermentace – % teoretického výtěžku alkoholu ze 100 kg škrobu. / Efficiency of fermentation – % of the theoretical yield of alcohol
from 100 kg of starch.
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případech, kdy byla použita nižší dávka glukoamylasy (zejména v pří-
padě 80 % a 70 %), schopen dostatečně vyrovnat hladinu zkvasitel-
ných cukrů použitelných pro kvasnice (tvorbou vlastní glukoamylasy).

Jak vyplývá z údajů uvedených na obr. 1 a 2, došlo k tomu po 48 ho-
dinách fermentace, protože nezávisle na způsobu zcukření byly v indivi-
duálních případech jak koncentrace alkoholu, tak obsah redukujících
cukrů v záparách na podobné hladině, tj. 8,1–8,5 % resp. 0,6–0,8 %.

Správnost průběhu všech fermentací vedených za použití kmene
I-7-43 je také prokázána výsledky následujících měření a pozorování
(tab. 2):
• konečné zdánlivé prokvašení – na hladině odpovídající rýžovým zá-

parám, tj. 1,0–1,4 % hm. v závislosti na počátečním extraktu slad-
kých zápar,

• pH prokvašených zápar – na správné hladině, tj. 4,2–4,6,
• koncentrace ethanolu v prokvašené zápaře – s ohledem na počá-

teční extrakt sladkých zápar v rozmezí od 17–18 % hm. – byla
správná, tj. 8,6–9,1 % obj.,

• stupeň zcukření a ztekucení škrobu – velmi dobrý (100 % a 90 %
dávky glukoamylasy) a dobrý (80 % a 70 % dávky glukoamylasy)
po 48 hodinách fermentace. V případě všech fermentovaných zá-
par bylo pozorováno velmi dobré zcukření a ztekucení škrobu (ne-
závisle na aplikované dávce enzymu) po skončení fermentace,

• množství zbytkových redukujících látek činilo 0,27–0,46 %, což pro-
kázalo dobré využití cukrů kmenem I-7-43.
Kvašení pokusných zápar za použití jak kmene I-7-43 (nezávisle

na dávce aplikované glukoamylasy), tak i kontrolního kmene As-4
probíhalo intenzivně a dynamicky, byl pozorován ustálený vlnivý po-
hyb hladiny bez tvorby pěny. Rychlost rozkvašování zápar obsahují-
cích kmen I-7-43 byla obvykle velmi vysoká a srovnatelná s aktivitou
kontrolního kmene As-4 (4–6 hodin).

3.2 Kvalita surových lihů získaných z fermentací vedených za
použití kmene I-7-43

Laboratorní analýza získaných lihů (tab. 3) prokázala vliv kvasnič-
ného kmene I-7-43, aplikovaného v technologických procesech, na

was found that – in distillery – limitation to 80% and 70% of stan-
dard glucoamylase doses applied for saccharifying the mashes had
the unfavourable effect on effectiveness of fermentation led by fu-
sant I-7-43 only in the first day of process. Later, the rate of process
became equalized and the final technological parameters of fer-
mentation were analogical to those obtained while applying the mas-
hes saccharified by 90% and 100% doses of enzyme and they were
also comparable to the results of control fermentations led with the
strain As-4.

It should be emphasised that independently of the various initial
rates of fermentation of mashes containing various glucoamylase
doses applied during their saccharification, the yeast strain I-7-43
was characterized by good dynamics of ethanol production since af-
ter the first day of fermentation, it produced approximately 72–81 %
and after two days about 95–97 % of the total ethanol amount. Des-
pite the initial incomplete saccharification of mashes, the fusant
strain I-7-43, in each case of glucoamylase dose limitation (especi-
ally to 80 % and 70 %) was able to equalize sufficiently (by produc-
tion of its own glucoamylase) the level of fermenting sugars acces-
sible for yeasts. It results from the data presented in Figures 1 and
2 that it occurred in 48 h of fermentation since independently of the
variant of saccharification, both the ethanol concentration in mas-
hes and content of the reducing sugars in mashes were in the indi-
vidual cases on the similar level i.e. 8.1–8.5 % v/v and 0.6–0.8 %,
respectively.

The correctness of the course of all fermentations led with applica-
tion of fusant I-7-43 is also proved by the results of the following me-
asurements and observations (Table 2);
• final apparent attenuation – on the level correct for rye mashes i.e.

1.0–1.4 °Blg depending on the initial extract of sweet mashes,
• pH of attenuated mashes – on the correct level i.e. 4.2–4.6,
• ethanol concentration in attenuated mash - having respect to the

initial extract of sweet mashes within the range from 17–18 °Blg, it
was correct i.e. 8.6–9.1 % v/v,

• degree of starch saccharification and liquefaction – very good (100%
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Obr. 3 / Fig.3 Porovnání výtěžků alkoholu ze škrobu pro kmen I-7-43
po aplikaci různých dávek glukoamylázy / Comparison between al-
cohol yields from starch for the strain I-7-43 after application of vari-
ous glucoamylase doses

Dávka Ethanol / Aldehydy / Kyseliny Estery / Methanol Vyšší alkoholy / Higher alcohols
glukoamylasy Proof Aldehydes / Acids Esters [g/dm3A100]

/ Doses of [g/100cm3

glucoamylase [% obj.] [g/ dm3 A100] [g/ dm3 A100] [g/dm3A100] A100] 1-propanol / 2-methyl- 1-butanol / pentanoly / �
n-propanole 1-propanol / n-butanole amyl

isobutanole alcohols
100 % 90,3 0,010 0,04 0,11 0,01 0,383 1,526 0,013 8,375 10,303
90 % 91,5 0,009 0,03 0,10 0,01 0,435 1,820 0,012 6,366 8,635
80 % 91,5 0,012 0,04 0,17 0,02 0,416 1,472 0,006 6,375 8,269
70 % 89,9 0,020 0,05 0,17 0,01 0,519 2,492 0,018 9,355 12,386

100 % 91,7 0,080 0,03 0,11 0,02 0,426 1,876 0,008 4,536 6,851
As-4

Tab. 3 Obsah vedlejších produktů v destilátech získaných fermentací za použití kmene I-7-43 s aplikací celé dávky a snížených dávek glu-
koamylasy / Content of by-products in alcoholic distillates obtained by fermentations led by fusant I-7-43 with application of full and limited
deses of glucoamylase

and 90% of glucoamylase dose) and good (80% and 70% of glu-
coamylase dose) after 48 h of fermentation; very good saccharifi-
cation and liquefaction of starch was observed for all fermented
mashes (independently of the enzyme dose applied) after fermen-
tation had been finished,

• the amount of the residual reducing substances was 0.27–0.46 % what
proved about good utilization of carbohydrates by the strain I-7-43.

Fermentations of the experimental mashes led both with applica-
tion of fusant I-7-43 (independently of the glucoamylase dose app-
lied) and control strain As-4 run intensively and dynamically; a very
steady wavy motion without foaming was observed. The rate of pre-
liminary fermentation of the yeast starters and mashes containing
strain I-7-43 was usually very high and comparable with the activity
of control strain As-4 (4–6 h).

3.2 Quality of high vines obtained from fermentations led by fu-
sant I-7-43

The laboratory analysis of the spirits obtained (Table 3) showed an

V
ýt

až
ek

 a
lk

oh
ol

u 
/ 

A
lc

oh
ol

 y
ie

ld
[d

m
3

A
1
0
0
/1

00
 k

g 
šk

ro
bu

 /
 o

f 
st

ar
ch

]

Doba fermentace / Hours of fermentation [h]

100% dávka
/ of dose
90% dávka /
of dose
80% dávka /
of dose
70% dávka /
of dose



260 KVASNÝ PRŮMYSL
roč. 50 / 2004 – číslo 9

jejich chemické složení. Bylo zjištěno, že ve všech vzorcích lihu ode-
braných z fermentací vedených za použití kmene I-7-43 (nezávisle
na variantě zcukření zápary) byl celkový obsah aldehydů podstatně
nižší v porovnání s kontrolním lihem získaným z fermentace za pou-
žití kmene As-4.

Vzorky lihu získaného z fermentace za použití kmene I-7-43 byly cha-
rakterizovány opakovaně nižší hladinou aldehydů, než povoluje polská
norma (0,1 g/dm3 A100), jejich průměrný obsah činil 0,01 až 0,02 g/dm3

A100. Průměrný obsah aldehydů v kontrolním lihu činil 0,08 g/dm3 A100.
Jak vyplývá z údajů uvedených v tab. 3, lihy získané z fermentace

za použití kmene I-7-43 obsahovaly vyšší koncentrace vyšších alko-
holů v porovnání s kontrolním lihem. Koncentrace vyšších alkoholů
v pokusných variantách byla v rozmezí 8,3 až 12,4 g/dm3 A100 – za-
tímco v kontrolním vzorku lihu činila 6,7 g/dm3 A100.

Všeobecné zvýšení obsahu přiboudliny ve zmíněných vzorcích lihu se
vyskytovalo hlavně proto, že obsah pentanolů (3-methyl-1-butanolu 
a 2-methyl-1-butanolu) zde byl vyšší než v případě kontrolních vzorků.

Obsah reziduálních vedlejších produktů fermentace, tj. kyselin (pře-
počet na kyselinu octovou) a methylalkoholu byl výrazně pod hladinou
povolenou polskou normou a jejich hodnoty byly podobné v pokusných
a kontrolních vzorcích: kyseliny 0,03–0,05 g/dm3 A100, methanol –
0,01–0,02 g/cm3 A100. Průměrný obsah esterů činil 0,10–0,17 g/dm3

A100. Akrylaldehyd nebyl nalezen v žádném ze vzorků.

4 ZÁVĚRY

4.1 Technologická prospěšnost nového kvasničného kmene I-7-43,
připraveného fúzí buněk Saccharomyces cerevisiae a Saccha-
romyces diastaticus, v provozních podmínkách byla vyhodno-
cena pozitivně.

4.2 Dobré účinky na fermentací rýžových zápar (zápary zcukřené
standardní dávkou přípravku s obsahem enzymu glukoamylasy
San-Super 240 L a dávkami přípravku sníženými o 10–30 %)
byly prokázány pomocí následujících výsledků dosažených po-
mocí studovaného kmene v třídenním procesu:
• přesný výtěžek ethanolu z vneseného škrobu (61,7–61,8 dm3

A100/100 kg) – což odpovídalo maximálnímu možnému vý-
těžku, který lze získat v lihovaru, kde byly prováděny pokusy,

• velmi dobré prokvasy zápar, úplné prokvašení zápar – 1,0–1,4 % hm.,
• vysoké konečné koncentrace alkoholu v prokvašených zápa-

rách – 8,6–9,1 % obj.,
• velmi nízká hladina zkvasitelných cukrů zbývajících v prokva-

šených záparách – 0,27–0,46 %.
4.3 Kmen I-7-43 byl za podmínek lihovaru charakterizován vysokou

kvasnou aktivitou a dynamikou tvorby alkoholu, protože po prv-
ním dnu fermentace bylo vytvořeno 70-80 % a po dvou dnech
95-97 % z celkového množství alkoholu.

4.4 Díky amylolytickým schopnostem kmene I-7-43 je možno ušetřit
30 % zcukřujícího přípravku aplikovaného pro přípravu zápar, aniž
by došlo ke zhoršení technologických parametrů v procesu výroby
lihu.

4.5 Bylo zjištěno, že surové lihy získané fermentací rýžových zápar
za použití kmene I-7-43 obsahovaly opakovaně menší množství
aldehydů, methylalkoholu a organických kyselin, než jsou množ-
ství povolená polskou normou.

effect of the yeast strain I-7-43, applied in technological process, on
their chemical composition. It was found that in all the spirit samples
taken from fermentations led by fusant I-7-43, independently of the
variant of mash saccharification, the total content of aldehydes was
considerably lower in comparison with control spirit obtained from fer-
mentation with the strain As-4. The spirit samples obtained from fer-
mentation with strain I-7-43 were characterized by repeatedly lower
level ;of aldehydes than that permissible by Polish Standard (0.1
g/dm3 A100) their mean content was from 0.01 to 0.02 g/dm3 A100.The
mean content of aldehydes in control spirit was 0.08 g/dm3 A100.

As it results from data presented in Table 3, the spirits obtained
from fermentation with the strain I-7-43 contained higher amounts of
higher alcohols in comparison with control spirit.Concentration of hig-
her alcohols in all the experimental variants achieved a relatively high
level i.e. within the limits from 8.3 to 12.4 g/dm3 A100, while it was 6.7
g/dm3 A100 in control spirit.

The general increase of fusel content in the mentioned spirit sam-
ples occurred mainly for the reason that the content of amyl alcohols
(including 3-methyl-1-butanol and 2-methyl-1-butanol) was there hig-
her than in the case of control samples. The content of the residue
by-products of fermentation i.e. acids (calculated to acetic acid) and
methyl alcohol was significantly below the level permissible by Polish
Standard and their values were similar in experimental and control
samples: acids 0.03–0.05 g/dm3 A100 and methanol – 0.01-0.02 g/cm3

A100. The mean ester content was 0.10–0.17 g/dm3 A100. Acrylic al-
dehyde was not found in any distillate.

4 CONCLUSIONS

4.1 The technological usefulness of the new yeast strain (fusant I-
7-43) in full production scale was evaluated positively.

4.2 Good effects of rye mash fermentations (mashes saccharified
by standard and limited by 10–30% doses of glucoamylase) were
proved by the following results achieved by the studied strain in
3-days lasting process:
• correct yield of ethanol from the introduced starch (61.7–61.8

dm3 A100/100 kg) – maximum yield possible to obtain in distil-
lery where experiments were carried out,

• very good, full attenuation of mashes - 1.0–1.4 °Blg,
• high final concentrations of alcohol in attenuated mashes –

8.6–9.1 % v/v,
• very low level of fermenting sugars remaining in decoction –

0.27–0.46.
4.3 Fusant I-7-43, under distillery conditions, was characterized by

high fermentative activity and dynamics of ethanol formation
since after I-day of process it formed 70–80% and after II-days
95–97% of total alcohol produced.

4.4 Thanks to the amylolytic abilities of the I-7-43 strain, it is pos-
sible to economize 30 % of saccharifying agent applied for pre-
paration of mashes without changing for the worse the techno-
logical effects of spirit production process.

4.5 It was found that raw spirits obtained from rye during fermenta-
tions with I-7-43 strain contained repeatedly lower amounts of
aldehydes, methyl alcohol and acids than those permissible by
Polish Standard.
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