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Kinetyka dezintegracji komérek drozdzy w mtynie peretkowym

Wprowadzenie

Wiele zwiazkow zawartych we wnetrzu komorek mikroorganizmow
ma komercyjne znaczenie w przemysle spozywczym. Zalicza si¢ do
nich biatka, aminokwasy, witaminy, enzymy i thuszcze. Sa one wyko-
rzystywane do ksztaltowania i utrwalania cech srodkow spozywczych.
Przyktadowo katalaza stosowana jest do usuwania H,O, po sterylizacji
mleka, B-galaktozydaza do hydrolizy laktozy w mleku i serwatce, oksy-
daza glukozowa do usuwania tlenu z zywnosci a inwertaza jest sktadni-
kiem wyrobow cukierniczych.

W celu wyodrgbnienia zwiazkoéw zawartych we wnetrzu mikroor-
ganizmdw niezbegdne jest zniszczenie $cian komoérkowych i bton cyto-
plazmatycznych. Na skalg¢ przemystowa proces dezintegracji drobno-
ustrojow przeprowadzany jest miedzy innymi w mtynach peretkowych.
Urzadzenia te sa zalecane zwlaszcza do rozrywania komorek grzybow
mikroskopowych, glonéow i niektorych bakterii. Kinetyka procesu na
0g6t opisywana jest liniowym réwnaniem rézniczkowym pierwszego
rzedu [1-5]. Wykazano jednak, ze zwigkszanie koncentracji poczat-
kowej drobnoustrojéow w zakresie duzych stezen zawiesiny powoduje
znaczne odchylenia przebiegu procesu od liniowosci [3, 5, 6]. Zmiana
szybkosci dezintegracji wynika ze zmian warunkow prowadzenia pro-
cesu, spowodowanych dezintegracja mikroorganizméw [6, 7].

W pracy przedstawiono wyniki badan wplywu stgzenia zawiesiny
mikroorganizmoéw na kinetyke dezintegracji dla szerokiego zakresu
zmian poczatkowej koncentracji komoérek mikroorganizmow. Ich ce-
lem byto opisanie przebiegu procesu dla bardzo matych st¢zen bioma-
sy i porownanie go z kinetyka uzyskiwana dla uprzednio stosowanych
koncentracji mikroorganizmow.

Urzadzenie badawcze

Doswiadczenia przeprowadzono w poziomym mtynie peretkowym
z mieszadtem wielotarczowym. Pojemno$¢ walcowej komory robo-
czej o $rednicy wewngtrznej 80 mm wynosita okoto 1 dm’. Mieszadlo
wyposazone bylo w szes¢ kolistych tarcz o $rednicy 66 mm zamoco-
wanych centrycznie na wale w odstgpach 30 mm. Elementy komory
roboczej 1 mieszadla byly wykonane ze stali kwasoodpornej. Wngtrze
mlyna wypeliano w 80% kulkami o $rednicy z zakresu od 0,8 do 1,0
mm. Byly one wykonane ze szkta bezotowiowego o ggstosci wlasciwej
okoto 2500 kg/m3A Plaszcz chtodzacy mtyna zasilano 50% roztworem
wodnym glikolu etylenowego schtadzanego w termostacie do 2°C.

Materiat biologiczny

Dezintegrowano drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae wy-
produkowane w Slgskiej Fabryce Drozdzy ,,Polmos” w Wolczynie.
Material biologiczny pochodzit z jednej fermentacji. Warunki termicz-
ne magazynowania materiatu biologicznego w postaci kostek drozdzo-
wych o masie 10 g okre$lone byty temperatura 4°C.

Zakres badan

Faze ciagla zawiesiny stanowit 0,1% roztwor wodny [-merkapto-
etanolu zawierajacy 0,01 M EDTA i 0,001M PMSF. Odczyn pH = 7
utrzymywany byt za pomoca bufora fosforanowego.

Eksperymenty przeprowadzono w warunkach pracy okresowe;j (staty
wsad) dla predkosci obrotowej mieszadta 2500 obr/min. Stgzenie za-
wiesiny mikroorganizméw zmieniano w zakresie od 0,0005 do 0,20 g
s.m./ml.

Podczas trwania do§wiadczen wngtrze miyna schladzano zasilajac
ptaszcz chtodzacy 50% roztworem wodnym glikolu o temp. 4°C.

Metodyka badan

Stezenie zawiesiny mikroorganizméw wyznaczano na podstawie
spektrofotometrycznych pomiaréw (Lambda 11, Perkin Elmer GmbH).
Korzystano z wyznaczonej zaleznosci pochtanialnosci §wiatta o dtugo-
sci fali L = 540 nm od koncentracji mikroorganizmow w cieczy wyra-
zonej suchg masa zawarta w objetosci jednostkowe;.

Do analizy stanu zniszczenia komorek mikroorganizméw w pobra-
nych podczas dezintegracji probkach zastosowano metodg posrednia.
Oparta ja na zmianach absorbancji §wiatta 4 w supernatancie powo-
dowanych roztwarzaniem w fazie ciagtej uwolnionych zwiazkow we-
wnatrzkomorkowych. Pomiary wykonywano przy dtugosci fali A =
260 nm. W poblizu stosowanej dlugosci fali charakterystyki spektral-
ne kwaséw nukleinowych RNA i DNA osiagaja maksima. Supernatant
otrzymywano po odwirowaniu zawiesiny (3K30 B, Braun Biotech In-
ternational GmbH) przez 20 min przy przyspieszeniu odsrodkowym
34000 g. Podczas tej operacji wngtrze wirowki schtadzano od tempe-
ratury 4°C. Absorbancje 4 przeliczano na ilo$é uwolnionych z komérek
drozdzy kwasow nukleinowych C.

Rezultaty i dyskusja

Stopien dezintegracji X komoérek drozdzy opisano wykorzystujac wy-
znaczone ilosci kwasow nukleinowych uwolnionych w trakcie procesu
- < 1000
X= C. 100% (1)
Kinetyke procesu, bazujac na modelu opartym na wymianie masy,
opisano roéwnaniem rézniczkowym pierwszego rzgdu [3]

dcC = k(C,, - C)dt ()

Maksymalna mozliwa do uwolnienia przy danym st¢zeniu zawiesiny
ilo$¢ kwasow nukleinowych C,, wyznaczano na podstawie pomiarow
absorbancji wykonanych dla zakresu stopnia dezintegracji od okoto 98
do ponad 99,9% i rownania (2) [8].

Liniowy przebieg procesu uzyskano tylko dla procesu dezintegra-
c¢ji mikroorganizmow w zawiesinie o stgzeniu 0,05 g s.m./ml (Rys. 1)
10,08 g s.m./ml. Uzyskane warto$ci wspolczynnikow korelacji wynosi-
ty odpowiedni 0,9963 i 0,9995.
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Rys. 1. Zmiany stopnia dezintegracji komorek drozdzy w mtynie dla wybranych
stgzen zawiesiny
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Dla wyzszych koncentracji drozdzy szybkos$¢ uwalniania zwiazkow
wewnatrzkomorkowych zwigksza si¢ wraz z uptywem czasu trwa-
nia procesu. Odchylenie od liniowosci zwigksza si¢ na ogdt wraz ze
zwigkszaniem st¢zenia zgodnie z wczes$niejszymi obserwacjami [3, 5,
6]. Uzyskana warto$¢ wspolczynnika korelacji dla stezenia zawiesiny
0,1992 g s.m./ml wynosita 0,9889. Zmiany stopnia dezintegracji dla
tego przypadku przedstawiono na rys. 1.

Z kolei w przypadku najmniejszej wartosci koncentracji drozdzy
(0,0005 g s.m./ml) podczas trwania procesu szybko$¢ dezintegracji
zmniejsza si¢ (Rys. 1). Uzyskana warto$¢ wspotczynnika korelacji wy-
niosta 0,9827.

Spodziewano si¢ nieco innego rezultatu. Przy znikomej zmianie wia-
snosci reologicznych fazy ciagtej i niewielkim st¢zeniu drobnych §cian
komorkowych przebieg procesu powinien by¢ liniowy, wspotczynnik
korelacji najwyzszy, a wspotczynnik regresji zblizony do uzyskanego
dla st¢zenia 0,05 g s.m./ml. Do$wiadczenie dla zawiesiny o st¢zeniu
0,0005 g s.m./ml powtarzano trzykrotnie uzyskujac za kazdym razem
zblizony przebieg procesu (Rys. 2).

Mozna przyjaé, ze stata szybkosci procesu zwigksza si¢ wraz ze
zwigkszaniem koncentracji komorek drozdzy w zawiesinie. Wartosci
uzyskane dla skrajnych wartosci st¢zenia r6znia si¢ ponad dwukrotnie.

Zmiany stalej szybkosci dezintegracji nastgpujace wraz ze zmianami
stgzenia zawiesiny komorek mikroorganizméw S opisano wzorem

k=0,1218 +0,0061 3)

zgodnym z zalezno$cia prezentowana we wczesniejszej pracy [9].
W opisie tym pominigto dane uzyskane podczas doswiadczenia prze-
prowadzanego dla zawiesiny o najmniejszej koncentracji mikroorgani-
zZmow

Z porownania dokonanego na rys. 2 wynika, ze otrzymane dla stgze-
nia 0,0005 g s.m./ml rezultaty sq okoto 30% mniejsze od przewidywa-
nych na podstawie zaleznosci (3).
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Rys. 2. Zmiany stalej szybkosci procesu dezintegracji komoérek drozdzy w zaleznosci
od stezenia zawiesiny (najmniejsza warto$¢ stgzenia S = 0,000514 g s.m./ml)

Wydaje sig¢, ze zmniejszanie szybko$ci procesu w trakcie trwania
dezintegracji moze by¢ spowodowane zrdéznicowanymi warunkami roz-
rywania komorek drozdzy. Pomijajac defekty i rznice w grubosciach
Scian komorkowych moga one wynika¢ chociazby ze zréznicowanej
wielkosci komorek drozdzy. Na podstawie rozktadu wielkosci czastek
w zawiesinie, sporzadzonego za pomoca laserowego analizatora cza-
stek, mozna stwierdzi¢, ze najwigksze komorki sa ponad czterokrotnie
wigksze od komorek najmniejszych.

Z modelu zjawiskowego opartego na wymianie masy wynika zalez-
nos$¢ objetosci ¥y od wielkosci mikroorganizméw [3]. Zalezno$¢ po-
migdzy objgtoscia niedostepna dla danej komorki a objgtoscia zawiesi-
ny w mtynie ujmuja nastgpujace wzory:

V=V,+V @

V=2 Vi Q)

Szybkos¢ dezintegracji zalezy od $rednicy komorek i zwigksza sig¢
wraz z ich wielko$cia. Stata szybkosci dezintegracji drozdzy opisana
jest ponizsza zaleznoscia [3]

k= (6)

Efektem dezintegrowania mikroorganizmoéw o znacznie réznicowa-
nej wytrzymatosci komorek moze by¢ nieliniowo$¢ przebiegu procesu.
Efekt ten moze by¢ widoczny dla matych stezen ze wzgledu na brak
zmian warunkéw prowadzenia procesu wynikajacych z dezintegracji
mikroorganizmow. Badania procesu przeprowadzonego w homogeni-
zatorze wysokocisnieniowym dla zawiesiny sporzadzonej z mieszaniny
komorek Candida lipolytica o odmiennych postaciach morfologicznych
wykazaty nieliniowo$¢ przebiegu dezintegracji [10].

SE

Whioski

1. Poczatkowa liczba mikroorganizméw w zawiesinie i ich stopien dez-
integracji sa parametrami wplywajacymi na przebieg uwalniania
zwiazkoéw z komorek.

2. Dla matych stgzen proces dezintegracji bardzo dobrze opisuje model
liniowy.

3. W zakresie duzych stezen szybko$¢ dezintegracji zwigksza si¢ wraz
ze zwigkszaniem stopnia dezintegracji, a proces ma przebieg nieli-
niowy.

4. Dla bardzo matych stezen zawiesiny szybkos¢ dezintegracji komoérek
mikroorganizmOw jest znacznie wolniejsza od szybkosci uzyskanych
dla matych stezen zawiesiny. Dla bardzo matych stgzen zawiesiny
mikroorganizmdéw przebieg kinetyki procesu nie jest liniowy.

Oznaczenia
A — absorbancja $wiatta mierzona przy dtugosci fali 260 nm
F — pole powierzchni przemieszczenia zawiesiny z objgtosci V,
do objgtosci Vy, [(m’]
k — stata szybkosci procesu, [1/s]

n — predkos¢ obrotowa mieszadta, [obr/min]
C - stezenie uwolnionego biatka, [mg/ml]

C,, — maksymalne stgzenie uwolnionego biatka, [mg/ml]

S — stezenie zawiesiny mikroorganizmoéw, [g suchej masy/ml]

t — czas trwania procesu, [s]

u — $rednia predkos¢ przemieszczania zawiesiny z objgtosci V,
do ¥, [m's'l]

V' — objetos¢ mtyna zajmowana przez zawiesing, [m3]

V, — objetos¢ mtyna o warunkach bezpiecznych dla zywych
komorek mikroorganizmow, [m3]

Vg — pojedyncza, niedostepna dla zywych komorek mikro-
organizmow objgto$¢ wytwarzana przez element wypehnienia
mtyna, [m3]

X — stopien dezintegracji komorek, [%]
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