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Wplyw stezenia zawiesiny na dezintegracje mikroorganizméw
w miynie peretkowym

Wstep

Zwiazki pochodzace z wngtrza komorek mikroorganizmow znalazty
komercyjne zastosowanie migdzy innymi w medycynie, rolnictwie,
przemysle farmaceutycznym, spozywczym i kosmetycznym. W celu
ich wyodrebnienia na ogo6t niezbedne jest zniszczenie $cian komodrko-
wych i blon cytoplazmatycznych. W skali przemystowej dezintegracje
drobnoustrojow przeprowadza si¢ migdzy innymi w mtynach peretko-
wych. Do opisu procesu czgsto wykorzystywane jest liniowe rownanie
rozniczkowe pierwszego rzedu [Currie i in., 1972; Marffy i Kula, 1974,
Limon-Lason i in., 1979; Garrido i in., 1990; Melendres i in., 1991;
Heim i Solecki, 2001].

Czg$é¢ autorow opublikowanych prac wskazuje jednak na wystepo-
wanie zmian stalej szybkosci procesu ze zwigkszaniem stgzenia za-
wiesiny mikroorganizméw [Currie i in., 1972; Marffy i Kula, 1974,
Limon-Lason i in., 1979; Heim i Solecki, 2002]. Wynikaja one z odchy-
len przebiegu procesu od liniowos$ci. Efekty te obserwowane sa na ogo6t
w zakresie duzych st¢zen i duzych predkosci obrotowych mieszadta
[Heim i Solecki, 2002, Heim i in. 2007]. Uzyskany na drodze teoretycz-
nych rozwazan matematyczny opis jego przebiegu dla przypadku braku
wzajemnych oddzialywan pomigdzy obiektami materialnymi ma postac
liniowego rownania rézniczkowego pierwszego rzedu [Solecki, 2011,
2012, 2013]. Odchylenia od liniowos$ci sa spowodowane wewngtrzny-
mi zmianami warunkow prowadzenia procesu zachodzace w wyniku
jego przebiegu. Zwigkszanie si¢ chwilowych wartosci statej szybkosci
procesu, przy zastosowanym liniowym opisie, hipotetycznie wyjasnio-
no zwigkszaniem objgtosci niszczenia komoérek mikroorganizméw mig-
dzy kulistymi elementami wypetnienia w wyniku oddziatywania na nie
sasiednich komorek [Heim i in., 2007].

Zgodnie z ostatnio opublikowanymi rozwazaniami teoretycznymi
dotyczacymi procesu przeksztatcania, intensywno$¢ oddziatywania sa-
siednich komorek podczas dezintegracji jest znacznie wigksza niz do-
tychczas sadzono [Solecki, 2011; Solecki, 2012]. Jest to spowodowane
obecnoscia zywych mikroorganizméw tylko w obszarach dla nich bez-
piecznych, a nie przestrzeni calej zawiesiny.

Celem prezentowanych doswiadczen byto doktadne zbadanie odchy-
len przebiegu procesu od liniowo$ci wynikajacych ze znacznego zwigk-
szania poczatkowej liczby komorek w zawiesinie.

Materiat i metody

Aparatura doswiadczalna

Proces dezintegracji mikroorganizmow przeprowadzono w mly-
nie peretkowym wtasnej konstrukcji. Byt on wyposazony w poziome
mieszadto wielotarczowe. Pojemnos$¢ komory roboczej wynosita okoto
1 dm’. Szczegoly konstrukcyjne mtyna wraz z jego parametrami geo-
metrycznymi zostaly podane we wczesniejszej pracy [Solecki, 2012].
Elementy komory roboczej i mieszadta byly wykonane ze stali kwa-
soodpornej. Wngtrze mtyna wypeliano w 80% kulkami o $rednicy
z zakresu od 0,8 do 1,0 mm. Byly one wyprodukowane przez Divisa
Desenské Sklarny z Desna ze szkla bezotowiowego o gestosci okoto
2500 kg/m’.

Materiat biologiczny

Badania dezintegracji komorek wykonano dla drozdzy piekarskich
Saccharomyces cerevisiae wyprodukowanych w Slgskiej Fabryce
Drozdzy Polmos w Wolczynie. Material biologiczny pochodzit z jed-
nej fermentacji. Do laboratorium transportowano go po 36-godzinnym
schtadzaniu konczacym technologiczny proces produkcji. Materiat bio-

logiczny w postaci kostek o masie 10 g magazynowano w temperaturze
4°C. Wszystkie eksperymenty wykonano w ciagu 20 dni. W tym czasie
badano jego morfologi¢ [Heim i Solecki, 2001] oraz okreslano podat-
nos$¢ komorek drozdzy na dezintegracj¢ w miynie peretkowym. Proces
ten przeprowadzano w miynie przy predkosci mieszadta 1000 obr/min
dla stezenia zawiesiny 0,05 g s.m./cm’.

Procedury analityczne

Zawiesing mikroorganizméw o temperaturze okoto 4°C sporzadza-
no przed eksperymentami. Fazg ciagla zawiesiny stanowit 0,1% roz-
twor wodny B-merkaptoetanolu zawierajacy 0,01 M EDTA i 0,001M
PMSF [Heim i Solecki, 2001]. Odczyn pH 7 utrzymywany byt za po-
moca buforu fosforanowego (NaH,PO,, Na,HPO,). Stgzenie zawiesiny
mikroorganizméw wyznaczano na podstawie spektrofotometrycznych
pomiardéw (spectrophotometer Lambda 11, Perkin Elmer GmbH). Ko-
rzystano z wyznaczonej w zakresie prawa Lamberta-Beera zaleznosci
pochtanialnosci $wiatta o dtugosci fali A = 540 nm od koncentracji mi-
kroorganizméw w cieczy wyrazonej sucha masa zawarta w objgtosci
jednostkowe;.

Do analizy stanu zniszczenia komorek mikroorganizméw w pobra-
nych podczas dezintegracji probkach zastosowano metodg posrednia.
Oparto ja na zmianach absorbancji §wiatta 4 w supernatancie powo-
dowanych roztwarzaniem w fazie ciaglej uwolnionych zwiazkow we-
wnatrzkomérkowych. Pomiary wykonywano przy dtugosci fali A =260
nm [Heim i Solecki, 2001]. W poblizu stosowanej dtugosci fali charak-
terystyki spektralne kwasow nukleinowych RNA i DNA osiagaja maksi-
ma. W celu okreslenia stopnia zanieczyszczenia supernatantu mierzono
rowniez absorbancje A,s, i 4,5, odpowiednio przy dlugosciach fal A =
250 nm i A = 280 nm. Supernatant otrzymywano po odwirowaniu za-
wiesiny w wirowce 3K30 B (Braun Biotech International GmbH) przez
20 min przy przyspieszeniu odsrodkowym 34000g. Podczas tej operacji
whnetrze wirdwki schtadzano od 4°C. W zaleznosci od stezenia uwolnio-
nych sktadnikow wewnatrzkomoérkowych pomiar absorbancji wykony-
wano po 100-, 200- lub 400-krotnym rozciefnczeniu supernatantu.

Zakres badan

Eksperymenty przeprowadzono w warunkach pracy okresowej (staty
wsad) dla predkosci obrotowej mieszadta 2500 obr/min. Ptaszcz chto-
dzacy miyna zasilano 50% roztworem wodnym glikolu etylenowego
schtadzanego w termostacie do temperatury 2°C.

Wykonano kilkanascie serii do§wiadczen dla zawiesiny komorek
drozdzy o stezeniach z zakresu od 0,05 do 0,20 g s.m./cm’. Seria skia-
data si¢ z dwoch eksperymentéw wykonywanych dla tego samego ste-
zenia zawiesiny mikroorganizmoéw w rdéznych zakresach stopnia dezin-
tegracji mikroorganizmow.

Procedury do$wiadczen

Dla danego stgzenia zawiesiny wykonywano dwa eksperymenty.
Podczas ich trwania badano proces dezintegracji w réznych fazach.
W trakcie pierwszego doswiadczenia pobierano z mtyna 10 probek za-
wiesiny w czasie od 7= 0 s do #,. Przewidywany na podstawie wcze-
$niejszych badan stopien dezintegracji mikroorganizmoéow dla czasu #,
wynosit 90%. Uzyskane warto$ci absorbancji przeliczano na ilo$¢ czy-
stego kwasu nukleinowego RNA uwolnionego podczas procesu z wng-
trza komorek. Obliczenia wykonano zgodnie z nastgpujacym wzorem,
po przyjeciu wartosci srednich dla nukleotydow wyznaczonych przez
Herbertaiin. [1971]:

€= a Az An (1)
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gdzie: Maksymalng warto$¢ stgzenia kwaséw nukleinowych C,,, mozli-

C — ilo§¢ uwolnionego w wyniku dezintegracji kwasu nukleinowego  wych do uzyskania dla danego st¢zenia mikroorganizmow, wyznaczano
RNA [g], z zalezno$ci

M, — masa molowa kwasu nukleinowego RNA [g-M'l],
A — absorbancja $§wiatta o dlugos$ci fali 2 = 260 nm w supernatancie
po czasie ¢ trwania procesu [-],
A, — absorbancja $wiatta o dtugosci fali A = 260 nm w supernatancie
po czasie ¢ = 0 s trwania procesu [-],

r — krotnos$¢ rozcienczenia [-],

€ — stala spektrofotometryczna M em™],

| — szerokos$¢ kuwety spektrofotometrycznej [cm].

Otrzymane wartos$ci stezen kwasow nukleinowych sa tylko orienta-
cyjne ze wzgledu na zanieczyszczenie supernatantu innymi zwiazkami
wewnatrzkomorkowymi.

Do opisu procesu wykorzystano model dezintegracji mikroorgani-
zmOw opracowany na podstawie teorii przeksztatcania materii rozpro-
szonej [Solecki, 2011; 2012; 2013]. Fenomenologi¢ oparto na cyrku-
lacji i wymianie masy pomigdzy rodzajami przestrzeni roézniacymi si¢
wlasciwosciami. W obszarze V,; zachodzi intensywne mieszanie i panu-
ja warunki bezpieczne dla i-tej komorki. Zgodnie z przyjetym zatoze-
niem, niszczenie komorek nastgpuje po ich przemieszczeniu z obszaru
V,: do V,. W modelu procesu dezintegracji przeprowadzanej w mtynie
peretkowym zatozono mozliwosci pozadanego przeksztatcania materii
w wyniku dziatania czynnikéw fizycznych. Obszary V), wytwarzane sa
przez kulki wypehiajace mtyn. Z ich wystgpowaniem moze by¢ zwia-
zane pojawienie sig objgtosci Vy, w ktorych niemozliwe jest istnienie
zywych mikroorganizméw. Po uwzglednieniu metody analizy stanu
dezintegrowanych mikroorganizméw matematyczny opis procesu ma
posta¢ rownania

dC = k(C, - C)dt )

gdzie:
C,, — maksymalna ilo§¢ kwaséw nukleinowych mozliwa do uwolniona
z rozproszonych komorek mikroorganizméw w zawiesinie
o okreslonym stezeniu [g/m’],
k — stala szybkosci procesu [s'],
t — czas trwania procesu [s].
Stala szybkosci procesu okresla zaleznosé

F_, 3)
U
gdzie:

F — pole powierzchni, przez ktére przemieszczane sa mikroorga-
nizmy z obszaru V,; do obszaru V), [mz],
Vi — objsqtos'c' komory roboczej mtyna bezpieczna dla i-tej komorki
[m],
u — Srednia predkos¢ przemieszczania komorek mikroorganizmow
z obszaru V,; do obszaru V), [m-s'].

Wartosci statej szybkosci procesu k; wyznaczono w wyniku poszu-
kiwania takiej wartosci C,,;, dla ktorej wspotczynnik korelacji migdzy
zmiennymi In[C,,/(C,,; — C)] oraz ¢t byl maksymalny. Metoda ta jest
czgsto wykorzystywana do opisu procesu dezintegracji mikroorgani-
zmow [Currie i in., 1974, van Gaver i Huyghebaert, 1990; Heim i So-

lecki, 2001; Solecki, 2012]. Linig regresji w postaci

G _ 4
C e =t )

otrzymano w wyniku obustronnego scatkowania réwn. (2), poprzedzo-
nego rozdzieleniem zmiennych.

Stopien dezintegracji komorek mikroorganizméw X, okre§lono ze
wzoru

k=

In

X = Cl -100% )

(Zw

Z uzyskanego w oparciu o C,,; opisu procesu zaleznoscia (4) wyzna-
czono przedziat czasu At, w ktorym stopien dezintegracji zmienia sig¢
w zakresie od 98,0 do 99,2%. W trakcie drugiego eksperymentu pierw-
sza probke pobierano dla 7= 0 s, a pozostatych dziewig¢ w przedziale
czasu At,.

9
-5S% o000
Cn = 21: X 100% (6)
Wartos¢ C,, wraz z danymi uzyskanymi w pierwszym doswiadcze-
niu wykorzystano do ponownego opisu procesu linig regresji okreslona
zaleznos$cia

=5 — )

Cn-C
Stopien dezintegracji komoérek mikroorganizméw X, wyznaczany
w oparciu o C,,, obliczano ze wzoru

X, =ch2' 100% (®)

Wyniki i dyskusja

Na podstawie badan morfologicznych stwierdzono, ze materiat biolo-
giczny charakteryzuje wystgpowanie pojedynczych komorek o ksztat-
cie zblizonym do kulistego. Wielkos¢ ich $rednicy zawierala si¢ w prze-
dziale od okoto 2 do 8,5 um. Wystgpowatly nieliczne komorki paczku-
jace (okoto 1 na 100 pojedynczych) i nieliczne komorki zabarwione
bigkitem metylenowym. Ogodlna liczba komorek zawartych w jednostce
masy okreslona za pomoca komory Thoma wynosita 1,52-10"°. Zanie-
czyszczenia bakteriami nie przekraczaly liczbowo 3%, a drozdzami
dzikimi 2,3%.

Wiyniki statystycznych analiz kinetyki procesu otrzymane tak pierw-
sza, jak i druga metoda potwierdzaja poprawnos¢ opisu przebiegu pro-
cesu liniowym rownaniem rozniczkowym pierwszego rz¢du. Uzyskane
wspolczynniki R* dla wynikow poszezegolnych doswiadezen opraco-
wanych metoda pierwsza byly nie mniejsze od 0,9930. Rezultaty otrzy-
mane dla regresji liniowej migdzy zmiennymi zaleznosci (4) zamiesz-
czono w tab. 1. Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze szybko$¢ procesu
zwigksza sig wraz ze wzrostem stgzenia poczatkowego zawiesiny droz-
dzy. Stata szybkosci k; dla najwyzszego stezenia zawiesiny jest wyzsza
o ponad 60% od uzyskanej dla najnizszego st¢zenia. Odchylenia stan-
dardowe statych szybkos$ci procesu wyznaczonych metoda 1 zawieraly
si¢ w przedziale od 0,61 do 1,51%. Na ogol wyzsze wartos$ci odchylenia
standardowego uzyskiwano przy wyzszych st¢zeniach zawiesiny.

Tab. 1. Wyniki badan modeli regresyjnych uzyskane dla wybranych serii
przeprowadzonych dos§wiadczen

S C, k, R Coo k R
gsm/em’ | mg/em’ 1/s - mg/cm’ 1/s -
0,0491 2,422 0,004656 0,9930 2,374 0,004999 0,9914
0,0800 3,945 0,005274 0,9991 3,710 0,006480 0,9910
0,1111 5,671 0,005740 0,9985 5,086 0,007556 0,9868
0,1102 5,366 0,004847 0,9980 4,570 0,005661 0,9962
0,1431 7380 | 0,005443 | 0,9977 6,715 | 0,006636 | 0,9933
0,1645 8,705 0,006342 0,9947 7,798 0,008406 0,9781
0,1974 8,808 0,007580 0,9960 8,450 0,008388 0,9946
102 -
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Rys. 1. Zmiany stopnia dezintegracji komorek drozdzy podczas drugiego doswiadcze-
nia serii wykonanej dla stezenia zawiesiny 0,1974 g s.m./cm’
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Wartos$ci statych szybkosci uzyskane druga metoda rowniez zwigk-
szaja si¢ wraz ze zwigkszaniem poczatkowej koncentracji komorek
drozdzy (Tab. 1). Sa one od 7 do 39% wyzsze od tych, ktére uzyskano
w oparciu o zalezno$¢ (4). Wspotczynniki R otrzymane dla opisu pro-
cesu wzorem (7) sa mniejsze od uzyskanych metoda pierwsza i miesz-
cza si¢ w zakresie od 0,9781 do 0,9946 (Tab. 1). Mniej korzystne sa
réwniez odchylenia standardowe statej szybkosci procesu &, zmieniaja-
ce sie w zakresie od 0,72 do 2,87%.

Wyzsze warto$ci stalej k, od k; sa spowodowane tym, ze wyznaczone
wartosci C,,, sa nizsze od C,,; (Tab. 1). Stezenie kwasow nukleinowych
C,, W zawiesinie o stopniu dezintegracji komorek X = 100% wyzna-
czono w oparciu o wyniki do§wiadczenia zaplanowanego na podsta-
wie stalej szybkosci k;. Wartosci C,,, i C,,, nie rdznia si¢ znacznie, ale
nie wykazuja typowego statystycznego rozproszenia wokot wartosci
rzeczywistej C,,. Wspotczynnik korelacji dla regresji liniowej migdzy
zmiennymi C,,, i S wynosil 0,9873, a migdzy C,,, i S wynosit 0,9949.
Wyzsze wartosci stalej szybkosci k, od k; powoduja, ze przyrost ko-
morek zdezintegrowanych AX, w przedziale czasu At jest mniejszy od
przyrostu AX, (Rys. 2). Na podstawie analizy statystycznej rozprosze-
nia punktow pomiarowych uzyskanych dla absorbancji A, A,sy 1 Aag
w drugim do$wiadczeniu poszczegdlnych serii stwierdzono, ze tylko
w 10 przypadkach stata szybkosci k| korzystniej opisuje przebieg pro-
cesu. W pozostatej wigkszosci przypadkow (32) mniejsze odchylenie
standardowe, a zatem korzystniejszy opis procesu uzyskiwano dla statej
szybkosci k,. Z powyzszych rozwazan wynika, ze dla X = 100% warto-
sci C,,, powinny by¢ blizej rzeczywistych wartosci C,,.
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Rys. 2. Przebieg dezintegracji komoérek drozdzy podczas pierwszego doswiadczenia
serii wykonanej dla stezenia zawiesiny 0,1974 g s.m./em’

Przebieg procesu dla stezen zawiesiny bliskich 0,05 g s.m./cm’ bar-
dzo dobrze opisuja zaleznosci zarowno (4), jak i (7).

Dla wigkszych koncentracji poczatkowych komorek drozdzy prze-
bieg procesu wykazuje odchylenia od liniowosci pomimo uzyskania
wysokich wartosci wspotczynnika R Wynikaja one z korzystnego po-
tozenia koncowych punktow pomiarowych (dla X > 50%).

Przy opisie procesu zaleznoscia (7) niewielkie btedy pomiarowe war-
tosci C dla X bliskich 100% powoduja znaczne pogorszenie wspotczyn-
nikow R Otrzymane wyniki wykazaty duza doktadnos¢ zastosowanej
metodyki pomiarowej. Odchylenia przebiegu procesu od liniowosci
sa tym wigksze im wyzsze sa st¢zenia zawiesiny. Najmniej korzystny
opis dezintegracji zaleznoscia (7) uzyskano dla najwigkszego st¢zenia
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Rys. 3. Wplyw uwolnionych zwiazkéw wewnatrzkomorkowych na absorbancjg $wia-
tla o dtugosci fali 4 = 260 nm w supernatancie otrzymanym w wyniku dezintegracji
komorek drozdzy w pierwszym do$wiadczeniu serii wykonanej dla stgzenia zawiesiny
0,1974 g s.m./em’

zawiesiny (Rys. 2). Rozwazania dotyczace przestrzennego upakowania
komorek potwierdzaja intensyfikacje ich wzajemnego oddziatywania
spowodowanego zwigkszaniem koncentracji mikroorganizmow dla ste-
zen wigkszych od 0,08 g s.m./em’ [Heim i Solecki, 2007; Solecki, 2011;
2012]. Analiza warto$ci zmian stosunkow A/A,s, 1 A/A,5, W trakcie
trwania procesu (Rys. 3) wyklucza znieksztalcenie pomiarow spowo-
dowane réznicami szybko$ci uwalniania zwiazkow wewnatrzkomorko-
wych majacych maksima pochtanialno$ci $wiatta w poblizu dtugosci
fali 4 =260 nm.

Whioski

Przebieg procesu przy matych stezeniach zawiesiny drozdzy, gdy in-
tensywnos¢ wzajemnego oddziatywania miedzy sasiednimi komorkami
jest pomijalnie mata, bardzo dobrze opisuje w catym zakresie liniowe
rownanie rézniczkowe pierwszego rzedu.

Ze zwigkszaniem stgzenia zawiesiny nastgpuje zwigkszenie inten-
sywnosci oddziatywania pomigdzy sasiednimi komorkami prowadzace
do odchylen przebiegu procesu od liniowosci.

Doktadnos¢ wyznaczenia maksymalnej warto$ci absorbancji ma duzy
wplyw na poprawno$¢ wyznaczenia przebiegu procesu.

Odchylenia od liniowosci przebiegu procesu badanego na podstawie
pomiaréw absorbancji §wiatta o dtugosci fali 260 nm nie sa spowodo-
wane znieksztatceniem pomiaru przez uwolnione wewnatrzkomorko-
we zwiazki posiadajace maksima pochfanialnos$ci §wiatla w poblizu tej
dtugosci fali.
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