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Streszczenie

Techniki ultradzwigkowe sa od dawna stosowane w przemys$le spozywczym, przede wszystkim
w procesach przetwarzania i utrwalania zywno$ci. Celem pracy byla ocena sonifikacji jako alternatywnej
metody inaktywacji komorek drozdzy. Dodatkowo rozwazono zastosowanie sonifikacji do pozyskiwania
roztworu biatek wewnatrzkomoérkowych. Komorki szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae 2200 oraz
komorki $wiezych drozdzy piekarskich poddawano sonifikacji w glowicowym homogenizatorze ultra-
dzwigkowym o czgstotliwosci 20 kHz. Zaobserwowano istotny wplyw czasu, cyklu pracy oraz mocy fali
akustycznej na inaktywacj¢ komorek oraz stopien izolacji biatek, ktore wydzielono z wydajnoscia 60 % ze
szczepu drozdzy S. cerevisiae 2200 i 43 % ze $wiezych drozdzy piekarskich. Dezintegracja struktury
komoérkowej drozdzy za pomoca ultradzwigkéw moze by¢ dobra laboratoryjng metoda permeabilizacji
sciany komorkowej oraz izolacji bialek. Liczba zywych komorek po procesie sonifikacji zmniejszyla si¢
100 do 1000-krotnie w poréwnaniu z poczatkowaj liczbg jtk/cm®, przy czym efekt ten moze zostaé zwie-
lokrotniony przez potaczenie dziatania ultradzwigkow z czynnikiem termicznym.

Stowa kluczowe: niszczenie komorek, drozdze piekarskie, sonifikacja, ultradzwigki

Wprowadzenie

Techniki ultradzwickowe sa od dawna stosowane w przemysle spozywczym za-
rowno w analizie zywnos$ci, jak i w procesach jej przetwarzania i utrwalania. Mozna
si¢ takze nimi postuzy¢ w celu zwickszenia poziomu bezpieczenstwa produktéw spo-
zywczych [4, 5, 11].

W technologii zywnos$ci wykorzystuje si¢ przede wszystkim zdolnos¢ fal ultra-
dzwickowych o duzej mocy i matej czgstotliwosci (20 - 100 kHz) do wywotywania
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efektu kawitacji, ktory wplywa na fizykochemiczne oraz biochemiczne wlasciwosci
materiatu, a w szczegdlnos$ci na dezintegracje struktur komoérkowych. Niszczenie Scian
1 bton komorkowych przyczynia si¢ do inaktywacji mikroorganizméw, ale jest takze
podstawg do latwiejszego uwalniania zawartosci komorki do $rodowiska i w ten spo-
sob staje si¢ waznym etapem w procesie otrzymywania polisacharydow czy wewnatrz-
komérkowych biatek, w tym enzymoéw [3, 5, 6, 10].

Zjawisko kawitacji jest wynikiem implozji pecherzykdéw gazu spowodowanej
gwattownymi zmianami ci$nienia (do 50 MPa) oraz temperatury (nawet do 5500 °C)
[6, 12]. Sity mechaniczne, tworzace si¢ wowczas w miejscu zderzenia pgcherzykow
kawitacyjnych, oraz fala generowana po ich implozji sg gléwnymi czynnikami odpo-
wiedzialnymi za uszkodzenie komoérek. Ultradzwicki mogg nieodwracalnie uszkadzac¢
btong komoérkowa. Taki proces nazywa si¢ letalng sonoporacja (ang. lethal sonopora-
tion) lub powodowaé odwracalne powstawanie porow w strukturze btony — taki proces
nazywa si¢ odwracalng sonoporacja (ang. reparable sonoporation). Proces ten jest
wynikiem tzw. stresu $cinajacego (ang. shear stress) wywotanego drganiami rezonan-
sowymi powodujacymi powstawanie w s$rodowisku lokalnych mikroprzeptywow
o gwattownie zmieniajgcych si¢ predkosciach. To z kolei przyczynia si¢ do powstania
wokot pecherzykow duzych naprezen $cinajacych, ktore oddziatuja na materiat biolo-
giczny 1 moga powodowac sonoporacj¢ [19, 20]. Efekt ten potegowany jest dodatkowo
przez substancje o charakterze rodnikoéw, tworzace si¢ w wyniku termicznego rozkta-
du rozpuszczalnika i czasteczek zawartych w zderzajacych si¢ pecherzykach [3]. We-
dtug Oyane i wsp. [15] niszczenie $ciany komorkowej S. cerevisiae jest wynikiem
dziatania formujgcych si¢ w czasie sonolizy wody, rodnikow nadtlenkowych lub hy-
droksylowych. W procesie sonifikacji obserwowano obnizenie liczy komoérek drozdzy,
plesni, alg oraz bakterii m.in. Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolytica, Pseudomonas fluorescens czy
Bacillus subtilis [6, 9, 16]. Najtrudniej inaktywacji ulegajg spory, najtatwiej komorki
bakterii, a posrednia odpornos¢ wykazuja drozdze [3, 8]. Jednak o inaktywacji tych
ostatnich organizmow przez fale ultradzwigkowe wiadomo niewiele [7, 10, 15].

Celem pracy byto okreslenie przydatnosci sonifikacji, jako alternatywy w stosun-
ku do innych powszechnie stosowanych metod, do dezaktywacji komorek drozdzy.
Badania przeprowadzono na $wiezych komorkach prasowanych drozdzy piekarskich
oraz na komorkach szczepu laboratoryjnego Saccharomyces cerevisiae 2200. Ponadto
w pracy zbadano mozliwo$¢ zastosowania ultradzwickow w procesie dezintegracji
komorek tych mikroorganizméw m.in. w celu pozyskiwania biatek wewnatrzkomor-
kowych, a w szczegdlnosci enzymdw, mogacych znalez¢ zastosowanie jako katalizato-
ry reakcji chemicznych wykorzystywanych w biotechnologii i technologii zywnoSci.
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Material i metody badan

Badania prowadzono z uzyciem prasowanych drozdzy piekarskich Saccharomy-
ces cerevisiae produkowanych przez firme¢ Lallemand (Jozefow, Polska) oraz szczepu
laboratoryjnego Saccharomyces cerevisiae 2200 nalezacego do Kolekcji Czystych
Kultur Zaktadu Mikrobiologii i Biotechnologii Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywnosci
SGGW w Warszawie. Material mikrobiologiczny przechowywano w warunkach
chlodniczych w temp. 4 °C, szczep laboratoryjny przechowywano na skosach YPD
(2 % glukozy, 2 % peptonu, 1 % ekstraktu drozdzowego) z dodatkiem 2 % agaru.
Szczep laboratoryjny Saccharomyces cerevisiae namnazano, prowadzac 24-godzinng
hodowle¢ stacjonarng w bioreaktorze BioFlo 3000 przez 24 h w temp. 28 °C na podtozu
melasowym (6 °Blg, pH 7) w objetosci roboczej 4 dm’; drozdze prasowane zgodnie
z deklaracjg producenta byly rowniez namnazane na podtozu melasowym.

Dezintgracje komoérek drozdzy prowadzono za pomocag homogenizatora ultra-
dzwickowego (sonifikatora glowicowego) OmniRuptor4000 (Kennesaw, USA) o cze-
stotliwosci 20 kHz i maksymalnej mocy 300 W. Stosowany cykl pracy (ang. duty cyc-
le, wyznaczajacy sposob pulsacji) wynosit 60 i 90 %; fale ultradzwigkowe transmito-
wane do roztworu w trybie jeden impuls na sekunde, np. 60 % oznacza, ze aktywny
przedziat czasu wynosit 0,6 s.

Jednorazowo poddawano dziataniu ultradzwickéw 4 g biomasy drozdzy prasowa-
nych lub 4 g odwirowanej biomasy szczepu laboratoryjnego drozdzy S. cerevisiae,
zawieszonej w 40 cm’ roztworu soli o pH 6,3 MgCl,, KH,PO,) w ciagu 5, 15 oraz
30 min. W trakcie sonifikacji probke chtodzono. Po przeprowadzonej dezintegracji
komorki drozdzy wirowano w wirdowce szybkoobrotowej (20 °C, 10 min, 10000 rpm).
Stezenie bialek w supernatancie po procesie sonifikacji oznaczano metoda Lowry’ego,
za$ zawartos$¢ biatka w komorkach drozdzy metoda Kjeldahla [18]. Liczbg komorek
drozdzy szczepu S. cerevisiae 2200 oznaczano metoda ptytkowa wglebng po 72 h ho-
dowli w temp. 28 °C, stosujac state podloze Sabourauda z dodatkiem chloramfenikolu.
Sucha mase¢ drozdzy oznaczano metoda termograwimetryczng jako $rednig z 3 powto-
rzen.

Wyniki analizowano metodami statystycznymi za pomoca oprogramowania
Statgraphics Plus for Windows 4.1©Statistical Graphics Corp. W celu weryfikacji
hipotezy statystycznej o rownosci $rednich obiektowych przeprowadzono jednoczyn-
nikowa oraz wieloczynnikowa analiz¢ wariancji. Do poréwnania $rednich i wyodreb-
nienia grup jednorodnych stosowano test Tukey’a. Analizy prowadzono na poziomie
1stotnosci o = 0,05.
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Wiyniki i dyskusja

Wplyw ultradzwigkow na liczbe komorek drozdzy poddawanych sonifikacji

Udowodniono, ze ultradzwieki przy cyklu pracy homogenizatora 60 Iub 90 %
powodowaly czeSciowa inaktywacje komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
szczepu 2200. Na przezywalnos¢ komorek miat wptyw zaré6wno cykl pracy, jak i czas
trwania procesu (rys. 1). Najnizsze z zastosowanych parametréw sonifikacji (5 min,
60 %) byly nieskuteczne w inaktywacji komorek drozdzy. Zwigkszenie cyklu pracy
homogenizatora do 90 % w tym samym czasie powodowato obnizenie liczby komorek
szczepu S. cerevisiae 2200 tylko o jeden cykl logarytmiczny, to jest srednio o 97,3 %
(z 3,86x10" jtk/em® do 1,05%x10' jtk/cm®) w stosunku do ich poczatkowej liczby. Na-
tomiast wydtuzenie czasu ekspozycji komorek na dziatanie fal do 15 i 30 min przy
cyklu pracy 90 % poprawito efektywnos¢ sonifikacji i pozwolito na obnizenie ich licz-
by $rednio z 3,86x10" jtk/em® do 4,47x10° — 2,55x10° jtk/cm® (tzn. o okoto 99 %),
czyli o dwa cykle logarytmiczne.

W czasie sonifikacji uwalniana jest energia cieplna, powodujgca wzrost tempera-
tury zawiesiny komoérek drozdzy nawet powyzej 50 °C. Moze to zaburza¢ oceng efek-
tywnos$ci sonifikacji, poniewaz temperatura stanowi dodatkowy czynnik inaktywujacy
drobnoustroje, czego przyktadem sg wyniki procesu prowadzonego w ciggu 30 min
przy cyklu pracy sonifikatora 90 % charakteryzujace si¢ duzym odchyleniem standar-
dowym. Wynika to z trudno$ci w utrzymaniu temperatury procesu, w stosowanym
modelu aparatu, ponizej 45 °C, a wigc ponizej temperatury uznawanej za letalng dla
drozdzy. Guerrero 1 wsp. [4], ktorzy badali wptyw temperatury na inaktywacje drozdzy
S. cerevisiae (zastosowana poczatkowa liczba komoérek 10° jtk/cm’) zaobserwowali
w tej wlasnie temperaturze znaczny spadek liczby zywych komoérek drozdzy w porow-
naniu z liczbg komorek pozostata po procesie sonifikacji przeprowadzonym w temp.
35 °C. Spadek ten jest tym wigkszy im wyzsza jest temperatura zawiesiny komorek.
Mozna zatem stwierdzi¢, ze im wyzsza temperatura procesu sonifikacji tym efekt dzia-
tania ultradZzwigkow jest przez nig bardziej maskowany.

Z doniesien literaturowych wynika, ze waznym czynnikiem wplywajagcym na
przezywalnos¢ komorek S. cerevisiae, obok czestotliwosci fali akustycznej, jest moc
sonifikatora zastosowana w procesie dezintegracji. Ciccolini 1 wsp. [7] stwierdzili, ze
optymalng mocg aparatu przy czestotliwosci fali 20 kHz jest 100 W. Warto$¢ ta po-
zwolila na 6-krotne zmniejszenie liczby komdrek po 10 min ekspozycji. W przypadku
zmniejszonej mocy (50 W) nie dochodzito do wywolania efektu kawitacji, natomiast
warto$¢ wicksza (180 W) czynita proces sonifikacji bardzo mato wydajnym. Dlatego
w przedstawionych badaniach zastosowano moc 150 W, ktora zapewnita kawitacje
oraz pozwolita uniknag¢ nadmiernego wzrostu temperatury biomasy drozdzy zawieszo-
nej w buforze, obserwowanego przy wyzszych wartosciach.
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Czas Cykl pracy Moc akustyczna
Symbol Time Duty cycle Acoustic power
0 0 min 0% ow
1 5 min 60 % 150w
11 5 min 90 % 150w
13700 11 15 min 60 % 150w
v 15 min 90 % 150w
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Warunki procesu sonifikacji
Parameters of sonication process

Rys. 1.  Wplyw warunkow procesu sonifikacji na inaktywacje komorek drozdzy szczepu Saccharomyces
cerevisiae 2200 (III — odchylenie standardowe na tyle niskie, ze shupek bledu jest niewidoczny
przy wybranej skali rysunku; *VI — duze odchylenie standardowe z przyczyn opisanych
w tekscie).

Fig. 1.  Effect of sonication process conditions on inactivation of Saccharomyces cerevisiae 2200 yeast
cells (IIT — standard deviation is so low that the column with error is invisible at the selected
scale of the Figure; *VI — high standard deviation because of the facts as described in the text).

Na omawiany efekt dziatania ultradzwickow duzy wptyw wywiera takze poczat-
kowa liczba komoérek drozdzy uzytych do eksperymentu. I tak przy poczatkowej licz-
bie komorek S. cerevisiae 10? jtk/cm3 i czestotliwosci fali 27,5 kHz, Tsukamoto i wsp.
[10] uzyskali prawie 100-krotnie mniej zywych komorek drozdzy, za§ przy liczbie
10° jtk/cm® spadek ten byt zaledwie 5-krotny. Oyane i wsp. [15], prowadzac podobne
doswiadczenia, poddawali dziataniu ultradzwigkow o czgstotliwosci 20 kHz zawiesing
komoérek drozdzy S. cerevisiae o poczatkowej liczbie 10° jtk/cm®. W ten sposéb zredu-
kowano 10-krotnie liczbg komorek drozdzy w ciggu 30 min procesu przy zastosowaniu
mocy na poziomie 200 W. Redukcje 1000-krotna liczby komoérek tych mikroorgani-
zmdw osiagnieto dopiero po 90 min. W zwigzku z tym autorzy uznali, Ze uszkodzenie
sciany komorkowej drozdzy oraz hamowanie syntezy RNA zachodzi juz w pierwszych
18 min procesu, ale efekt ten jest trudny do zaobserwowania metodg plytkowa, gdyz
komorki potrafig regenerowac si¢ w ciggu 6 - 8 h od momentu ekspozycji na dziatanie
fal ultradzwickowych, co potwierdzono metodg cytometrii przeptywowej wykorzystu-
jacej efekt wzrastajacej fluorescencji podczas inkubacji komorek drozdzy.
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Natomiast w przypadku niniejszej pracy wyniki uzyskane podczas inaktywacji
komoérek drozdzy piekarskich w ciggu 5 min pozwalajg wnioskowac o nieskutecznosci
procesu. Prawdopodobnie jest to spowodowane mozliwos$cig szybkiej regeneracji $cia-
ny komorkowej. Jej miejscowa permeabilizacj¢ potwierdza pojawianie si¢ biatka
w buforze, w ktorym zawieszone sg komorki drobnoustrojow (tab. 1). Ponadto pomi-
mo, ze kawitacja pozwala osiggnaé wysoki poziom dyspersji komoérek drozdzy w cie-
czy podczas homogenizacji za pomoca ultradzwickéw, to jednak komorki drobnoustro-
jow wykazuja tendencj¢ do gromadzenia si¢ w miejscach, gdzie efekt kawitacji nie
zachodzi ze wzgledu na powstajacg falg stojaca, co moze znacznie ostabiaé inaktywa-
cje mikroorganizmow [10].

Cho¢ uzyskane wyniki redukcji poczatkowej liczby komorek sa obiecujace, to
lepsze efekty inaktywacji wegetatywnych form mikroorganizméw w materiatach cie-
ktych mozna osiggna¢ dopiero przy jednoczesnym poddaniu komorek dziataniu innych
czynnikow, takich jak temperatura lub ci$nienie. W zwigzku z tym stale prowadzone sg
badania, ktorych celem jest opracowanie nowych rozwigzan technologicznych [2, 7,
10, 14, 16] oraz obnizenie kosztéw procesu [19].

Tabela 1

Ilos¢ uwolnionego biatka w procesie sonifikacji komoérek drozdzy szczepu Saccharomyces cerevisiae
2200, w ciagu 5 min przy cyklu pracy homogenizatora 90 %, determinowana poczatkowa ich liczba.
Protein amounts released within the sonication process of yeast cells of Saccharomyces cerevisiae 2200
strain, during 5 min at a homogenizer’s duty cycle of 90 %, determined by the initial number of those
cells.

Liczba komérek drozdzy [jtk/cm’] Ilo$¢ uwolnionego biatka [mg/g s.s.]
Number of yeast cells [cfu/cm’] Protein released [mg/g d.m.]
7,00 x 10" 237+19
7,00 x 10° 113 + 34
7,00 x 10 <1
7,00 x 10’ <1

Sonifikacja jako metoda izolacji biatek wewngtrzkomorkowych

Z danych literaturowych wynika, Zze sonifikacja jest takze dobrg metoda wydzie-
lania enzyméw 1 innych bialek z komorek drobnoustrojow [12]. Do istotnych
czynnikdbw wplywajacych na stopien dezintegracji komoérek za pomocg fal
ultradzwigkowych (oprocz takich parametrow, jak czestotliwo$¢ i moc fali akustycznej
oraz czas jej dzialania) nalezg takze objetos¢ zawiesiny komoérek poddawanych
sonifikacji oraz ich liczba, ksztatt i rozmiar [1, 4]. Wedlug Borthwick i wsp. [2]
w tradycyjnych homogenizatorach ultradzwigkowych pracujgcych przy czestotliwosci
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okoto 20 kHz optymalna objeto$é¢ mieszaniny poddawanej sonifikacji wynosi 40 cm’,
gdyz przy mniejszych objetosciach formuje si¢ warstwa aerozolu. Powstajgca wowczas
piana moze wplywac na nadmierne natlenienie roztworu, moggce prowadzi¢ do dena-
turacji biatek znajdujacych si¢ w medium [17]. Obserwacje poczynione w trakcie
badan wlasnych potwierdzajg powyzsze stwierdzenia.

W celu optymalizacji procesu pozyskiwania bialek wewnatrzkomorkowych za
pomoca homogenizatora OmniRuptor4000 okreslono wptyw poczatkowej liczby ko-
morek drozdzy szczepu Saccharomyces cerevisiae 2200 na ilos¢ uwolnionego biatka.
Z uzyskanych wynikéw mozna wnioskowa¢, ze liczba komorek zdecydowanie wptywa
na ilo§¢ uwolnionych biatek w roztworze powstalym w wyniku procesu dezintegracji.
Najwicksza ilos¢ uwolnionego biatka (237 mg/g s.s. drozdzy) uzyskano przy parame-
trach: 5 min, 90 % cyklu pracy i moc 150 W, przygotowujac 10-krotne rozcienczenie
zawiesiny komorek w buforze fosforanowym o poczatkowej liczbie rzedu 10" jtk/g.
Zastosowanie dziesigciokrotnie mniejszej ilosci biomasy w jednostce objetosci buforu
powodowato spadek ilosci uwalnianego biatka ($rednio 113 mg/g s.s. drozdzy), ale
w przeliczeniu na 1 g suchej substancji drozdzy byt to jedynie 2-krotny spadek ilosci
biatka w roztworze (tab. 1). lida i wsp. [8] informuja z kolei, ze w zakresie stgzen
biomasy prasowanych drozdzy piekarskich (Oriental Yeast, Japan) od 0,1 g/30 cm® do
1 g/30 cm’ poddawanych dziataniu fal ultradzwickowych o czestotliwosci 20 kHz
w sonifikatorze glowicowym przez 5 min i mocy 100 W nie zaobserwowano zmian
ilosci biatek uwalnianych do roztworu ($rednio 50 mg/g biomasy), ale przy zawartosci
10 g biomasy/30 cm’ ilo§¢ uzyskiwanego biatka zmniejszata sic. Podobng ilosé
biomasy komoérek drozdzy S. cerevisiae stosowali Apar i Ozbek [1], ktorzy stwierdzili,
ze w przedziale 30 - 150 g biomasy/dm’ przy parametrach: 15 min, 50 % cykl pracy
imoc 60 W, ilo$¢ uwalnianianego biatka w czasie sonifikacji nie zalezy od masy
drozdzy. Zastosowane w pracy ilosci biomasy komorek drozdzy wynosity od 0,1 do
100 g/dm’, zatem byty mniejsze od uzytych przez wyzej cytowanych autoréw. Dlatego
mozna przyjac, ze w przypadku tych prametrow procesu (czyli okreslonej ilosci
energii) istnieje optymalna ilo$¢ biomasy, dla ktorej proces wydzielania biatka mozna
przeprowadzi¢ z najwigksza wydajnoscia.

Na rys. 2. przedstawiono wplyw parametrow procesu sonifikacji na ilo§¢ uwal-
nianego biatka z komorek drozdzy szczepu Saccharomyces cerevisiae 2200
hodowanych na podtozu melasowym oraz z komoérek swiezych drozdzy prasowanych
S. cerevisiae (stgzenie biomasy w badanych roztworach wynosito 100 g/dm®). Analiza
statystyczna wynikoOw wykazata istotny wptyw parametru czasu (p-value = 0,0371)
1 rodzaju materiatu biologicznego (p-value = 0) uzytego do procesu oraz istnienie kore-
lacji pomigdzy wymienionymi czynnikami a cyklem pracy homogenizatora (p-value
odpowiednio 0,0013 i 0,0421). Zarowno w przypadku prasowanych drozdzy piekar-
skich, jak i szczepu laboratoryjnego S. cerevisiae 2200 istotnie wigkszg wydajnosc
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procesu uzyskiwano w ciggu 15 min i przy 90 % cyklu roboczym (NIR" = 28,9). Roz-
twor pochodzacy z sonifikacji prasowanych drozdzy piekarskich zawierat mniej biatek
($rednio 285,6 mg/g s.s.) anizeli drozdzy hodowanych na podtozu melasowym ($rednio
320,6 mg/g s.s., NIR" = 63,1) (rys. 2). Réznice wynikajace z rodzaju zastosowanego
materiatu biologicznego moga wynika¢ z wickszej podatnosci komorek szczepu S.
cerevisiae 2200 na nieodwracalng sonoporacj¢. Podobnie, jak w przypadku wptywu
parametréw procesu na inaktywacj¢ czyli na liczbe jtk po procesie sonifikacji trwaja-
cym 30 min przy cyklu roboczym 90 %, ilo§¢ uwolnionego biatka w ostatnim z anali-
zowanych wariantoéw doswiadczenia cechuje si¢ wysokimi warto$ciami odchylenia
standardowego (rys. 2).

u Swieze drozdze piekarskie / Raw baker's yeast
M Laboratoryjne drozdze hodowlane / Yeast cultured in laboratory
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Rys. 2.  Wplyw warunkéw procesu sonifikacji na ilos¢ uwolnionego biatka z komorek drozdzy szczepu
Saccharomyces cerevisiae 2200 hodowanych na podlozu melasowym oraz komoérek swiezych
drozdzy prasowanych S. cerevisiae.

Fig.2.  Effect of sonication process conditions on the amount of protein released from yeast cells of
Saccharomyces cerevisiae 2200 strain cultured on molasses medium and from pressed raw S.
cerevisiae.
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Oprocz takich czynnikow, jak: poczatkowa liczba komorek, temperatura procesu,
rodzaj materiatu biologicznego, istotny wplyw na wydajnos¢ izolacji biatek podczas
procesu sonifikacji ma typ zastosowanego aparatu emitujgcego fale ultradzwigkowe
oraz jego moc. Ilos¢ uwalnianego biatka przez drozdze wzrasta liniowo w zakresie
mocy homogenizatora glowicowego od 10 do 60 W przy stezeniu biomasy
0,1 g/30 cm’. Stosowanie mocy powyzej 180 W w badanym typie sonifikatora skutkuje
denaturacjg biatka. Natomiast moc akustyczna 140 W poprawia wydajnos¢ procesu
izolacji biatek, ale czyni go nieekonomicznym z punktu widzenia ilo$ci biatka w od-
niesieniu do kJ zuzytej energii. Jesli chodzi o typ zrdodta fal ultradzwigckowych lepsze
efekty zarowno w inaktywacji, jak i w uwalnianiu biatek mozna uzyska¢ stosujac apa-
rat glowicowy o czestotliwosci fali 20 kHz anizeli myjke ultradzwickowa emitujaca
fale o czestotliwosci 130 kHz oraz poprzez potaczone dziatania sonifikacji i homoge-
nizacji mechanicznej, ktora prowadzi do delokalizacji aktywnych pecherzykow [8].

W konsekwencji réznic ilo$ci uwalnianych bialek po sonifikacji mozna stwier-
dzi¢, ze rodzaj materiatu biologicznego w istotny sposéb wplywa na wydajnos$¢ proce-
su sonifikacji mierzong procentowym udziatem ilosci uwolnionego biatka w stosunku
do catkowitej zawartosci biatka w komorce (rys. 3). Niezaleznie od zastosowanych
parametréow doswiadczenia wyzsza wydajnos¢ osiaggnigto w przypadku szczepu
Saccharomyces cerevisiae 2200 — $rednio 60 %, za§ w przypadku komorek
prasowanych drozdzy piekarskich jedynie 43 % (NIR" = 0,17).

Izolacja biatek za pomocg ultradzwickoéw (ang. UAE — ultrasound assisted
extraction) byta wykorzystywana jak dotad jedynie w matlej skali pilotazowej do izola-
cji biatek sojowych, umozliwiajac oszczednos¢ okoto 70 % energii w poréwnaniu
z metodami tradycyjnymi [20]. Jednocze$nie na podstawie badan wilasnych mozna
stwierdzi¢, ze dezintegracja komorek drozdzy za pomoca homogenizatora ultradzwig-
kowego stwarza mozliwo$¢ otrzymywania enzymow oraz innych bialek w warunkach
laboratoryjnych. W zaleznosci od zastosowanych parametrow czasu, mocy, cyklu pra-
cy oraz poczatkowej liczby komorek uzyskano zawiesing biatek rzedu kilkuset
mg/g s.s. drozdzy.

W aspekcie potencjalnego wykorzystania sonifikacji jako metody izolacji enzy-
moéw wewnatrzkomorkowych, wykorzystywanych w katalizie chemicznej, niezbedna
jest ocena jej wptywu na aktywno$¢ wspomnianych biatek. Zatem konieczne sg dalsze
prace nad doborem aparatu i warunkow sonifikacji w celu uzyskania jak najlepszej
wydajno$ci przy zachowaniu wysokiej aktywnos$ci katalitycznej izolowanych enzy-
mow, ktore mogg katalizowaé reakcje syntezy zwigzkdéw stosowanych w technologii
zywnosci, takich jak substancje zapachowe [13], biosurfaktanty czy antyutleniacze.
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Rys. 3. Porownanie wydajnosci izolacji bialek z komoérek prasowanych drozdzy piekarskich oraz
komorek drozdzy szczepu Saccharomyces cerevisiae 2200 hodowanych na podtozu melasowym
metoda dezintegracji komoérek przy zastosowaniu fal ultradzwigkowych.

Fig. 3. Comparing extraction efficiency of proteins from pressed baker’s yeast cells and from yeast cells
of S. cerevisiae 2200 cultured on molasses medium using sonification-based cell disruption
method.

Whioski

1. Dziatanie ultradzwigkow w cyklu pracy homogenizatora 60 i 90 %, mocy 150 W
w ciggu 30 min i temperaturze 40 °C powoduje zmniejszenie liczby komoérek droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae $rednio o 2 cykle logarytmiczne przy poczatkowe;j
liczbie 10" - 10" jtk/cm’.

2. Ultradzwigki moga doprowadzi¢ do dezintegracji Sciany komoérkowej, a tym sa-
mym do uwolnienia r6znych frakcji bialek komoérkowych o stezeniu od 285 mg
biatka/g s.s. w przypadku prasowanych drozdzy Saccharomyces cerevisiae do 320
mg biatka/g s.s. w przypadku drozdzy Saccharomyces cerevisiae 2200.

3. Sonifikacja jest dobra metoda laboratoryjng do permeabilizacji §ciany komorkowej
drozdzy i uwalniania bialek wewnatrzkomorkowych.
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ULTRASOUNDS — A TOOL TO INACTIVATE YEAST AND TO EXTRACT
INTRACELLULAR PROTEIN

Summary

Sonication technique has been commonly used in food industry, first of all in food preservation and
food processing. The objective of this study was to assess the sonication as an alternative method to inac-
tivate yeast cells. Additionally, it was considered whether or not the sonication could be used to obtain
intracellular protein solution. Cells of Saccharomyces cerevisiae 2200 strain and a raw yeast biomass were
sonicated in a 20 kHz horn-type sonicator. It was found that the time, duty cycle, and power of ultrasounds
significantly impacted the cell inactivation and the protein extraction degree. The efficiency of extracting
proteins from the cultured S. cerevisiae 2200 yeast strain amounted to 60 %, and from the raw baker’s
yeast to 43 %. The disruption of yeast cells by ultrasounds can be a good laboratory technique used to
permeabilize cell wall and to extract intracellular proteins. After sonication, the count of live yeast cells
decreased by 100 to 1000 times compared to their initial count expressed as cfu/cm?; this effect can be
intensified by combing the activity of ultrasounds with a thermal factor.

Key words: cell disruption, baker’s yeast, sonication, ultrasounds
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