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Instytut InZynierii Rolniczej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. W badaniach przeprowadzono mikrofalowo-prézniowe suszenie drozdzy go-
rzelniczych Saccharomyces cerevisiae immobilizowanych na no$nikach pochodzenia natu-
ralnego (platkach owsianych, otrgbach pszennych, sianie i stomie). Zastosowano nagrzewanie
mikrofalami niskiej mocy (180 W) przy jednoczes$nie obnizonym cisnieniu (4-6 kPa). Stwier-
dzono, ze w zastosowanych warunkach mikrofalowo-prézniowych woda z komoérek drozdzy
odprowadzana byla w sposob tagodny, bez uszkadzania struktur komérkowych, a uzyskany
w czasie 30 minut susz wykazywat wysoka zywotno$¢ (84-95%) i aktywno$¢ enzymatyczna
po ponownym uwodnieniu.

Stowa kluczowe: suszenie mikrofalowo-prozniowe, drozdze gorzelnicze, platki owsiane,
otrgby pszenne, stoma, siano

Wprowadzenie i cel badan

W aspekcie koniecznosci zachowania zdolnosci zyciowych mikroorganizmow
w utrwalonych preparatach mikrobiologicznych, niezwykle istotny jest wybor metody
1 parametrow odwadniania. Najbardziej znang metoda utrwalania drobnoustrojow jest su-
szenie sublimacyjne, gwarantujace uzyskanie suszu o wysokim stopniu przezywalno$ci
komorek, przy jednoczesnej niskiej zawartosci wody w materiale (Ghandi i in., 2012).
Jednak ze wzgledu na kosztowna aparaturg oraz energochtonnos$¢ procesu poszukuje sig
wciaz tanszych sposobow pozyskiwania suszy. Znany jest sposob suszenia drobnoustrojow
poprzez rozpylanie strugi zawiesiny komorek w goracym powietrzu (suszenie rozpylowe),
jednak wysoka temperatura stosowana podczas procesu jest przyczyna powstawania
znacznego efektu letalnego komoérek (Luna-Solano i in. 2005). Jedna z metod alternatyw-
nych do suszenia sublimacyjnego oraz suszenia rozpylowego moze by¢ nagrzewanie mi-
krofalami w warunkach obnizonego ci$nienia. Metoda nagrzewania mikrofalami (najczg-
Sciej falami o czgstotliwosci 2450 MHz) stosowana jest powszechnie do termicznej obrobki

Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
nr 7712/B/P01/2011/40



M. Pastawska, K. Jaloszynski, B. Stgpien, M. Surma

zywnosci (podgrzewanie, gotowanie, pieczenie, rozmrazanie), natomiast rzadko stosuje sig
ja w procesach przetwarzania materiatdw zawierajacych nietrwale zwiazki biologicznie
czynne. Przeplywajace przez material mikrofale nagrzewaja material w calej objgtosci,
a wyzsza temperatura wewnatrz niz na powierzchni, wywotujac roéznice cisnienia, jest
motorem transportu wody na zewnatrz czastki. W popularnych kuchenkach mikrofalo-
wych, zaopatrzonych w magnetrony wytwarzajace fale o duzej mocy, w trakcie intensyw-
nego transportu ciepla i masy, nietrwate zwiazki chemiczne ulegaja destrukcji, a komorki
drobnoustrojow ging (Kudra i Strumitto, 1998). Negatywny wptyw wysokiej temperatury
i ci$nienia dziatajacych na materiat w czasie nagrzewania mikrofalami mozna ograniczy¢
poprzez zastosowanie mikrofal niskiej mocy, obnizenie ci$nienia w komorze suszarniczej
oraz usuwanie strumienia pary znad materialu. Zastosowanie wymienionych zabiegdéw
jednoczes$nie umozliwia uzyskanie suszu roslinnego o wysokiej jakosci i ta technika susze-
nia stosowana jest w praktyce przemystowej coraz czgsciej do owocoéw, warzyw i ziot
(Schubert i Regier, 2005) oraz miodu (Cui i in., 2011). Stosowanie metody odwadniania
z uzyciem mikrofal i obnizonego ci$nienia do utrwalania drobnoustrojow jest natomiast
wciaz na etapie eksperymentow.

Skutecznym sposobem odizolowania komoérek drobnoustrojow od bezposredniego od-
dzialywania $Srodowiska jest immobilizacja przez adsorpcj¢ na no$niku (Nedovié i in.,
2001) w stosunku do ktorego komorki wykazuja powinowactwo (ziemia okrzemkowa,
drewno, szkto lub materialy porowate). Poniewaz podczas fermentacji etanolowej mozliwe
jest zastosowanie drozdzy gorzelniczych unieruchomionych na materiatach pochodzenia
roslinnego, wydaje si¢ zasadne sprawdzenie przydatnosci wybranych produktow zbozo-
wych oraz roslinnych jako no$nikow suszarniczych podczas suszenia.

Dos$wiadczenia przeprowadzono w celu okreslenia mozliwosci wykorzystania metody
suszenia mikrofalowo-proézniowego do utrwalania drozdzy Saccharomyces cerevisiae unie-
ruchomionych na nosénikach pochodzenia naturalnego: platkach owsianych, otrgbach
pszennych, stomie oraz sianie.

Materialy i metody

Materiat badawczy stanowity drozdze gorzelnicze Saccharomyces cerevisiae D, zaku-
pione w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, ktore w formie zawie-
siny wodnej (stezenie 2 g s.m. drozdzy-100 cm™) nanoszono na nosniki, ktére stanowity:
ptatki owsiane gorskie (Kupiec), otrgby pszenne (Sante) oraz siano i stoma (pochodzace
z gospodarstwa rolnego w Goraszowicach) rozdrobnione na czastki o dhugosci 1 cm,
a nastepnie poddane sterylizacji. Po inkubacji drozdzy na nosniku (4 h) prowadzono suszenie
mikrofalowo-prézniowe w instalacji PLAZMATRONIKA SM-200, stosujac moc 180 W
i ci$nienie 4-6 kPa (Jaloszynski i in., 2011). Suszenie wykonano w trzech powtdrzeniach
dla kazdego z no$nikow.

Wyznaczono kinetyke suszenia materiatu, analizujac wagowo (WLC 3/6/A2, doktad-
no$¢ pomiaru +0,5g) ubytek masy ztoza w réwnych odstepach czasowych (3 minuty) oraz
zawarto$¢ wody w materiale na podstawie metody wagowej (waga AS/160/C/2, doktad-
no$¢ pomiaru +0,0001g (PN-A/75101, 1990)). Po rehydracji (2h w temperaturze 35°C)
okreslano przezywalnos¢ komorek (na podstawie obrazu mikroskopowego preparatu po
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wybarwieniu bigkitem metylenowym) i aktywno$¢ enzymatyczna drozdzy na podstawie
dwoch testow: krotkiego testu w podlozu z 10% roztworem czystej glukozy podczas po-
miaru pH (PN-A/79002, 1998) oraz podczas fermentacji etanolowej w podiozu z 10%
glukoza stosujac 1g suszu do 50 ml podtoza. Kolby zamknigto czopem fermentacyjnym
i termostatowano w temperaturze 35°C. Wydajno$¢ etanolu oznaczono piknometrycznie po
dwukrotnej destylacji i wyrazono w stosunku do teoretycznej Yp/s. Proby fermentacyjne
wykonano w 3 powtorzeniach. Wyniki dotyczace zywotnosci komorek oraz wydajnosci
etanolu poddano analizie statystycznej w programie STATISTICA 9, stosujac test Duncana
przy 0=0,05.

Wyniki

Suszenie mikrofalowo-prozniowe drozdzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae D,
unieruchomionych na wybranych no$nikach pochodzenia naturalnego, przebiegalo dwu-
etapowo, przy wysokiej intensywno$ci oddawania wody. Przebieg procesu suszenia, dla
poroéwnania analizowanych prob, wyrazono jako zmiang zredukowanej zawartosci wody
w materiale U,.4 (-) W czasie suszenia 7 (min) (rys. 1). Zredukowana zawarto$¢ wody wyli-
€ZONo ze WZoru:

u—u,

Ured = s (1)
u

o " Uy

gdzie:
U,.q — zredukowana zawarto$¢ wody (-),
u  —biezaca zawartos¢ wody (kgH,Okg s.m™),
uy —poczatkowa zawarto$é wody (kgH,O-kg s.m™),
u, —roéownowagowa zawartos¢ wody (kgH,O-kg s.m™).

Pierwszy etap suszenia opisano funkcja prostoliniowa:

Urear=—at+1 2
natomiast dla drugiego etapu suszenia, rozpoczynajacego si¢ w momencie osiagnigcia
krytycznej zawartosci wody U, uzyskano opis w postaci funkcji wyktadnicze;j:

Urea i=b-exp (-c'7) 3)

Krytyczna zawarto§¢ wody Uy dla poszczegdlnych wariantow suszenia wyliczono z za-
leznosci (4) i przedstawiono w tabeli 1,

UeUred 1 (o — u,) + u, 4

natomiast wartosci U,., ;. odczytano dla poszczegélnych nosnikow z wykresow jako
punkty zetknigcia si¢ prostej opisujacej pierwszy etap suszenia (1) i krzywej opisujacej
drugi etap suszenia (2).

Wspotczynniki @, b, ¢ do rownan (2) i (3) dobrano narzedziami programu Excel, na
podstawie analizy statystycznej, z wykorzystaniem metody najmniejszych kwadratow
i zamieszczono w tabeli 1.
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Rysunek 1. Kinetyka suszenia mikrofalowo-prozniowego drozdzy — gorzelniczych
immobilizowanych na a) platkach owsianych, b) otrebach pszennych, c) sianie i d) stomie
Figure 1. Kinetics of microwave-vacuum drying of distillery yeast immobilized on a) oat
flakes, b) wheat bran, c) hay and d) straw

Tabela 1

Wartosci wspolczynnikow rownan opisujqcych przebieg suszenia mikrofalowo-proznio-
wego oraz wartosci krytycznej zawartosci wody w trakcie suszenia drozdzy gorzelniczych
unieruchomionych na wybranych nosnikach

Table 1

Values of coefficients of equations describing the course of microwave-vacuum drying and
the critical value of the water content during drying distillery yeast immobilized on the
selected carriers

=-3-T + =b- _c
Nosnik suszarniczy Ura=at+ 1, Unan=bexp (-c7)

a Uk Ured]a]] b c
Platki owsiane 0,0356 0,512 0,166 54,078 0,248
Otregby pszenne 0,0451 0,256 0,127 14,369 0,232
Siano 0,0397 0,458 0,163 80,452 0,293
Stoma 0,0451 0,895 0,197 29,800 0,258
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Na podstawie porownania przebiegu mikrofalowo-préozniowego suszenia drozdzy
unieruchomionych na zastosowanych nosnikach, zauwazono ze najwigksza dynamika
wysychania w pierwszym etapie suszenia charakteryzowata si¢ proba z otrgbami pszenny-
mi (a=0,0451), natomiast najmniejsza - proba z ptatkami owsianymi (a=0,0356). Zrdzni-
cowana kinetyka suszenia tych prob uwidacznia réznice w strukturze i stopniu rozdrobnie-
nia materialu roslinnego wykorzystanego jako nos$nik oraz stopnia zwiazania no$nika
z zawiesing drozdzy po inkubacji. Platki owsiane zawieraja wigksze ilosci wodochtonne;j
skrobi, zatem stopien zwiazania zawiesiny z tym no$nikiem jest wigkszy i woda z ptatkow
owsianych odparowuje wolniej. Otrgby pszenne najszybciej ulegaja odwadnianiu, ponie-
waz sa najdrobniejsze, a ich struktura, jako ztoza, mniej zwarta w poréwnaniu do innych
no$nikoéw. Krytyczna zawarto$¢ wody, osiagnigta po pierwszym etapie suszenia, byla row-
niez w przypadku otrgbow pszennych najnizsza (U;=0,256), natomiast najwyzsza w przy-
padku stomy (U;=0,895). Wynika z tego, ze stoma odwadniata si¢ wprawdzie dynamicznie,
ale usuwana byla jedynie woda zwilzajaca czastki powierzchniowo, niezwigzana
z nos$nikiem. W drugim etapie suszenia najbardziej dynamicznie odwadniajacym si¢ mate-
riatem byly takze otr¢by pszenne (b=14,369; ¢=0,232), a najwolniej przebiegato usuwanie
wody z czastek siana (b=80,452; ¢=0,293).

Analizujac lacznie pierwszy i drugi etap suszenia drozdzy na wybranych nosnikach
mozna stwierdzi€, ze proby z otrgbami pszennymi wysychaty najszybciej, natomiast proby
z ptatkami owsianymi najwolniej. W przypadku zastosowania rozdrobnionych i wysuszo-
nych todyg roslinnych zaobserwowano wydtuzony etap dosuszania.

Proces mikrofalowo-prézniowego utrwalania preparatéw drozdzy spowodowal obnize-
nie liczby komoérek aktywnych w stosunku do biomasy przed suszeniem (rys. 2.), jednak
przezywalnos¢ drozdzy po odwadnianiu na wszystkich analizowanych nosnikach byta
wysoka (84-95%).
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Rysunek 2. Zywotno$¢ drozdzy odwodnionych mikrofalowo-prézniowo po immobilizacji na
nosnikach: 1) platkach owsianych, 2) otrebach pszennych, 3) sianie i 4) stomie; a,b —
grupy jednorodne

Figure 2. Vitality of dehydrated yeast with microwave-vacuum method after immobilization
on the following carriers: 1) oat flakes, 2) wheat bran, 3) hay and 4) straw a,b — uniform
groups
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Zywotno$¢ drozdzy wysuszonych na produktach zbozowych (platki owsiane i otrgby
pszenne — 95%) byla wyzsza niz drozdzy suszonych po bioimmobilizacji na materiatach
z todyg roslinnych (siano — 86% i stoma — 84%). Spadek zywotnosci populacji drobno-
ustrojoéw w czasie utrwalania jest efektem ubocznym anabiozy. Postgpujaca w czasie od-
prowadzenia wody z komorki przemiana bialek protoplazmy z hydrozolu w hydrozel, pro-
wadzi do okresowego i odwracalnego zatrzymania funkcji zyciowych uktadéw — anabiozy,
w stopniu uzaleznionym od iloéci pozostawionej wody (Kudra i in., 1998). Przechodzenie
w stan anabiozy wywotuje w czgsci populacji efekt letalny, na skutek naruszenia blony
komorkowe;j (destrukcja, deformacja) lub denaturacji biatlek komérkowych. Dzieje sig tak
dlatego, ze woda odgrywa istotng rol¢ w stabilizacji konformacji biatek i lipoproteidow,
a odwadnianie powoduje nie tylko usuwanie $rodowiska reakcji biochemicznych, lecz
takze wplywa na glgbokie zmiany strukturalne na poziomie biopolimeréw, membran
i organdw w istotnym stopniu zmieniajac ich odporno$¢ na dzialanie czynnikow zewngtrz-
nych. Niskie i wysokie temperatury, promieniowanie, zmiany cis$nienia, lepkosci i pH $ro-
dowiska oraz inne czynniki fizyczne powoduja porazenie protoplazmatycznej struktury
komoérek i wywotuja zaburzenia w procesach przemiany, mogac doprowadzi¢ do ich
zamierania (Bayrock i in., 1997). Dlatego niezwykle istotna kwestia podczas odwadniania
zawiesiny drobnoustrojow jest zminimalizowanie negatywnych efektow dziatania wymie-
nionych czynnikow letalnych. W prezentowanych doswiadczeniach nosniki pochodzace ze
zb0z — owsa 1 pszenicy, zawierajace weglowodany, bialka, blonnik, witaminy z grupy B,
witaming PP oraz mikroelementy (Fe, Ca, Mg, Zn oraz K) okazaly si¢ by¢ materialem
lepiej chroniacym komorki drozdzy przed negatywnymi skutkami odwadniania niz wysu-
szone todygi ro$lin, ktére w czasie suszenia stanowia material inertny. Zywotnos¢ drozdzy
Saccharomyces cerevisiae wysuszonych konwekcyjnie, w temperaturze 40°C po unieru-
chomieniu na wtdknach baobabu opisuja Nyanga i inni (2012). Uzyskali oni susz konwek-
cyjny o zywotnoséci komoérek na poziomie 80% i twierdza, ze po przechowywaniu w tem-
peraturze 4°C drozdze wykazywaty bardzo wysoka zywotno$¢ oraz stabilno$¢, wyzsza
nawet niz kontrolne liofilizaty. Zywotno$é komorek w suszonych preparatach drozdzy
Pichia anomala badali Melin i wspotautorzy (2011), i stwierdzili przezywalnos¢ drozdzy
na poziomie 65-80%, w zalezno$ci od zastosowanej metody utrwalania. Zréznicowane
efekty suszenia sublimacyjnego wybranych drobnoustrojow opisuja Morgan i inni (2006),
podajac zywotno$¢ komoérek od 20% do 100% w zalezno$ci od rodzaju, gatunku i szczepu.

Dla uzyskania pelnej informacji o wplywie zastosowanej metody odwadniania na ko-
moérki drozdzy, przeprowadzono oceng aktywno$ci enzymatycznej — sacharolitycznej
i fermentacyjnej. Analizie zostala poddana aktywno$¢ sacharolityczna uzyskanych probek
suszu (rys. 3), na podstawie testu, w ktorym przez 30 minut, w odstgpach jednominuto-
wych oceniano intensywnos$¢ poboru glukozy z roztworu, widoczna jako spadek kwasowo-
Sci (ApH).

Najwyzsza aktywno$¢ sacharolityczna zaobserwowano w probach wysuszonych z ptat-
kami owsianymi jako nos$nikiem. Aktywnos$¢ ta zblizona byta do aktywnosci drozdzy nie-
poddanych suszeniu. Drozdze wysuszone na otrgbach pszennych i czastkach siana pobie-
raty glukoze z roztworu ze zblizona dynamika, natomiast drozdze wysuszone na czastkach
stomy — wykazywaly najnizsza aktywno$¢ enzymatyczna. Przyczyng wyzszej aktywnoS$ci
enzymatycznej w przypadku drozdzy wysuszonych na ptatkach owsianych, moze byc¢
prawdopodobnie wchodzacy w sktad owsa, rozpuszczalny w wodzie B-glukan, ktory wy-
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kazuje silng aktywno$¢ biologiczna i jest rowniez naturalnym sktadnikiem budulcowym
$cian komoérkowych drozdzy. Zewngtrzny B-glukan, dostarczony komérkom podczas inku-
bacji na ptatkach owsianych, zapewnit wzmocnienie §cian komorkowych, a w konsekwen-
cji lepsza przezywalno$é w czasie odwodniania.
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Rysunek 3. Aktywnos¢ sacharolityczna drozdzy gorzelniczych poddanych wysuszeniu meto-
da mikrofalowo-prozniowq po unieruchamianiu na: a) platkach owsianych, b) otrebach
pszennych, c) sianie d) stomie oraz e) drozdzy niepoddanych suszeniu

Figure 3. Sacharolitic activity of distillery yeast subjected to drying with microwave-
vacuum method after immobilization on a) oat flakes, b) wheat bran, c) hay d) straw and
3) yeast subjected to drying

Aktywno$¢ fermentacyjna oceniania na podstawie testu fermentacyjnego w podiozu
z glukoza (rys. 4) byla najwyzsza w przypadku drozdzy unieruchomionych i wysuszonych
na platkach owsianych, taka jak w probie fermentacyjnej z drozdzami niepoddanymi unie-
ruchamianiu i suszeniu (Yp/s=0,49), a najnizsza w przypadku wykorzystania stomy jako
no$nika (Yp/s=0,40). Drozdze wysuszone na otrgbach pszennych i suszonej trawie, wyka-
zywaly w probach fermentacyjnych taka sama aktywno$¢, produkujac etanol z wydajnoscia
(Yp/s=0,45). Wyniki te koresponduja z wynikami testu sacharolitycznego i wskazuja na
najmniejszy stopien uszkodzenia enzymow komorkowych na skutek odwadniania na ptat-
kach owsianych.

Podobne badania z unieruchomionymi i wysuszonymi drozdzami prowadzili Tsaousi
i inni (2010). W testach fermentacyjnych z uzyciem komoérek drozdzy Saccharomyces
cerevisiae unieruchomionych na midcie - odpadzie browarniczym i wysuszonych w tempe-
raturze 38°C roéznymi metodami, uzyskali wydajnos¢ etanolu na poziomie Yp/s=0,51
(suszenie konwekcyjne) i Yp/s=0,42 (po wysuszeniu para przegrzang oraz suszeniu proz-
niowym). Wydajnosci etanolu uzyskane w przypadku suszy konwekcyjnych sa wyzsze niz
w przypadku suszy uzyskanych przez badaczy w innych metodach suszenia oraz wyzsze
niz w przypadku stosowanych w tej pracy suszach mikrofalowo-prézniowych, ale czas
suszenia konwekcyjnego byt znacznie dluzszy (8 godzin) w poréwnaniu do czasu suszenia
innymi metodami (0,5 godziny dla mikrofalowo-prézniowego). Powoli przebiegajace od-
wadnianie pozwolilo uzyska¢ Tsaousi i wspotpracownikom preparat o lepszym stopniu
zachowania enzymo6w, podniosto jednak znaczaco koszt procesu suszenia i koszt preparatu

255



M. Pastawska, K. Jaloszynski, B. Stgpien, M. Surma

oraz mozliwo$¢ zakazenia innymi drobnoustrojami. Wyniki oceny preparatow drozdzy
wysuszonych po unieruchomieniu na mtécie browarniczym sa wedlug badaczy na tyle
zadowalajace, ze stawiaja zastosowane metody na rowni z powszechnie zalecana, ale
znacznie drozsza liofilizacja.
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Rysunek 4. Wydajnosé etanolu Yp/s po fermentacji podloza syntetycznego z wykorzysta-
niem drozdzy gorzelniczych poddanych wysuszeniu metodq mikrofalowo-prozniowq unie-
ruchomionych na: 1) platkach owsianych, 2) otrebach pszennych, 3) sianie, 4) slomie oraz
5) drozdzy niepoddanych suszeniu; a, b, c — grupy jednorodne

Figure 4. Efficiency of ethanol Yp/s after fermentation of the synthetic base with the use of
distillery yeast subjected to drying with microwave-vacuum method immobilized on: 1) oat
flakes, 2) wheat bran, 3) hay 4) straw and 5) yeast not subjected to drying; a, b, ¢ —
uniform groups

Podsumowanie

Ze wzgledu na dynamikg suszenia mikrofalowo-prozniowego najlepszym nosnikiem
drozdzy byly otrgby pszenne, natomiast ze wzgledu na przyjete kryterium oceny jakosci
preparatow po procesie suszenia, najlepszym nosnikiem okazaly sig¢ ptatki owsiane. Biorac
pod uwage najnizsza zywotnos¢ komorek, aktywno$¢ sacharolityczng i wydajnosé etanolu,
za najgorszy z analizowanych no$nikow suszarniczych uznano stomg.

Metoda suszenia mikrofalowo-prézniowego jest odpowiednia metoda utrwalania droz-
dzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae unieruchomionych na nosniku pochodzenia
naturalnego, poniewaz zastosowanie wybranej metody umozliwito uzyskanie suchych
preparatow mikrobiologicznych charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnoscia biologiczna
i enzymatyczng komorek po rehydracji. Przystosowanie tej techniki suszenia do utrwalania
drobnoustrojéw moze stanowi¢ alternatywny do liofilizacji sposob odwadniania szczepio-
nek mikrobiologicznych.
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MICROWAVE-VACUUM DEHYDRATION
OF DISTILLERY YEAST

Abstract. Microwave- vacuum drying of distillery yeast Saccharomyces cerevisiae immobilized on
the natural carriers (oat flakes, wheat bran, hay and straw) was carried out in the research. Heating
with low power microwaves (180 W) at the simultaneously lowered pressure (4-6 kPa) was applied.
It was found out that in the applied microwave - vacuum conditions, water from yeast cells was re-
moved in a mild way, without damage to cell structures and dry material obtained within 30 minutes
proved high vitality (84-95%) and enzymatic activity after rehydration.

Key words: microwave-vacuum drying, distillery yeast, oat flakes, wheat bran, straw, hay
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