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AKTYWNO SC DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE
LIOFILIZOWANYCH Z DODATKIEM WYBRANYCH
SUBSTANCJI OCHRONNYCH

Streszczenie

Badano wptyw temperatury ptyty grzejnej z zakrest280°C oraz dodatku trehalo-
zy, laktozy i fruktozy, na komérki deolzy Saccharomyces cerevisigedczas liofili-
zacji. Stwierdzonoze zastosowanie temperatury piyty grzejnej na pomofb°C

i 50°C pozwolito uzyskasusz o poréwnywalnie wysokiej aktywdod biochemicznej

i biologicznej oraz o rszej wilgotndci i aktywndci wody niz susze uzyskane przy
temperaturze 20°C, 25°C, 30°C, 35°C i 40°C. Dodatelatozly i laktozy spowodo-
wat poprawe aktywndici drazdzy natomiast dodatek fruktozy pozostat bez wptywu na
stan i cechy liofilizatéw.

Stowa kluczowe:suszenie sublimacyjne, didre, osmoprotektory
Wstep

Drobnoustroje stosowane w biotechnologii powinngezaniat wysoky wydajnagé
produktu i powtarzalnig@ prowadzonych procesow. W praktyce przemystowej
i laboratoryjnej stosowaney ®kresowe przesiewy mikroorganizmow nazyeki
state lub plynne i przechowywanie tych hodowli wnperaturze 4°C, jednak
w takich warunkach drobnoustroje mogmieni& cechy morfologiczne i bioche-
miczne, a cgste przesiewy wprowadzajyzyko zakaenia oraz pojawiania @i
mutantéw [Libudzisz, Kowal 2000]. Aby ogranigzgasaowanie kultur, stosowa
mozna przechowywanie drobnoustrojow w stanie anabiggwotanym odwod-
nieniem komoérek [Bednarski 1990].

Woda wzywych komdrkach jest rozpuszczalnikiem enzymdéw,ssaiticji pokar-
mowych, krystaloidéw i koloidow, a usuugie jej powoduje przemianbialek
protoplazmy z hydrozolu w hydrel [Fennema 1996], co z kolei prowadzi do za-
hamowania funkcjizyciowych uktadoéw, w stopniu uzaeionym od ilgci pozo-
stawionej wody [Tutowa, Kuc 1991].
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Powszechnie stosowana w przechowalnictwie szczdmdizacja (zamraenie
zawiesiny komorek, a naginie sublimacja lodu w pgfi) jest zabiegiem wywotu-
jacym efekt letalny wrod utrwalanych komaérek [Miyamoto-Shinohara i i008],

a przyczym niszczenia komoérek nie by wzrost s¢zenia elektrolitu spowodowa-
ny usungciem wody w postaci lodu lub samo formowanie krgk®t lodu [Tuto-
wa, Kuc 1991]. Zmniejszenie efektu letalnego uzyskazna stosujc dodatkowe
czynniki ochronne, takie jak aglowodany, biatka lub inne substancje [Cerrultti i
in. 2000; Mikkat i in.1997], a rola tych substanpplega na ochronie komorek
podczas zameania oraz reaktywacji komorek ze stanu anabiozyiPMendes,
Bernardes 1999]. Niewielka #6 wody w liofilizacie chroni substancje biatkowe
przed degradagj a jednoczénie stanowi warunek dobréywotncsci utrwalonej
kultury [Turker, Hamamci 1998].

Cel pracy

Celem pracy byto ok#&tenie optymalnej temperatury liofilizacji drdzy Saccha-
romyces cerevisiaeraz zasadrgi stosowania trehalozy, laktozy i fruktozy jako
dodatkowych substancji ochronnych.

Materiaty i metody

Do bada& stosowano dralze Saccharomyces cerevisiégrazdze piekarskie, pra-
sowane;Wotczyn) w formie zawiesiny: 1009 zhtay/5SmIH,Ogest

Doswiadczenia prowadzono w dwoch etapach:

— okreslono optymalla temperatug ptyty grzejnej przy kontaktowym dostarcza-
niu ciepta podczas liofilizacji; prékk zamraano (-40°C) z szybkaia
4°C/min, liofilizowano w suszarce OE-950 (92Pa,&idsupc temperatur
odpowiednio 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C%08C;

— okreslono wptyw trehalozy, laktozy i fruktozy w dawka@d6 i 4% na aktyw-
nos¢ komérek dradzy; liofilizacja przebiegata w temperaturze 50°C
(92Pa,6h).

Ocery aktywndgci suszu przeprowadzono na podstawie analizy diajalogicz-

nego komérek (metad mikroskopows po rehydracji w wodzie destylowanej

(20 min., temp. 40°C) i wybarwieniu dtitem metylenowym), wilgotniei suszu

(metody termograwimetryczn PN-73/A-79005), aktywn@i wody (miernikiem

aktywnasci wody KMAW 7 Corabid) oraz aktywroi enzymatycznej, ocenigg

dynamik; pobierania glukozy z podta (50ml roztworu zawieragego 10% glu-
kozy oraz 5g suszonych cury, 30°C) wyznaczomn za pomog pomiaru pH

w odstpach co 1 mingtw czasie 60 minut.
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Wyniki
Dobor optymalnej temperatury ptyty grzejnej podczasliofilizaciji

W zakresie stosowanych wasto temperatury 20-40°C nie zaobserwowano wpty-
wu temperatury ptyty grzejnej na wilgogto(W) oraz aktywné&t wody (A,) suszu
(tab. 1). Wilgotnéc¢ liofilizatébw wahata si w granicach 10,00%-12,75%, przy
oznaczonej aktywrsci wody na poziomie 0,55-0,43. Zastosowanie tenipeya
ptyty grzejnej 45°C i 50°C pozwolito uzyskasusze o riszej zawartéci wody:
7,47%-6,87% oraz sszej aktywnéci wody: 0,38-0,39.

Tabela 1. Wilgotn& (W) oraz aktywn@ wody (A) liofilizatéw drazdzy Saccha-
romyces cerevisiae uzyskanych przy zastosowaniazasdsublimacji
temperatury plyty grzejnej z zakresie 20°C -50°C.

Table 1. Humidity (W) and water activity Jfof lyophilizates of the yeast Sac-
charomyces cerevisiae obtained by using the hegtiatg temperature
within the range of 20 and 50°C during the subliiorat

Temperatura piyty grzejnej [°C]

20 25 30 35 40 45 50
W [%)] 10,71 11,17 10,00 10,00 12,75 7,47 6,87
Ay 0,55 0,53 0,52 0,46 0,52 0,39 0,38

W daswiadczeniach nie wykazano jednoznacznejzakei pomidzy stosowa
temperatug plyty grzejnej a stanem fizjologicznym liofilizowgch komorek,
okreslonym na podstawie liczby komorekqzkujacych, aktywnych i nieaktyw-
nych (tab. 2). Liczba komorekagzkujacych wahata si pomidzy 18,10% przy
temperaturze ptyty grzejnej 25°C, a 30,00% przy peraturze ptyty grzejnej
40°C, natomiast liczba komorek nieaktywnych pgimy 21,00% przy temperatu-
rze 40°C, a 31,70% przy temperaturze 45°C. Stgaldigiczny komorek w uzy-
skanych liofilizatach oceniono jako dobry.

Stopiev zachowania enzymow komorkowych odomo na podstawie analizy
szybkaci pobierania cukru z podta, mierzonej jako spadek wasto pH w czasie

(rys. 1).

Niezaleznie od zastosowanej temperatury ptyty grzejnej kresu 20°C-50°C,
zaobserwowano zlong dynamik; pobierania cukru z podia we wszystkich
probach, co pozwala stwierdzize w warunkach daviadczenia stopiezachowa-
nia enzymow komarkowych nie zabd od parametrow suszenia.
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Tabela 2. Stan fizjologiczny komorek sttty Saccharomyces cerevisiae suszonych
sublimacyjnie przy zastosowaniu temperatury ptyzemej z zakresu
20°C-50°C

Table 2. Physiological state of the cells of tleast Saccharomyces cerevisiae
dried by sublimation while using the heating plé¢enperature within
the range of 20 and 50°C

Temperatura piyty grzejnej [°C]

Komorki 20 25 30 35 40 45

Paczkujace [%] 23,30 22,50 23,00 25,40 22,00 24,90
Aktywne [%)] 41,60 56,70 42,00 54,10 43,99 53,90
Nieaktywne [%] 35,10 20,80 35,00 21,5( 34,01 21,20
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Rys. 1. Aktywni@ sacharolityczna liofilizatu delzy Saccharomyces cerevisiae
uzyskanego przy zastosowaniu temperatury plytyjrogize zakresu
20°C-50°C

Fig. 1. Saccharolytic activity of the lyophilizatd the yeast Saccharomyces
cerevisiae obtained by using the heating plate t¥atpre within the
range of 20 and 50°C

Stwierdzonoze ze wzgtdu na maliwosé¢ uzyskania liofilizatu o najaszej zawar-
tosci wody, aktywndci wody, dobrym stanie fizjologicznym oraz wedhie wy-
sokim stopniu zachowania enzymoéw, uzasadnionesfesbwanie w czasie liofili-
zacji drazdzy Saccharomyces cerevisiae temperatury ptyty gez&n°C.

68



Aktywnosc¢ drozdzy...

Ocena wptywu zastosowane] substancji ochronnej nakeywnos$é biologiczmg
i biochemiczm liofilizatéw dro zdzy Saccharomyces cerevisiae

Przeprowadzono suszenie sublimacyjnezdirp z dodatkiem trehalozy, laktozy
oraz fruktozy w dawkach 2% i 4%, przy temperatypgy grzejnej 50°C i ainie-
niu 92Pa (6h).

Najnizsz wilgotnoé¢ oraz najnisz aktywnaé wody oznaczono w liofilizatach
z 4% dodatkiem trehalozy- odpowiednio 2,25% i 0,0@8tomiast najwisze
w probie suszonej z 2% dodatkiem fruktozy-odpowiedr2,45% i 0,276 (tab. 3).

Tabela 3. Wilgotn@* (W) oraz aktywn@ wody (A) liofilizatéw drazdzy Saccha-
romyces cerevisiae z zastosowaniem dodatkéw ocycbnn

Table 3. Humidity (W) and water activity (jAof lyophilizates of the yeast
Saccharomyces cerevisiae while using protectivétiadd

Substancja ochronna
Trehaloza Laktoza Fruktoza
2% 4% 2% 4% 2% 4%
W [9%] 3,36 2,25 4,35 2,65 12,45 11,47
Aw 0,02 0,02 0,03 0,02 0,28 0,23

Stan fizjologiczny biomasy wysuszonej z 28y z zastosowanych dawek osmo-
protektorow - 4% byt nieco lepszyzz suszonej z dodatkiem 2% (tab. 4). Liczba
komoérek pczkujacych oznaczona we wszystkich prébach byta wysok@Q0P2-
-25,40% ogolnej liczby komorek, natomiast liczbankoek nieaktywnych wahata
sig w granicach 35,10%-34,01% w prébach z mnigjsawartdcia substancji
ochronnej i wynosita okoto 20% w probach zawigeggh wysz dawke osmo-
protektora. Ze wzghu na stan fizjologicznyayte substancje ochronne spowodo-
waly popraw stanu fizjologicznego liofilizowanej biomasy tylkodawce 4%.

Aktywnos¢ biochemiczg liofilizatow z dodatkiem trehalozy oceniono w waru
kach pomiaru jako najwgz, niezalenie do stosowanej dawki trehalozy (rys. 2).
W ciagu 60 minut testu na podio z glukoz nasapita zmiana wartéci pH

o okoto 0,6, podczas gdy w prébach suszonych ztdmkzmiana wyniosta
ApH=0,3 (rys. 3). Dynamika pobierania glukozy prz@zdze suszone z dodat-
kiem laktozy byta zrénicowana ze wzgtlu na dawk cukru i w przypadku zasto-
sowania dodatku 2% aktywfiosacharolityczna byta wgza ni przy 4% dodatku
laktozy (rys. 4).
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Tabela 4. Stan fizjologiczny liofilizatow ddiy Saccharomyces cerevisiae uzy-
skanych z zastosowaniem dodatkéw ochronnych

Table 4. Physiological state of lyophilizates bé tyeast Saccharomyces cere-
visiae obtained by using protective additives

Substancja ochronna
Komorki Trehaloza Laktoza Fruktoza
2% 4% 2% 4% 2% 4%
Paczkujace [%] 23,30 22,50 23,00 25,40 22,0( 24,90
Aktywne [%] 41,60 56,70 42,00 54,10 43,99 53,90
Nieaktywne [%]| 35,10 20,80 35,00 21,50 34,01 21,20
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Rys. 2. Aktywnd@ sacharolityczna dritzy Saccharomyces cerevisiae suszonych

Z trehaloz
Fig. 2. Saccharolytic activity of the yeast Saccimayces cerevisiae dried with

trehalose
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Rys. 3. Aktywn@ sacharolityczna dritzy Saccharomyces cerevisiae suszonych

z fruktoz
Fig. 3. Saccharolytic activity of the yeast Sacdmyces cerevisiae dried with
fructose
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Rys. 4. Aktywni@ sacharolityczna dratzy Saccharomyces cerevisiae suszonych
Z laktoz
Fig. 4. Saccharolytic activity of the yeast Sacdmyces cerevisiae dried with
lactose
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Na podstawie poroéwnania dynamiki pobierania glukezyodica przez dradze
piekarskie mena stwierda, ze najlepszy stopfezachowania enzymow sacharoli-
tycznych gwarantuje dodatek trehalozy (niezaie do zastosowanej dawki), nieco
gorszy efekt ochronny obserwuje; sw prébach suszonych z laktgznatomiast
zastosowanie fruktozy nie zapewnia wystargzgjj ochrony komorki przed nieko-
rzystnym wpltywem zameéania.

Whioski

1. W zakresie stosowanych wajto temperatury ptyty grzejnej 20°C-50°C, nie
stwierdzono negatywnego wpitywu podiwgyone] temperatury na aktywaéo
liofilizowanych komorek drédzy Saccharomyces cerevisiae wzgkdu na
osiagnigta znacznie misz wilgotnos¢ koncowa oraz aktywn&é wody, ekono-
micznie uzasadnione jest stosowanie temperatury pizejnej na poziomie
45°C-50°C.

2. Stosowanie trehalozy i laktozy jako dodatkow chgoypch komorki przed
negatywnym wptywem zamzania jest uzasadnione ze wahh na maliwosc¢
obnizenia kacowej wilgotndci i aktywndci wody suszu, oraz popraw
aktywndci enzymatycznej liofilizatow.
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ACTIVITY OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE
LIOPHILIZED WITH CHOSEN PROTECTANTS

Summary

The influence of freeze-drying temperature (20°C&H0and different sugars
(trehalose, lactose and fructose) as osmoprotectingounds on the cell viability
and biotechnological activity of commercial bakeysast,Saccharomyces cere-
visiag were analyzed. It was found, that relatively higimperature of dehydration
of frozen cells (45°C -50°C), let to obtain the qwot of lower humidity, water

activity and comparatively high biotechnologicaltieity, as these obtained at
lower temperature (20°C-40°C). The addition of exab trehalose and lactose
(4% and 2% as well) improved the biological andtdrbnological activity of

S. cerevisiaeells.

Key words: sublimation drying, yeast, osmoprotectans
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