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Komplex ultrahangrendszer értékelése a besugarzas miatt kialakult
mikroorganizmus-csiraszam csokkenté hatas alapjan

1. Bevezetés

Az élelmiszereink minOségét veszélyeztetd Aagensek koziil a
mikroorganizmusok, mint ételfertdzést, illetve bizonyos koriilmények
kozott ételmérgezést el6idézd szervezetek az é€len jarnak. Sok
technoldgiai megoldas all a modern élelmiszeripar rendelkezésére,
hogy ezt a veszélyforrdst a minimalisra csokkentse. Ezek a
megoldasok azonban a mai élelmiszerekkel szemben tdmasztott
kovetelményeknek nem minden esetben felelnek meg. Erre példa,
hogy a legdltalinosabban alkalmazott hdkezelés sordn egyes
vitaminok inaktivalédhatnak, vagy a fehérjék denaturdlodhatnak, igy
az adott €lelmiszer bioldgiai értéke csokkenhet. Természetesen vannak
az egyes €lelmiszerekre specidlisan alkalmazott precizids csiraszam
csokkentési eljarasok 1s, amelyek bekeriilése joval nagyobb
koltségraforditast igényel a hagyomdnyos modszerekkel szemben.
Azonban az ebbdl szarmazd piaci versenyhelyzet elOny miatt az
¢lelmiszeriparban reményeink szerint ez utobbi torekvés kertil
elotérbe. Az altalunk vizsgalt ultrahangos csiratlanitdsi modszer nem
Ujdonsag az élelmiszeriparban. A hetvenes évek népélelmezési
torekvései természetesen a modszer alkalmatlansagat bizonyitottdk. A
mai tarsadalmi fogyasztéi igények azonban lehetdvé teszik kivalo
mindségu élelmiszerek eldallitasat. Ezen gondolatok alapjan végeztiik
el kisérleteinket, melyek eredményeképpen tovabb bizhatunk a
modszer alkalmazhatdsagaban.

2. Irodalmi attekintés

Thackerl, vizsgalta a haploid és diploid pékélesztd (Saccharomyces
cerevisiae) sejtek tulélését, és eltéréseket tapasztalt. Méghozza ezzel
kapcsolatban nem szinkronizalt populacidk vizsgdlatat javasolja, a
sejtek eltérd kavitacios érzékenysége miatt, ezaltal a kapott tulélési



gorbék nem egy, hanem tobb fazisuak lesznek lefutasukban. Emiatt az
eredményei bizonyos eltérést mutattak a szokvanyos exponencidlis
tulélési gorbétdl, habir a kaviticids hataron dolgoz6 kutatok a
pusztuldsi ardnyt az egyszerliség kedvéért allandé exponencidlis
lefutdsira veszik. Hughes?, szintén élesztd sejteket tart fel kavitaciod
segitségével €s arra a megdllapitasra jutott, hogy a kavitacidé sordn
keletkez0 szabad gyokok kevésbé jarulnak hozza a sejtek
feltarodasahoz, mint a kavitici0 mechanikai roncsolé hatasai.
Hradzia®, ezzel kapcsolatosan azt allitja, hogy a sejt szuszpenzidkban
keletkez6 szabadgyokok és mas anyagok altal kivaltott szonokémiai
hatdsok a sejtek életképességének mindossze 2-3 %-os csokkenését
okozzdk. Thacker?, vizsgdlt tovabbd négy genetikai rendszerhez
tartozo éleszto sejteket, az ultrahang mutagén hatasanak tekintetében.
A mitokondridlis DNS-ben legtobbszor mutaciés hatds volt
kimutathatd, azon a frekvencian €s intenzitason, ahol kavitacio alakult
ki. A mutagén hatds pedig novekedett a homérséklet emelkedésével.
D.E Hughes és W.L. Nyborgs, Vizsgéltdk az Escherichia coli
baktériumok ultrahang altali pusztuldsat, €s azt tapasztaltdk, hogy
stabil kavitacidé esetében is megtortént a sejtek pusztuldsa, igy ez
alapjan azt allitjak, hogy a tranziens, 6sszeomld tipusu kavitacié nem
elengedhetetlen a sejtek széttoredezéséhez. Ter Haar® szerint, az
ultrahangnak aldvetett sejtek esetében, amelyeknél homérséklet
novekedés 1ép fel €s amely sejtek nem pusztulnak el rogton, ott
szaporodOképesség vesztés 1ép fel. Chapmann7, kimutatta, hogy az
ultrahang  képes szubletalis valtozasokat  indukdlni a
plazmamembridnban példaul a kdalium anyagforgalom azonnali
csokkenésével.

3. Anyag és modszer

Kisérleti teszt mikroorganizmusként 1 g pékélesztot
(Saccharomyces cerevisiae) szuszpendaltattunk 500 ml vizben, igy a
sejtkoncentracio 2#10%ml. A jobb detektalhatosdg miatt a
szuszpenzioba egy csepp metilén kék oldatot cseppentettiink ez igy
még nem befolydsolta a mikroorganizmus vitalitasat. Ezt a
szuszpenziot folyadékaramoltatasos rendszerbe toltottiik perisztaltikus
pumpa segitségével. A folyadékaramoltatdsos rendszert azért
alkalmazunk, mert a kiillonbozo céllal alkalmazott szerkezeti



egységeket lehetetlen egy térben elhelyezni. A folyadékot a betoltés €s
a rendszer rovidre zardsa utdn a perisztaltikus pumpa keringeti a
kiilonbozd szerkezeti egységek kozott. A folyadékot ezek utin nem
kozvetleniil, hanem specidlisan erre a célra kialakitott atfolyo kiivettak
altal kezelhetjiik, illetve vizsgdlhatjuk. Igy a szuszpenzié specidlisan
kialakitott ultrahangos kezel® kiivettdkon keresztiil csatlakozik az
ultrahangos rendszerhez, ahol a tulajdonképpeni kezelés torténik adott
frekvencian €s teljesitményen. Majd a folyadék tovabb haladva a
detektorként alkalmazott biologiai mikroszkopban elhelyezett
detektorcelldba jut, ahonnan a kép CCD kameran at a szamitogépes
archival6 rendszerbe, illetve egy specidlis dalszin-koédoldé nevii
miszerbe jut. A miiszer a sziirkeségi fokok alapjan képes kiilonbséget
tenni az objektumok kozott, €s ezt teriiletegységre vonatkoztatja. A
teriiletegységeket két pontos kalibracié alapjan is képes allanddan
nyomon kisérni €s jelen esetben a sejtpusztulds mértékét az eldzetesen
kalibralt 100%-os ért€khez képest kijelezni, valamint ezt az értéket
fesziiltségjellé alakitva egy plotterhez iranyitani, ahol 1do
figgvényében gorbét kapunk, amely alapjdn a mindenkori
sejtkoncentraciot kisérhetjiik nyomon. A rendszerhez tartozik még egy
termosztat, amely alland6 homérsékletet biztosit. A rendszerek
egymashoz kapcsolodnak. Mivel az analitikai egység még fejlesztési
stddiumban van, a kapott sejtszam értékek a folyadékrendszer
megcsapolé csonkjan iddegységenként vett minta sejtszamdnak
immerzids objektiv alatti leszdmoldsdval keriilnek meghatarozasra.
Sejtnek minden esetben az €p sejtfallal rendelkezo vitalitast tiikr6zo
sejtek minOsiilnek. A kezeléseket 0,8-1MHz frekvencia mellett 7,5;
9,6; 10,5 és 12 W/cm® teljesitményeken végeztiikk €s meghatarozott
idOopontokban mintat vettiink a szuszpenziobdl, amit kiértékeltiink az
immerzi0s objektiv alatt lathat6 atlagos sejtszamok alapjan.

4. Eredmények és értékelésiik

A mintavételek sejtszam alakuldsa szdzalékos aranyban az 1.
tablazatbol, €s az 1. 4brabdl latszik. Lathatjuk hogy a nagyobb
teljesitmények alkalmazasa mellett az 1d0 fliggvényében drasztikusabb
sejtpusztulasok  figyelhetdk meg. Hogy egy modellképletet
kaphassunk, a rendszert 22 db/latotér kiinduld sejtszdmokra
korrigdltuk (2. tablazat) és ezeket az értékeket pontdiagramban



abrazoltuk. A pontokra kiillonb6zd trendfiiggvényeket helyezve (2.
abra) a logaritmusos trendfiiggvények mutattdk a legmagasabb szintii
korrelaciot. A fuggvények addicidés és szorzd tényezlire trend
fliiggvényeket helyezve, végeredményképpen a 3. tablazatban lathato
képletet kaptuk. Ennek segitségével kiszamithatd, hogy adott kiindul6
sejtszdmu anyagot mekkora teljesitményii ultrahanggal kell kezelni,
hogy a sejtszam a kivant értékre csokkenjen adott 1do elteltével, vagy
éppen egy allandé teljesitményli ultrahang behatds idejér lehet
meghatarozni a sziikséges sejtszam eléréséhez. Természetesen ezek az
értékek a mi  rendszeriinkre  vonatkoznak, és  altalanos
alkalmazhat6sdgdhoz korrekcios tényezot kell alkalmazni az aktualis
viszonyoknak megfeleléen. Végil az 3. dbran a 7,5 W/em’
teljesitményll kezelés visszahelyettesitését mutatja, azt hogy a képlet a
val6sagos kiindulo sejtszamhoz képest soha nem mutat 15%-nal
nagyobb eltérést.

1, tablazat: Latoterenkénti sejtszam alakulédsa az 1d6 fiiggvényében a
kiindulasi sejtszamot 100%-ban meg hatarozva

Immerzids latoterenkénti sejtszam (%)
kezelési 7,5W/cm? 9,6W/cm? 10,5W/cm? | 12W/cm?
id6 (perc)
0 100 100 100 100
15 65,21 63,63 66,66 56
30 56,552 50 40 44
60 52,17 40,9 20 16
105 39,13 22,72 10 8
165 32,6 13,63 6,66 4
250 21,73 3,63 2 0,8
265 19,56 2,27 0
285 17,39 0,9
405 1,7




1. 4bra: Elesztd sejtszam véltozdsa az idd fiiggvényében a kiilonb6z6

2, tablazat: 22 db/ latotér sejtszamra korrigalt kiindulasi sejtszam

Eleszté sejtszam valtozasa az id6 fiiggvényében, kiilonbozé teljesitményii ultrahang
kezelések hatasara
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Az immerziés latétérben szamlalt sejtek szamanak 22 darabra térténd korrekcidja a
logaritmusos trendfliggvény érdekében

7,5 9,6 10,5 12,0 4,0 40,0
1 22,0 22,0 22,0 22,0 24,4 20,9
15 14,3 14,0 14,7 12,3 18,5 2,9
30 12,4 11,0 8,8 9,7 16,9 -1,8
60 11,5 9,0 4.4 3,5 15,4 -6,4
105 8,6 5,0 2,2 1,8 14,2 -10,1
165 7,2 3,0 1,5 0,9 13,2 -13,1
250 4.8 0,8 0,4 0,2 12,2 -15,9
265 4.3 0,5 12,1 -16,3
285 3,8 0,2 12,0 -16,8
405 0,4 11,2 -19,1

A mért pontokra illesztett legmagasabb korrelacios egydtthatéval rendelkez6 trendek
y = -3,3596Ln(x) + 23,287
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2. abra: 22 db/ latotér sejtszamra korrigalt kiindulasi sejtszam

pontdiagrammja, illetve az alap trendfiiggvények




3. tablazat: a végsd Osszefliggés az ultrahangos kezelés modellezésére

y=a*Inxo+b (Xo=idd, min)
a=-1.9376%Inx1+0.4753 (xi=teljesitmeny, W/cm2)
b=-1.5277"Inx1+26.567 (X =teljesitmény, W/cm2)

Az eredetileg mért éleszto élésejtszam értékek és a trend fliggvény értékeinek
egybevetése a 7,5 Wicm2 teljesitményen az idé fliggvényében
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3. 4bra: a val6s €s a képlet alapjan szamitott értékek egymasra
vetitése

5. Kovetkeztetés

Az ultrahangos kezelés nagy reményeket nyujt a precizios fizikai
¢lelmiszerkezelések csoportjdban. A  jovOben a mikrobidlis
szelektivitds vizsgalata, a koncentracio és hOmérséklet fiiggés
tanulméanyozasa a célunk.
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