1. ANYAG ES MODSZER

1.1. Homogén mikrohullamu tér kialakitdsa

A mikrohullamU besugéarzasok soran allandosult gnolal, hogy a besugéarzott anyagban a
mikrohullam hatasa nem egyforman, nem kiegyenditetirvényesul, azaz elémértékben
melegitve fel az adott anyagot. Az emlitett proldémegoldasaként a besugarzasok soran
vizcsapdak alkalmazasaval homogenizaltuk a miktail teret. Ezen kutatasi feladatokat
egy masik OTKA palyazat keretében valositottuk még ott elért eredményeket
felhasznalva megbizhato kezelési kortilményekeitalhknk ki.

1.2. Fogyasztdi-, illetve nyers tej mintakban l&y lipdz és xantin-oxidaz enzimek
vizsgalata

A vizsgalatok célja az volt, hogy bizonyitsuk, hagynikrohullamnak adhatason kivil van
egy ugynevezett nem termikus hatasa is. Ennek éb#geka vizsgélt anyagokat (kitlonBoz
zsirtartalmu nyers, illetve fogyasztoi tejmintakadbtagyomanyos uaton dtélapon) és
mikrohulldm alkalmazésaval is felmelegitettik, magd mintakat konvektiv szaritasi
kezeléseknek vetettik ala. A mikrohullaml kezelésekiso szaloptikaval kiegeészitett
Panasonic inverter tipusd mikrohullama egységbdieivé Mars tipust mikrohullamu
berendezésben, 100 W teljesitmény mellett 25 pevéigeztik. A bkezelések utan a
tejmintadk kozvetlenll a szaritécsatornaba kertlgdlgl a mintdkat a fogyasztoi tej esetében
30 °C-0s, 2 m/s sebessédevedvel, nyers tej esetében 40 °C-o0s, 1,5 m/s sebgésség
leveghvel fogyasztdi mintédk esetében 90 percig; nyersnbéjtak esetében 120 percig
szaritottuk. A mintak émérsékletvaltozasat témegvaltozasat Labview progsagitségével
rogzitettik. A szaritécsatornara azért volt sziksdmpy a kilonbdz hokezelések okozta
valtozasok szembi@obbek legyenek.

A kezelések utan a tejmintak fizikai tulajdonsadaltés szaradasi intenzitas, mintak
felszinén kialakult tejr szerkezete, a tejben tevzsirgolydk méretében bekodvetkez
valtozasok) eltéek volta a hagyomanyos utorbzélapon melegitett tejmintak fizikai
paramétereihez képest. A mikrohullamu besugarziastiben 30 perc elteltével tapasztaltuk a
zsirgolydk meéretvaltozasat, aminek hatterében uégink szerint a tej kilonbéz
enzimjeinek nikodése all. A tejben lévlipaz és xantin oxidaz (XO) enzimek aktivitasanak
megvaltozast vizsgaltuk, HPLC és spektrofotométhralsznalasival. Annak érdekében, hogy
pusztan az enzimre, illetve annak aktivitdsara ggalk hatasokat tudjuk vizsgalni, (a tej
egyéb alkotorészeinek zavard hatasét kikliszobdivetik a tiszta enzimszuszpenzidban
bekovetkezett enzimaktivitasok valtozasat a koh{raklegités nélkuli), aszélapon tortén

és a mikrohulldamu melegités soran (Az itt bemutatdzsgalatok elkisérleteit A
mikrohullam hatasa a kulonbébiologiai (meZdgazdasagi) anyagokiaimi OTKA kutatasi
palyazat keretében részletesen ismertettiik.)

A mikrohullamU besugarzasok mellett ultrahanggadezeltik a mintdkat, azonban ebben az
esetben nem tapasztaltunk lényeges valtozasokat.



1.3. Cellulaz enzim vizsgéalatok

Ebben a kisérletsorozatban kiindulasi oldatkéntabietat - ecetsav puffer oldatot (pH 4,6)
hasznaltunk. A pufferoldatban szuszpendaltattuk @-()-cellobiéz szubsztratot, valamint
2 ml 1,4-(1,3:1,4)-B-D-Glucan-4glucano-hydrolaség(®a-Aldrich, ATCC 26921) enzimet.
A kezelések soran 50 W teljesitméninverter (folyamatos) mikrohullamu besugéarzassal
noveltik az enzim-szubsztrat szuszpenzimérsékletét 45 °C-ig. Kontrollként ugyanolyan
enzim-szubsztrat szuszpenziét melegitettikélapon hasonlé melegitési paraméterek
alkalmazasa mellett.

A kezelések utan a mind a két oldatot 37 °C-on ldiwk.

A cellobiaz enzim a D-(+)-cellobiozt D-glikozza lan Az enzimaktivitast ugy kovetjuk
nyomon, hogy mérjik az oldatok glikéz koncentrdoidk megvaltozasat. A mérés soran az
oldatbdl 100pl-nyi mennyiséget kiveszink. Ehhez adunk 10 ml giikeagenst, majd a
kapott oldatot 10 percig 37 °C-on inkubaljuk. Ezaedn spektrofotométerben 505 nm-en
mértik az oldatok abszorbancigjat.

Mind a mikrohullammal mind aégélapon melegitett mintakbdl kdzvetlen a kezeléseln ut
(O perc), majd 30, 60, 120 illetve 180 perc eltadtévettiink mintat, és mertik az oldatok
abszorbancigjat.

A mérések soran vizsgaltuk, hogy az enzimszuszfpknmennyi ideig 6rzik meg az
aktivitasuk megvaltozasat. A szuszpenziokat 8 °@kw&szekrényben taroltuk 48, illetve 96
Ordig. A tarolas soran hagyomanyos moddémétapon felmelegitettilk az oldatokat 37 °C-ra,
majd vizsgaltuk az enzim cukorbonto affinitasat.

1.4.Saccharomyces cerevisiae élettevékenysegének vizsgalata

A vizsgalatok soran (~8°C-o0s) 200 ml desztillalz \dlapu 0,85 % NaCl —ot tartalmazo
fiziol6gids sboldatban oldottunk fel 2 g &ékeszbét (Saccharomyces cerevis)aanajd a
szuszpenziot 5 percig magneses kévabaval megkozetiteg 100 rpm/min. érték mellett
homogénné tettik. A kisérleti mintat 50 W teljesity alkalmazédsa mellett megkdzélky
50-55 percig melegitettik azéeb pontokban emlitett mikrohullamua keébkrendezésekben,
mig kezelt anyag dmérséklete a kiinduldsi ~10 °C-r6l 45 °C-ig nem keuett, mert a
Saccharomyces. cerevisidé-48 °C kozt szaporodoképes.

Ugyanolyan melegitési paraméterek mellgitéfapon is melegitettink 200 ml kontroll
szuszpenziot, melynek 0Osszetétele a kisérletbereltkemintaéval teljes mértékben
megegyezett. Mindkét melegités soran kevertettikezelend anyagot: a mikrohullama
készllékben a kevér rogzitettilk és a forgétanyér mozgasa keverteldatat, a 6z6lapon
pedig magneses kewrabaval megkodzetiteg 100 ford/perc érték mellett végeztik a
keverést. A melegitési dd letelte utan metilénkék festési eljarast végeztiak
kovetkedkeppen: 50Qul metilénkék oldat + 50Qul mikrohullammal kezelt szuszpenziét 5
percig inkubaltuk, majd fénymikroszképba helyezBtirker kamraban megszamoltuk az
attetsd szini él6 és a sotétkékre fégtott holt sejteket (2. abra). A detektalas a mikkGpra
rogzitett kameraval tértént. Mind a mikrohullam&zé&kés, mind adzélapos melegités &t a
fent leirt metilénkék festési eljarassal Birker kalpan megvizsgaltuk a mintak kezelésttel
kiindulasi allapotat is.



2. dbra: Szaporod¢ élesitejtek vizsgalata Burker kamraban.

Az elszéekben leirt kisérletek megismétlése tortént azzaikdnbséggel, hogy mind a
mikrohullammal kezelt, mind aézélapon melegitett szuszpenzié 12%-ban R-D-glukézt is
tartalmazott.

Az éleszbsejtek vitalitasat a Blrker kamras sejtszamlaladethduoreszcens mikroszképpal
is vizsgaltuk a kovetkézmodon: 50ul szuszpenzié + 450 pl akridinoranzs3(i5P Alfa
Aesar, Molar Chemicals Kft) 1%-os fluoreszcens éksldatat vizsgalatuk Olympus BX60
fluoreszcencia mikroszkopban.

2. EREDMENYEK

2.1. Homogén mikrohullamu tér kialakitasa

A mikrohullam( kezéditérbe helyezett mintatarté edény korul a t&€reomogén eloszlasat
kell kialakitani. A kezditérbe helyezett vizcsapdak alkalmazasaval a minbagalény kordl
homogén tér alakul ki, ami a mintak egyenletes é&medésében nyilvanul meg. A
vizcsapdak poziciéjat a mintatarté edény alakjetvié a kezelt anyag nieége és
mennyisége hatdrozza meg. Optimalis esetben a knsugarzasa utdn az anyagon belil
maximum 2,6°C-os mérsékletkilonbséget tapasztalhatunk. émérsékleteloszlasokat
infrakameras felvételek segitségével detektaltuk.

Abban az esetben, ha a kdzponti edénybefkérelt anyag homogénezett tej, a vizcsapdakat
a kozépponttél szamitva 4,7 cm-re kell elhelyefbben az esetben a kemdény és a
vizcsapda edényeinek kdzéppontja kdzott a tavdedp cm.

2.2. Fogyasztoi-, illetve nyers tej mintakbar l&v lipaz és xantin-oxidaz enzimek
vizsgalata

A tejben 1é¥ enzimek kozul elként a lipazok (lipoprotein lipdz) aktivitasanak
megvaltozaséat vizsgaltuk. Magas nyomasu folyadékktografiaval (HPLC) detektéltuk a
tej, valamint az enzimszuszpenzié szabad zsirsatjé&rek megvaltozasat (3.—4. abra).
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3. abra: A f6zélapon, valamint a mikrohullammal melegitett tejraktian 1% zsirsavak
mennyiségi valtozasa zsirsavankeént, illetve aagkesverékben.
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4. abra: A f6zélapon, valamint a mikrohullammal melegitett enzioszpenzidban lév
zsirsavak mennyiségi valtozasa.

A mikrohullammal és adkoélapon tortéd melegités utdn a tejmintakban igen, de a tiszta
enzimszuszpenzidoban nem mutathatd ki szignifikan®rbség a szabad zsirtartalmanak
megvaltozasa kozott. Az eredmények alapjan tehatlebet egyérteliien kijelenteni, hogy

a mikrohullam hatasara megnovekedik a lipaz enziktivikasa, ellentétben a
szakirodalomban megfogalmazottakkal. A mérési easthkidl kiindulva feltételeztiik,
hogy a mikrohullam egy masik, szintén a zsirgolydk&zoros kapcsolatban &wenzim
aktivitasadt befolydsolhatja, ami majd kozvetve I&gaml a lipdz aktivitasanak
megndvekedéséhez.

A zsirgolyék membranjahoz kapcsolodé xantin oxid®) enzim altal katalizalt reakciok
sebességének megvaltozdsat meértik a kordbban abikatim melegitési paraméterek
alkalmazasa mellett. Az XO aktivitas megvaltozas réeé soran spektrofotométer
felhasznaldsaval 290 nm-en detektaltuk a tej hielmogeroxid szintjenek megvéltozasat
(5. abra).
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5. abra: A tejmintak atlagos hidrogén peroxid tartalmanakozasa a kezelés ota eltel id
fuggvényében a kontroll, &Z6lapon tortéd, valamint a mikrohullama melegités soran.

A xantin oxiddz esetében is megvizsgaltuk a tiszteimszuszpenzidban bekdvetkez
aktivitasvaltozasokat, a kontroll mintakhoz viszitng, a kétféle melegitési mod alkalmazéasa
esetén. Ezeknél a méréseknél 240 nm-en deteki@ltakntaban jelenléyshidrogén peroxid
(6. abra) mennyiségének megvaltozasat.
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6. 4bra: Az enzimszuszpenzidk atlagos hidrogén peroxidlradnak valtozasa a kezelés
Ota eltelt id figgvényében akélapon tértéd, valamint a mikrohullamu melegités soran.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a miki@mu besugarzas megnoveli a xantin
oxiddz enzim aktivitasat, ami szignifikansan igaatd. A xanthin oxidaz aktivitasanak
megvaltozasa réven a zsirgolyd membran felszakaalenne l&vtrigliceridek kikertlnek a
zsirgolyén kivilre, ahol kapcsolatba kerilhetnekegpen 1é¥ lipazokkal. A triglicerid
szubsztratum szabadda valasa hozzajarul a lipamakizvitasanak megnévekedéséhez.



2.3. Cellulaz enzim vizsgalatok

A spektrofotométer mérési eredményeit a 7. abratjaut
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7. &bra: Mikrohullammal ésdzélapon kezelt enzimszuszpenzio aktivitasanak vaiaza
kezelés utan.

A méréseket 9 ismétlésben hajtottuk végre, a gtikes értékelés utan megallapithatd, hogy
szignifikans kulonbség van a mikrohullammal illetae 6z6lapon melegitett mintak
enzimaktivitasa kozott. A mikrohullam hatasara azimmikdodés megkozebiteg 25%-kal

volt intenzivebb, mint az azonos korulmények kgzdake BHzoélapon melegitett mintak
esetében.

A 48 lletve 96 oraig 8 °C-on tarolt enzimszuszpéhz aktivitAsanak megvaltozasat
dsszehasonlitottuk a friss mintakkal. A kapott exédyeket a 8. abra szemlélteti.

O Mikrohullammal kezelt friss minta B F6z5lapon kezelt friss minta
OMikrohullammal kezelt 2 napos mintd Fézslapon kezelt 2 napos minta

5.0 W Mikrohulldmmal kezelt 4 napos mint@ Féz6lapon kezelt 4 napos minta
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8. &bra: A mikrohullammal és adkzélapon kezelt enzimszuszpenzié aktivitds valtozasa a
kezelést koveéien, illetve 48 és 96 Oraval kidsh.



Az eredmények alapjan kijelentBethogy a mikrohullammal kezelt cellobidaz enzim a
kezelést kdvélen 96 Ora elteltével is megndvekedett aktivitastana Hzoélapon kezelt
cellobidz enzimszuszpenziéhoz képest.

2.4. Saccharomyces cerevisiae élettevékenységének vizsgalata

A fézélapos melegités soranSaccharomyces cerevisighsejtszama a kiindulasi értékhez
képest 5%-0s novekedést mutatott. A mikrohullam@ubarzas hatdsara azonban jéval
nagyobb mérték 57%-0s élsejtszam emelkedés tortént a hagyomanydgdldpos
melegitéshez képest (9. abra).
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9. abra: A Saccharomyces cerevisia¥sejtszamanak ndvekedési aranya: 57%
mikrohulldmu és 5%dz6lapos melegités sordn NacCl tartalma oldatban.

A 12%-ban R-D-gliik4zt tartalmazd szuszpenziokkajzedt mérések alapjan azdgtjtszam
novekedése bizonyitott, de ebben az esetben ajtaéti@zelés eredményeinek 60%
(mikrohullam) ill. 40%-o0s @z6lap) értékei kHzott kisebb volt a kilonbség (10agb
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10. abra: A Saccharomyces cerevisialésejtszamanak névekedési aranya 60%
mikrohulldmu és 40% 6k6lapos melegités sordn NacCl és 3-D glukoz tartalidatioan.



Az elvégzett fluoreszcens proba alapjan @zséjtek zold szifire, a holt élesékejtek pedig
narancsszifre festdtek (11. abra).

11. abra: Saccharomyces cerevisiae sejtek fluoreszcens szkopos (400x-0s) vizsgalata.

Az eredmények arra engednek koévetkeztetni, hogydkéinmelegitési moéd befolyasolja a
subéleszd (Saccharomyces cerevis)aélettevékenységét, noveli a szaporodas mértékét.
Mivel a mikrohullaml besugarzas hatasara egyétiehm nagyobb meérték volt az
éleszésejtek szaporodasa, igy feltételezhetjik, hogy &rahullam a hagyomanyos
melegitéshez képest nem termikus hatassal is baly npari korilmények kozott
meggyorsithatja az éleézejtek szaporodasat és befolyasolhatja fizioléglasmikddését.

Az eredmények olyan tovabbi kisérletek alapjai tieble, melyek az élesigejtek egyéb
fiziologias folyamatait: enzimatikus tkddést, membran ill. sejtfalstruktira valtozasait
célozzak meg.



