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Mikrohulldmu kezelések hatasanak vizsgalata pektin enzimes
lebontasa soran

Polgéar Aniko — Beszédes Sandor — Szabd Gabor — Hodur Cecilia

Osszefoglalis

A mikrohullamit sugdrzas alkalmazasi kdrének bovii-
lésével a kezdeti tavkozlési feladatok mellett manap-
sag elsésorban a gyors felmelegité képességét kilasz-
nalva, analitikai vizsgdalatok el6készitd miiveleteként,
csiraszegeényltésre és gyors szaritasi eljarasokban
hasznositjak. A gyors hékeltési tulajdonsagan kiviil
fellelhetéek tudomdnyos kizlemények, amelyek az wn.
nem-termikus hatdasokkal kapesolatosak.  Munkdnk
soran megvizsgdltuk az alacsony intenzitdst mik-
rohullami sugdrzasnak a gyiimolesok préselése, a
gviimdleslevek titkrdsitése és a kiméletes membrdnos
besiiritésének eldkezeléseiben haszndlatos pektindz
enzimre gyakorolt hatdsdt. A vizsgdlatainkat pektin
modell oldatokban végeztiik, a pektindz enzim aktivitd-
sanak valtozasat a pektinbdl keletkezé galakturonsav
egységek spektrofotometrids mérésével jellemeztiik. A
mérési eredményeink alapjan a mikrohulldmi ener-
giakdoziés a pektin termikus hidrolizisén nil a pektindz
enzim aktivitdsara is pozitiv hatassal volt. Vizsgdla-
taink szerint az enzim és szubsztrat egyiittes besu-
gdrzdsa esetében tapasztaltuk a legnagyobb mértékii
pektinbomlast. Az eredmények arra engednek kovet-
keztetni, hogy a mikrohulldmii energiakdziésen ala-
pulo elbkezelésekkel a pektin enzimes hidrolizisének
hatasfoka is javithato.

Bevezetés

A mikrohullamui sugarzast az utébbi évtizedekben
egyre szélesebb korben hasznositjdk. A tadvkozlési
rendszerekben a hullamterjedési és visszaverddési
tulajdonsagok vizsgalatan és modellezésén kivil a
mikrohullamt sugarzasnak elsdsorban a hokeltési sa-
jatossagai képezik a kutatasok targyat. A mikrohulla-
mu sugarzas hokeltése az elmozdulasra képes ionokat
tartalmazd rendszerekben elsésorban az ionos vezetés
jelenségére vezethetd vissza, a dipdlus-momentum-
mal rendelkezd vegyliletek esetében pedig, a nagy-
frekvencias elektromagneses térben torténd forgas
generalta sarlodasi ho a felmelegedés alapja.

A hagyomanyos hékézlési eljarasok hatékonysa-
gat jellemz6 paraméterektdl eltérden, a mikrohulla-
mu melegités hatasfokat folyadékfazisi miveletek
esetében elsosorban a molekulak polarizalhatosagat
jellemz6 dielektromos tényez6, és a sugarzasnak
az anyagban vald elnyelddését és hdenergiava vald
transzformaciojat jellemzd dielektromos veszteségi

tényezd hatirozza meg (Laszlo és mtsai, 2005). A
mikrohullam( energiakozlés elényei kozott legtobb-
szOr a hagyomanyos hokezelési eljarasokhoz képest
egyenletesebb felmelegedést (a penetracidés mélysé-
gen beliil), a volumetrikus felmelegitd képességet, a
nagy energiasliriséget és az ezeknek kdszénhetd igen
rovid maveleti id6t emlitik (Szabd, 1991).

Fellelhetéek azonban a szakirodalomban olyan koz-
lemények, amelyek a mikrohulldmi sugdrzas nem
-termikus hatasainak vizsgalataval foglalkoznak. Az
elektromagneses terek nem-termikus hatasait elészor
a human-egészségligyi kockazatok felmérése céljabol
kezdték el vizsgalni. Az évtizedekre visszanyuld vizs-
gélatok alatamasztottak, hogy az elektromdgneses tér
— és ezen beliil annak mikrohullami tartomanya — a
sejtekben stressz valaszt idéz el6, a daganatképz-
dést fokozza, illetve az elvalasztast is befolyasolja
{Daniells et al., 1998).

A hagyomdnyos hokezelés sterilizalo hatasat a
mikrohullami modszerhez hasonlitva is talalhatunk
utaldst a nem-termikus hatdsokra vonatkozodan, alta-
lanossdgban az azonos homérsékleten végzett keze-
lések esetében a mikrohullamu sugarzas alkalmaza-
sanal nagyobb mértékl csiraszam pusztuldst, vagy a
szlikséges hokezelési 1dd lerdvidiilését tapasztaltak.
A mikrohullamu kezelések esetében azonban a frek-
vencia és maga a hullamvezetési tulajdonsagok is
befolyasoltak a hatékonysagot. In vitro kisérletekkel
az alacsony energiaj(i mikrohullamu kezelések soran
a kontrollpopulaciohoz képest nagyobb mértékli no-
vekedést tapasztaltak algak, élesztok és egyes bak-
tériumok tenyésztése esetében, illetve a kezeléseket
kovetben egyes gombék enzimtermeld képessége is
novekedett (Banik et al., 2003).

Mar az 1980-as évek elejétdl kezdddden talalhatunk
szakirodalmi kézleményeket a mikrohullim nem-ter-
mikus hatasainak vizsgalatara vonatkozoan, amelyek
tobbek kozott a sejtek osztddasaban és transzport-
folyamataiban szerepet jatszé prolein-kindz enzim
mikrohutlami kezelést koveld bioldgiai funkcidinak
megvaltozasat a fehérjeszerkezet megvaltozasaval
hozzak dsszefliggésbe (Byus et al., 1984; Laurence et
al., 2000). llletve a fagypont alatti mintak mikrohulla-
mu kezelését kdvetd enzimaktivitds ndvekedésrdl sza-
molnak be (Parker et al., 1996). Mivel tébb szerz6 is
a hagyomanyos hokozlési eljarasoktol eltérd viselke-
dést és reakeio utakat figyelt meg példaul szerves ve-
gyliletek szintézisénél, vagy az azonos koriilmények
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kozott végzett csiraszegényitd és sterilezési kisérle-
teknél, legtébbszor a makromolekulak szerkezeti val-
tozasaival magyarazzak az eredményeket. A hagyo-
manyos mikrohullAmi energiakdzléses miiveleteknél
a termikus és nem-termikus hatasok parhuzamosan
jelentkeznek, azonban nagy energiamennyiség besu-
garzasanal a termikus hatasok erdsen dominalnak. Az
alacsony teljesitménnyel végzett kezelések esetében,
a minta tomegét, illetve térfogatat és a kezelési idot
megfelelden megvalasztva, felmelegedést nem, vagy
csak kis mértékben tapasztalunk, ezért ilyen kisérleti
kortlmények kozott a nem-termikus reakeiok kovet-
keztében lezajld folyamatokrdl is képet kaphatunk.
Az enzimek térszerkezete az altaluk katalizalt fo-
lyamatok lefolyasara és sebességére jelentds hatéssal
van, ezért a mikrohullamu technika nem-termikus ha-
tasainak igazolasara és mérésére az enzimes lebontasi
folyamatok vizsgalata megfelel indirekt médszernek
tekinthet. Az enzimek, mint biokatalizatorok, csak
egy meghatarozott pH- és homérséklet tartomany-
ban miik6édnek, tehat a mikrohullama energiakozlés
hatasara létrejovo felmelegedés egy bizonyos besu-
garzasi id§ utdn inaktivalja Oket, ezt hasznélja ki az
¢lelmiszeripar is az elof6zési, csiraszegényitési és
sterilezési eljardsokban. Talalhatéak azonban olyan
szakirodalmi utalasok is, amelyek az enzimek kis
teljesitményli mikrohullamt besugarzasa esetében
pozitiv hatasokrol szamolnak be. Példaul a mikrohul-
lammal elékezelt cellulaz enzim esetében Neményi
és mtsai. (2008) kb. 20%-os aktivitdas ndvekedést
mértek. A bioldgiai folyamatokban reakciokdzegként
hasznalt viz elektromagneses térben torténd besugar-
zasakor kimutattak tovabbd, hogy a dipdlusos kozeg
a kezelés alatt megvaltozott struktirajat a térersség
megszlinése utan is megdrzi, és az abban a késébbi-
ekben végbemend bioldgiai folyamatokra is hatassal
van (Rai et al., 1997). A hagyomanyos hékezelés és
a mikrohullama kezelések Gsszehasonlithatdsagat
tekintetve azonban meg kell jegyezni, hogy a mik-
rohullam térben t6rténd hémérséklet mérés problé-
mdja, a hagyomanyosto! eltérd hdkeltési- és terjedési
tulajdonsagok miatt az érzékel6k megfelelé elhelye-
zése, illetve a hagyomanyos hbkezeléssel azonos hi-
mérséklet felfutds biztositasanak problémaéja miatt az
eredményeket tobb szerzd is megkérddjelezi.
Munkénk sordn a mikrohullam( sugarzasnak az
enzimes lebontasi folyamatokra gyakorolt hatasaval
foglalkoztunk, méréseinkhez — az eddig még nem
vizsgalt — pektinaz enzimet valasztva. A pektin, mint
andvényi sejtlal egyik dsszetevdje, annak strukturalis
integritasat biztositja. A pektint, mint adalékanyagot
az ¢lelmiszeripar allomanyjavitd adalékanyagként
hasznalja E 440 (a)-pektin, illetve E 440 (b)-amidalt
pektin formaban. Eldallitasa pektin esetében altaldban
citrusfélék és alma vizes extrakciojaval, majd metanol,

etanol és izopropanolos kicsapasaval; amidalt-pektin
esetében az extrakciot kdvetd ligos koriilmények ko-
zOtti ammonias kezeléssel, és az el6z6h6z hasonlé ki-
csapassal torténik. A pektin élettanilag kedvez6 hata-
su, a tabbi élelmi rosttal egytitt a bél mobilitast néveli,
a veérnyomast csokkenti és segiti a kedvezd béltarta-
lom konzisztencia kialakitasat. A pektin masrészrél
egyes ¢lelmiszeripari feldolgozasi folyamatok hatés-
fokat, amilyen példaul a gytimslesok préselése vagy
a gytimdleslevek szlirése €s membranszeparacidja,
nagymértékben rontja, ezért ezen folyamatok meg-
gyorsitasa €s hatékonysaganak novelése céljabol el6-
készitd miiveletként enzimes pektinbontast végeznek
a sejtfalak atjarhatosaganak ndvelése, illetve a levek
viszkozitasanak és a gélképzOdés cskkentése célja-
bol. Az élelmiszeriparban a savas pH-tartomanyban
mikodo (pH 3-6) Aspergillus niger vagy Aspergillus
aculeatus altal termelt enzimkomplexet alkalmazzak,
amelyek alkalmasak lanckozi glikozidos kotés hasi-
tasdra és lancvégi metil-észter csoport lehasitisara
is, alkalmazhatésagi hdmérséklet tartomanyuk 50 °C
alatti.

A kutatasi munkank els6 fazisaban a célunk a kiilon-
b6z6 teljesitmény szintll, alacsony intenzitasi mikro-
hullami sugarzasnak kitett pektiniz enzim pektin mo-
dell oldatban t6rténd hidrolizisének vizsgalata volt.

Anyagok és mddszerek

A kisérleteinkhez por alakt pektint (Pectin A f.d.
Biochemie) és SIGMA P2611 (>9500 U/mL) tipusi
vizes bazisi pektindz enzimet hasznaltunk. A mik-
rohullamtl kezeléseket egy valtoztathatd teljesitmé-
nyll 2,45 GHz frekvencidji folyamatosan sugarozo
magnetronnal felszerelt, monomodust iregrezona-
torral rendelkezd kezeld-berendezésben végeztitk. A
hémérsékletet egy, a mikrohullam térben is hasznal-
hato paraffinkeverék-t6ltett hdmérovel (Lombik Kft.)
mértik. Az enzimes folyamat soran a hémérsékletet
Rai és munkatarsai (1994) pektinaz enzimmel végzett
gylimélcslé elokezelés eredményei alapjan 40 °C-nak
valasztottuk.

A pektin hidrolizise soran keletkezé galakturonsav
meghatarozast m-hidroxibifenil reagenssel, spektro-
fotometrias maodszerrel végeztiik, a szakirodalomban
kozolt Blumenkrantz és Asboe-Hansen modositott
modszere alapjan (Ibarz et al., 2006).

Eredmények és értékelésiik
Kisérleteink soran elészor a semleges és a savas (pH

3) kémhatast modell oldatban 1év6 pektin kiilonbozo
homérsékletre valo felmelegitésének hatdsara torténd
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bomlasat, tovabba a mikrohullimi sugarzas okozta
termikus pektinbomlas mértékét hataroztuk meg. A
mérések soran minden esetben | gL' koncentrci-
6ji 1000 em’® térfogatt, a melegités eldtt 10 percig
kevertetett pektin modell oldatot hasznaltunk. A mo-
dell oldat készitéshez hasznalt pektin is tartalmazott
kismennyiségli szabad galakturonsavat, a desztillalt
vizzel végzett hokezelés nélkiili minta galakturonsav
tartalmat mérve kb. 1,5%-ban. Az enzimkezeléseket
megeldz6 pektin hidrolizis mennyiségi meghataroza-
sat a mikrohullami sugdrzds hatasara az enzimes hid-
rolizis titemében bekdvetkezd valtozasoknak a termi-
kus hatasoktol valo elkiilonitése céljabol végeztiik.

Mind a desztillalt vizes, mind a savas kémhatasi
oldatban a megnévelt hdmérséklet noveli a hidro-
lizis soran keletkezd galakturonsav mennyiségét,
azonban a 80 °C-ot meghalado hdmérsékletli ho-
kezelés egyik esetben sem okoz tovabbi szignifi-
kans valtozast (1. abra). A 20 °C-on, pH 3 kémbha-
tash oldatban a 20 perces kevertetés utan az oldat
142 mgL! koncentracidban tartalmazott galakturon-
savat. Eredményeink alapjan tehat megallapithato,
hogy a pektinbontds szempontjabol a savas kémbha-
tas hatdsa fokozottabb, mint a hémérséklet ndvelése,
mert a 90 °C-ra melegitett mintdk esetében sem volt
tapasztalhatd akkora mérték(i pektinbomlas, mint a
hékezelés nélkiili savas kémhatasa, kevertetett oldat-
ban.
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. dbra: A pektin termikus hidrolizise hagyomanyos
hékezelés esetében

A mikrohullami besugarzas (MW) esetében harom
kiilonbdzd besugarzasi intenzitassal (80, 140 illetve
300 W) végeztiink kezeléseket. Az azonos hdmérsék-
letli hagyomanyos hékezelést kapott oldatokban ke-
letkezett galakturonsav mennyiségéhez viszonyitva,
a mikrohullamt mddszer esetében nagyobb mértéki
bomldst tapasztaltunk. A 70 °C-os kezelési hdmérsék-
leten, illetve azt meghaladoan a mikrohulldmt maéd-
szer esetében a keletkezeft galakturonsay mennyisége
a hagyomanyos kezelést kapott mintahoz képest két-
szeresére — 115 mgl-'-r6l kb. 250 mgL'-re — ndveke-
dett (2. abra).
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2. abra: A pektin hidrolizise mikrohullamu
kezelés esetén

A mikrohullamu kezeléseknek a hagyomanyos keze-
lésekhez viszonyitott erbteljesebb hatdsa egyrészrol a
nagyobb energiasliriiségnek, illetve feltételezhetbleg
a nem-termikus hatasoknak tulajdonithatd. A savas
kdzegben végzett mikrohullamu kezelés alkalmaza-
sdval a pektin bomlasa fokozodott, akir 600 mgL™!
—t meghaladd galakturonsav koncentracid is elérhetd
volt.

A mikrohullamt kezelések hatékonysiganak vizs-
galatahoz a kovetkezd kezelési beallitasokat valasz-
tottuk:

B pektint és pektinaz enzimet tartalmazo oldat
homogenizalasa, hontartas 40 °C-on

» a homogenizalt pektinoldatot mikrohulldmmal
40 °C-ig melegitése, enzimadagolas majd
hontartas hagyomanyos hokozléssel

P az enzimet is tartalmazo6 oldat mikrohullamu fel-
melegitése (40 °C), szubsztratadagolas, hontartas
hagyomanyos hékozléssel

P az enzimet és a pektint egyarant tartalmazoé oldat
mikrohullamt felmelegitése, hontartds hagyoma-
nyos hékozléssel.

A mérések soran a modelloldat pektinkoncentracidja
1000 mgL'!, a pektindaz adagoldsi koncentracioja
100 pL-dm.

A pektinoldat 80 W teljesitménnyel végzett mikro-
hullamu elokezelése, illetve az enzim vizes oldatanak
mikrohullam kezelése esetében nagymértékli kii-
lonbség csak a hidrolizis elsé ordjaban volt, a mik-
rohullammal besugarzott enzim a pektint gyorsabban
tudta lebontani. A pektint a pektindz enzimmel egylitt
kezelve az enzimes hidrolizis kezdeti sebessége foko-
zodott, illetve a mikrohullammal nem kezelt mintak-
hoz képest kb. 19%-o0s ndvekményt értiink el az 6sz-
szesen keletkezo galakturonsav mennyiségét tekintve
(3. abra).

A mérési eredmények alapjan az enzim mikrohul-
[ama besugarzasa kb. 11%-os, a csak pektint tartal-
mazo oldat mikrohullami kezelése kb. 10%-os, a
szubszirat-enzim rendszer besugarzasa pedig kb.
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3. 4bra: A 80 W teljesitményii mikrohullami sugarzas
hatdsa az enzimes lebontas folyamatira

20%-o0s novekedést okozott a képz6dd galakturonsav
koncentracidjaban, tehat a pektinaz enzim mikrohul-
lammal valo aktivitis nGvelése a szubsztrattal egyiitt
torténd besugdrzas esetében volt a legsikeresebb.

Aszubsztrat és a pektindz enzim egyiittes mikrohulla-
m0 besugdrzasa esetén az enzim fehérjeszerkezetében
feltételezhetden bedlld polaritas atrendezédések akti-
vitasra gyakorolt elény6s hatdsa és a pektinmolekula
szerkezeti valtozdsai parhuzamosan mennek végbe,
¢és ennek megfelelden az enzimes lebonthatosag no-
vekedése ebben az esetben fokozottabb.
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4. abra: A 140 W teljesitményii mikrohullamu
sugarzas enzimes lebontasra gyakorolt hatasa

A nagyobb besugarzasi intenzitast (140 W) mikro-
hullamu kezelést kovetd galakturonsav koncentracio
valtozasok tendencidja az elézd mérési sorozat eseté-
ben ismertetettekkel megegyezett. A kisebb intenzi-
tastt mikrohullami kezelés esetében leginkabb haté-
kony enzim és szubsztrat egyiittes besugarzasa adta a
140 W-os kezelések esetében is a legjobb eredménye-
ket, a maximalisan elérhet6 galakturonsav koncent-
racid kb. 5%-al ndvekedett a 80 W-os kezelésekhez
képest, ¢s a telitési érték is kordbban ~ kb. a 60. perc-
ben — mutatkozott (4. abra).

Kovetkeztetések

Munkank soran a mikrohullamil energiakdzlésnek
a pektin enzimes lebontdsara gyakorolt hatdsat vizs-

galtuk. Mérésekkel meghataroztuk a hagyomanyos
hékozlés és a mikrohullami energiakodzlés hatasara
végbemend pektinbomlast, majd az enzimes hidroli-
zishez hasznalt pektindz enzimet, a szubsziritot és az
enzim-szubsztrat rendszert kezeltiik alacsony teljesit-
mény{i mikrohullimi sugarzassal. Az eredményeink
azt mutattak, hogy a mikrohullamu energiakozlés a
termikus hatasnak koszonheté pektinbomldson tul
az enzimes lebontasi folyamat hatékonysagat is no-
veli. A legjobb hatasfok( enzim-szubsztrat rendszer
egylittes kezeléskor a pektinaz altal lebontott anyag
mennyisége a besugarzasi intenzitistol fliggden kb.
20-25%-al novekedett.

Eddigi eredményeink alapjan a mikrohullama su-
garzas jol alkalmazhato a pektinaz enzim hatékony-
sdganak novelésére, azonban tovabbi vizsgalatok
szitkségesek a mikrohullami médszer alkalmazhato-
sdgédnak vizsgalatara valds pektintartalmu oldatok (pl.
gylimdlcslevek) esetébern.
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Examination of the effects of microwave irradia-
tion on the enzymatical hydrolysis of pectin
A. Polgiar—S. Beszédes — G. Szabdo — C. Hoduar

Beside the telecommunication applications micro-

wave (MW) radiation has long been examined in pas-

teurization and sterilization process and as an ana-
Iytical method; and it is well applicable to drying

process based on the rapid heating capability. Be-
vond the thermal effects the so-called athermal ef-

Jects are the focus area of the current MW research

activity. The objective of our work was to examine
the effect of the low intensity microwave irradiation
on the enzymatic depectinization of a model solution.
The enhanced degree of the enzymatic hydrolysis of
pectin could be manifested in higher yield of squeez-
ing and membrane concentration process of berries
and fiuit juices, Based on our preliminary results the
MW treatment increases the rate of pectin hydrolysis
through the higher activity of pectinase enzyme. The
most efficient pectin degradation was obtained afier
the enzyme-substrate sinultaneous MW irradiation.
Our preliminary resulls indicate the low intensity MW
pre-treatments suitable for intensification of pectinase
aclivity.
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