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1. Bevezetés

A novekvo fogyasztoi igények egyre nagyobb kihivast jelentenek az élelmiszeripar szamara. A
jelenleg hasznalt feldolgozasi technolégidk sokszor kompromisszumok elé allitjak a gyartokat,
mivel az ¢élelmiszerek feldolgozésa soran fellépd hatranyos mellékhatdsok nagyban
befolyasolhatjak a fogyasztok hozéaallasat termékeikhez. Ezen, nem kivant valtozasok
kikiiszobolése érdekében sok idét és pénzt fektetnek uj, kiméletesebb eljarasok fejlesztésébe.
Ennek koOszonhetéen az elmult években egyre nagyobb figyelmet forditanak a kiméletes
eljarasokra (,,minimal process”), melyek alternativaként szolgalhatnak a jelenlegi technologiak
mellett.

Szamos kutatas beszamoloja szerint (Ohlsson & Bengtsson, 2002; Perera, 2020; Velderrain-
Rodriguez et al., 2019) a kiméletes feldolgozasi technologiak, mint példaul a nem termikus
technologiak (magas nyomasu kezelés (high hydrostatic pressure), besugarzas, pulzalé elektromos
térerd (pulsed electric field), hideg plazma technolégia (cold plasma technology), ultrahangos-,
illetve az ultraibolya kezelés), a termikus kezelések (sous-vide), valamint a kiilonbozo
csomagoldsi technologiak (modositott atmoszféraja csomagolas, aktiv — ¢és/vagy ehetd
csomagoloanyagok hasznélata) megoldast nytjthatnak példaul az élelmiszerek eltarthatosaganak
novelésére.

A fent emlitett kezelések koziil az ultrahang, sokrétli felhasznalhatosaga miatt kivalo
alternativaként szolgalhat szamos élelmiszeripari eljaras kivaltasara. Az ultrahang elektromos
energiabol atalakulo mechanikus, ciklikus nyomashullam, mely frekvencidja az emberi
hallastartomany felett van (>20 kHz). Az ultrahang okozta nyomas kovetkeztében ugynevett
akusztikus kavitacio jelensége 1¢ép fel (Hardcastle et al., 2000). Az akusztikus kavitacido Gsszetett
folyamat, inkompresszibilis kdzegekben altaldban hirtelen nyomasesés hatasara pontokban
létrejovo jelenség, melynek soran a kdzegben annak lokélis "szétszakadédsa" miatt tobbnyire
mikroszkopikus, par mikrométert6l néhany szdz mikrométernyi atmérével rendelkez6 iiregek
(buborékok) képzddnek. Az atmeneti buborékok gyors implozidjanak (Osszeomldsdnak)
eredménye a hdhatds, melynek sordn az dsszeomlds kis kornyezetében, néhdny milliszekundum
ideig akar 5500°C hémérséklet is eloallhat, a kialakuldé nyomas pedig az 50 000 kPa-t is elérheti.
Az ultrahangos kezelés lehet kozvetlen, mely esetben a termék kozvetlen kapcsolatban van a
kezeld berendezéssel, valamint ugynevezett flirdds eljaras, ahol a kozvetitd kozeg valamilyen
folyadék. A legtobb kutatas soran ugynevezett direkt kezeléseket alkalmazzak, mely soran egy
ultrahangos fejet meritenek a kezelend6é kozegbe. Ez az eljaras jellegébol kifolyolag, csak

folyékony ¢élelmiszerek esetében alkalmazhato.



A szakirodalomban szamos kutatas (Luque de Castro & Priego-Capote, 2007; Muthupandian
Ashokkumar & Franz Grieser, 1999) szamol be az ultrahangrdl, mint kiegészité eljaras, melyet
sikeresen alkalmaztak példaul szilard élelmiszerek szaritasi folyamatanak felgyorsitasahoz vagy
folyékony élelmiszerek (pl: gylimdlcslevek) viszkozitdsanak, szdrazanyagtartalmanak
megvaltoztatasara, illetve mikrobiologiai veszélyek csokkentésére.

Dolgozatom sordn ezekre a kutatdsokra alapozva szeretném megvizsgalni az ultrahang hatasat
kiilonbozd, folyékony halmazallapotu tojastermékek jellemzdire, valamint a kapott eredményeken

keresztiil bemutatni a technologia alkalmassagat a jovOobeni fejlesztésekre az iparban.



2. Célkit(izések

Célkitlizéseim alapja az ultrahangos kezelés kiterjedt alkalmazhatdsaga, mely lehetdséget nyujt a
kiilonboz6 tojastermék kiméletes kezelésére, valamint jellemzdinek elényds valtoztatasahoz. Erre
a technologiara a szakirodalomban legtobbszor csak kiegészité modszerként tekintenek egy masik,
0 kezelési eljaras elosegitésére. Célom az, hogy az ultrahangot, mint fo eljarast alkalmazzam
sikeresen a tojastermékek esetében.

Kutatasaim soran az alabbi kérdésekre kerestem valaszokat:

1. Képes-e az ultrahang dnmagaban szignifikans mértékben csdokkenteni a mesterségesen E.
coli-val fert6zott tojaslevek mikrobiologiai szennyezettségét?

2. Kimutathaté-e az ultrahang hatdsa a tojaslevekre kozeli-infravords technologia (NIR)
segitségével?

3. Képes-e az ultrahang, mint 0 kezelési modszer kiegészitve egy enyhe hdkezeléssel a
mérési hatar ala csokkenteni a tojaslevek E. coli szamat?

4. Milyen mértékii valtozast okoz az 6nallo ultrahang kezelés és a kombinalt kezelés a
tojastermékek kozeli infravords spektrumanak jellemzdéiben?

5. Milyen hatéassal van az ultrahangos eljaras a tojasfehérje habképzd képességére, illetve

habtartossagara?



3. Irodalmi attekintés

3.1 A tojas felépitése

A madartojas, mint értékes taplalékforras mar az emberiség hajnalan is jelen volt. A gyljtogeto
¢letmodot folytatd 6sember szamara akkoriban valdszintileg a konnyebb megszerezhet0ség miatt
volt kiemelkedd, az emberiség fejlodése soran viszont mar tudatosan haziasitottak a csirkét a tojasa

miatt, mar ie. 7500 el6tt (McGee, 2014).

Osszetevdinek sokfélesége és egyenstlya, mely biztositja az allati embrié fejlddéséhez
sziikséges tapanyagokat, magyarazza kivételes taplalkozasi mindségét €s fontossagat az emberek
szamara. A tojas amellett, hogy az allatvilag legnagyobb petesejtje, rendelkezik fizikai (h¢j),
illetve kémiai védekezési rendszerrel is, mely biztositja az embrié védelmét (1. abra). A tojas
harom f6 részre bonthatd: a fehérjére, mely a tojas tomegének 57-65%-at alkotja; a sargajara, mely
25 és 33% kozott mozog, illetve a héjra, ami 8,5-10,5% (Roberts 2004; Nys, Bain, and Van
Immerseel, 2011).

csirakorong

k6zépsé, stirtin folyd fehérje kiils6, higan foly6 fehérje

tojashéj sérgédja
tojashéj

védébevonata >, jéqzsinér
légkamra

1. dbra: A tojas felépitése

(Earthlife.net, 2024)

A tojas kiilsé védelmét egy foként kéalcium-karbonatbdl all6 meszes héj biztositja. A héjat egy
véddbevonat, az ugynevezett kutikula réteg boritja, mely a meszes héj polusait zarja el, meggatolva
ezzel a mikroorganizmusok bejutasat a belsé rétegekbe. A kutikula feladata tovabba a belsd
nedvesség elparolgasanak mérséklése (Mann et al.2006; Wang et al. 2002). Az iparban eléfordul,

hogy a kiils6 szennyezddéseket mosassal tavolitjak el a tojas feliiletérdl, s bar a mosas eltavolitja
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a feliileti szennyez6 anyagok java részét, ezzel csokkentve a tojas mikroba terhelését, viszont ezzel
egyid6ben a kiilsd védoréteg is elvékonyodik, esetleg el is tiinik, utat engedve a fennmarado
mikrobaknak a tojas belseje felé (O’Bryan et al. 2017).

Kovetkezd védelmi pont a tojashéj és a tojasfehérje kozott elhelyezkedd kétrétegii (kiilsd €s belso)
héjhartya (membrana testacea). Ezek a hartyak egyfajta szlrdként funkcionalnak a
mikroorganizmusok elleni védekezésben. A két réteg a tojas alsd, tompa felénél szétvalik és
kialakul a Iégkamra (Roberts 2004, Szilard 2013). A légkamra méretébd1 kdvetkeztethetiink a tojas
mindségére, frissességére, mivel az id6 milasaval mérete megnovekszik, ahogy a két hartya egyre
jobban eltavolodik egymastol (Sharaf Eddin et al. 2019).

Ezen védelmi rétegeken beliil talalhato a tojasfehérje, mely egy heterogén kozeg, ami viszkozitasa
alapjan harom rétegre bonthat6: egy higabb és egy slriibb kiilsé rétegre, valamint a sargajaval
kozvetleniil érintkezd belsd rétegre. A kiilsé részen egy hig folyadékréteg talalhato, melyet egy
stirlibb, vastagabb fehérjeréteg kovet. Ezek aranya a tarolas soran megvaltozik (Nys et al., 2011).
A kiils6 két réteg 1ényegi kiillonbségét az ovomucin tartalma adja (Brooks & Hale, 1961). A két
kiils6 réteg fehérjetartalmuk szempontjabol legnagyobb részt albumint tartalmaznak (54%).
Mikrobiologiai védelem szempontjabol fontos szerep jut ennek a rétegnek, hiszen az
ovotransferin, ovoglobulin, illetve a lyzozim tartalmuk mikrobagatlo hatassal rendelkeznek.
Tovabba a sirt fehérje része a jégzsinér, aminek feladata, hogy stabilitast biztositson a tojas
sargajanak és megvédje azt a razkodastol. Végiil a harmadik, sargajaval érintkez6 belsé réteg, mely
a fehérje 6ssztomegének 17%-at teszi ki.

A tojassargaja Osszetett szerkezetli anyag, mely két fo frakciora bonthato: plazmara és granumra.
A plazma legnagyobb része kis striiségti fehérje-zsir komplex (LDL), mely 80-90%-a lipid
vegyliletekbdl all. A tojas foszfortartalmanak jelentOs részét a nagy stiriségii fehérje-zsir komplex
(HDL) tartalmazza, mely a granum nagy hanyadat adja. A tojas zsirtartalmdnak 99%-a
tojassargajaban talalhato, emellett Szamos fehérjét és egyéb tapanyagokat tartalmaz, vitaminokat,
asvanyi anyagokat, esszencialis zsirsavakat, foszfolipideket és egyéb lipideket (Anton, 2007
Szilard, 2013).

3.2 Mikrobioldgiai kockazatok

Egészséges tenyésztési koriilmények kozott a tojas belsd része a tojasrakas utdn steril. A tojasok a
héjon keresztiil szennyezddhetnek a fészek, illetve a szarnyas iiriilékkel érintkezve, melyek olyan
baktériumok hordozéi amik az emberi szervezetbe jutva megbetegségekhez vezethetnek (Baron &
Jan, 2011).
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1. tabldzat: Baktériumfajtak el6forduldsa a tojdshéj feliiletén (Stepien-Pysniak, 2010)

Mikroba El6fordulas
Achromobacter spp. +
Acinetobacter spp. ++
Aeromonas spp 2 +
Alcaligenes spp. +
Chryzeomonas luteola +
Citrobacter freundii ++
Escherichia coli ++
Enterobacter spp. ° ++
Erwinia nigrifluens +
Enterobacteriaceae spp. +
Flavimonas oryzihabitans +
Klebsiella spp. ¢ +
Kluyvera spp. +
Leclercia adecarboxylata +
Proteus mirabilis +
Providencia stuartii +
Vibrio metschnikovii +
Salmonella Arizonae +
Salmonella Enteritidis +
Salmonella spp. +
Pseudomonas spp. ¢ +
Rahnella aquatilis +
Serratia liquefaciens +
Tatumella ptyseos +

t - Esetenként fellelhet6
+ - Kisebb mennyiségben, gyakran el6fordul
++ - Nagy mennyiségben, gyakran el6fordul

a - Aeromonas spp. (A. hydrophila, A. salm. salmonicida)

b - Enterobacter spp. (Ent. agglomerans, Ent. amnigenus, Ent. cloacae, Ent. sakazakii)
¢ - Escherichia spp. (E. herm annii, E. vulneris)

d - Klebsiella spp. (K. ozaenae, K. rhinoscleromatis)

e - Pseudomonas spp. (Ps. alcaligenes, Ps. fluorescens, Ps. mendocida, Ps. stutzeri)

12



A tojashéjon taldlhatd baktériumok (1. tabldzat) koziil kiemelked6 a Gram-negativ csoportba
tartoz6 Enterobacteriaceae csalad, melyek koziil a legismertebb az Escherichia nemzetségbe
tartozo kolibaktérium (Escerichia coli). Az E. coli baktérium megtalalhatdo a melegvéri allatok
bélrendszerében és a bél mikrobiologiai 6koszisztémajanak szerves része. Résziik van vitaminok
termelésében, valamint jelenlétiikkel gatoljadk mas kérokozé mikroorganizmusok elszaporodasat
(Tenaillon et al., 2010). A legtobb E. coli torzs artalmatlan, de egyes tipusok (EPEC,ETEC, EIEC,
EHEC) sulyos megbetegedést okozhatnak (Vogt & Dippold, 2005). Az E. coli palca alakq,
fakultativ anaerob, sporatlan baktérium, mely flagellak segitségével képes a helyvaltoztatasra
(Darnton et al., 2007). A belek mikrobolyhaihoz az intimin néven ismert adhézios molekulan
keresztiil tapad, majd a széklettel kiiiriil. Az €lelmiszeriparban ,,fekélis indikator” szerepet is
betolt, ugyanis jelenléte utal fekalis eredetli szennyezésre, mely mas korokozok jelenlétét is
val6szinlsiti. Hohatéssal szemben ellenalldoak, optimalis szaporodasi homérsékletiik 37°C, de
képesek 49°C-on is szaporodni, egyes esetben magasabb hémérsékleten (53°C) valé névekedését
is megfigyelték (Fotadar et al., 2005).

Alapvetden a héjon talalhato baktériumok ritkan jutnak be a tojas belsd részébe, illetve bekeriilve
kevés esetben szaporodnak el. A kiils6 meszes héjat boritdé kutikula megakadalyozza a
baktériumok bejutasat a porusokon keresztiil, azonban ez a réteg idovel eltiinik, idésebb tojok
esetében alig vagy egyaltalan nem alakul ki (Roberts, 2004).

A tojas belsejében a baktériumok szaporodasat gatld fehérjéken kiviil a tojasfehérje alkalikus pH-
ja is segit a védekezésben (Gennadios et al., 1996).

A tojasfehéjre €s a tojassargaja Osszekeveredése esetén a védodmechanizmusok jelentds része
megszlnik ¢és kivalo taptalajt biztosit a mikroorganizmusok szdmara, igy ipari feldolgozas soran
hamar romlasnak indul. Mivel a tojash¢j torése alkalmat nytjt a baktériumok bejutasara, szamolni
kell azzal is, hogy a tojasfeldolgozé lizemekben, ahol rengeteg a torésre keriilo tojas konnyen
befertdzddhet a tojaslé. Tovabba a folyamat sordn bekeriild esetlegesen romlott tojasok is tovabb

fertdzhetik a teljes tojaslé-tomeget (Németh, 2012).

3.3 A tojas feldolgozasa
3.3.1 Minéségi besorolas

A tojas mindségi meghatarozasa soran Magyarorszagon az Eurdpai Uni6é 589/2008/EK rendeletet
kell figyelembe venni. Osztalyozasnal megkiilonboztetiink A, B (illetve C) kategoriakat, melyekbe

a tojasok az alabbi mindségi eléirasok szerint keriilnek csoportositasra:
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- A h¢j, kutikula szabalyossaga, tisztasaga

- A légkamra magassaga

- Tojasfehérje tisztasaga, attetszosége, kocsanyos konzisztenciaja
- Atojassargaja atvilagitasakor csak arnyék formajaban lathato

- A csirasejt nem észlelhetd fejlettségii

- Idegen anyagtol, illetve szagtdl mentes

,A” osztalyu tojas esetében a tojas mosasa nem engedélyezett, ugyanis ebben az esetben a tojas
mindsége nem felel meg a legmagasabb besorolasti osztily kritériumainak, mivel a kiilsé
védoréteg sériil és mikrobiologiai veszélynek van kitéve. ,B” osztalyu tojasok kereskedelmi
forgalomba nem hozhatok, azonban élelmiszeripari felhasznalasra alkalmasak (Bizottsag

589/2008/EK rendelete, 2008).

3.3.2 Tarolas és elokészités

A feldolgozando tojasok csak hatdsagi allatorvos altal bevizsgalt baromfiteleprdl szarmazhatnak.
Atvételt és minGségi osztalyozast kovetden a tojasokat maximum 16°C-on taroljak a feldolgozas
kezdetéig. A tapasztalat az, hogy a tojas héja rendszerint baromfi tiriilékkel, vérrel, sarral, illetve
¢ feliiletekre telepedett mikroorganizmusokkal szennyezett (Pesavento et al., 2017). Hossza
tarolasi id0szak esetén a tojast védd kutikula réteg elvékonyodik, illetve eltiinik, igy a
mikroorganizmusok a héj pdrusain keresztiil bejutnak a tojas belsejébe. Ezt megeldzendd célszerii
a hosszu tarolast megel6zéen valamilyen mechanikus fertétlenitési eljarast alkalmazni (Y.-C. Liu
et al., 2016). A legegyszeriibb modszer a kefés, nedves tisztitas, azonban a tojashéjat alapvetéen
szaraz allapotban kell tisztitani. Széaraz tisztitasi eljaras példaul az UV fénnyel vald fertdtlenités,
melynek nagy hatranya, hogy koriilményesen lehet a tojas teljes feliiletét egyenletesen kezelni.
Masik ilyen lehetdség az 6zonos fertdtlenités, mely kikiiszoboli az UV kezelés hidnyossagat,
viszont ezek a berendezések beruhdzasi koltsége nagyon magas.

A fent emlitett eljardsok igen koriilményesek lehetnek, ezért elterjedtebb a nedves tisztitasi
eljarasok. Fontos ismét megemliteni, hogy mosas soran a kiilsé védoréteg sériil, igy célszerli a
mosott tojasokat minél hamarabb feldolgozni. Ipari keretek kozott a tojasokat elészor valamilyen
zsiroldd szerrel, majd klorral fertStlenitik. Gyakori jelenség, hogy a tojasokat sajat
hémérsékletiiknél hidegebb oldattal mossak le. Ekkor a tojas beltartalma 6sszehtizodik, mely a
tojas romlasahoz is vezethet. A hosszabb eltarthatosag érdekében 6blités utan a tojasok esetenként

olajos bevonatot kapnak (Szilard 2013; Németh, 2012).
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3.3.3 Tojaslé eléallitas

A tojast mosasa, illetve egyes esetekben tarolas utan kézzel, vagy nagyobb mennyiség esetében
tordgéppel feltorik. A tojasok a torégépben egy anyaggyiijtd csészében helyezkednek el, majd
alulr6l egy penge megiiti a tojashéjat és annak tartalma az alatta levé kanalba keriil. Atto] fiiggden,
hogy teljes tojaslevet, tojasfehérje levet, illetve tojassargaja levet készitenek, a két frakciot
szétvalaszthatjak (Németh, 2012).

Torés utan a tojasleveket sziirik, hogy eltavolitsak a benne maradt héjat, illetve idegen anyagokat.
A mindségi tojaslé készités egyik alapvetd lépése a homogenizalas. Lapatos keverdk esetében
figyelni kell arra, hogy esetlegesen nem megfeleléen homogenizalja az anyagot, illetve keverés
kozben a levegdbdl kiilonbozé mikroorganizmusok juthatnak a tojaslébe. A homogenizalod hatas
tulnyomassal fokozhato (Hu et al., 2022).

Az igy feldolgozott tojaslevek tovabbi kezelés nélkiil minimalis ideig eltarthatok (4°C-on

mindségromlas nélkiil koriilbeliil 24 6ran keresztiil) (Németh, 2012).

3.3.4 Pasztorozés

A tojas belseje alapvetOen steril a fentebb emlitett védelemnek, ugymint a kutikulanak, a belsé
hartyanak, a pH-nak, illetve a tojasban talalhatd kiilonboz6 baktériumok szaporodasat gatld
fehérjéknek koszonhetéen. A torés sordn ezek a védelmi mechanizmusok meggyengiilnek, illetve
eltlinnek ¢és igy a tojaslé kivalo tapkozeget nyujt a mikroorganizmusok szaporodasahoz. Ennek
elkeriilése végett kiillonbozo tartdsitasi eljarasokon esnek keresztiil. Ilyen tartdsitdsi modszerek
koziil a legismertebb a pasztordzés.

A pasztOrozés soran a tojaslevek hokezelésen esnek at, mely soran koriltekintden kell
megvalasztani az alkalmazott hdmérsékletet, ugyanis a hore érzékeny fehérjék denaturalédhatnak.
Ezek a hoértékek tojassargéja esetében 65-66°C, tojasfehérje esetében 57-59°C, mig teljes tojaslé
esetében 67°C (Froning et al., 2002).

Fontos megemliteni, hogy a tojaslé feldolgozas soran alapvetden termikus technologidkat
alkalmaznak és szamos kutatds foglalkozott azzal, hogy melyek azok a legkisebb hdmérséklet
tartomanyok, melyek esetében érvényesiil a technologia baktériumold hatasa, viszont kevésbé

vagy egyaltalan nem befolyéasolja a tojastermék tulajdonsagait.

Termikus technologidk esetében elsOsorban a tojasban 1évé fehérjék hatdrozzak meg a
tojastermékek hdkezelésének paramétereit, mivel a cél a fehérjék denaturalodasanak elkeriilése.
Egyes fehérjék a termék funkciondlis tulajdonsédgai szempontjabol is fontosak (példaul a

globulinok, amelyek a tojasfehérje egyetlen olyan fehérjefrakcidja, amely jO habzasi
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tulajdonsagokkal rendelkezik (Csurka et al., 2021), valamint szamos tojasfehérje antimikrobialis
tulajdonsagokkal rendelkezik (Németh, 2012).

3.4 Kiméletes hokezelések és az E. coli

A pasztorizalds mar évtizedek oOta haszndlt modszer az élelmiszerekben levd kartékony
mikroorganizmusok elpusztitasara. Azonban a korabbi fejezetben emlitett nem kivant hatasok

elkeriilése érdekében alternativ/kiméletes kezelések alkalmazasa lenne célszert.

Szamos kutatas foglalkozik példaul az E. coli alacsony homérsékleten vald kezelésének hatasaival.
Fotodar és munkatarsai (2005) megfigyelték, hogy az E. coli (DHS5alpha) 49°C-ig képes
szaporodni és 49°C felett (53°C-ig) novekedni, de ez szorvanyos €és nem reprodukalhatd ebben a
homérséklettartomanyban. Az E. coli baktériumok hotiirése és h6érzékenysége tobb tényezotol
fligg, pl. torzstdl, matrixtol, id6tél. Peng és munkatarsai (2013) kilenc E. coli torzs héallosagat
vizsgaltak 60 és 69°C kozott, a D-értékiik 3 és 132 masodperc kozott valtozott. Itelima és
munkatarsa (2011) E. coli O157:H7 torzsii nyers tejmintakat hékezeltek 69 és 73°C kozotti
homérsékleten 15 s-ig. Azt talaltak, hogy a 73°C-on 15 s-ig tartd hokezelés elpusztitotta e torzs
sejtjeit minden kiindulasi sejtkoncentracié esetén. Sorqvist (2003) megallapitotta, hogy az E. coli
(O157:H7) esetében 55°C-on a baktériumsejtek 90%-anak elpusztitasihoz sziikséges hokezelési
id6 239-297 s volt.

Az Amerikai Egyesiilt Allamok Mezégazdasagi Minisztériuma (USDA, 2020) ajanlasa szerint a
tojasfehérje, illetve teljes tojaslé esetében 60 °C, sargdja esetében pedig 61,1 °C 3,5 percen at tartd
hokezelési eljaras ajanlott. Alacsonyabb homérsékleten vald kezelés esetén a mikrobak hdésokk

hatasara ellenallobba valhatnak a tovabbi hokezelésekkel szemben.

3.4.1 Hésokk hatasa Escherichia coli (ATCC 25922) esetében

A kornyezeti behatdsok, mint példdul a ho, pH érték, nyomas vagy az antibiotikumok jelentésen
befolyasoljak a baktérium szaporodo képességét, szElsGséges esetben pusztulasukhoz is vezethet.
(McDowell et al., 2004; Ye et al. 2012) Szamos kutatas kimutatta (Arséne et al. 2000; Ezemaduka
et al. 2014; Guisbert et al. 2008; Markova et al. 2010; Nonaka et al. 2006), hogy Escherichia coli
esetében is érvényes az a megallapitas, hogy az optimalis ndvekedési hdmérséklet felett, bizonyos
1d0 elteltével a baktériumok nem szaporodnak tovabb, majd tovabb tartva ezen a hOmérsékleten a
mikrobakat, ez a koriilmény akar a pusztulasukhoz vezethet. Azonban a lassi homérséklet
emelkedés vagy kis ideig tartd6 magas hdmérsékletli hatasok kovetkeztében magasabb hétiirési

tulajdonsag alakul ki.
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Ez azzal magyarazhatdo, hogy a kornyezeti hatdsokat specidlis valaszreakciokkal
(stresszvalaszokkal) igyekszik kikiiszobolni. A membran ¢és a stresszfolyamatok megfigyelése
sordn arra a felismerésre jutottak, hogy az ugynevezett hdsokkfehérjék (HSF) lipidekhez kotdédve
megorizhetik annak integritasat és funkcionalitasat (Németh, 2012).

Ez a jelenség kockazatot jelent egyes kiméletes feldolgozasi technologidk (minimal processing)

esetében, igy ezek a modszerek nagyfoku koriiltekintéssel alkalmazhatok.

3.5 Kiméletes feldolgozasi technolégiak

A ,,minimal processing” (avagy kiméletes feldolgozasi folyamat) szamos technologiat és modszert
foglal magéaban, melyek az ¢lelmiszerek eltarthatosagat, izének és mindségének megdrzését
hivatott eldsegiteni. Ezek a feldolgozasi technologiak mind olyan eljarasokat foglalnak magukba,
melyek a lehetd legalacsonyabb mértékben befolydsoljak az élelmiszer eredeti, friss mindségi
tulajdonséagait, ugyanakkor olyan eltarthatosagi idével ruhdzzak fel, melyeket a klasszikusan vett

¢lelmiszeripari feldolgozas soran kapnak (Ohlsson, 1994).

A legelterjedtebb eltarthatosagot noveld technologidk, példaul a pasztérézés, nagyban
befolyasolhatjak az ¢lelmiszerek fizikai tulajdonsagait, illetve megvaltoztathatjak a beltartalmi
értékeket. Ezt elkeriilendd, egyre nagyobb figyelmet forditanak olyan technologiak fejlesztésére,
amelyekkel kiméletes modszerek alkalmazasaval elérhetik ugyanazt a hatast, mint a
»tradicionalis” technologiakkal, ugyanakkor elkeriilik az élelmiszerekben bekovetkezd egyéb

valtozasokat (Gil, Allende,et al. 2012).

3.5.1 Nem-termikus technologiak

Az élelmiszerek eltarthatosdganak meghosszabbitasat hagyomanyosan a termikus feldolgozéssal
hozzak Gsszefliggésbe, melyek onmagukban vagy kémiai, biokémiai tartositdsi modszerekkel
kombindlva hivatott biztositani az eltarthatosdgot. Szamos kutatas foglalkozik egyéb kiméletes
hdéhatasokat alkalmazo technologidk kifejlesztésével (sou-vide, infravoros-, elektromagneses
melegités). Ezek a mddszerek esetében is eldfordulhat, hogy a kezelés bizonyos mindségi
jellemzOkben valtozasokat okoz (Ohlsson & Bengtsson, 2002).

A kiméletes feldolgozasi modszerek masik aga azon modszereket foglalja magaba, melyek
mellézve a hdhatasokat (fagyasztas vagy melegités), valamilyen mas fizikai hatassal kivanja elérni
az ¢lelmiszerek biztonsadgos feldolgozasat és fogyaszthatosdgat. Ilyen technoldgia példaul a
inonizald sugarzas, ultraviola sugarzas, magasnyomasu eljarasok (High Hydrostatic Pressure),
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pulzalo elektromos tér (PEF), illetve az ultrahangos kezelések (Allende et al., 2006). Kutatasom

ezen modszerek koziil az ultrahang hatasat vizsgalja a tojaslevek tekintetében.

3.5.2 Ultrahang

Ultrahangnak nevezziik az emberi hallastartomany fels0 hataranal, a ~20kHz-nél nagyobb
frekvenciaju mechanikai hullamokat. Az ultrahang frekvenciatartomanya ¢€s intenzitasa alapjan az
ultrahangos eljarasok két nagy csoportba sorolhatok. Az els6 csoportban az alkalmazott ultrahang
frekvenciaja nagyobb, mint 100 kHz, ugyanakkor intenzitasa kisebb, mint 1 W/cm? (10 000 W/m?)
(Leighton 2007; Mason et al. 2005) .Az alacsony intenzitas miatt az ilyen ultrahang nem okoz az
anyagban szerkezeti elvaltozasokat, ezért passziv ultrahangnak is nevezik. Alkalmazhat6sdganak
alapja, hogy homogén kozegben allando sebességgel és exponencialisan csokkend intenzitassal
terjed. Transmisszios modszerek esetében az athaladasi id0 mérésével meghatarozhato a példaul
az ¢lelmiszerek striisége és vastagsaga (Leighton, 2007; Newman & Rozycki, 1998). Az
¢lelmiszeriparban a mindségbiztositds €és a feldolgozasi folyamtok soran roncsolasmentes
anyagvizsgalatokra hasznaljadk pl. kemény sajtokban 1évé torések, repedések kimutatasa,
vagoallatok mindsitése, vagy a folyamatiranyitds teriiletén az ultrahangos aramlasmérdk és

tartalybeli folyadékszintmérék alkalmazasa (Gallo et al., 2018).

crer

nagyobb intenzitasti. Hasznélata a kezelt anyagban kiilonb6z6 valtozasokat idéz eld, ezért aktiv
ultrahangnak nevezik. Az aktiv ultrahang modosithatja az ¢lelmiszerek fizikai, mechanikai vagy
kémiai, illetve biokémiai tulajdonsagait, igy ipari felhasznalasa egyre nagyobb figyelmet kap.
Sikeresen alkalmazzak a hagyomanyos technologidk helyettesitéseként vagy kiegészitéseként pl.
zsirok kristalyositdsandl a megfelelé allomanyjellemzok ¢és mikrostruktara kialakitasara
(szonokristalyositas), emulzidokészitésre, fermentorokban habtorésre, élelmiszerekben a fehérjék
funkcionalis tulajdonsagainak médositasara, enzimaktivitas megsziintetésére vagy felgyorsitasara
(eltarthat6sag meghosszabbitasa), sejtek inaktivalasara, fagyasztasra és felolvasztasra, fagyasztva
szaritasra és siritésre, szaritasra és az élelmiszerekbdl a bioaktiv komponensek kinyerésének

meggkonnyitésére is (T J Mason et al., 1996).

3.5.3 Akusztikus kavitacio

Az aktiv ultrahang alkalmazasa soran a kavitaci6 majdnem mindig jelentds szerepet jatszik. Az
akusztikus kavitacio egy Osszetett jelenség, amely inkompresszibilis kozegekben altalaban hirtelen

nyomascsokkenés hatasara alakul ki. Ennek sordn a kozeg lokalis ,,szétszakadasa” révén tobbnyire
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mikroszkopikus, 1-2 mikrométertdl néhany szdz mikrométerig terjedd6 méretli buborékok
keletkeznek. (Ashokkumar, 2011). A buborékok az oldat belsejében elmozdulva elinditanak egy
folyamatot, melynek soran siirisodési €s ritkulasi zondk alakulnak ki. A ritkuldsi zonaban
kialakulé negativ nyomas hatdsdra a folyadékmolekuldk eltavolodnak egymastol. Ha az
eltdvolodads mértéke meghaladja azt a tavolsdgot, amelyen belill a folyadékmolekuldk még
Osszekapcsolddnak, akkor a folyadék ott 6sszeomlik (szétszakad), és tiregek képzddnek benne. Az
ismétlodo akusztikus ciklusok hatasara ezek az iiregek folyamatosan képzddnek, belsejiiket kis
mennyiségii g6z tolti ki (Yasui, 2018). Aktiv ultrahang alkalmazasa esetén tobb ezer ilyen buborék
alakul ki a folyadékban. Kavitacio alatt értjiik tehat az ultrahangos erdtérnek kitett kozegen beliil
gazzal, vagy gbzzel toltott buborékok keletkezését és aktivitasat. Altalaban két tipust buborék
aktivitast kiilonboztetiink meg, a stabil kavitaciot és az atmeneti (vagy Osszeesd, inercialis)
kavitaciot. A stabil kavitacid soran a buborékok oszcillalnak (a buborék sugarahoz képest kis
amplitudoji oszcillacid) az ultrahangos erdtérben. A buborékok sugara az egyensulyi érték koriil
mozog, a buborékok szamos (akar tobb ezer) akusztikus cikluson keresztiil jelen vannak. Atmeneti
kavitacid soran a buborékok nem stabilak, méretiik nagyon kiilonb6zd. Néhany akusztikus
cikluson keresztiil 1éteznek csak, gyorsan 6sszeomlanak €s apré buborékok tomegéveé esnek szét
(Neppiras, 1980). A kis buborékok aztan egyszeriien feloldodnak, a buborék tagulasi szakaszaban
az anyagatadasi hatarréteg vékonyabb és a fazisok kozotti érintkezési feliilet nagyobb, mint a
buborékok 6sszeomlasa sordn, ami azt eredményezi, hogy a kitdgulas soran tobb gbz vagy gaz
keriil a buborék belsejébe, mint amennyi az Osszehuzddas soran kijut onnan (Kentish &
Ashokkumar, 2011; Lauterborn & Ohl, 1997; Tiwari & Mason, 2012). Az atmeneti kavitacio
altaldban alacsonyabb frekvenciataromany (20-100 kHz) alkalmazasa mellett alakul ki. A
pillanatnyi élettartami buborék hirtelen Osszeomlasa jelentds héhatast eredményez, mely
kozvetlen kornyezetében elérheti akar az 5500 °C-ot is, bar ez csak néhany ezredmasodpercig tart.
Emellett az 6sszeomlas soran keletkezé nyomas rendkiviil intenziv lehet, akar az 50 000 kPa-t is
meghaladhatja. Az igy kialakulo 16késhullam elég nyirderdt fejt ki ahhoz, hogy a sejtfalat és a
membranszerkezeteket roncsolja. Elmondhatd tehat, hogy az ultrahang hatdsira Iétrejovo
mikromechanikai sokkhatés képes a sejtek egyes alkotorészeit felbontani, igy a sejt miikodését

megzavarni, a sejtet elpusztitani (Butz & Tauscher, 2002; Fellows, 2000).

3.5.4 Aktiv ultrahang alkalmazasa az élelmiszeriparban

A kiilonféle fehérjeforrasok széles skéldja koziil a tojasfehérjét, tojassargdjat, illetve teljes
tojaslevet eldszeretettel hasznaljak funkciondlis Osszetevoként az élelmiszeriparban, magas
tapértéke és egyediilallo funcionalis tulajdonsagai (habképzés, gélesedés, emugealas) miatt (Mine,

1995). Emiatt nélkiilozhetetlen Osszetevéje szamos élelmiszernek, mint példaul szészoknak,
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nagyban befolyasolja a tojas funkcionalis és strukturalis tulajdonsagai, melynek megdrzése és

feljavitasa kihivast jelent az ipar szamara (Tan et al., 2016).

A tojasban levé fehérjék (pl.: az ovalbumin, a lizozim, a ovotransferrin, stb.) hé hatasara
denaturalodhatnak ¢és elvesztik funkcionalis tulajdonsagaikat. Ennek fényében egyre tobb kutatas
szilletett a tojas “kiméletes” feldolgozasi moddszereinek kifejlesztésére, illetve funkcionalis

tulajdonsagainak javitasara.

Stefanovic munkatarsaival 2017-es kutatdsukban tojasfehérjét kezeltek magas intenzitasa
ultrahanggal, mely soran a tojasfehérje struktiralis és funkcionalis tulajdonsagainak valtozasat
vizsgaltak. 10 tomeg %-0s viz-tojasfehérje oldatokat kezeltek kétféle ultrahangos berendezéssel.
Az els6 egy merild ultrahangos késziilek, melyet 20 kHz-es, 34,11 W teljesitményli és 40%
amplitadoja (50 pm) ultrahang generalasara hasznaltak. A masodik egy ultrahangos flirdd, melyet
40 kHz-es és 21,3 W-os beallitasokkal alkalmaztak. A kisérletek soran a tojasleveket 5-20 percig
kezelték a meriil6 ultrahangos késziilékkel, mig fiird6 esetén 30 perces kezeléseket alkalmaztak.
Mivel a hdmérséklet nagyban befolyasolja a tojasfehérjék szerkezetét a meriilé ultrahangos
késziilék esetében egy kopenyhltéses mintatartot hasznaltak, mellyek képesek voltak 25°C-on
tartani a mintakat. Az ultrahangos flird6 esetében a mintdkat 25 és 30°C kozott kezelték.
Kisérleteik soran kitértek a tojasfehérje részecskéinek méretbeli, konformaciobeli valtozasaikra,
molekulatomegbeni eloszlasara, illetve a fehérjék zéta-potencialjaban bekovetkezé valtozasokra.
Ezeket a strukturalis valtozasokat kovetve linearis Osszefliggést talaltak a tojasfehérjében levod
részecskék mérete, zéta-pontencialja (vagyis a szilard anyagok ¢és folyadékok fazishataran ativeld
potencialkiilonbség) és tobb funkcionalis tulajdonsag kozott, ugymint a habképzd képesség,

habtartdssag, emulgedlo képesség €és oldhatosag.

Megallapitasuk szerint még a viszonylag kis idétartamu ultrahangos kezelés sordn is javult a
tojasfehérje emulgealod képessége, oldahatdsaga és a habképzo tulajdonséagai is. A kutatdsomat a
tovabbi irodalomkutatasom ihlette, mely soran olyan eredményeket kozoltek, ami szerint épp
ellenkezdleg, csokken a habképzd és habtartdssagi tulajdonsadg ultrahangos kezelés hatdsara

(Arzeni et al., 2012). Err6l a kovetkezo fejezetben bdvebben lesz szo.

Hasonlo kisérleteket végeztek Sheng és mtarsai (2018), akik szintén arrdl szamoltak be, hogy a
magas intenzitasu ultrahangos kezelés hatdsara javul a tojasfehérje habképzd tulajdonsaga. Ezt
azzal magyarazzak, hogy a kezelés hatdsdra a kisebb viszkozitastivd és alacsonyabb feliileti

fesziiltséglivé valt tojasfehérjében taldlhatd fehérjéket konnyebben lehet egy géz-folyadék
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hatarfeliilethez kotni, valamint a molekula atrendez6dés is hatdsosabban és konnyebben megy

végbe.

Dong-Un Lee 2009-ben az ultrahangos kezelés és nagy hidrosztatikai nyomast kezelés egylittes
hatasat vizsgalta teljes tojasleveken. Kisérlete soran azt tapasztalta, hogy a két modszer egymas
utani alkalmazasa noveli a habképzés mértékét, emulzioképzési tulajdonsagait. Az ultrahang, mint
kiegészitd technologia hatékonysagat az mutatja, hogy ezekre a tulajdonsagokra szinte semmilyen
hatassal nem volt a nagy hidrosztatikai nyomasu kezelés 6nmagaban. A kutatds nem tért ki az

ultrahang, mint 6nall6 kezelési modszer hatdsanak vizsgalatara.

Megemlitendd még a tojasban 1évé fehérjék enzimatikus hidrolizise, mely egy fontos
biotechnologiai folyamat, ami felhasznilhaté a fehérjék fizikai, kémiai és funkcionalis
tulajdonséagainak javitasara anélkiil, hogy megvaltoztatna a tojas tapértékét. Ennek a folyamatnak
a tamogatasra szintén sziilettek kisérletek, melyben ultrahangos el0kezelést alkalmaztak.
Jovanovics munkatarsaival (2016) megallapitottak, hogy az ultrahangos elékezelés hatasara
novekedett a hidrolizis hatékonysdga, emellett kevesebb aktivalasi energiara volt sziikség a

folyamat beinditasahoz.

Ezen kiviil az ultrahangos kezelést mas technikakkal kombinalva is alkalmaztak. Lee tarsaival
(2013). Escherichia colit oltottak be triptikus szodjalevesbe (tryptic soy agar - TSA), ¢és az
ultrahangos kezelés hatasat 40-61°C és 100-500 kPa kombinacioiban vizsgaltak. Megallapitottak,
hogy ezeknek a letalis kornyezeti hatdsoknak a kombindcioja szignifikansan lerdviditette a
sziikséges kezelési idot, mely soran elérték a 5 log CFU/ml mikrobaszadm csokkenést.

Kang 2017-ben ultrahangos kezelés hatasat vizsgalta 2,39 és 20,96 W/cm? teljesitményen,
valamint 30 és 120 perces kezelési id6vel, marhahtisban talalhaté E. coli és Bacillus cereus
baktériumokkal szemben. A vizsgalat kimutatta, hogy a kezelés a marhahtis pacolasa soran a
sejtmembran integritasinak megbontdsat és a célzott mikroorganizmusok inaktivalasat
eredményezheti. Hasonld eredményekr6l szamoltak be szaritott flige esetében, ahol ultrahangos,
valamint vegyszeres kezeléssel az E. coli, Bacillus cereus ¢és Penicillium expansum
mikrobaszamanak csokkenését tapasztaltak (Gorgiic et al., 2021). Sesal és munkatarsai (2014)
kutatasa soran szintén szignifikans telepképzé mikrobaszam csokkenést ért el 30 perces kezeléssel

crer

ultrahangos fejet hasznalt.
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3.5.5 Az ultrahang hatisa a tojasfehérje habképzé tulajdonsagaira

A tojasfehérje szamos funkcionalis tulajdonsaggal rendelkezik, mint példaul habzés, zselésedés és
emulgealas, melyek miatt széles korben hasznaljak az ¢lelmiszeriparban (Hidas et al., 2021; Singh
& Ramaswamy, 2015). Kivalo habképz6 tulajdonsagai miatt gyakran alkalmazzak siitemények és
desszertek 0sszetevojeként. Az élelmiszeripar szamara kulcsfontossagt, hogy javitsa a tojasfehérje
hab tulajdonségait, hogy kivanatos textirat és mindséget nyujtson felhaszndlds szempontjabol

(Duan et al., 2017).

A tojasfehérje habképzo tulajdonsagai nagyrészt a benne 1€vo fehérjék szerkezetétdl fiiggnek. Az
ipari hdkezelések soran ezen fehérjék tulajdonsidgai megvaltozhatnak, ami nem kivanatos
funkcionalis veszteséghez vezethet (Chen & Ma, 2020). Az ultrahangos kezelés alkalmazasa
lehetdséget nyujt az ¢lelmiszeriparnak az élelmiszerfehérjék funkciondlis tulajdonsagainak

kedvezObb iranytl modositasara.

Szamos tanulmany foglalkozik az ultrahangos kezelés hatdsaval a tojasfehérje habképzd és
habstabilitasi tulajdonsdgaira, habar egyes kutatdsi eredmények mas, olykor teljesen ellentmondé

megfigyelésekrdl szamolnak be.

Arzeni és munkatarsai (2012) kutatasuk soran azt vizsgaltak, hogyan befolyasolja az ultrahangos
kezelés a tojasfehérje habképzését és habtartossagat. A kisérlet soran a tojasfehérjét 20 kHz
frekvencian, egy 750W teljesitményli berendezés segitségével 20 percen keresztiil kezelték.
Méréseik alapjan megallapitottak, hogy az ultrahangos kezelés nagymértékben hatassal volt a
tojasfehérje ezen tulajdonsagaira. A tanulmanyban kifejtették, hogy az eljaras hatasara a kezeletlen
mintakhoz képest kisebb térfogati hab képzddott ugyanakkora mennyiségli tojasfehérjébol,

valamint a keletkezett hab stabilitasa is csokkent.

Egy masik kutatas (Stefanovic et al., 2017) szerint azonban, Arzeni et. al (2015) kutatasahoz
hasonldan, 20 percen keresztiil tartd ultrahangos kezelés 20 kHz frekvencian és 34 W hatdsos
teljesitmény mellett novelte a habképzd tulajdonsagokat, valamint a keletkezett hab stabilitasa is

jobb volt.

Gelvez-Ordonez és munkatarsai (2009) tanulmanya szerint az 5-10 percen at tartd ultrahangos
kezelés 40 kHz-en és 80 W teljesitményen novelte a habképzddést, de ugyanazon paraméterek
mellett 15 percen at tart6 kezelés negativ hatassal volt erre a tulajdonsagra. Emellett a tanulmany
kimutatta, hogy a habstabilitds csokkent az ultrahangos kezelés soran, fliggetleniil a kezelés

1d6étartamatol.
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Gelvez-Ordonez (2009) kutatasa 0sszhangban van Sheng tanulmanyaval (Sheng et al., 2018),
melyben a szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ultrahangos kezelés (20 kHz, 90, 120,
240, 360 és 480 W teljesitmény 10 percig) jelentdsen javitotta a habképességet, mikdzben enyhe

csOkkenést tapasztaltak a habstabilitas terén.

Ezekben a tanulmanyokban kiilonb6z6é ultrahangos kezelési paramétereket alkalmaznak, ami
ellentmondé megfigyeléseket eredményezhet. Azonban egyetértenek abban, hogy az ultrahangos
kezelés jelentds hatassal van a tojasfehérje habképzo- €s a keletkezett hab tulajdonsagaira, és ugy
tinik, hogy a kezelés paramétereitdl fliggéen a habzé tulajdonsagok novekvd vagy csokkend

tendenciat mutathatnak.

3.6 Roncsolasmentes mérési modszerek

Az eldz0 fejezetekben leirt kiméletes feldolgozasi modszerek torekednek az élelmiszerek gyartasa
soran bekovetkezd nem kivant hatasok elkeriilésére. A termékek mindségi paramétereinek
polcaira. Ezek a mindségellendrzési modszerek sokszor a mintdk oly mértékli roncsolasaval
¢érheték el, melyek utan a vizsgalt minta nem keriilhet fogyasztasra (EI-Mesery et al., 2019;
Martinez et al., 2003). Ezért az iparban egyre nagyobb az igény a roncsolasmentes mindség

ellenérzési eljarasokra (Abasi et al., 2018).

A roncsolasmentes mérések kozé tartozik a kozeli infravords spektroszkédpia, amely kdnnyen
kezelhetd, gyors, olcsd, és kevés minta is elegendd a mérésekhez. Kiilondsen hatékony a
folyamatkovetés és a minéség ellenérzés soran (Li et al., 2020; Porep et al., 2015). Nem meglepd
tehat, hogy ezt a moddszert szdmos termény esetében alkalmaztidk a termés tulajdonsagainak
valtozasainak nyomon kovetésére. Példaul hasznaltak a cseresznye keménységének ¢és
cukortartalmanak el6rejelzésére (Lu, 2001), illetve csonthéjas gylimolesok osztalyozasara is, az
oldhaté szarazanyag-tartalom alapjan (Golic & Walsh, 2006). Masrészr6l a kozeli infravoros
spektroszkopia nemcsak kertészeti novények esetében hasznos, hanem a tojasfrissesség
elemzésére (Lin et al., 2011), az olivaolaj mindségének értékelésére (Abu-Khalaf & Hmidat,
2020), illetve az élelmiszerhamisitas felderitésére, példaul joghurtokban a maniokaliszt tartalom
magas hatékonysag kimutatasara (Bimpong et al., 2023). Ez a modszer lehetdséget ad egyes
anyagok Osszetételének elemzésére is. Diaz-Olivares és munkatarsai (2020) a kozeli infravoros
spektroszkopiat alkalmaztak a tej elemzésére, hogy kideritsék a nyers tej dsszetételét. Alkalmas
még méz kémiai dsszetételének elemzésében, amely hasznos lehet a kiilonb6z6 virag- és foldrajzi

eredetli mézek azonositasaban (Bodor et al., 2018). A kozeli infravords spektroszkopia alkalmas
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tovabbd a tojassargaja mindségének meghatarozasara, kiilonosen a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak tartalmanak elemzésére, amely fontos az omega-3-ban gazdag tojasok vizsgalata soran,
¢s megfeleld modszer a kiilonbdzd takarméanyozasi teriiletekrdl szarmazod tojassargdja mintak

gyors szlirésére is (Dalle Zotte et al., 2006).

3.6.1 Kozeli-infravoros spektroszképia (NIR)

Kisérleteimben a kdzeli-infravords spektroszkopidt alkalmaztam, mint roncsoldsmentes mérési
moddszert, hogy vizsgéaljam az ultrahang hatasat a tojaslevek tulajdonséagaira. A kozeli infravords
hullamhossz tartomany 800-2500 nm kozotti intervallumban helyezkedik el (Balazs és Bugyi,
2011). Ez a modszer azon alapul, hogy a minta kélcsonhatasba 1ép az infravoros fotonokkal. A
fotonok hatasara a molekulak vibracios és rotacios energiai novekednek, mikozben a fotonok egy
része elnyelddik, a tobbi pedig athalad a mintan vagy mas uton halad tovabb, példaul szorddik
vagy elhajlik. A kozeli infravords tartomanyban miik6dd eszkozoket tobb kiilonbozd kritérium

alapjan lehet csoportositani (2. abra) (Blanco & Villarroya, 2002; Shenk et al., 2007).

berendezés

optikai

konfiguracid

kozeli infravorss
(pl. wolfram-
halogén 1zz6)

mterferencia
sziird (ék, diszkrét)

kézel infravérds
reflexids

(NIR)

nfravords termi-
kus (termoelem)

mozgd diffrakeids

rics (holografikus) kozépso infraviros infravoros foton kozel: infravords
(pl. Globar, Nerst (félvezetok, pl. transzmisszios
kozeli infraban 120) PbS. InGaAs) (NIT)

Wl

emuttalo diodak

reflexios és
transzmisszios

(NIR és NIT)

mierferométer
(pl. Michelson)

akuszto-optikusan
hangolt szirdok

i

2. dbra: A kozeli infravérds tartomdanyban miikodé berendezések csoportositdasa (Balazs G. et al., 2011)
A transzmisszids mérési modszernél a fény athalad a mintan, és jellemzéen 800-1100 nm-es
hulldmhossztartomanyban alkalmazzdk. Mivel az alacsonyabb hulldmhosszi fény nagyobb
energiaval rendelkezik, képes athatolni a mintan. Azonban, ha a minta atlatszatlan, zavaros vagy

tulzottan nagy abszorpcids képességli, igy a tojaslevek esetében, célszerlibb a transzmisszios
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modszer helyett a reflexiés mérési elrendezést valasztani. Ilyen esetben a fény a minta feliiletére
merdlegesen érkezik, majd onnan minden iranyba visszaverddik (3. dbra). A reflexiés méréseket
tobbnyire a 1100-2500 nm-es hullamhossztartomanyban végzik (Chang & Laird, 2002; Joffre et
al., 1992).

tényforras

@

Y

D optikai elem
o

® fényfarrés

i

D detektor

3. dbra: Transzmisszios (bal) és a reflexios (jobb) vizsgdlat elrendezés (Balazs G. et al., 2011)

A mintdkrol visszaver6dd fény spektruma a minta anyagdnak és molekularis szerkezetének
fliggvényében valtozik, mivel a kiillonboz6 molekularis kotések eltéré mértékben nyelik el a fényt.
Az abszorpcids ¢€s visszaverddési spektrumok elemzése segitségével kovetkeztethetiink a
kiilonb6zé molekularis csoportok, mint példaul a C-H, N-H ¢és O-H kotések valtozasara. Ezen
informaciok alapjan képet kaphatunk a minta kémiai Osszetételére, igy a reflexios mérések
nemcsak a feliileti tulajdonsagokrél adnak informaciét, hanem a molekularis szintii 6sszetevokrol

is képet adhatnak (Mayo, D. W., Miller, F. A., Hannah, 2003).
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4. Anyagok és modszerek
4.1 Tojas mintak

A vizsgalatok soran haromféle tojasterméket (teljes tojaslevet,
tojas fehérjét és sargajat) hasznaltam (4. abra), melyet a
Capriuvus Kft. (Szigetcsép, Dunasor, 073/72. hrsz., 2317)

bocsatott rendelkezésemre.

A tojastermékek ,,A” osztaly, homogenizalt, friss tyuktojasokbol
késziiltek. A homogenizaci6 tojasfehérje esetében 33db,
tojassargaja esetében 63 db, teljes tojaslé esetében pedig 22 db
tojas 0sszekeverését jelenti dobozonként (Capriovus Kft., 2024),

mely biztositja, hogy a tojastermék barmely részébdl vett minta

tulajdonsagai azonos a termék Gsszességével. 4. dbra: A kisérlethez haszndlt tojdslevek

A mintakat a felhasznalas idejéig, eldiras szerint hiitészekrényben, 0-4°C-on taroltam a gyartoi 1
literes italkartonokban. A mérések elott a méréshez sziikséges mennyiségli, azonos gyartasi
tételti kartonok tartalmat 6sszeraztam és egy nagy taréloedényben 6sszekevertem a homogenitas

biztositasa érdekében.

4.2 Alkalmazott médszerek

4.2.1 Ultrahangos berendezés

Az ultrahangos kezelések soran a HBM Machines (MJ
Mooedrecht, Netherlands) altal gyartott 16 literes
berendezést hasznaltam (5. abra). Az eszkoz 20 kHz, illetve
40 kHz frekvencidja, valamint 180 W és 300 W névleges
teljesitményi ultrahang eldallitasara képes.

A kozvetité kozeg homérséklete 30 perc folyamatos

mitkodés soran kezdett el emelkedni, igy a 30 perces, illetve
az ennél hosszabb idejlii kezelések esetében sziikséges a 5. dbra: Ultrahangos berendezés

hémérséklet szabalyozasara kialakitott rendszer

alkalmazasa.
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4.2.2 Tojaslé ultrahangos kezelése

Az ultrahangos berendezést a maximum jelzésig toltdttem fel desztillalt vizzel, megfeleld kdzeget
biztositva az ultrahang terjedéséhez. EQy kiilsé pufferrel ellatott keringési rendszert épitettem Ki
(6. abra), mely a homérséklet szabalyozast hivatott biztositani: egy jeges vizzel toltott tartalyt
helyeztem az ultrahangos berendezés mellé, melyet egy meriild szivatty segitségével
keringtettem a rendszeren keresztiil, ami ellenstlyozta a berendezés altal generalt hdmennyiséget.
Ez a hiitérendszer képes volt az egész kezelés alatt 18+2°C hémérsékleten tartani a kozvetitd
kozeget ¢és a mintatartokban levd mintadkat. Az 6sszehasonlitds érdekében a kezeletlen mintakat is
ugyanolyan homérsékleti viszonyoknak vetettem ald, mint az ultrahanggal kezelt mintdkat az

0nallo ultrahangos mérések soran.

Ultrahangos

berendezés Leeresztdcsap

Meril pumpa Allithaté tapfesziiltség

/ leges viz / (Pu"y

6. dbra: Ultrahangos kezelésekhez kialakitott hiitérendszer

Mivel a berendezés névleges teljesitményének egy része hové alakul a mintak ultrahangos kezelése
soran, ezért a mintak altal elnyelt (hatdsos) teljesitmény kiszamitasahoz eldzetes kisérletekre volt
sziikség, melyeknél desztillalt vizet hasznaltam. A mintaként szolgald desztillalt vizet 180 ml-es
iivegtartalyokba ontottem, melyek koziil az egyik tartdly fedelén keresztiil Pt100 hdmérséklet-
érzékeldt helyeztem a mintaba. Az elnyelt teljesitményt a mintak hémérséklet valtozasval
kovettem nyomon, igy az el6kisérletek sordn nem hasznéltam hiitd rendszert. A hdmérséklet
valtozasokat 180 W és 300 W névleges teljesitményen mértem, 20 kHz és 40 kHz frekvencian, 60
percig. A kiilonb6z6 paramétereken torténd vizsgalatot 4 parhuzamos méréssel végeztem. Az
érzékeldvel ellatott mintatartot minden egyes alkalommal a berendezés kiilonb6zé pontjan

helyeztem el. Az elnyelt teljesitményt (W) ezutdn kalorimetridsan hatdroztam meg

_ dT .
azP=m*Cp* (E) (1.egyenlet szerint:
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P=m*Cp*(dT) (2)

dt

ahol m a tomeg (kg), Cp (kJ kg-1 K-1) a desztillalt viz fajhdje és dT/dt a hdmérséklet valtozasanak
sebesség rataja, mely esetiinkben a mintavételezési id6 (30 masodperc) alatt bekovetkezd
homérséklet valtozast jelenti. A folyadékban elnyelt tényleges teljesitmény kiszamitasa alapjan
180 W névleges teljesitmény esetén 3,7 + 0,1 W, valamint 300 W névleges teljesitmény esetén €s

6,9 £ 0,1 W a hatasos (vagy elnyelt) teljesitmény értéke a frekvenciatol fliggetlentil.

A vizsgalat tovabbi szempontja a kezelés 1d0 €s a teljesitmény egylittes hatasa, a dozis. A kezelés
energiaddzisat (J) a kezelés id6tartama (s) €s az elnyelt teljesitmény (W) szorzataval szamoltam

ki.

4.2.3 Tojasmintak elokészitése, kezelése

A berendezés segitségével az aktiv ultrahang (Kilonb6zé frekvencian, teljesitményen és
idGtartamon) hatasat vizsgaltam a tojaslé fizikai és mikrobiologiai tulajdonsagaira. Az ultrahangos
kezeléshez (UH), mikrobiologiai mérések esetén 180 ml mintat, homogenizalas utan 200 ml-es
iivegekbe ontottem. A kezelések soran ezekben a mintatartokban voltak a tojaslevek. A NIR
mérésekhez 18 ml mintat higitottam 162 ml desztillalt vizzel, ezzel 10 v/v %-0S emulziokat
eloallitva. A 10%-0s higitott mintak NIR spektrumait aquaphotomics szempontbdl is
értékelhetjiik, mivel az aquaphotomics esetében elterjedt modszer a viz és a mintak oldatainak

hasznalata.

Az 06nall6 ultrahangos kezelések esetében négy csoportra (A-D) osztottam fel a tojaslé mintakat
az alkalmazott ultrahangos kezelési paraméterektél fiiggden (7. abra). Ezeket a csoportokat
tovabbi hdrom alcsoportra osztottam a kezelés iddtartamatdl fliggden (30 perc, 45 perc €s 60 perc).

Minden kezelési csoport 3 parhuzamos mérést tartalmazott.
A kombinalt kezelések ultrahangos paramétereit az 6nallo kezelések alapjan allitottam be.

A kezeléseket a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem — Elelmiszeripari Méréstechnika és

Automatizalas Tanszéken (1118 Bp., Villanyi ut 29-43) végeztem el.
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Tojas fehérje Tojas sargaja

K A B C b] A B c o]
0 kHz, (20 kHz, (20 kHz, (40 kiHz, (40 kHz, (20 kHz, (20 kHz, (40 kHz, (40 kiz,
ow 3.7w) 69W) 37W) 6,9W) 37w B,IW) 37W) 63W)
O perc 30 perc 30 perc 30perc 30 perc 30 perc 30 perc 30 perc 30 perc
45 perc 45 perc 45 perc 45 perc 45 perc 45 perc 45 pere 45 perc
60 Parc &0 perc 60 perc &0 pere 60 parc 60 perc &0 perc 60 perc

7. dbra: Kezelési csoportok az 6ndllé ultrahangos kezelések esetében

Annak érdekében, hogy elkeriiljem a tojasmintak mérése kozott eltelt idé (napok) hatasat, csak a

legrovidebb és a leghosszabb idejii kezeléseket végeztem el az ultrahang és a kiméletes hokezelés

soran (8. abra).

Ultrahang + HG
EmEEE s o
20kHz 40kHz 20kHz
. . . . 0 perc 0 perc 0 perc
- . . - 30 perc 30 perc 30 perc
= G 2
. . . . 60 perc 60 prec 60 perc

8. dbra: Kezelési csoportok a kombindlt kezelések esetében

4.2.4 A mintak mesterséges beoltasa

6.9W
40kHz

0 perc

30 perc

60 prc

A mikrobiologiai vizsgalatok elvégzéséhez 180-180 ml mintat oltottam be Escherichia coli
baktériummal (ATCC 25922). 180 pl 1,5x108 CFU/ml (optikai siirliség alapjan) E. coli
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szuszpenzidt hasznaltam az el6készitett mintdk beoltdsara. Szelektiv és differencidld taptalajt
(ChromoBio COLIFORM, BiolLab) készitettem lemezontéssel az E. coli koloniaképzo
egységeinek (CFU) meghatdrozasahoz, illetve a telepek megkiilonboztetéséhez mas

mikroorganizmusoktol. Ez az agar E. coli jelenlétét kék elszinezddéssel jelzi (9. abra).

9. abra: Szelektiv agar, E. coli jelenlétét kék szinnel jelzi

Az agart a gyart6 utasitasainak megfelelden készitettem el. Az ultrahangos kezelések utan minden
mintabol higitasi sort hoztam 1étre, majd ezek 0,1 ml-ét szélesztettem a ChromoBio Coliform agar
(BioLab, Zemun, Milana Uzelca 6/3) feliiletén. Az igy elkészitett lemezeket 37°C-on 24-48 6ran
keresztiil inkubaltam. Mindegyik mintat harom ismétlésben készitettem el €s a kiilonbozo kezelési
csoportokat figyelembe véve 0sszesen 468 mintat vizsgaltam. Az elemzés soran a CFU logaritmus

értékét vettem figyelembe.

4.2.5 Kozeli-infravoros spektralis mérések

A kozeli infravords spektralis analizist egy asztali (MetriNIR Research, Development and Service
Co., Budapest, Hungary) spektrométer hasznélataval végeztem. A transzflexios spektrumokat 740-
1700 nm hulldamhossz-tartomadnyban mértem 2 nm-es felbontdssal. A spektrum felvétel a
METRINIR mérdszoftver v0.9.0.394 (Metrika Inc., Budapest, Magyarorszag) segitségével tortént.
Mivel a hdmérséklet nagyban befolyasolhatja a megfigyelt mintédk adatait, ezért dontd fontossagu
volt az allanddo hémérséklet fenntartasa. Ennek biztositasara vizhiitéses kiivettat hasznaltam,
amelynél a minta rétegvastagsaga 0,4 mm. A NIR méréseknél a 10 V/V%-0s mintak keriiltek
vizsgalatra. A mintdkbol harom parhuzamost készitettem és véletlenszerii sorrendben mértem meg
négy, egymast kovetd spektrum készitésével, 18 © C-on az 6nallé ultrahangos kezelések soran,
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illetve 55°C a kombindlt kezeléseknél. Osszesen 540 minta mérését végeztem el, melyekbdl
egyenként négy spektrumot rogzitettem (2160 spektrum), az ©6nalld ultrahangos kezelések
esetében, mig a kombindlt kezeléseknél 6sszesen tobb, mint 700 mintat, azaz tobb, mint 2500

spektrumot vizsgaltam meg.

4.2.6 Adatelemzési modszerek

Annak megéllapitasara, hogy az ultrahangos és kombinalt kezelés idOtartama és bedllitasai
jelentésen befolyasoljak-e a mikrobiologiai tulajdonsagokat, kéttényzds varianciaanalizist
(ANOVA) alkalmaztam Tukey-HSD ¢és Games-Howell post hoc eljarasokkal, p <0,05
szignifikancia szinten. A szordsok homogenitasat Levene teszttel vizsgiltam meg. Linedris
regresszios modszert alkalmaztam az 6sszefliggések elemzésére a kezelés energiaddzisa és az E.

coli log CFU/ml valtozasai kozott.

A NIR adatelemzés soran az elsé 1épés a nyers spektralis adatok vizualizaldsa, a kiugrd értékek
meghatarozasa érdekében, valamint annak eldontése, hogy melyik elokezelési modszer sziikséges
a kutatas szempontjabdl relevans informaciok kinyeréséhez. Az adatok simitdsahoz Savitzky-
Golay sziir6t (masodrendii polinommal, 21 adatponttal) alkalmaztam, majd az alapvonal
korrekcidjahoz az tin. Multiplicative Scatter Correction (MSC) modszert hasznaltam. A mintak
NIR spektrumanak eredményeit fokomponens analizissel (PCA) értékeltem. A PCA segitségével
nagy mennyiségli adatot lehet néhany 0j valtozora vetiteni, amelyek tartalmazzak az adatokban
rejlo valtozékonysag nagy részét. A spektrumok zajanak csokkentése érdekében a 950-1650 nm
hullamhossztartomanyt vettem figyelembe. A folyékony tojastermékekre kiilon modelleket
épitettem minden kezelési beallitashoz, igy a vizsgélatok 12 modellben 6sszegezhetdk, melyeknél
a fliggetlen valtozoként a kezelési idot, a frekvenciat, a teljesitményt és a dozist vettem alalpul,

fiiggd valtozo pedig a telepképz6é mikrobaszdm logaritmikusan vett értéke volt.

A PCA értékek felhasznaldsdval linedris diszkriminancia analizist (LDA) végeztem, hogy
megtaldljam a tojasok paramétereinek linearis kombinéaciojat, amelyek jellemezhetik a mintdk
szerkezeti valtozéasait ultrahangos kezelés sordn. Az osztilyvaltozok az egyes folyékony
tojastermékek kiilonb6z6 kezelési beallitasainak idétartamat jelentették (hasonléan a PCA-hoz),
igy 12 modellt kaptam. A modell felépitéséhez a teljes adatkészlet kétharmadat hasznaltam fel,

valamint a predikciés modell pontossagat haromszoros kereszt-validacioval végeztem.

Tsenkova (2009) kutatasai alapjan az 1300 és 1600 nm kdzotti spektrumtartomany tartalmazza a
{6 12 vizmatrix abszorpcios koordinatat (WAMACs - Water Matrix Coordinates), melyeket adatok
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elemzéséhez fel tudunk hasznalni. Adatkészletiink spektralis mint4janak vizualizalasara n.
aquagram-okat alkalmaztam. A klasszikus aquagram egy sugardiagram, amely a kivalasztott

vizsavok normalizalt abszorbancidjat mutatja.

A sugar tengely az ,,aktivizalt” hullamhosszok abszorbanciajanak normalizalt értéke (2. egyenlet):
A= (Ak_uk)/ oA (2)

Ahol Ay — normalizalt abszorbancia, Ay — a tobbszords szorodasi korrekcio (MSC) utani
abszorbancia, pA - az 6sszes spektrum atlaga a vizsgalt mintacsoportbol a transzformacio utan, ol

- az 6sszes spektrum szorasa a vizsgalt mintacsoportban a transzformaci6 utan.

A mikrobiolégiai adatok elemzését SPSS Statistics 25 (IBM, Armonk, New York, Amerikai
Egyesiilt Allamok) és a Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Washington, Amerikai Egyesiilt
Allamok) segitségével, a NIR spektrumelemzést pedig az RStudio 1.1.463 (RStudio Inc, Boston,

Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) ,,aquap2” csomag alkalmazasaval végeztem.

4.2.7 Tojasfehérje habképzési, habtartéssagi vizsgalatok

A tojashab tulajdonsagainak értékeléséhez a habképzd képességet €s a habstabilitdst mértem. A
tojasfehérje-mintakat 150 ml-es f6zopoharakba Ontdttem, automata pipettaval (30 ml). Ezutédn a
mintakat a f6zépoharban kézi mixerrel (Bosh MFQ36400, 450 W) a legmagasabb fordulatszamon
(~1300 rpm), szobahdmérsékleten (24°C) 5 percig felvertem. A habositas utan a propellert azonnal
eltavolitottam a f6z6poharbol, és megmértem a hab magassagat. A hab térfogatat a 3. egyenlet

alapjan szamoltam ki:
V=mxr?2xh (3)
, ahol V [ml] a hab térfogata, r [cm] a f6z6pohar sugara és h [cm] a hab magassaga.

A hab stabilitasanak meghatarozasahoz a f6z6poharhoz egy tivegtolesért erésitettem, majd fejjel
lefelé forditottam (10. abra), hogy a statikus nedvességet (vagyis az esetlegesen at nem alakult
tojasfehérje 1¢) levalasszam. 1 ora elteltével megmértem a visszalakult tojasfehérje tomegét. A
mintdk tomegét 0,01 g-os pontossagl digitalis mérleggel (Radwag, WLC 2/2a) mértem. A

méréseket csoportonként 3 mintan keresztiil végeztem el.
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10. dbra.: Habtartdssag meghatdrozdsa

Az egyes kezelési paraméterek habképzd képességre és habstabilitasra gyakorolt hatdsanak
értékelésére az ANOVA teszt az egyik leggyakrabban alkalmazott modszer. A megfigyelt adatok
nem normalis eloszlasa esetén, nem paraméteres teszt elvégzése sziikséges a vizsgalathoz.
Alternativaként a Kruskal-Wallis-teszt egy nem parametrikus teszt, amely akkor hasznalhato, ha
az adatok nem normalis eloszlasuak. E teszt nullhipotézise az, hogy a vizsgalt csoportok medianja
megegyezik. Mas szoval, azt lehet vizsgéalni, hogy van-e kiilonbség az egyes Osszehasonlitott
csoportokba tartozo populaciok medianjai kozott. Amennyiben a Kruskal-Wallis-teszt
szignifikans hatast eredményez az egyes utlrahangos paraméterek szempontjabol, az egyes szintek

kozotti 6sszehasonlitast Dunn tesztel (Bonferroni korrekcidval) vizsgalom tovabb.

A statisztikai elemzést az SPSS statistcs 25 (IBM, Armonk, New York, Amerikai Egyesiilt

Allamok) segitségével végeztem.
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5. Eredmények

5.1 Ultrahang, mint 6nallo kezelés

Els6 kisérlet sorozatomban az ultrahangos kezelés, mint 6nallo modszer, hatasat vizsgaltam E. coli
(ATCC 25922) baktériumokkal fert6zott tojasleveken. Célom az volt, hogy megallapitsam az
ultrahangos kezelés hatékonysagat a baktériumok elleni harcban, valamint annak potencialis
alkalmazhatosagat a tojaslevek fert6tlenitésében ¢és biztonsagossa tételében. Az eredmények

bemutatasat a mikrobiologiai vizsgalatok kiértékelésével kezdem.

5.1.1 Mikrobiologiai vizsgalatok

Az eredmények kiértékelésekor az ultrahang tobb paraméterének fliggvényében vizsgaltam meg a

mikrobaszam valtozast.

A hatéasos teljesitmény vizsgalata (11. abra) soran két kezelési szintet (3,7 W és 6,9 W)
kiilonboztethetink meg a kontroll mellett. A kezelés hatasara a mikrobaszam csokkenése

figyleheté meg.
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11. Gbra: Telepképzd baktériumszdm logaritmikus értékének (log CFU/ml) véltozdsa az ultrahangos kezelés hatdsos
teljesitményének fliggvényében
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Az adatok Shapiro-Wilk vizsgalata normal eloszlasi adathalmazt mutatnak, valamint a Bartlett
teszt alapjan a homogenitas feltétele is teljesiil minden vizsgalt csoportban, igy a csoportok kdzotti
kiilonbségek szignifikanciajat (p<0.05) Tukey teszt segitségével végeztem. A Tukey teszt alapjan

tobb esetben is szignifikans kiilonbség mutatkozott a mikrobaszamokat tekintve (2. tablazat).

A teljes tojaslé és a tojasfehérje esetében szignifikans kiilonbség volt a kontroll és (mindkét hatasos
teljesitmény esetében) a kezelt mintak kozott, mig a tojassargaja esetében csak a 6,9 W-on kezelt
mintdk kiiloniilnek el szignifikdnsan a kezeletlen mintaktol. A kezelési szintek kozott is
kimutathatéd szignifikans kiillonbség a teljes tojaslé esetében. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az ultrahang a hatasos teljesitmény jelentds hatassal van a mikrobaszamra, minden

tojastermék esetében.

2. tdbldzat: Hatdsos teljesitmény (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszam fliggvényében

Teljes tojaslé

Szignifikancia (p — érték) Kontroll 3,7W 6,9 W
Kontroll -
3 7W 0,004* -
6,9 W 3,78e-05* 0,0138* -
Tojasfehérje 1é
Szignifikancia (p — érték) Kontroll 3,7W 6,9 W
Kontroll -
37W 5,434e-05* -
6,9 W 1,534e-05* 0,72 -
Tojassargaja 1é
Szignifikancia (p — érték) Kontroll 3,7W 6,9 W
Kontroll -
37W 0,0599 -
6,9 W 0,0205* 0,667 -

*Szignifikans kiilonbség (p<0.05)

Az ultrahang frekvenciajanak hatasat az E. coli-raa 12. abra

mutatja. A frekvencia esetében is 2 kezelési szintet kiilonboztetiink meg; 20 kHz és 40 kHz.
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12. Gbra: .: Telepképzd baktériumszdm logaritmikus értékének (log CFU/ml) véltozdsa az ultrahangos kezelés frekvencidjdnak
fliggvényében

Teljes tojaslé és tojasfehérje esetében szignifikans kiilonbséget tapasztaltam mindkét frekvencia
esetében a kezelt és a kezeletlen mintdk kozott (3. tablazat), mig a tojassargdja kezelése csak 40

kHz-en mutatott szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest.

3. tdbldzat: Frekvencia (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszam fiiggvényében

Teljes tojaslé

Szignifikancia (p — érték) Kontroll 20 kHz 40 kHz
Kontroll -
20 kHz 0,0038* -
40 kHz 0,0001* 0,1149 -
Tojésfehérje 1é
Szignifikancia (p — érték) Kontroll 20 kHz 40 kHz
Kontroll =
20 kHz 6,009e-05* -
40 kHz 4,295e-07* 0,0125* -
Tojassargaja 1é
Szignifikancia (p — érték) Kontroll 20 kHz 40 kHz
Kontroll -
20 kHz 0,1056 -
40 kHz 0,0032* 0,0271* -

*Szignifikans kiilonbség (p<0.05)
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A két frekvencia szintet 6sszehasonlitva az 1athato, hogy tojassfehérje és tojassargaja 1€ esetében
a 40 kHz frekvenciaszinten kezelt mintdknal szignifikdnsan kisebb a mért mikrobaszam, mint a 20

kHz-en kezelt mintak esetében.

A kezelési id6 hatasat osszesen négy szinten vizsgaltam: 0 perc, 30 perc, 45 perc és 60 perc. (13.
abra). Az abran, a kezelési id6 novekedésével monoton csokkenés figyelheté meg az E. coli

szamban minden tojaslé esetében.
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13. dbra: Telepképzé baktériumszém logaritmikus értékének (log CFU/ml) vdltozdsa az ultrahangos kezelés kezelési idejének
fliggvényében

A Tukey teszt teljes tojaslé és tojasfehérje 1€ esetében mar 30 perces kezelést kovetden szignifikans
kiilonbséget mutat a kezeletlen mintakhoz képest (4. tablazat). A tojassargaja esetében csak a 45
perc idétartamu kezelése utan volt mérhet6 szignifikans kiilonbség a kontroll mintakhoz képest. A
30 perces kezelések 95 %-0s szignifikancia szinten kiilonboznek a 45 és 60 perces kezelésektdl a
tojasfehérje 1€ és teljes tojaslé esetében. A tojassargdja esetében viszont csak a 30 és 60 perces
kezelések kozott mutatkozik szignifikans kiilonbség. A 45 és a 60 perces kezelések esetében csak

a tojasfehérjénél tapasztaltam szignifikans kiilonbséget.
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4. tdblazat: Kezelési id6 (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszdm filiggvényében

Teljes tojaslé

Szignifikancia (p —
Kontroll 30 perc 45 perc 60 perc
érték)
Kontroll -
30 perc 0,027* -
45 perc 3,847e-05* 4,121e-03* -
60 perc 5,477e-06* 2,209e-04* 0,7382 -
Tojasfehérje 1¢
Szignifikancia (p —
Kontroll 30 perc 45 perc 60 perc
érték)
Kontroll -
30 perc 9,928e-05* -
45 perc 4.653e-07* 0,038* -
60 perc 2,062e-09* 8,750e-06* 0,027* -
Tojassargaja 1é
Szignifikancia (p —
Kontroll 30 perc 45 perc 60 perc
érték)
Kontroll -
30 perc 0,4124 -
45 perc 0,0129* 0,0532 -
60 perc 9,314e-04* 9,973e-04* 0,438 -

*Szignifikans kiilonbség (p<0.05)

Az egyes paramétereket vizsgalva elmondhatd, hogy szignifikans hatassal van a tojaslevek E .coli

telepképz6é mikrobaszam valtozasara mind az ultrahang hatasos teljesitménye, mind a frekvenciaja

¢s kezelési ideje.

A kezelés dozisait vizsgalva mar a hatdsos teljesitmény és a kezelési idé egyiittes hatdsat

vizsgaljuk meg. A 14. abra lathato, hogy a kezelés dozisanak ndvekedésével, ha nem is monoton,

de csokkend mikrobaszam valtozas kovetkezik be mindharom tojaslé esetében.

38



5 54 Group

- OFehérie
= (OTeljes tojaslé
5 $ Sargaja
T ¢
E ¢
D -
g 50 {; %
E {¢ Sl
N + +
N
n
Q %
2
[+ -
= 45
©
Q
L
4.0 T

I 1 I | 1 I
0 666 999 1242 1332 1863 2484
Dézis [kJ]

Error Bars: 95% CI

14. dbra: Telepképzé baktériumszdm logaritmikus értékének (log CFU/ml) véltozdsa az ultrahangos kezelés dézisdnak
fliggvényében

A dozisok esetében 6 szintet vizsgaltam meg a kontrollon kiviil (6,66 kJ; 9,99 kJ; 12,42 kJ; 13,32
kJ;18,63 kJ; 24,84 kJ), melyeknek szignfikancia szintjeit a 5. tablazat tartalmazza. Szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltam a dozis novelésével a kezelt ¢és kezeletlen mintdk k6zott mindharom
tojaslé esetében. A tojasfehérje esetében mar 6,66 kJ dozisu kezeléstdl szignifikans kiilonbséget
tapasztaltam. Teljes tojaslé esetében szignifikans kiilonbség a kontrollhoz képest a 9,99 kJ dozistol
volt mérhetd, mig a tojassargdja mintak esetében szignifikans kiilonbség eléréséhez minimum

18,63 kJ dozisu kezelésre volt sziikség.

A tojassargaja mintdk csak 18,63 kJ és 24,84 kJ dozist kezelés esetében mutatott szignifikdns

kiilonbséget a kezeletlen mintdkhoz képest.
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5. tdblazat: Dozis (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszdm fliggvényében

Teljes tojaslé
p érték 0 kJ 6,66 kJ 9,99 kJ 12,42 13,32kJ 18,63 kJ 24,84 kJ
kJ
0 kJ -
6,66 kJ 0,5443 =
9,99 kJ | 2,85e-04* 5,82e-03* -
12,42 kJ | 8,14e-04* 0,019* 0,992 =
13,32 kJ | 3,53e-05* 4,93e-05* 0,971 0,824 -
18,63 kJ | 3,85e-06* 3,25e-05* 0,529 0,275 0,961 =
24,84 kJ | 5,47e-07* 2,86e-06* 0,131 0,049* 0,554 0,977 -
Tojasfehérje 1é
p érték 0 kJ 6,66 kJ 9,99 kJ 12,42 13,32kJ 18,63 kJ 24,84 kJ
kJ
0 kJ -
6,66 kJ | 7,73e-03* -
9,99 kJ | 1,79e-05* 0,146 =
12,42 kJ | 2,92e-04* 0,769 0,891 -
13,32 kJ | 1,90e-07* 0,119 0,443 0,85 -
18,63 kJ | 1,42e-05* 1,03e-03* 4,59%-02* 0,999 0,503 -
24,84 kJ | 1,06e-07* 4,8%-04* 2,42e-02* 0,299 0,999 0,348 =
Tojassargaja 1é
p érték 0 kJ 6,66 kJ 9,99 kJ 12,42 13,32kJ 18,63 kJ 24,84 kJ
kJ
0 kJ -
6,66 kJ 0,843 -
9,99 kJ 0,117 0,575 -
12,42 kJ 0,751 0,999 0,710 -
13,32 kJ 0,061 0,354 0,994 0,321 -
18,63 kJ 0,036* 0,222 0,479 0,999 0,999 -
24,84 kJ 0,003* 0,017* 0,029* 0,544 0,900 0,770 -

*Szignifikans kiilonbség (p<0.05)
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A 14. édbra lathatd valtozasokat tovabb vizsgaltam a dozis fliggvényében, mely soran E. coli

mikrobaszam csokkenést tapasztaltam mindharom tojastermék esetében. A telepszam csokkenést

20 és 40 kHz frekvencian kiilon-kiilon vizsgaltam (15. abra).
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c.) Teljes tojaslé
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15. dbra: Alog CFUIML (y) linedris regresszidja a kezelés dozisanak fiiggvényében (x) kiilon-kiilon 20 kHz és 40 kHz
esetén, a - tojasfehérje lé, b - tojassargaja lé, c - teljes tojaslé

Negativ (Tukey teszt alapjan szignifikans) korrelaciot figyelhetiink meg az ultrahangos kezelések
energia dozisa és az E. coli log CFU/ml értékei kozott. A modellek paramétereit a 6. tablazatban

foglaltam Ossze:

6. tabldzat: E. coli csdkkenését (dozis fiiggvényében) leiro linedris egyenlet paraméterei

Csoport Frekvencia Meredekség F érték R? érték
Tojasfehérje 20 kHz -0.018 55,23 0,7152
Tojasfehérje 40 kHz -0.0246 58,09 0,7253
Tojassargaja 20 kHz -0.0153 18,49 0,4566
Tojassargaja 40 kHz -0.0206 42,84 0,6607
Teljes tojaslé 20 kHz -0.0213 120,33 0,8454
Teljes tojaslé 40 kHz -0.0241 86,76 0,7977

A 6. tablazatban szereplé paraméterek csak kozepesen erGs korrelacidt mutatnak az egyes
esetekben -koszonhetéen a mikrobiologiai mérési eredmények jelentés szorasanak- azonban
minden vizsgalat esetben linearis kapcsolat talalhato a kezelések dozisa és az E. coli pusztulasa

kozott. A legmagasabb energia dozison (24,84 kJ) torténd kezelések hatdsara a tojasfehérje
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esetében 0,5 log CFU/m, a tojassargaja esetében 0,7 log CFU/ml és a teljes tojaslé esetében 0,5
log CFU/mI csokkenést értem el az ultrahangos kezeléssel. Ebben az esetben, bar nem talaltam
szignifikans kiilonbséget az alkalmazott frekvencidk kozott, azt tapasztaltam, hogy a 20 kHz-en
végzett kezelések szisztematikusan kevésbé voltak hatékonyak a sejtszam csokkentésére, mint a

40 kHz-es kezelések, ami a modellek meredekségébdl mutatkozik meg.

Az ultrahangos kezelés paramétereinek hatasvizsgalata alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a
kezelési frekvencia, a hatasos teljesitmény és a kezelési id6 szignifikans hatassal van a
tojastermékek mikrobaszamanak valtozasara. A kezelt csoportok esetében az E. coli telepképz6
sejtjeinek csokkenése volt kimutathato a tojaslémintakban. A legnagyobb csokkenést 60 perces
kezelésnél értem el, melynél 6,9 W teljesitményti és 40 kHz frekvencidju ultrahanggal kezeltem a
mintakat. Teljes tojaslé és tojasfehérje esetében 0,5 log CFU/ml, tojassargéja estében pedig 0,7
log CFU/ml értékti volt az E. coli telepképzo sejtjeinek csokkenése a kezelés hatasara. A kapott
adatok azt mutattak, hogy a kontroll csoport minden esetben szignifikansan eltért a kezelt
mintaktol. Ez azt jelenti, hogy az ultrahangos kezelés (az alkalmazott beallitdsokkal) 6nmagéaban

ugyan enyhe, de szignifikans hatassal volt a tojaslé termékekbe oltott E. coli tulélésére.

Tovabba arra kovetkeztethetiink, hogy az ennyi ideig, ilyen beallitasok mellett végzett ultrahangos
kezelés Onmagdban nem elegendd a baktériumok szaméanak elfogadhatd mennyiségének

csokkentésére, kiillonosen azért, mert az alkalmazott teljesitmény szintje alacsony volt.

A vizsgalatok eredményei alatimasztjak a korabban Sesal és munkatarsai (2014) altal publikalt
eredményeket, ahol szintén szignifikdns (kozel 2 log CFU/ml) valtozast értek el ultrahangos
kezelés hatasara, esetiikben sokszoros teljesitményti ultrahangos kezelés hatasara, mely viszont
nagymértékben befolyasolhatja a tojaslevekben talalhato fehérjék szerkezetét (Corzo-Martinez et
al., 2017).

Az eurdpai szabalyzat szerint (EUR-Lex, 2020) a tojastermékekben talalhato E. coli baktérium
elfogadhatd mennyisége 1-2 log CFU/ml kozott lehet. Ezt a szintet ezekkel a kisérleti
beallitasokkal ugyan nem tudtuk elérni, viszont a linearis modelleket kiterjesztve (feltételezve a
linearitas megmaradasat), egy hétszer nagyobb dozisu ultrahangos kezelés mar képes lehetne az 5
log CFU/ml kezdeti értéket megfelelé mértékben csokkenteni, bar az eredmények szorasa is

novekedne.

A kutatas sordn a kisérleti felépitésben alkalmazott szakaszos tizemii technologia helyett folytonos
technologiat alkalmazva az iparban sokkal hatékonyabb eredményeket lehetne elérni, csokkentve

a kezelés idtartamat és feltehetdleg a sziikséges energia befektetést.
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Korabbi publikaciok (Benedito et al. 2015; Costello et al. 2021; Piyasena et al., 2003) arr6l
szamolnak be, hogy az ultrahang, mint kiegészitd kezelés oridsi potenciallal rendelkezik a

mikroorganizmusok inaktivalasara, melyeket a jelen kutatas is alatamaszt.

5.1.2 Kozeli-infravoros spektrumanalizis eredményei

A kiilonb6z6 tojaslevekben az ultrahangos kezelésének hatasara bekovetkez6 valtozasokat kozeli
infravords (NIR) spektroszkopiai méréssel vizsgalatam. A spektroszkopiai mérések gyakran
tartalmaznak zajt, amely torzithatja az adatokat és nehezitheti az értelmezésiiket. Savitzky-Golay
sziir6t alkalmaztam a spektroszkopiai adatokon a zaj csokkentése és simitas érdekében, mely
an¢lkiil csokkentette a zajt, hogy elveszitettiik volna az adatokban rejlé valddi jellemzoket
(Schafer, 2011). Gyakran eléfordul az is, hogy a mérési jel Osszetéveszthetd a nem kivant
szorodassal (scatter), melyet a mintaban levé olyan részecskék vagy strukturak okozhatnak,
amelyek a bejové sugarzast kiilonboz6 iranyokba szorjak. Tovabba okozhatja a mérési
kornyezetben jelen 1év6 optikai vagy mechanikai rezonanciak, vibraciok. A Multiplicative Scatter
Correction (MSC) modszer ezeket a nem kivant hatasokat korrigalja anélkiil, hogy elveszitené a

mintak valodi spektralis jellemzo6it (Mou et al., 2014; Naes et al., 1990).

A mintanként 700 dimenziészamu (hullamhossz) spektralis adatok kezelése altalaban bonyolultta
¢s idoigényessé teszi az analizist, valamint megneheziti az adatok kozotti mintdzatok vagy
kapcsolatok felismerését. Fokomponens analizis (PCA) segitségével csokkenthetd az adatok
dimenzi6szama, mikézben megdérzOdnek az adatokban rejld fontos informacidk és strukturak.
Ezaltal egyszertisodik az adatok kezelése €s értelmezése, valamint konnyebben feltarhatok az
adatok k6zotti mintazatok és kapcsolatok, ideértve a kezelés hatasait is (Kurita, 2019; Toscano et
al., 2017).

Ezért a tojasmintak kapott NIR-spektrumat els6 1épésként fokomponens analizissel vizsgaltam. A
mért spektrumok felhasznalasaval épitett PCA-modellek azt mutatjak, hogy az elsé két
f0komponens a szorasokat tojasfehérje esetében 85%-ban, tojassargdja, illetve teljes tojaslé
esetében 98%-ban (16. abra) magyarazza. A 16. abra az egyes hullamhosszok (x-tengely)
koefficiens értékei (y-tengely) lathatok. A koefficiensek vagy terhelések (loadings) azt mutatjak
meg, hogy az eredeti valtozok milyen mértékben jarulnak hozza az j komponensekhez. Ezek a
koefficiensek a sajatvektorok (eigenvektor) elemei, és tiikrozik az eredeti valtozok és az Uj
komponensek kozotti korrelaciot, mely lehet negativ vagy pozitiv. A kozel nulla abszolut értékek

azt jelzik, hogy egy valtozo kevésbé jarul hozza a komponenshez, mig nagyobb abszolut értékek
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azt jelzik, hogy a valtozok nagyobb mértékben jarulnak hozza a komponenshez (Dien et al., 2005;
Wold et al., 1987).
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16. dbra: A PC1 és PC2 fékomponens kialakuldsdhoz hozzdjdruld hullémhosszok, tojdstermékenként (a. — tojdsfehérije 16, b. —
tojdssdrgdja Ié, c. — teljes tojaslé)

Az 7. tablazat foglaltam 6ssze a csoportonkénti hullimhosszokat mindhdrom tojaslé esetében az
alkalmazott kezelések fliggvényében. Mayo (2003), Muncan (2019), Szigedi (2014), Tsenkova
(2009) kutatasai alapjan a hullamhosszok kiilonb6z6 molekula csoportokhoz kothetok.

A C-N vegyértékrezgésekhez tartozo savok primer aminoknal kdzepesen erdsek ¢s 1040 - 1080
nm hulldmhossznal talalhatok, mig a szekunder aminok abszorpcids savjai 1140 és 1180 nm kortil
vannak. Az N-H deformacios rezgésekhez tartozo savok primer aminoknal (-NH2) erések és 1590
- 1650 nm tartomanyban talalhatok, valamint a szekunder aminok (-NH) kozepesen erbsek és

abszorpcios savjai 1550 — 1650 nm hullamhosszon vannak (Mayo, 2003; Tsenkova 2009).

A szénlancban talalhaté kotéstipusok hatasat vizsgalva megallapithato, minél nagyobb a
kotésenergia, anndl nagyobb energia sziikséges a vegyértékrezgés gerjesztéséhez, tehat a
kotésekhez tartozo savok annal kisebb hullimhossznal/nagyobb hullimszdmnal jelennek meg. A
C-C kotések vegyérték és deformacios rezgései jellemzden 1100 és 1300 nm tartomanyban

figyelhet6k meg (Szigedi, 2014).

Az 1300 és 1550 nm hullamhossz tartomanyban az -OH primer harménikus vegyértékrezgések
elnyelési savjai talalhatoak (Bazar et al., 2015; Kovacs et al., 2020). Ez a tartomany a

késdbbiekben az aquaphotomics témakdrében keriil majd megvizsgélasra.
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Tehat a koefficiensek segitettek meghatarozni, hogy feltehetéen mely hullimhosszok, ezaltal mely

molekula csoportok valtoztak az ultrahangos kezelés hatasara.

7. tabldzat: F6komponenes analizis sordn az elsé két f6 komponens (PC1 és PC2) kialakuldsdhoz hozzdjdruld hullimhosszok
csoportonként

Hullamhossz
Tojas mint Kezelési beallitasok
ojas minta ezelési beallitaso CN CC OH N
20 kHz, 3,7 W 1074 1194 1407, 1482, 1512 1620
1052,
20 kHz, 6,9 W 1100 - 1412, 1508 1554
1384, 14
Tojasfehérje 40 kHz, 3,7 W 1078 1184 384, 1 522’ 1512, -
40 kHz, 6,9 W 1066 - 1342, 1412, 1440, 1560
1513
20 kHz, 3,7 W - 1214 1504 1660
20 kHz, 6,9 W 11%27%' - 1374, 1502 -
Tojassargaja
40 kHz, 3,7 W 1066 1206 1462, 1504 -
40 kHz, 6,9 W 1060 1206 1384, 1452, 1534 -
1058, 1374, 1426, 1488,
20 kHz, 3,7W 1158 ] 1546 ]
1051,
20 kHz, 6,9 W 1208 1398, 1476, 1548 -
Teljes tojaslé 1156
40 kHz, 3,7 W 1060 - 1412, 1520 1616
40 kHz, 6,9 W 1056 1210 1406,1492,1544 -

5.1.2.1 NIR adatok vizsgalata az Aquaphotomics médszerével

A NIR méréssel kapott spektrumok 1300 és 1550 nm kozotti hullaimhossz tartomanyat egy
viszonylag 0j tudomanyag az aquaphotomics is vizsgalja. Az aquaphotmomics a viz abszorpcids
spektrumanak elemzésével tanulmanyozza a vizmolekuldk kolcsonhatasait és hidrogénkdtés-
halozatait kiillonb6z6 rendszerekben, mint példaul bioldgiai szovetekben, ¢lelmiszerekben vagy

ipari anyagokban (van de Kraats et al., 2019).

Az alapja, hogy a vizmolekuldk infravords abszorpcids spektruméanak jellegzetességei
nagymértékben fliggnek a vizmolekuldk kornyezetétdl, kotéserdsségeitdl és a hidrogénkotések
elrendez6désétdl. Az abszorpcids csucsok frekvencidjanak és alakjanak elemzésével kovetkeztetni
lehet a vizsgalt rendszer vizmolekuldinak allapotara (Tsenkova et al., 2018). Ez a mddszer,

ellentétben a ,hagyomanyos” spektroszkopiai megkdzelitéssel, amely az oldott anyagok
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abszorpcids savjait vizsgalja, a viz molekularis matrixanak valtozasait koveti nyomon, egyfajta

,tikrot” mutatva az oldott anyagok valtozasaival kapcsolatban (Bazar et al., 2015).

Az 1300-1550 nm-es hullamhossztartomanyban 12 specifikus vizmolekulafajtanak megfeleld

abszorpcids savot tartak fel, melyet Vizmatrix koordinataknak (Water Matrix Coordinates -

WAMACS) neveztek el (8. tablazat).

8. tabldzat: Vizmatrix koordindtdk— 12 WAMACS (dos Santos et al., 2013; Muncan & Tsenkova, 2019)

WAMACS

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

Cl1

C12

Hulldmhossz

1336-1348

1360-1366

1370-1376

1380-1388

1398-1418

1421-1430

1432-1444

1448-1454

1458-1468

1472-1482

1482-1495

1506-1516

Jellemz6 szerkezet

H>0 aszimmetrikus nyulasi rezgés

OH —(H20)1,2,4: Hidratacios héj (water solvation shell)
H>0 szimmetrikus nyulési és aszimmetrikus hajlasi rezgés

OH-(H20)1.4: Hidrataciés hé;
02-(H20)4: Hidratalt szuperoxid csoportok

H20 szimmetrikus nyulési rezgés
Ionos mezdbe zart viz (csapdaba esett viz)

So: Szabad viz
Szabad OH- csoporttal rendelkez6 viz

Hidratacios sav
S1: Egy hidrogén kotéssel rendelkezd vizmolekuldk
OH-(H20)45: Hidratacios héj

S2: Két hidrogén kotéssel rendelkezd vizmolekulak

Aszimmetrikus hajlasi és nyulasi rezgés
S3: Harom hidrogén kotéssel rendelkezd vizmolekulak
Sa: Négy hidrogén kotéssel rendelkezd vizmolekulak

H20 szimmetrikus nyulasi rezgés

Er6sen kotott viz

Ezen tartomanyok egyszerlibb vizsgalata érdekében sugardiagramok, ugynevezett aquagramok

hasznalatosak. Az aquagramok rendkiviil latvanyosan szemléltetik az eredményeket és lehetdvé
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teszik a kiilonboz6 rendszerek vagy ugyanazon rendszer kiilonbozo allapotainak gyors és atfogo
Osszehasonlitasat, azok viz abszorpcids spektralis mintazatanak (WASP) Osszehasonlitasaval.

(Tsenkova, 2018).

A sugar tengely az ,,aktivizalt” hullimhosszok abszorbancidjanak normalizalt értéke, melynek

szamitasat a 2. egyenlet tartalmazza.

Tovabbiakban aquaphotomics segitségével vizsgaltam az ultrahanggal kezelt és kezeletlen
tojasleveket. A rendszerben talalhatd vizmolekulak szerkezetének vizsgalatahoz az 1300 és 1550
nm kozotti spektralis adatokbol aquagramokat készitettem mindharom tojaslé esetében, melyek az
kezelési id6k (17. abra, 18. abra, 19. abra), frekvencia (20. abra, 21. abra, 22. abra), hatasos
teljesitmény (23. abra 24. abra, 25. abra) és dozis (26. abra) mintazatat (Water Absorbance Pattern
— WASP) abrazoljak.

A tojasfehérje kezelési idejeinek abszorpcids spektralis mintazatat vizsgalva (17. abra) lathato,
hogy a C1-C4-es (1336-1388 nm) matrix koordinataig a kezelési id6 novelésével csokkend
tendencia mutatkozik az abszorpcidban. Ezen a spektralis sdvok csokkenésének jellemzdje, hogy
kevesebb a lazan, gyengén kotott vizmolekula, illetve a hidroxidionok és egyéb ionos részecskék
hidratburka, mely a vizmolekuldk szorosabb asszocidciojaba, klaszterekbe rendezddésére utal
(Tsenkova, 2009). A C6-Cll-es sav (1421-1495 nm) esetében a kezelési id6 novelésével,
novekedés mutatkozik az abszorbancia tengelyeken, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy
novekedett az 1-4 hidrogénkotést tartalmazo vizmolekuldk aranya, valamint utal a kozepes és erds
hidrogénkotések ndvekedésére a rendszerben, illetve a vizmolekuldk fokozottabb asszocidcioba

rendez6désére, alatamasztva a C1-C4 sav abszorpciojanak csokkenését (Czarnecki et al., 2015).
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17. dbra: Kezelési id6k Aquagramja — WASP (tojdsfehérje I€)

A tojassargaja esetében (18. abra) ugyanezek a mintak mutatkoznak meg azzal a kiilonbséggel,
hogy a C5-6s (1398-1418 nm) és a C12-es (1506-1516 nm) abszorpcids sav mentén is az id6
novelésével, novekvd abszorbancia értékeket mutat. Az 1412 nm-es hullamhossz a szabad
vizmolekulak abszorpciods savjaba tartozik (Malegori et al., 2018), igy ennek névekedése beleillik
a C1-C4-es sav altal mutatott mintazataba. A C12 WAMACS az erdsen kotott vizzel korrelal, igy
ennek novekedése szintén alatdmasztja, hogy a gyengébben kotott vizmolekuldk a kezelési ido
emelkedésével csokkentek, mig a kdzepesen erds €s erds kotésti vizmolekuldk aranya névekedett

a rendszerben.
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18. dbra:: Kezelési id6k Aquagramja — WASP (tojdssargdja I€)

A teljes tojaslé esetében (19. abra) a tojassargaja altal mutatott tendenciak fedezhetdék fel egyetlen
nagy kiilonbséggel. A 60 percen keresztiil kezelt minta a varthoz képest ellentétes eredményt
mutat, mely olyan, mintha a fehérje és a sargaja keverékében egy bizonyos kezelési id6 utan

felborulna a belsé rendszer €és aranyaban tobb szabad és lazdn kotott vizmolekula keletkezne.
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19. ébra: Kezelési id6k Aquagramja — WASP (teljes tojaslé)

Osszességében elmondhatd, hogy az ultrahangos kezelés idétartaméanak elérehaladtaval (a teljes

tojaslé kivételével) a vizmolekuldk egyre inkabb eltavolodtak a szabad, lazan kotott allapottol, és
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egyre jobban asszocialodtak, szorosabb hidrogénkotéses halozatokba rendezédtek a
fokozodod inhomogenitdsanak a kovetkezménye. Az erdsebb hidrogénkotések kialakuldasa a
felbomlott (ionjaira) fehérje hidrofil részei és a vizmolekulak kozott stabilizalhatja ezt az aggregalt
allapotot (L. Liu et al., 2021; O’Sullivan et al., 2016; Su et al., 2021; Zhang et al., 2017).

A frekvencia alapjan kialakult mintazatot vizsgalva a tojasfehérje esetében (20. abra)
megallapithatd, hogy a C1-C4 tartomanyban levé abszorbancia érték csokken a frekvencia
novelésével €s az abszorbancia valtozas kisebb mértéki a kezelési idével kapott aquagramon levo
értékekhez képest. A C6-C11-ben a frekvencia novekedésével az abszorbancia érték novekedése

lathato.
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20. Gbra: A kezelés frekvencidjanak Aquagramja — WASP (tojdsfehérje Ié)

A tojassargaja 1& (21. abra), illetve teljes tojaslé (22. abra) esetében bekovetkezett abszorbancia
érték valtozas egyik tartomanyban sem koveti a frekvencia valtozasat. Igy kovetkezetes mintazat
nem fedezheté fel. EImondhato, hogy a bekovetkezd abszorbancia érték valtozasok ebben az

esetben nem magyarazhatok a frekvencia valtozasaval.
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21. dbra: A kezelés frekvencidjénak Aquagramja — WASP (tojdssdrgdja 1é)

C11
1488

C10
1476

Cc9
1462

C1
1342

c8
1452

c7
1440

Cc1
1342

0.3t

Cc8
1452

c7
1440

6
1426

Cc2
1364

C6
1426

-— 0 kHz
— 20_kHzZ
s 40_kHz

c3
1374

Cc4
1384

c5
1412

- () _kHz
— 20_kHz
o 40_kHz

C3
1374

ca

1384

C5

1412

22. dbra: A kezelés frekvencidjanak Aquagramja — WASP (teljes tojdslé)

A hatésos teljesitmény szemszogébdl vizsgalva a tojasfehérje abszorbancia értéke (23. abra) a C5-
C7 WAMACS esetében mutat monoton ndvekvd tendencidt. Ezen hullamhossz savok
abszorpcidjanak novekedést arra utal, hogy novekedett az egy hidrogénkdtéssel rendelkezd
vizmolekulak, illetve a szabad viz aranya a teljesitmény novelésének kovetkeztében (Muncan &

Tsenkova, 2019).
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23. Gbra: A kezelés hatdsos teljesitményének Aquagramja — WASP (tojdsfehérje 1)

A hatasos teljesitmény a tojassargaja 1¢ esetében nem eredényezett konzekvens tendenciaju

trendeket (24. abra).

Teljes tojaslé esetében (25. abra) a C1, C2, C3, C5, C6, C7, C8 és C9 hullamhossz savok

abszorpcios értékei novekedést mutatnak a teljesitmény novekedésével, mig a C12 sdvon

csokkenés tapasztalhat6, viszont ez a korabbiakhoz képest joval kisebb mértékben.
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24. abra: A kezelés hatdsos teljesitményének Aquagramja — WASP (tojdssdrgdja Ié)
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25. dbra: A kezelés hatdsos teljesitményének Aquagramja — WASP (teljes tojdslé)

A vizsgalt rendszerekben alkalmazott ultrahangos kezelés dozisanak, (26. abra) amely a
teljesitmény €s az id6 szorzatabdl adodik, nem sikeriilt egyértelmii, konzisztens trendet kimutatni
a WAMACS régiok viselkedésében. Mas szavakkal, az egyes WAMACS savok abszorpcios
intenzitasdnak valtozasa nem kovetett hatarozott, eldrejelezhetdé mintdzatot a dozisérték

novekedésével vagy csokkenésével.

Noha egyes WAMACS tartomanyokban megfigyelhetdk voltak bizonyos foku
intenzitasnovekedések vagy -csokkenések az ultrahangos ddzis megvaltoztatasa hatasara, ezek a

valtozasok nem mutattak robusztus, szisztematikus 6sszefliggést a dozissal.
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26. Gbra: A kezelés dézisdnak Aquagramjai - WASP ( Tojdsfehérje Ié; Tojdssdrgdja lé; Teljes tojdslé)

Osszességében a WAMACS 4ltal meghatarozott régiok vizsgalata alapjan elmondhaté, hogy az
ultrahangos kezelés nyomon kovetheté az aquaphotomics modszereivel iS. A tojastermékekben
levé viz abszorpciés mintazatanak (WASP) szisztematikus valtozasa legjobban a kezelési id6
vizsgalataval kdvethetd, valamint az ultrahang frekvencidja, hatasos teljesitmény vizsgalata soran
is felfedezhetd (egyes tojastermékeknél) valamilyen szisztéma az egyes vizmatrix koordindtak

mentén (WAMACS). Jelen kutatdsban nem torekedtem az ultrahangos kezelések altal atalakult
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molekulak pontos meghatdrozdsara, valamint fizikai és techno-funkcionalis tulajdonsagaira
gyakorolt hatasanak vizsgalatara. gy tovabbi vizsgalatok sziikségesek arra vonatkozolag, hogy az

ultrahagnos kezelés milyen hatdssal van a tojaslevek molekularis szerkezetére.

5.1.2.2 Linearis diszkriminancia analizis

Az el6z0 fejezetekben megvizsgaltam, hogy az ultrahangos kezelés hatasara mely hulldimhosszok
esetében tapasztaltam valtozast. A tovabbiakban szeretném kideriteni, hogy a kiilonb6z6 kezelési
beallitasok (csoportok) elkiilonithetdek-e egymadstol. Erre a célra lineéris diszkriminancia analizist
(LDA) alkalmazok. Az LDA és a PCA kozos jellemzdje, hogy alapvetdéen az adathalmazok
variancidjanak magyarazatat keresi, viszont a linearis diszkriminencia analizis kimondottan a
fliggd valtozok altal kialakitott csoportok kozotti kiilonbség kiemelésével teszi ezt. Mivel az LDA
moddszer hajlamos a talilleszkedésre, igy ezt kivédednd a korabban alkalmazott fOkomponens
analizis soran kapott eredményeket hasznalom fel (Sachin & others, 2015; Skrobot et al., 2007; J.
Ye & Li, 2005).

A kiilonb6z6 tojastermékek LDA modelljeinek (9. tablazat) validacios és predikcidos pontossagat

az alabbi tablazatban foglaltam Gssze:

9. tdbldzat: LDA modellek validdcids és predikcids pontossdga tojdstermékenként

Csoport Paraméter Validacio Predikcid
Frekvencia 63,61 % 62,77 %
. L. Teljesitmény 59,5 % 57,56 %
Tojasfehérje 1d6 64,84 % 65,08 %
Dozis 57,13 % 55,33 %
Frekvencia 50,27 % 49,45 %
Tojassérgdja Teljesitmény 47,16 % 48,11 %
1do 59,66 % 57,52 %
Dozis 46,99 % 44,14 %
Frekvencia 62,01 % 59,36 %
. o Teljesitmény 48,56 % 50,08%
Teljes tojdslé 1d6 67,82 % 69,11 %
Doézis 58,88 % 59,84 %

Az egyes kezelési csoportok alapjan készitett LDA modelljei (10. tablazat) pontosabb validaciot
és predikciot eredményezett a termékenkénti modellhez képest, igy ezeket a modelleket hasznalom

a tovabbiakban.
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10. tabldzat: Linedris diszkriminancia modellek pontossdga csoportonként (Felismerés, elérejelzés)

Csoport Kezelés Validacio Predikcio
Tojasfehérje A-20kHz 3,7W 93.97 % 83.33 %
Tojassargaja A-20kHz 3,7 W 87.29 % 79.61 %
Teljes tojaslé A-20kHz 3,7 W 75.57 % 64.04 %
Tojasfehérje B-40kHz 3,7W 100.0 % 92.13 %
Tojassargaja B-40kHz 3,7W 68.61 % 66.35 %
Teljes tojaslé B-40kHz 3,7 W 90.80 % 55.67 %
Tojasfehérje C-20kHz 69W 96.86 % 86.07 %
Tojassargaja C-20kHz 69 W 90.09 % 92.77 %
Teljes tojaslé C-20kHz 69 W 100.0 % 88.38 %
Tojasfehérje D-40kHz 6,9 W 89.03 % 86.67 %
Tojassargaja D-40kHz 6,9 W 91.39 % 61.46 %
Teljes tojaslé D-40kHz 6,9 W 91.40 % 61.47 %

A tojasfehérje esetében (11. tablazat) a kontroll mintak nem mutatnak atfedést sem a predikcio,
sem a validacio sordn a 3,7 W (mind 20, mind 40 kHz esetében) és 6,7 W-on 20 kHz esetében. A
30 perces kezelések teljes mértékben csak a 40 kHz €s 3,7 W-os kezelés esetében kiiloniil el 100%-
ban mind a validacié, mind a predikcid esetében. A 45 perces kezelések a predikcidos modellek
esetében nem mutat atfedést sem a 30 perces kezelésen atesett mintakkal, sem a kontroll mintakkal.

Ez a validéacio soran a B csoport (40 kHz — 3,7 W) esetében nem teljestil.

11. tdblazat: A linedris diszkriminancia predikcids és validdcios modelljei kezelésenként (tojdsfehérje I€)

Tojasfehérje
Predikcio(%) Validacio(%)
A-20kHz,3,7W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 100 0 0 0 100 16,75 0 0
30 perc 0 100 0 0 0 58,25 0 0
45 perc 0 0 97,75 21,86 0 8,25 100 24,95
60 perc 0 0 2,25 78,14 0 16,75 0 75,05
B-40kHz, 3,7 W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 100 0 0 0 100 0 21,04 0
30 perc 0 100 0 0 0 100 5,22 0
45 perc 0 0 100 0 0 0 68,51 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 5,22 100
C-20kHz,6,9W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 100 12,55 0 0 100 16,75 0 0
30 perc 0 87,45 0 0 0 58,25 0 0
45 perc 0 0 100 0 0 8,25 100 24,95
60 perc 0 0 0 100 0 16,75 0 75,05
D—-40kHz,6,9W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 83,38 9,14 0 0| 83,25 8,99 0 0
30 perc 16,62 72,71 0 0| 16,75 72,75 0 0
45 perc 0 0 100 0 0 0 94,79 4,12
60 perc 0 18,14 0 100 0 18,26 5,21 95,88
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A 60 perces kezelést kapott tojasmintak esetében azonban sem a validacios, sem a predikcios
modelleknél nem fedezhetd fel atfedés a kontroll mintakkal, illetve a 30 perces kezelésen atesett

csoportokkal.

A tojassargaja 1¢ ( mintaknal tér el validacio soran (90%).) modelljei esetében a kontroll és a 30
percen kezelt mintak minden esetben atfedést mutatnak egymassal, egyes esetekben a 45 perces
kezelésekkel is. A 60 perces kezelések esetében a predikcios és validacios modellek 100%-ban
elkiilonitik a tobbi csoporttdl, egyediil a 40 kHz-en és 6,9 W-on kezelt mintaknal tér el validacio
soran (90%).

12. tabldzat: A linedris diszkriminancia predikcids és validdcios modelljei kezelésenként (tojdssdrgdjae I€)

Tojassargdja
Predikcio(%) Validacio(%)

A-20kHz,3,7W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 79,12 19,94 0 0| 75,00 30,03 0 0
30 perc 20,88 70,01 0 0| 25,00 60,06 16,62 0
45 perc 0 10,04 100 0 0 9,91 83,38 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 0 100
B-40kHz,3,7W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 50 25 28,57 0| 58,25 41,75 28,57 0
30 perc 33,38 62,5 9,5 0 25 50,00 14,29 0
45 perc 16,62 12,5 61,93 0| 16,75 8,25 57,14 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 0 100
C-20kHz,6,9W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 91,62 31,27 0 0| 91,75 12,41 8,25 0
30 perc 8,38 68,73 0 0 8,25 87,59 0 0
45 perc 0 0 100 0 0 0 91,75 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 0 100
D—-40kHz,6,9W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 81,86 9,13 7,14 0| 63,66 27,32 33,29 0
30 perc 13,64 90,87 0 0 9,02 63,66 28,57 10,04
45 perc 4,5 0 92,86 0| 27,32 9,02 28,57 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 9,57 89,96

A teljes tojaslé esetében a kontroll mintdk atfedéseket mutatnak mind a 30 perces, mind a 45 perces
kezelésekkel, tobb kezelés esetén is. Szembetling azonban, hogy a 60 perces kezelések minden
esetben 100 %-ban helyesen sorolta be a kapott modell ezeket a mintakat, mind a predikcio, mind

a validaco esetében.
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Teljes tojaslé validacios és predikcios modellek eredményei (13. tablazat):

13. tabldzat: A linedris diszkriminancia predikcids és validdcios modelljei kezelésenként (teljes tojdslé)

Teljes tojaslé

Predikcio (%) Validacio (%)

A-20kHz,3,7W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 75 54,57 18,14 0| 83,25 72,75 9,02 0
30 perc 25 45,43 0 0| 16,75 18,26 36,34 0
45 perc 0 0 81,86 0 0 8,99 54,64 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 0 100
B-40kHz,3,7W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 77,83 4,12 0 0| 55,67 16,75 30,38 0
30 perc 5,5 87,5 2,15 0 0 58,25 39,11 0
45 perc 16,67 8,38 97,85 0| 4433 25 8,74 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 21,77 100
C-20kHz,6,9W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 100 0 0 0| 90,98 37,45 0 0
30 perc 0 100 0 0 9,02 62,55 0 0
45 perc 0 0 100 0 0 0 100 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 0 100
D—-40kHz,6,9W | Operc 30perc 45perc 60perc | Operc 30perc 45perc 60 perc
0 perc 37,52 18,14 5,02 o| 37,59 18,26 25,04 0
30 perc 0 31,79 7,5 0| 12,41 36,24 14,99 0
45 perc 62,48 50,07 87,48 0 50 45,5 59,97 0
60 perc 0 0 0 100 0 0 0 100

A tojaslevek ultrahangos kezelése szignifikans valtozasokat okozott a mintakban levé E. coli
mikrobaszamra, azonban az alkalmazott bedallitasokkal nem sikeriilt a mikrobaszamot az
Egészségiigy Minisztérium altal meghatarozott (4/1998 (XI1.11.) EUM), illetve eurdpai
jogszabalynak (EC No 2073/2005) megfeleld mértékiire csokkenteni. A tojastermékek NIR
spektrumanak elemzése kimutatta, hogy a kezelések valtozasokat okoznak a tojaslevek spektralis,
fizikai tulajdonsagaiban, igy fontos a megfelelé paraméterek megvalasztasa a kezelések soran. A
spektralis adatok elemzése soran kovetkeztethetiink a tojastermékekben bekdvetkezd molekularis
valtozdsokra a pontos folyamatok és érintett molekuldk meghatarozasira nem terjedt ki a

kutatasom.

5.2 Ultrahang és kiméletes hokezelés alkalmazasa

Az elézéekben bemutatott ultrahangos kisérletek megmutattak, hogy a kezelésnek szignifikans
hatds van a tojastermékekben talalhatdo Escherichia coli mennyiségére, viszont az eljaras
onmagaban nem elegend6 ahhoz, hogy az eldirasoknak megfeleld szintre csokkentse szamukat. az

60



alkalmazott kezelések mellett. Az gat elmélet szerint, ha tobb tartdsitasi eljarast egyiitt, egymassal
kombinalva hasznalunk mikroba gatlashoz, akkor azok szinergens modon viselkednek (Leistner
& Gould, 2002). Ennek fényében a kovetkezokben egy kombinalt kezelési modszert vizsgalok,

amely az ultrahangot enyhe hékezeléssel (55°C) parositja.

A homérséklet megvalasztasat egy korabbi kutatas alapozza meg (Németh, 2012), melyben
megallapitasra keriilt, hogy az 55°C-on tartott tojaslé mintdk fehérjéi nem mutattak denaturéciot
24 oras kezelés esetében sem a kozeli infravords spektroszkopiai mérések alapjan, azonban 60°C-

on mar igen.

5.2.1 Mikrobiolégiai vizsgalatok

A kombinalt ultrahangos kezelés mikrobiologiai hatasdnak vizsgélatakor, az 6nalld ultrahangos
kezelések értékeléséhez hasonléan a kombinalt ultrahangos kezelés hatasat vizsgaltam meg a

tojaslevek mikrobaszamara kiilonbozé beallitdsok mellett.

Az adatok normal eloszlast mutatnak a Saphiro-Wilk vizsgalat alapjan, illetve a homogenitas

feltétele is teljesiil (Bartlett-teszt), igy a kisérletek szignifikancia szintjét Tukey teszttel végeztem.

Az ultrahang hatasos teljesitményének mikrobaszamra gyakorolt hatasat (27. abra) a kombinalt
kezelés esetében is két szinten (3,7 W és 6,9 W) vizsgdlom. Az 6nalld ultrahangos kezeléstol
eltéréen, a kontroll (kezelés nélkiili) csoporton kiviil két, csak hékezelésen atesett csoport is

megjelenik: az 55°C-on 30 percig, illetve az 55°C-on 60 perc kezelt csoport.
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27. ébra: Telepképz6 baktériumszdm logaritmikus értékének (log CFU/ml) vdltozdsa az kombindlt ultrahangos kezelés
hatdsos teljesitmény filiggvényében
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Az ultrahangos kezelés hatasanak vizsgalatakor a hatdsos teljesitmény alapjan torténd elemzésnél
a Tukey teszt alapjan tobb csoport kozott is szignifikans kiilonbség mutatkozott a tojastermékek
mikrobaszamat tekintve (14. tablazat). A tojasfehérje 1€, a tojassargaja 1€ és a teljes tojaslé esetében
is szignifikans kiilonbséget tapasztaltam a kombinalt kezelés (ultrahang+hd) és a kezeletlen mintak
kozott a hatasos teljesitményt6l fliggetleniil. Szignifikans kiillonbség van tovabba a csak 55°C-on
kezelt mintak és a kombinalt kezelésen atesett mintak kdzott mindkét teljesitményszint esetében.
A kombinalt kezelések teljesitmény szintjei kozott csak a tojasfehérje esetében tapasztaltam
szignifikéns kiillonbséget, a tojassargaja €s a teljes tojaslé esetében nem. Az eredmények alapjan
elmondhatd, hogy a kombinalt kezelés fliggetleniil az ultrahang hatasos teljesitményétol
szignifikans hatassal van a tojastermékekben talalhato E. coli szamra. Tovabba az eredmények azt
mutatjak, hogy a 6.9 W-os kezelésnek szignifikansan nagyobb baktericid hatdsa volt a tojasfehérje

1é esetében, mint a 3,7 W-os kezelésnek.

A csak hokezelésen atesett mintdk esetében nem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget a
kezeletlen mintdkhoz képest, igy kijelenthetd, hogy a 30 és 60 percig alkalmazott 55°C-o0s kezelés

nincs hatassal a tojastermékekben levé E. coli szamra.

14. tablazat: Kombindlt kezelések hatdsos teljesitményeinek (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszdm fliggvényében

Tojasfehérje Ié

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll =~ 55°C (30perc) 55°C (60perc) 3,7 W+HG 6,9 W+HG4
Kontroll -
55°C (30perc) 0,99 -
55°C (60perc) 0,99 0,99 -
3,7 W+H6 0,00* 0,00* 0,00* -
6,9 W+HG 0,00* 0,00* 0,00* 0,034* -
Tojassargaja |é
Szignifikancia (p-érték) | Kontroll = 55°C (30perc) 55°C (60perc) 3,7 W+HG 6,9 W+HG4
Kontroll -
55°C (30perc) 0,99 -
55°C (60perc) 0,99 0,99 -
3,7 W+HG 0,00* 0,00* 0,00* -
6,9 W+HG 0,00* 0,00* 0,00* 0,34 -
Teljes tojaslé
Szignifikancia (p-érték) | Kontroll =~ 55°C (30perc) 55°C (60perc) 3,7 W+HG6 6,9 W+HG
Kontroll -
55°C (30perc) 0,99 -
55°C (60perc) 0,99 0,99 -
3,7 W+H6 0,001* 0,003* 0,004* -
6,9 W+HG 0,00* 0,00* 0,00* 0,31 -

*szignifikans kiilonbség p < 0.05
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A tojastermékek mikrobaszam alakuldsét az ultrahangos kezelés frekvencidjanak fliggvényében a
28. abra tartalmazza. A kombinalt kezelések soran is két frekvenciaszinten (20 kHz és 40 kHz)

vizsgalom az E coli szamanak alakulasat.
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28. dbra: Telepképz6 baktériumszam logaritmikus értékének (log CFU/ml) valtozdsa az kombindlt ultrahangos
kezelés frekvencia fiiggvényében

Szignifikans kiilonbséget tapasztaltam mindharom tojastermék esetében a kontroll mintakhoz

crer

mutatott tovabba az 55°C-on kezelt mintak és a kombinalt kezelésen atesett mintak kozott, mind

a 20 kHz-es, mind a 40 kHz-es kezelések esetében.

A tojasfehérje, illetve a teljes tojaslé esetében a 40 kHz-es kezelések szignifikdnsan nagyobb
baktericid hatassal rendelkeznek a 20 kHz-es kezelésekhez képest. A tojassargaja 1€ esetében a két

frekvenciaszint kozotti kiilonbség nem volt szignifikans.
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15. tabldzat: Kombindlt kezelések frekvencidjdnak (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszam fliggvényében

Tojasfehérje 1é

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll =~ 55°C (30perc)  55°C (60perc) = 20 kHz+H§ 40 kHz+H6

Kontroll -

55°C (30perc) 0,99 -

55°C (60perc) 0,99 0,99 -

20 kHz +H6 0,00* 0,00* 0,00* -

40 kHz +H6 0,00* 0,00* 0,00* 0,002* -
Tojassargaja lé

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll = 55°C (30perc)  55°C (60perc) @ 20 kHz+HG 40 kHz+H6

Kontroll -

55°C (30perc) 0,99 -

55°C (60perc) 0,99 0,99 -

20 kHz +H6 0,00* 0,00* 0,00* -

40 kHz +H6 0,00* 0,00* 0,00* 0,18 -

Teljes tojaslé

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll = 55°C (30perc)  55°C (60perc) @ 20 kHz+HG 40 kHz+HG

Kontroll -

55°C (30perc) 0,99 -

55°C (60perc) 0,99 0,99 -

20 kHz +H6 0,00* 0,002* 0,002* -

40 kHz +Hé6 0,00* 0,00* 0,00* 0,0048* -

*szignifikans kiilonbség p < 0.05

A kombinalt kezelések esetén az ultrahangos kezelési id6 hatasa a 29. abran lathato. A kezelési

id6 hatasat harom szinten vizsgaltam: 0 perc (kontroll), 30 perc (kombinalt és csak hékezelés),

illetve 60 perc (kombinalt és csak hokezelgs).

A 30, illetve a 60 perces kombinalt kezelések szignifikans kiilonbséget eredményeztek a

kezeletlen, illetve a csak hdvel kezelt csoportokhoz képest mindharom tojastermék esetében (16.

tablazat). A 30 perces, illetve a 60 perces kombinalt kezelések eredményei kozott csak a

tojassargaja esetében tapasztaltam szignifikans kiilonbséget.
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29. ébra: Telepképzd baktériumszam logaritmikus értékének (log CFU/ml) vdltozdsa az kombindlt ultrahangos
kezelési idd fiiggvényében

16. tabldzat: Kombindlt kezelések idejének (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszdm fiiggvényében

Tojasfehérje Ié

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll =~ 55°C (30perc) = 55°C (60perc) 30 perc+Hé 60 perc+HéS

Kontroll -
55°C (30perc) 0,99 -
55°C (60perc) 0,99 0,99 -
30 perc+Hé6 0,00* 0,00* 0,00* -
60 perc+HE 0,00* 0,00* 0,00* 0,31 -

Tojassargaja |é

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll = 55°C (30perc) @ 55°C (60perc) 30 perc+Hé 60 perc+HéS

Kontroll -
55°C (30perc) 0,99 -
55°C (60perc) 0,99 0,99 -
30 perc+H§ 0,00* 0,00* 0,00* -
60 perc+HG 0,00* 0,00* 0,00* 0,009* -

Teljes tojaslé

Szignifikancia (p-érték) | Kontroll =~ 55°C (30perc)  55°C (60perc) 30 perc+Hé 60 perc+HGS

Kontroll -
55°C (30perc) 0,99 -
55°C (60perc) 0,99 0,99 -
30 perc+Hé 0,001* 0,00* 0,00* -
60 perc+HE 0,00* 0,00* 0,00* 0,07 -

*szignifikans kiilonbség p < 0.05
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Az alacsony homérséklettel kombinalt ultrahangos kezelés, fliggetleniil a kezelés hatasos
mindharom tojastermékben levé mikrobaszamra a kontroll és a csak hokezelésen atesett
csoportokhoz képest. A kezelések kiilonbozo szintjei (3,7 W — 6,9 W; 20 kHz — 40 kHz; 30 perc

— 60 perc) kozott is tapasztaltam szignifikéns kiilonbségeket, de nem minden tojastermék esetében.

A kombinalt kezelés hatasat a tovabbiakban a kezelések dozisaval folytatom, mely a kezelési ido,
illetve a hatasos teljesitmény egyiittes hatasat mutatja meg (30. abra), esetemben 5 szinten (0 kJ
[kontroll és csak hokezelés], 6,66 kJ, 12,42 kJ, 13,32 kJ és 24,84 kJ).
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6.0 O Telies tojasle
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D 50 0 ¢ @ ‘% [V E]
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Kontroll 55°C (30 55°C (60 6 66 k) 1242k 1332k 2484 kJ
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Dézis [kJ]

Error Bars: 95% Cl

30. dbra: Telepképzé baktériumszam logaritmikus értékének (log CFU/ml) vdltozasa az kombindlt ultrahangos

kezelési dézis fiiggvényében
Hasonloan a korabbi eredményekhez, a kombinalt kezelés dozistdl fliggetleniil is szignifikans
hatassal volt a tojaslevekben levé E. coli mikrobaszamra (17. tablazat), a kezeletlen és a csak
hokezelt mintakkal szemben. A Tukey teszt alapjan a kombinalt kezelések egyes dozis szintjei
kozott is mutatkozik szignifikéns kiilonbség. A 6,66 kJ dozisu szignifikansan kisebb baktericid
hatassal rendelkezik, mint a 24,84 kJ-os kezelés mindharom tojaslé esetében. A tojassargdja
esetében a 6,66 kJ-12,42kJ, a 6,66 kJ-13,32 kJ kozott is szignifikans kiillonbség tapasztalhato. A

tobbi dozisszint kozott nincs szignifikdns eltérés egyik tojastermék esetében sem.
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17. tabldzat: Kombindlt kezelések idejének (Tukey teszt) szignifikancia szintje a mikrobaszdm fiiggvényében

Tojasfehérje 1é

Szignifikancia Kontroll 55°C 55°C 6.66 12.42 13.32 24.84
(p-érték) (30perc) (60perc) kJ+HG kJ+HGE kJ+HGE kJ+H8
Kontroll -

55°C (30perc) 0,99 -

55°C (60perc) 0,99 0,99 -

6.66 kJ+HG 0,002* 0,004* 0,006* -

12.42 kJ+H6 0,00* 0,001* 0,002* 0,676 -

13.32 kJ+H6 0,00* 0,00%* 0,001* 0,971 0,99 -

24.84 kJ+HG6 0,00* 0,00%* 0,00* 0,008* 0,26 0,064 -
Tojassargaja |é

Szignifikancia 55°C 6.66 12.42 13.32 24.84
(gp-érték) Kontroll  3opere) 2> ClB0PEre) ) hg kJ+HG K+HS  kI+H6
Kontroll -

55°C (30perc) 0,99 -

55°C (60perc) 0,99 0,99 -

6.66 kJ+HG6 0,001* 0,002* 0,02* -

12.42 kJ+H6 0,00* 0,00%* 0,00%* 0,02* -

13.32 kJ+H6 0,00* 0,00%* 0,00%* 0,001* 0,88 -

24.84 kl+H6 0,00* 0,00%* 0,00%* 0,00%* 0,87 1 -
Teljes tojaslé

Szignifikancia 55°C 6.66 12.42 13.32 24.84
(gp-érték) Kontroll | oonere) | 22°C60PErA) | s | WeHS | KI+HE | KkI+HS
Kontroll -

55°C (30perc) 0,99 -

55°C (60perc) 0,99 0,99 -

6.66 kJ+HG6 0,012* 0,027* 0,03* -

12.42 kJ+HG6 0,001* 0,0031* 0,0035* 0,926 -

13.32 kJ+H6 0,00* 0,0012* 0,0012* 0,689 0,999 -

24.84 kl+H6 0,00* 0,00* 0,00* 0,02* 0,2 0,44 -

*szignifikans kiilonbség p < 0.05

A kezelési dozist és a tojaslevekben talalhatd baktériumszam kapcsolatat tovabb vizsgalva, kiilon

20 kHz és 40 kHz-en, szintén egyértelmili csokkenés tapasztalhatd, melyet az illesztett linearis

modell timaszt ala (31. abra).
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31. dbra: A koncentrdcio (y) regressziéja a kezelés energiaddzisaval (x) 20 kHz és 40 kHz esetén (a. - tojdsfehérje, b. -
tojdssdrgdja, c. - teljes tojdsle).
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A kezelési dozis és a baktérium szamanak valtozasat leird linearis modellek paramétereit (18.

tablazat) az alabbi tablazat tartalmazza:

18. tabldzat: E. coli cs6kkenését (dozis fliggvényében) leird linedris egyenletek paraméterei (kombindlt kezelés)

Csoport Frekvencia Meredekség F érték R? érték
Tojasfehérje 20 kHz -0,1452 101,7897 0,8945
Tojasfehérje 40 kHz -0,1575 21,96 0,6466
Tojassargdja 20 kHz -0,1532 12,5643 0,5115
Tojassargaja 40 kHz -0,2099 31,0402 0,7212
Teljes tojaslé 20 kHz -0,0853 14,8721 0,5534
Teljes tojaslé 40 kHz -0,1738 69,5456 0,8528

A modellek kozepesen erds korrelaciot mutatnak a mikrobioldgiai mérések jellegébdl adodo nagy
szorasnak koOszonhetdéen, azonban linearis kapcsolattal kozelithetd mindharom tojastermék
esetében a dozis és E. coli tartalom kozotti 6sszefliggés. A dozis ndovekedésével ellentétesen
(negativ korrelacidban) csokken a kapott mikrobaszam értéke. A megfigyelt adatok azt mutatjak,
hogy az ultrahangos kezelés legnagyobb dézisa (28,84 kJ) 40 kHz-es kezelést hasznalva képes volt
az E. coli szamot 5 nagysagrenddel csokkenteni minden tojastermék esetében, azaz
vizsgalatainkban a mikrobaszam a kimutathatosagi hatar ala csokkent (0 log CFU/ml). A 20 kHz-

es kezelések csak a tojassargaja esetében érték el az ilyen mértékii baktericid hatast.

Az enyhe hékezelés és az ultrahangos kezelés kombinacidja hatékonysagat az E. coli-koncentracio
csokkentésére tobb kutato is tapasztalta. Példaul D’amico et al. (2006) tej és almabor, valamint

Ugarte-Romero et al. (2006) almabor esetén.

Fontos megjegyezni, hogy a kombinalt kezelések fiiggetleniil az ultrahang paramétereitdl
szignifikans hatassal voltak a tojastermékek E. coli szamara, viszont az egyes szintek kozott is
tapasztaltam szignifikans kiilonbségeket. Igy kellé odafigyeléssel kell megvalasztani az ultrahang
paramétereit a kezelések soran. Az, hogy milyen egyéb valtozasokat idéz elé a kombinalt kezelés

a tojastermékekre tovabbiakban kertiil attekintésre.
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5.2.2 Kozeli-infravoros spektrumanalizis eredményei

Az 6nall6 ultrahangos mérésekhez hasonléan, a kombinalt kezelések hatdsat is megvizsgaltam
NIR spektroszkopia segitségével. A nyers spektroszkopiai adatokat zajsziirését Savitzky-Golay
modszerrel, illetve a nem kivant szorodast (scatter) MSC modszer alkalmazasaval korrigaltam.
Ebben az esetben is a mintanként 700 dimenziészama (hullamhossz) spektralis adatot PCA

segitségével csokkentettem, hogy értelmezhetbb és kezelhetdbb legyen az adathalmaz.

A folyékony tojastermékek NIR-spektrumabol készitett PCA-modellek azt mutatjak, hogy az els6

két fdkomponens a variancia legalabb 97,8%-at leirja mindharom tojastermék esetében.
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c.) Teljes tojaslé
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32. Gbra: A kombindlt kezelés PCI és PC2 fSkomponens kialakuldsdhoz hozzdjarulé hullamhosszok, tojdstermékenként (a. —
tojasfehérje lé, b. — tojassargdja lé, c. — teljes tojaslé)

Az egyes hullamhosszok koefficiensei (32. abra) alapjan a 19. tablazatban gyijtottem Ossze azokat
a hulldmhosszokat, melyek a legnagyobb mértékben jarultak hozza a fokomponensek
kialakulasahoz, kezelésenként. A korabbi, ultrahangos vizsgdlathoz hasonldéan ebben az esetben is
a jellemzo hulldmhosszok segitségével kovetkeztethetiink azokra a kémiai csoportokra, melyekre
hatassal volt a kezelés. A kémiai csoportok hulldimhossz 6sszefliggésérol korabban mar esett szo

az 6nallo ultrahangos kezelés kiértékelésénél, az 5.1.2. fejezetben.

19. tdabldzat: PC1 és PC2 kialakuldsdhoz hozzdjdrulo hulldimhosszok (kombindlt kezelés)

Hulldmhossz
Tojas t 5k Kezelé
ojas termé ezelés CN CC Ol NI
1068,
20kHz, 3.7 W 1086 1156, 1266 | 1366, 1466, 1530 -
20 kHz, 6.9 W 1038 1146, 1288 | 1324, 1370, 1434, i
1550
Tojasfehérje 1148, 1344, 1388, 1462,
40 kHz, 3.7 W 1082 1166, 1266 1550 -
40 kHz, 6.9 W 1052 1158 1338, 1454 1562
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1152,
20 kHz, 3.7 W 1064 1206, 1248 1376, 1400, 1504, -
1512
1046 1156, 1206 | 1372, 1384, 1410
20kHz, 6.9 W ’ ’ ’ ’ ’ -
Tojassargaja z 1068 1514
1154, 1370, 1396, 1416,
40 kHz, 3.7 W 1066 1206, 1224 1510 -
40 kHz, 6.9 W 1064 1206 1374, 1398, 1416, 1624
1506
20 kHz, 3.7 W 1062 1188, 1206 1308, 1380, 1494, -
1556
976, 1112,
20 kHz, 6.9 W 1060 1190, 1210 1382, 1496 -
Teljes tojaslé
40 kHz, 3.7 W 1060 1154, 1188 | 1382, 1498, 1544 1626
1056, 1554, 1608,
40 kHz, 6.9 W 1060 1192 1376,1398,1494 1624

5.2.2.1 NIR spektrumok elemzése az Aquaphotomics médszerével

Az 6nallo ultrahangos kezelések vizsgalatdhoz hasonléan a kombinalt kezeléseknél is érdemes

megvizsgalni az 1300-1600 nm hullamhossz tartomanyt aquaphotomics segitségével.

A 33. abra a harom tojastermék aquagramyjai taldlhatok a frekvencia fliggvényében. A tojasfehérje
esetében (33/a abra) a Cl, C2, C3, C4 (1336-1388 nm) és C12 (1506-1516 nm) Vizmatrix
koordinatakon a frekvencia novekedésével forditott abszorpcids tendencia mutatkozik meg. Ez
jellemzden arra utal, hogy a viz aszimmetrikus - és szimmetrikus rezgései csokkenek (Tsenkova,
2009) a kezelések frekvencidjanak novekedésével. Ezzel ellentétesen a C5-C11 (1398-1495 nm)
tartomany novekvd tendencidja a sok hidrogénkotéssel rendelkezd vizmolekuldk, valamint a
mintakban levé szabad viz ndvekedésére utal. Ez egybevag a C12 tartomany abszorbancia

csokkenésével, mivel ez a kevesebb erdsen kotott viztartalomra utal (Muncan, 2019).

A tojassargaja esetében, a 33/b abran lathaté aquagramon latszik, hogy nincs olyan hullamhossz,
ahol az abszorbancia a frekvencia novekedésének megfelelden szisztematikusan csdokken vagy

novekszik.

A teljes tojaslé esetében (33/c abra) sem beszélhetiink szoros kapcsolatrol a frekvencia
tekintetében, azonban a kezelt mintdk nagyon hasonld abszorbancia szintekkel rendelkeznek,
rendkiviil hasonlé mintdzatot kialakitva, mely arra utalhat, hogy inkabb csak a h6hatas érvényesiilt

a frekvenciatol fiiggetleniil.
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a.) Tojasfehérje 1é b.) Tojassargaja lé
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33. dbra: Kombindlt kezelések aquagramjai a frekvencia tekintetében (a — Tojdsfehérje Ié; b — Tojdssdrgdja I€; ¢ — Teljes
tojaslé)

A kezelések hatasos teljesitménye alapjan késziilt aquagramok a 34. abra lathatok. A tojasfehérje
esetében (34/a abra) hatasos teljesitmény novekedése a C3, C4 esetében csokkend -, valamint a
C6-C9 novekvo tendenciat eredményezett. Ez alapjan a kezelések teljesitmény-novelés hatasara a

molekuldk szimmetrikus — és aszimmetrikus rezgésekben kovetkezett be valtozas.

A tojassargaja esetében (34/b abra) nincs olyan tendencia egyik hullamhosszon sem, ahol a hatasos

teljesitmény novekedése monoton novekedést vagy csokkenést okoz az abszorbancia értékekben.

A teljes tojaslé (34/c éabra) minden vizmatrix koordinatajan megfigyelhetiink valamilyen
tendenciat. A C1-C4-ig tart6 tartomanyban a teljesitmény novekedésével elletétesen, mig a C5-
C12-ig annak megfeleléen novekszik a mintdk abszorbancidja. Ezek a valtozasok arra utalnak,

hogy a teljes tojaslé szerkezetében levd gyengébb hidrogénkotések szama, illetve a lazédn kotd viz
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mennyisége csokken, mig az erdsen kotd vizmolekulak szama ndvekszik, mely egy rendezettebb

struktura kialakulasara utal.

a.) Tojasfehérje 1é b.) Tojassargdja lé
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34. dbra: Kombindlt kezelések aquagramjai a teljesitmény tekintetében (a — Tojdsfehérje Ié; b — Tojdssdrgdja I€; ¢ — Teljes
tojaslé)

A kezelési id6ket vizsgalva (35. abra) a tojasfehérje 1¢ esetében (35/a abra) a C1-C4 tartomanyban
a kezelési id6 novekedésével csokken a mintdk abszorbancidja, mely a hidroxidionok és egyéb
ionos részecskék hidratburkanak, illetve a lazan kotott viz csokkenésére utal (Muncan &
Tsenkova, 2019). A C5-Cll-ig novekvd tendenciaju, ami az 1-4 hidrogénkdotést tartalmazo
vizmolekuldk aranyanak, valamint a kdzepesen erds és erds hidrogénkdtések, illetve a szabad viz
novekedésére utal a rendszerben. Erdekesség, hogy nem csak a lazan kotott, hanem az erdsen

kotott viz mennyisége is csokken a rendszerben, a C12-es tartomany abszorbancia értékei alapjan.
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A tojassargaja (35/b abra) és a teljes tojaslé (35/c abra) esetében nem beszélhetiink egyértelmii
tendenciakrol, azonban a 30 és 60 percig kezelt mintdk nagyon hasonlé mintézatot mutatnak, mely

arra utal, hogy a kezelési id6tdl fliggetleniil kovetkezett be valtozas a WAMACS tartomanyokban.

a.) Tojsafehérje 1é b.) Tojassargaja lé
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35. abra: Kombindlt kezelések aquagramjai a kezelési idé tekintetében (a — Tojdsfehérje Ié; b — Tojdssdrgdja Ié; c — Teljes
tojaslé)

A kezeletlen (0), csak hdvel kezelt (T) és kombinalt kezelésen (UHT) atesett tojaslevek
abszorbanciaja (36. abra) k6zott nehéz tendenciakrol beszéIni, mivel nem szamszertsithet6, hogy
mennyivel tobb vagy kevesebb a kombinalt kezelés a hdkezeléshez képest, viszont a mintdzatok
alapjan elmondhat6, hogy a kezelések valtozast okoztak a teljes spektrum abszorbancidjaban,
minden tojastermék esetében. Tovabba lathatd, hogy az abszorbancia valtozasok a kezeléstdl

fiiggetleniil ugyanolyan (cs6kkené/ndvekvo) tendenciat vesznek fel a kontroll mintakhoz képest.
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(P¢ldéul a tojasfehérce C1-C4 (+C12) tartomanyaban a kezelés hatdsara csokken, mig a C5-C11

tartomanyban novekszik a mintak abszorbancidja a kezeléstdl fiiggetleniil.)

a.) Tojsafehérje 1é b.) Tojassargdja lé
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36. dbra: Kombindlt kezelések aquagramjai a kezelések tekintetében (a — Tojdsfehérje Ié; b — Tojdssdrgdja I€; ¢ — Teljes
tojaslé)

Az aquagramokon jol latszik, hogy a kombinalt kezelések és emellett az enyhe hdkezelések
onmagukban is, valtozasokat okoznak a tojastermékek abszorbancia értékeiben a vizmatrix
koordinatakon. Tsenkova (2008) és Muncan (2019) kutatasai alapjan kijelenthetjiik, hogy ezek az
eredmények Osszekapcsolhatok a tojaslevekben bekdvetkezd molekularis valtozasokkal, igy bar a
kombinalt kezelés sikeresen csokkentette a mintakban levé E. coli mennyiségét, a tojaslevek
molekulaszerkezetében is valtozasokat okozott. Kiemelendd, hogy a kiméletes, 55°C-os hokezelés
onmagaban semmilyen hatdssal nem volt a tojastermékekben levd baktérium szdmra, azonban a

mintak kozeli infravords spektrumaban valtozasokat okozott.
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5.2.2.2 NIR spektrumok elemzése linedris diszkriminancia analizissel

A kombinalt kezelések hatdsat tovabb vizsgdlom Linearis diszkriminancia analizis (LDA)
segitségével, hogy kideritsem a kiilonb6z0 paramatereken kezelt csoportok elkiilonitheték-e
egymastol. A tulilleszkedés elkeriilése érdekében, ebben az esetben is a PCA altal kapott értékeket

haszndlom fel.

A kiilonbozo tojastermékek, a kombinalt kezelés egyes paraméterei alapjan kapott LDA
modelljeinek validacios és predikcios pontossagat (20. tablazat) az alabbi tablazatban foglaltam

0ssze:

20. tablazat: LDA predikcios és validdcios modelljeinek pontossdga a kezelés egyes paraméterei alapjan

Csoport Paraméter Validacié Predikcid
Frekvencia 87,96 % 86,08 %
Teljesitmény 100 % 100 %
- - Id6 71,30 % 71,30 %
Tojasfehérje L
Dozis 100 % 100 %
Hokezelés o o
(UH+h&/H6/kontroll)* 61,78 % 65,28 %
Frekvencia 99,07 % 99,08 %
Teljesitmény 95,83 % 94,45 %
S Id6 90,28 % 87,97 %
Tojassargaja . .
Dozis 94,47 % 94,46 %
Hokezelés o o
(UH+h6/H6/kontroll)* 99,77 % 100 %
Frekvencia 75,44 % 75,91 %
Teljesitmény 85,19 % 82,37 %
, e Id6 72,88 % 75,23 %
Teljes tojaslé L.
Dozis 85,26 % 82,38 %
Hokezelés o o
(UH+h6/H6/kontroll)* 94,89 % 94,94 %

*UH+h6 — kombinalt kezelés; H6 — 55°C hokezelés; kontroll - kontroll

A tojasfehérje esetében az osztalyozasi modellek csoportonként (21. tablazat) kalibracios
pontossaga 64,72 %-0s, illetve validacios pontossaga 63,1 %-0s. A kontrollcsoport és a hkezelt
csoport jelentds atfedésben van a 20/40 kHz-en és 3,7 W-on 30 percig kezelt mintakkal (I és J
csoport). Bar az I (3,7 W; 20 kHz; 30 perc) csoportban a legnagyobb az atfedés a 40 kHz-en és 3,7
W-on 30 percig kezelt mintdkkal (J), ami azt jelzi, hogy az ultrahangos kezelés erdssége
befolyasolta a mintakat. Ezt tAmasztja ald az a tény is, hogy a 30 percig 6,9 W-on kezelt mintak

(K és L) az LDA szerint nem mutattak hasonlosagot ezekkel a csoportokkal.

Masrészt a 60 percig kezelt mintak egyértelmiien megkiilonboztethetk voltak a 30 percig kezelt

mintaktol (I, J, K, L vs. M, N, O, P). Ez a megfigyel¢s arra utalt, hogy az ultrahang teljesitménye
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¢s a kezelési id6 nagyobb hatassal volt a mintdkra, mint a kezelési frekvencia a tojasfehérje

esetében.

21. tdbldzat: A tojdsfehérje mintdk linedris diszkriminancia-elemzésének osztdlyozdsi pontossdga csoportonként, %

Tojass | K1 | Ho ! ) K L M N. ° P

fehéie. | Kontroll| Ol | v | GRST | G | GENGT | e | G| D | o
K1 49,44 2,31 3,01 2,75 0 0 0 0 0 0
K2 2,42 50 5,58 16,67 0 0 0 0 0 0
| 44,62 42,07 50 11,08 0 0 0 0 0 0
J 3,52 5,62 41,41 63,92 0 0 0 0 0 0
K 0 0 0 0 88,92 45,26 2,75 0 0 8,33
L 0 0 0 0 0 50 0 38,92 0 0
M 0 0 0 0 0 4,74 97,25 0 0 0
N 0 0 0 0 8,33 0 0 50 0 0
0] 0 0 0 0 0 0 0 0 100 41,67
P 0 0 0 5,58 2,75 0 0 11,08 0 50

A tojassargaja linearis diszkriminancia analizise soran kapott modellek (22

pontossaga 70,53%, mig validacios pontossaguk 71,38%-0s.

. tablazat) kalibracios

Ebben az esetben a kontrollcsoport nem mutatott atfedést egyetlen mas csoporttal sem. Az LDA

eredmények azt mutatjak, hogy a tojasfehérjéhez hasonldan a 30 percig kezelt mintak kiilonbdznek

a 60 percig kezelt csoportoktol. Bar a 60 perces csoportokban van némi atfedés, a modell nagy

pontossagot mutatott a kezelési id0 szempontjabol. A 30 perces csoportokat azonban nem lehetett

egyértelmiien megkiilonboztetni egymastol és a hokezelt csoporttdl (K2 mint 0 kW, 0 kHz, 60

perc).

A kiilonb6z6 frekvenciaszintek a sargajara (M, N, O, P csoportok) jelentGsebb hatast gyakorolt,

mely abbol latszik, hogy a 60 perces kezelések kozott a 20 kHz-en kezelt csoportok 100%-ban

elkiiloniilnek a tobbi csoporttol, mig a 40 kHz-en kezelt csoportok atfedést mutatnak.
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22. tdbldzat: A tojdssdrgdja mintdk linedris diszkriminancia-elemzésének osztdlyozdsi pontossdga csoportonként, %

1 | HS | J K L M N 0
Tojas OW: OkHz | B7Wi20 | (B7TWi40 | (BOW:20 | (BIW;40 | (1o ,0 | (BTWiA0 | (BOW;20
coosio | Kontroll | e ™ | khziso kHz; 30 kHz; 30 KHzi30 | W enie | Kz 60 kHz; 60
Sargaja P perc) perc) perc) perc) » o0p perc) perc)

6

kHz; 60perc)

P

.9 W; 40

K1 100 0 0 0 0 0

0

~
N

72,25 33,33 44,46 0 38,92

5,58

27,75 50 0 16,67 0

0

0 52,79 0 11,08

5,58

16,67 0 50 0

O |O|0O|O |O|Oo
o |0 |0|O0 |0 |Oo

0 0 33,33 50

100 50

oOjolo|lo|jo|o O |O

o
o
o

50

100

o |0 |0 |0 |Oo

'Uozgl—xh—
o|lolo|lo|o|o|o|o |o©
o|o|lo|lo|o|o |o

o |o|o|o

o |o

o |o

o |o|o|o

o

o

88,84

A teljes tojaslé mintak kalibracios és validacios modelljében 77,2 3%-os osztalyozasi pontossagot
tapasztaltam (23. tablazat). A modell legszembet{indbb eredménye, hogy az ultrahanggal és enyhe
héovel 60 percig kezelt mintdk (M, N, O és P) egyaltalan nem mutatnak atfedést. Bar néhany 30
percig kezelt csoport (I és K) atfedést mutat a 60 percig kezelt csoportokkal, a 30 perces csoportok
esetében a pontossag csokkenése figyelheté meg. Az | (3,7 W; 20 kHz; 30 perc) és J (3,7 W; 40
kHz; 30 perc) még a kontroll csoportokkal is atfedést mutatnak, de a kezeletlen csoport (K1)
egyértelmiien megkiilonboztethetd a tobbi csoporttol. Az LDA-modell szerint a csak 55 °C-on
hével kezelt mintak mutatnak hasonlosagot a 30 percig kezelt tojaslevekkel (J, K és L). Ezek a
megfigyelések alatamasztjak a korabbi hipotézist, miszerint a 30 perces kombinalt kezelés soran
csak a ho volt a legbefolyasosabb tényezd a mintak jellemzdjének megvaltoztatasdban, de a 60
perces kezelés soran mind a teljesitmény, mind a frekvencia észrevehet6 hatéssal volt a tojaslevek
mindségére.

23. tdbldazat: A teljes tojdslé mintdk linedris diszkriminancia-elemzésének osztdlyozdsi pontossdga csoportonként, %

| J K L M N 0
Teljes (BTW;20 | (B7W;40 | (69W;20 | (6OW40 | (o \yon | (B7TWi40 | (6OW:20
o kHz; 30 kHz; 30 kHz; 30 kHz; 30 kHi' 60‘ erc) kHz; 60 kHz; 60
tojaslé perc) perc) perc) perc) » o0p perc) perc)

K1 Ho

(0 W; 0 kHz;
Kontroll | ™ ¢y perey

P

(6.9W; 40
kHz; 60perc)

K1 91,67 0 27,75 44,42 0 0

~
N

0 38,92 0 0 8,33 22,25

2,75 0 47,25 0 0 0

5,58 47,25 0 55,58 0 0

11,08 0 61,08 0

O |O|O OO |O

2,75 19,42 13,92 77,75

O |0O|0O|0O|O |0 |O

0 0 0 0 100

O|0O|0O |0 |0 |0 |O |O

5,58

o

100

Ol0O|0O|O|O|O|O |O |O

'Uozgl—xh—
o|lolo|o|o |o

o |o|o

o
o|lolo|o|o |o©

0
16,67 0 0 0 100
0
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Osszességében az LDA-modellek azt mutattak, hogy az ultrahangos kezelés idStartama a
legbefolyasolobb paraméter a tojastermékek spektralis jellemzdinek valtozasa szempontjabdl. A
kisérletek soran megfigyeltem, hogy a kombinalt kezelés képes csokkenteni a mesterségesen
befertdzott tojasmintakban az E. coli szamat olyan mértékben, ami megfelel az Egészségiigyi
Minisztérium altal meghatarozott (4/1998 (XI.11.) EUM), illetve az eurdpai jogszabalyban
leirtaknak ((EC) No 2073/2005, m<10 CFU/ml). A NIR-mérések azonban azt mutattak, hogy a
kezelés valtozasokat eredményez a kiilonbozd tojastermékek spektralis tulajdonsdgaiban, igy

dontd fontossagl az optimalis kezelési paraméterek megvalasztasa.

5.3 Az 6nallo ultrahangos és kombinalt kezelések dsszehasonlitasa
5.3.1 Mikrobioldgiai vizsgalatok

Az ¢el6z6 fejezetekben lathattuk, hogy mind az 6nalld ultrahangos, mind a kombinalt kezelés
szignifikans hatassal van a tojaslevekben talalhat6 E. coli szamra. A tovabbiakban két fajta kezelés

hatasat hasonlitom Ossze.

A 37. abra,38. adbra és 39. abra. abrakon a tojasfehérje -, tojassargaja- €s teljes tojaslé esetében a
kiilonb6zo kezelések baktériumcsdkkentd hatdsa lathatok, melyen egyértelmiien latszik a két
kezelés hatasa kozotti kiilonbség. Az 6nalld kezelések mutattak ugyan baktériumold hatast, viszont
a kombinalt kezelések hatasanak mértéke ennek sokszorosa mindharom tojastermék esetében.
Erdekes megfigyelni, hogy a csak 55 °C-on hokezelt csoportok esetében, kezelési id6tdl
fliggetleniil semmilyen hatassal nem voltak a tojaslevek E. coli tartalmara egyik tojastermék

esetben sem.
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37. dbra: A kiilbnb6z6 kezelések baktericid hatdsa tojdsfehérje Ié esetében
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38. dbra: A kiilonb6z6 kezelések baktericid hatdsa tojdssdrgdja Ié esetében
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39. dbra: A kiilbnb6z6 kezelések baktericid hatdsa teljes tojdslé esetében

A kombinalt kezelés képes volt a baktériumszdmot 5 log CFU/ml-el csokkenteni mindharom
tojaslé esetében. A tojassargaja E. coli tartalma mar 20 kHz, 3,7 W teljesitményti 60 perces
kombinalt kezelés esetében is a kimutathatosagi hatar ald csokkent, mely az 6nallo kezelés

esetében nem mondhato el.

Modellt illesztve a kezelés dozisara és a baktérium szamanak csokkenésre (40. abra, 41. 4bra, 42.

abra) minden esetben negativ korrelaciot tapasztaltam.

log CFU/ml = m * Dézis [kJ] 4)
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40. dbra: Baktériumélé hatds és dozis kapcsolatdnak modelljei az 6ndllé ultrahangos kezelés és a kombindlt kezelés esetében 20
kHz és 40 kHz vonatkozdsdban tojdsfehérje lé esetében
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41. dbra: Baktériuméld hatds és dozis kapcsolatdnak modelljei az 6ndllé ultrahangos kezelés és a kombindlt kezelés esetében 20
kHz és 40 kHz vonatkozdsdban tojdssdrgdja lé esetében
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42. dbra: Baktériumolé hatds és dozis kapcsolatdnak modelljei az 6ndllé ultrahangos kezelés és a kombindlt kezelés esetében 20
kHz és 40 kHz vonatkozdsdban teljes tojdslé esetében

A kombinalt kezelések modelljei minden esetben nagyobb meredekséget mutatnak, mint a csak

ultrahanggal kezelt mintak modelljei. A meredekségeket (24. tablazat) vizsgalva szignifikans

kiilonbségeket tapasztaltam mind a 20 kHz, mind a 40 kHz esetében. A szignifikans kiilonbség nem csak

a két kezelési moédszer (azonos frekvencian) kozott mutatkozik meg. Jelentds a kiilonbség a kombinalt

kezelés 20 és 40 kHz-es kezelései kozott is. Ugyanez tapasztalhatd az onalld ultrahangos kezelések

esetében is, mely alol egyediil a teljes tojaslé a kivétel.

24. tdbldzat: Linedris modellek meredekségei

Kezelés Tojas fehérje 1é Tojassargdja lé Teljes tojaslé
UH, 20kHz -0,0219a -0,0149a -0,0220a
UH, 40kHz -0,0292b -0,0220b -0,0262a
UH+hd, 20kHz -0,1674c -0,2766¢ -0,1266b
UH+hd, 40kHz -0,2972d -0,4914d -0,2359c

A modellek alapjan megbecsiilhetd az egyes kezelések sziikséges ideje a tojastermékekben talalhato E.

coli szamanak kimutathatosagi hatar ala csokkentéséhez (25. tablazat).
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25. tabldzat: E. coli kimutathatdsdgi hatdr ald cs6kkentéséhez sziikséges becsiilt id6

3,7W 6,9W

Tipus Frekvencia Becsult idg, perc
Tojasfehérje 1é UH 20 kHz 1023,8 549,0
UH 40 kHz 768,7 412,2
UH+h6 20 kHz 134,5 72,1
UH+hd6 40 kHz 75,8 40,6
Tojassargdja lé UH 20 kHz 1501,5 805,2
UH 40 kHz 1023,8 549,0
UH+h6 20 kHz 81,4 43,6
UH+h& 40 kHz 45,8 24,6
Teljes tojaslé UH 20 kHz 1019,1 546,5
UH 40 kHz 856,4 459,2
UH+h 20 kHz 177,8 95,3
UH+h6 40 kHz 95,4 51,2

A becsiilt idokbol is latszik, hogy minden esetben a 6,9 W-on és 40 kHz-es kezelésekhez sziikséges a
legkevesebb kezelési id6 ahhoz, hogy elérjiikk az 5 log CFU/ml mennyiségli baktérium csokkenést. Az
onallo ultrahangos kezelések esetében a sziikséges kezelési id6 nagyon magas (412-805 perc), mely ipari
kornyezetben nem ésszerli. Bar a kezelés intenzitasanak (dozis) fokozasaval ez az id6 csokkenthetd, ez
potencialisan nem kivant valtozasokat idézhet eld a tojaslevekben. A hé és az ultrahang kombinalt

kezelése azonban toredékére csokkenti a tojastermékek kezelési iddsziikségét a baktériumszam

kimutathatdsagi hatar ala csokkentéséhez.

Osszevetve a két kezelési modszert egymassal, illetve a csak hékezeléssel és kontroll csoporttal a Tukey
teszt statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatott ki (p < 0,05) baktericid hatékonysagban a
tojastermékek — a tojassargaja, tojasfehérje és teljes tojaslé — kozott (43. abra 44. abra 45. abra). Ezzel

szemben a hékezelés nem mutatott szignifikans baktericid hatast a kontroll mintdkhoz képest, egyik

tojasterméknél sem.
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44. abra: A kezelések baktericid hatdsdanak boxplot eredményei tojdassdrgdja lében

86




Teljes tojaslé

6,9W
40kHz
60perc

3,7W

=

£

~

-}

[N

(]

0o

)

iy 37W  gow 20KkHz

i) 40kHz  20KkHz 60perc

© 30perc 30perc G'ka 37w H6

N Ho  he  AOKHZ Hou, 6,9W
\'8 7 . EEEerc 60perc | 20kHz
S - L 60perc
~ e == HG

i ' e R — =
‘0 : -

2 e

2 o] 3,7W

£ 20kHz

Ag 30perc

gy HS

b —_—

2 60W 37W 69W 69W  3,7W 6,9W

-~ 6,9 W 6,0W . 20kHz 40kHz 40kHz 37 20kHz 40kHz 40kHz

20k 37w 40k, 2, W g

, 45, 45, B perc 60perc 60perc
37W 30perc ggup;  3gperc 20K A%perc doperc BPErC s HG 20Kz = —_—
20kHz o 30 PET 45perc = =2
30 perc Pert B

= ==

30perc 60pere 60perc

= Kontroll

45. dbra: A kezelések baktericid hatdsdnak boxplot eredményei teljes tojdslében

Osszességében elmondhaté, hogy bar az 6nallo ultrahangos kezelések is szignifikans baktériumo1d
hatassal rendelkezik, a megfeleld baktériumszint eléréséhez sziikséges id6 nagyon magas. Ezzel

szemben az enyhe ho és az ultrahang kombinalt alkalmazasa toredékére csokkenti a kezelési 1d6t.

5.3.2 Kozeli-infravoros spektrumok osszehasonlitasa

Az el6zo fejezetekben fény deriilt arra, hogy a kombinalt kezelés hatdsa sokszorosa a csak
ultrahangos kezelés baktériumol6 hatasanak. A kdvetkez6kben pedig azt vizsgalom, hogy a két

kezelési modszer hatasa kiilonbozik-e a tojastermékek spektralis valtozasai tekintetében.

A mintak spektralis adatai kezelésének, értelmezésének egyszeriisitése érdekében ebben az
esetben is fokomponens analizist alkalmaztam a két kezelési modszer 6sszehasonlitasahoz. A PC1
¢s PC2 fékomponensek kialakulasahoz legnagyobb mértékben hozzajarulé hullamhosszok a 46.
abran lathatok. A kiilonb6zé hulldmhossz tartomanyok ¢és a rendszerben levd egyes
molekulakotések kozotti  Osszefiiggésrél, melyrél az elézd fejezetekben targyaltunk,

kovetkeztethetiink a rendszerben bekovetkezett molekularis valtozasokra.

87



Coefficient

Coefficient

0.10 0.20

0.00

-0.10

0.00 0.05 0.10 0.15

-0.10

a.) Tojasfehérje 1é

1062

1262

1390

o
<o
=
-

= PC1(90.088%)
= = PC2(8.55%)

11614

I
1000

I
1100

1200

I
1300

wavelengths

b.) Tojassargaja 1é

]
1400

1500

51458

= PC 1(96.164%)
= = PC2(1.848%)

N
™
wn
-

1000

1100

I
1200

88

T
1300

wavelengths

1400




c.) Teljes tojaslé
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46. dbra: F6komponensek kialakuldsdhoz hozzdjaruld hullimhosszok koefficiensei (a — tojdsfehérje Ié; b — tojdssdargdja lé; ¢ —
teljes tojaslé)

A fent lathaté hullamhosszok koefficienseinek nagysaga azt mutatja, hogy a kiilonb6z6 kezelések
eltér6 mértékben valtoztatjdk meg a mintdkban levd viz, fehérje és fehérje-lipid molekuldk

kapcsolatait.

Tovabb vizsgalva a PCA altal kapott modellek (47. abra) figyelemre méltd6 mintazatot mutatnak
minden tojaslé esetében. Az elsd két fokomponens, PC1 és PC2, egyiitt legalabb a teljes spektralis
variancia 98%-at magyarazzak. Tovabba jol lathatd, hogy az enyhe héhatasnak is kitett mintak
(H6, kombinalt kezelés) elkiiloniilnek, mig a csak ultrahangos kezelésen atesett mintak atfedést
mutatnak a kontroll mintakkal. Ez azt mutatja, hogy a kombinalt kezelések esetében a spektralis
valtozasok nagyrész csak az enyhe hdhatasnak koszonhetdé minden tojastermék esetében.
Valoszintli, hogy ezek a kiilonbségek a ho altal kivaltott fehérje denaturacio, koagulacio és a
vizszerkezet modosulasa kovetkeztében alakulnak ki. Uysal, Boyaci, Soykut és Ertas (2017)
megfigyelték, hogy a kezelés hdmérsékletének emelkedésével a denaturaciéo miatt a tojasfehérje
oldhatdsaga csokken, ami nagyobb mértékii kicsapddast eredményez. Kordbbi kutatasom jelentds
kiilonbségeket mutatott Ki az ultrahanggal kezelt és a kontroll tojasmintak NIR spektrumai k6zott.
Kovetkezésképpen az ultrahanggal kezelt és a kontroll mintak k6zott ebben az esetben megfigyelt
atfedések azt jelzik, hogy az ultrahangkezelés viszonylag kisebb hatast gyakorol a megfigyelt

valtozasra, mig az alacsony hékezelés hatasa erdteljesebb.
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c.) Teljes tojaslé
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47. dbra: PCA modelljei a tojastermékek 950-1650 nm k6z6tti spektrdlis adatai alapjan (a — tojdsfehérje; b — tojassdrgdja;
¢ — teljes tojadslé)

Tovabb vizsgalva a spektralis adatokat az 1300 és az 1600 nm hulldmhossz tartomdnyban szintén
egyértelmi kiilonbségek figyelhetok meg a hdkezelt és a nem hdkezelt csoportok kozott minden

tojastermék esetében (48. abra).

A tojasfehérje esetében (48. abra) a kombinalt- és az 6nalld enyhe hékezelések a C1-Cll
tartomanyban magasabb normalizalt abszorbancia értékeket mutatott, egyediil a C12
tartomanyban volt magasabb a hokezelést nem kapott csoportok értéke, mely utal az er6sen kotott

viz mennyiségének nagysagara.

A tojassargédja aquagramjat (48. &bra) nézve is lathato, hogy a hdkezelésen atesett csoportok
elkiiloniilnek a kontroll, illetve a csak ultrahangos kezelésen atesett csoportoktol. Ebben az esetben
a kombinalt, illetve a csak hdkezelést kapott mintdk abszorbancia értékei a C1-C4 tartomanyban

magasabbak, mig a C5-C12 koordinatadkon alacsonyabb értéket vesznek fel.

Az el6z6 megallapitasokhoz hasonloan a teljes tojaslé esetében (48. abra) is a héhatds mentén
szemmel lathatdan kiiloniilnek el a csoportok. Ez esetben a hdhatasnak kitett mintdk normalizalt
abszorbancia értékei a C1-C9 tartomanyban magasabbak, mig a C10-C12 tartomanyban

alacsonyabbak, mint a kontroll és a csak ultrahangos kezelésen atesett mintakéi.
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c.) Teljes tojaslé

1342 —H
c1 us

1512
ciz

1.39

1488
c11

1476
C10

1462
co

1452 1426
8 C6

1440
c7

48. dbra: A kiilbnb6z6 kezelések aquagramjai (a — Tojdsfehérje I€; b — Tojassdrgdja Ié; ¢ — Teljes tojdslé)

Osszességében a kombinalt, ultrahang+hd kezelésen, illetve a csak hékezelésen atesett csoportok
nagyon hasonlé mintazatot mutatnak minden tojaslé esetében, ugyanigy, ahogy a kontroll és a
csak ultrahangos kezelésnek alavetett mintak. Ez alapjan kijelenthetd, hogy az ultrahangos kezelés
kisebb hatast gyakorolt a tojasmintak vizkotéseire, mint az enyhe hokezelés, illetve a kombinalt
kezelés. Természetesen ez, mint ahogyan a korabbi fejezetekbdl kideriil, nem jelenti azt, hogy az
ultrahang semmilyen hatéssal nincs a tojastermékekben levé vizmolekulakra.

5.3.3 A NIR spektrumok Linearis diszkriminancia analizise (6sszehasonlitasa)

A PCA modellek altal kapott fokomponensek segitségével linedris diszrkiminancia analizist

veégeztem.

Ha a kiilonb6z6 kezelések mentén (kombinalt, h6, ultrahang, kontroll) végezziik a diszkriminancia
analizist a teljes modellre (49. abra) nézve a validacios és a predikcids modellek nem mutatnak
nagy pontossagot (26. tablazat), azonban ha a hékezelést tartalmazoé, illetve a hokezelést nem
kapott csoportokat vessziik alapul a modellek 98-100%-0s megkiilonboztethetdséget mutatnak. Ez

statisztikailag is alatdmasztja a korabbi megallapitasokat.
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c.) Teljes tojaslé
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49. dbra: LDA modellek a kiilénb6z6 kezelések alapjdn (a — Tojdsfehérje Ié; b — Tojdssdrgdja Ié; ¢ — Teljes tojdslé)

26. tdbldzat: Az LDA modellek pontossdga kezelések alapjan

Csoport Validacio Predikcid
Tojasfehérje 67,15 % 66,63 %
Tojassargaja 77,56 % 73,57 %
Teljes tojaslé 53,51 % 52,78 %

Az egyes csoportokat (27. tablazat) tekintve a validacios és predikcios modellek 75-80%-0s

pontossaguak.

A legnagyobb atfedéseket a csak ultrahanggal kezelt csoportok kozott, illetve a kontroll csoportok,
tehat a hokezelést nem kapott mintak kozott tapasztaltam, minden tojastermék esetében. A
hdkezelést is kapott csoportok viszont a kozeli infravords spektrumok alapjan legalabb 88.83%-

ban elkiilonitheték egymastol (28. tablazat, 29. tablazat, 30. tablazat).

Ezek az eredmények jol mutatjak, hogy a kozeli infravords spektrum analizissel vizsgalva
kiilonbségek tapasztalhatok a kiilonbozd kezelések, kiillondsen a hokezelést kapott (kombinalt,
csak hokezelés), illetve nem kapott (6nallo ultrahang, kontroll) ko6zott. Azonban itt is
megemlitendd, hogy a hdkezelés kovetkeztében kialakult spektralis valtozadsok nagysaga miatt az
onallé ultrahang hatasa ezekben a modellekben kevésbé érzékletesek, de mint korabban kidertilt
ez is jelentds hatassal rendelkezik.

A bemutatott eredmények azt mutatjak, hogy a kiilonbozd kezelések okozta valtozasok nyomon
kovethetok és kozvetve kovetkeztethetiink a tojastermékekben bekdvetkezd molekularis

valtozasokra. Azonban annak pontos meghatirozasdhoz, hogy mely molekuldk valtoztak tovabbi
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kutatasok sziikségesek, melyek a spektrumok analizise mellett kémiai vizsgalatokat is magaba

foglal.

27. tabldzat: Csoportbeosztdsok az 6ndllo ultrahangos és kombindlt kezelésekhez

Csoport Hatasos Frekvencia [kHZz] 1dé [perc] Hoémérséklet [°C]
teljesitmény[W]

A 3,7 20 30 18

B 3,7 40 30 18

C 6,9 20 30 18

D 6,9 40 30 18

E 3,7 20 60 18

F 3,7 40 60 18

G 6,9 20 60 18

H 6,9 40 60 18

[ 3,7 20 30 55

J 3,7 40 30 55

K 6,9 20 30 55

L 6,9 40 30 55

M 3,7 20 60 55

N 3,7 40 60 55

@) 6,9 20 60 55

P 6,9 40 60 55
Hé 0 0 60 55
Kontroll - - - -
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28. tabldzat: Lindris diszkrimnancia modellek értékei az egyes csoportok alapjan (Tojdsfehérje Ié)

Tojasfehérje lé

Kontrol ALUH B_UH CUH D_UH EUH FUH G_UH H_UH I_UH+H J_UH+H K_UH+H L_UH+H M_UH+H N_UH+H O_UH+H P_UH+H H§
Kontroll 33,38 29,12 1662 087 8,36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A_UH 16,62 4588 0 703 16,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B_UH 25 0 4583 526 1248 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C_UH 25 25 3338 8684 2085 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D_UH 0 0 4,12 0 285 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E_UH 0 0 0 0 0 708 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F_UH 0 0 0 0 4,12 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G_UH 0 0 0 0 0 2912 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H_UH 0 0 0 0 8,36 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 5,5 0
K_UH+H 0 0 0 0 8,36 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
L_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
M_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
N_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0
O_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 94, 0

H6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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29. tabldzat: Lindris diszkrimnancia modellek értékei az egyes csoportok alapjan (Tojdssdrgdja I€é)

Tojsassargaja lé

Kontrol A_LUH B_UH CUH D_UH EUH FUH G_UH H_UH I_UH+H J_UH+H K_UH+H L_UH+H M_UH+H N_UH+H O_UH+H P_UH+H Hé
Kontroll 583 0 0 1842 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A_UH 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B_UH 0 0 5838 526 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C_UH 24,97 50 41,62 6929 6662 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D_UH 8,36 0 0 1,76 25 4,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E_UH 0 0 0 0 0 4543 3333 0 4,12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F_UH 0 0 0 0 0 4093 3333 4,12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G_UH 0 0 0 1,76 0 914 3333 9588 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H_UH 8,36 0 0 35 838 0 0 0 9588 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0
K_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
L_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0
M_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
N_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 94,5 0 5,5 0
O_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 55 0 94,5 0

H6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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30. tabldzat: Lindris diszkrimnancia modellek értékei az egyes csoportok alapjan (Teljes tojdslé)

Teljes tojaslé

Kontrol A_LUH B_UH CUH D_UH EUH FUH G_UH H_UH I_UH+H J_UH+H K_UH+H L_UH+H M_UH+H N_UH+H O_UH+H P_UH+H Hé
Kontroll 25 0 0 0,87 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A_UH 16,62 29,12 125 087 838 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B_UH 0 4,12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C_UH 5838 5838 75 9476 6662 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D_UH 0 0 0 0 8,38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E_UH 0 0 0 0 0 7912 0 0 8,38 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F_UH 0 0 0 0 0 0 6662 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G_UH 0 838 12,5 0 1662 O 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H_UH 0 0 0 0 0 2088 3338 0 9162 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 11,17 0 0 0 0 0
K_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
L_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 88,83 0 0 0 0 0
M_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
N_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0
O_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH+H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0

H6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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Osszegezve a tapasztalatokat az 6nallo ultrahangos kezelés és a kombinalt, hd és ultrahang kezelés
szignifikansan csokkentette a tojaslevekben talalhatdo E. coli baktérium szamat. A kombinalt
kezeléssel elértem, hogy a baktériumok kimutathatosagi szintje ald csokkenjen, mig az 6nalld

ultrahangos kezeléssel 0,5-0,7 log CFU/ml cs6kkenést értem el.

A tojastermékek spektralis valtozasait vizsgalva hasonléan a mikrobiologiai vizsgalatokhoz a

kombinalt kezelés hatdsa joval nagyobb mértéki volt, mint az 6nallé ultrahangos kezelésé.

Fontos leszdgezni, hogy az enyhe h6hatas semmilyen hatassal nem volt az E. coli szamra, mig a

spektralis valtozasok esetében kulcsszerepet jatszott.

5.4 Habképzdodés vizsgalata

Az el6z6 témakorok targyalasa soran betekintést kaptunk az ultrahangos kezelés hatasarol a
tojaslevek mikrobiologiai és spektralis tulajdonsagaira. A kovetkezo fejezetekben a kezelés hatasat
vizsgalom egy kicsit a mindennapi élethez kozelebb 4llo, megfoghatobb tulajdonsagok, a
tojasfehérje habképzddése €s hatartossaga szempontjabdl. Eldszor a tojasfehérje habképzodésére
gyakorolt hatdsat vizsgaltam, melyet a keletkezett hab térfogataval jellemeztem, az ultrahangos

kezelés kiilonb6zo paramétereinek fliggvényében.

Csoportonként vizsgalva a keletkezett tojashabok térfogatat, szignifikdns hatast eredményezett a

Kruskal-Wallis teszt (p<0,05). A csoportonkénti p értékeket a 31. tablazat tartalmazza:

31. tdbldzat: A habtérfogat Dunn’s teszt p értékei csoportonként

p érték A-20kHz;3,7W B-40kHz;3,7W C-20kHz;6,9W D -40kHz;6,9W
B-40kHz; 3,7W 1.00000 - - -
C-20kHz; 6,9W 0,02317* 0.01689* - -
D-40kHz; 6,9W 0.00019* 0.00012* 1.00000 -
K-0kHz, 0 W 1.00000 1.00000 0.05060 0.04724*

*Szifnifikéns kiilonbség p < 0.05

A csoportonkénti 6sszehasonlitds kimutatta, hogy a frekvencia és a hatasos teljesitmény egyiittes
hatdsa szignifikdnsan befolydsolja a tojasfehérje habképzd tulajdonsagat. A Dunn’s teszt
eredményei alapjan a D csoport (kis engedménnyel a C csoport is) szignifikdnsan elkiiloniil a
kontroll mintaktol. Szignifikans kiilonbség van tovabba az A — C, A -D, B -C, illetve aB — D

csoportok kozott is.
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Az ultrahang frekvenciajanak (50. abra) a Kruskal-Wallis teszt szerint nincs szignifikans hatasa a

tojasfehérje habképzddésére (p > 0,05), igy erre a paramterre nem végeztem Dunn’s tesztet.
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50. dbra: A hab térfogat (ml) vdltozdsa a frekvencia fliggvényében

Szignifikans hatast eredményezett viszont a kezelés hatasos teljesitménye (51. abra), melynek

szignifikancia szintje p < 0,05.
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51. ébra: A hab térfogat (mi) vdltozésa a hatdsos teljesitmény fiiggvényében

A Dunn’s teszt eredményeit a 32. tablazat tartalmazza.

32. tablazat: A habtérfogat Dunn’s teszt p értékei a hatdsos teljesitmény fiiggvényében

p érték ow 3,7W 6,9W
ow - i -

3,7W 1,000000 - -

6,9 W 0,003185* 4,693*10707* -

*Szifnifikans kiilonbség p < 0.05

Az alacsonyabb 3,7 W teljesitményen kezelt mintak nem mutattak szignifikdns kiilonbséget a
kontroll csoporthoz képest, viszont a 6,9 W hatasos teljesitményen kezelt mintak kiilonbsége

szignifikans a kontroll, illetve a 3,7 W-on kezelt mintakhoz képest is

A kezelések id6tartama (52. abra) nem gyakorolt szignifikans hatast a habképzédésre (p > 0,05).
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52. dbra: A hab térfogat (ml) vdltozdsa a kezelési idé fliggvényében

A kezelés hatasos teljesitményének ¢és idétartamanak egyiittes hatasat, vagyis a dozist (53. abra)

vizsgalva szignifikans hatast (p <0,05) fedeztem fel a tojasfehérje habképzédésének valtozasaban.
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53. dbra: A hab térfogat (ml) vdltozdsa a kezelés dézisanak fiiggvényében

A kezelés dozis-szintjeinek Dunn teszt eredményeit a 33. tablazat tartalmazza.

33. tdbldzat: A habtérfogat Dunn teszt p értékei a kezelés dozisanak fiiggvényében

p érték 0kl 6,66 k) 9,99 kJ 12,42 k) 13,32 k) 18,63k] 24,84kl
0kl - - - - - - -
6,66 ki 1 - - - - - -
9,99 kJ 1 1 - - - - -
12.42 k) 1 1 1 - - - -
13,32 kJ 1 0,02056* 1 0,07828 - - -
18,63 kJ 0,79575 0,01235* 1 1 0,04954* - -
24,84 kJ 0,03593* 0,00049* 0,12629 1 0,00266* 1 -

*Szignifikans kiilonbség p<0,05

A Dunn teszt alapjan fedezhet6 fel ugyan szignifikdns hatds az egyes dozis szintek kozott, az
azonban nem mondhatd el, hogy a dozis ndvelésével monoton valtozas kovetkezik be a

tojasfehérje habképzddésének szempontjabol.

A legnagyobb megfigyelt térfogat 149,23 ml volt, amely a 40 kHz-en és 6,9 W-on 60 percig kezelt
tojasfehérjébol szarmazott, viszont mar a 30 perces kezelés kovetkeztében kozel azonos nagysagu
valtozast értem el. A kontroll csoporthoz képest ez azt jelenti, hogy akar a 30 perces ultrahangos

kezelés atlagban 15%-kal novelheti a habképz6 képességet.

Ezek az eredmények Osszhangban vannak azokkal a tanulmanyokkal, amelyek arr6l szdmolnak

be, hogy az ultrahang fokozhatja a habképzodést (Jambrak et al., 2008; Stefanovic et al., 2017).
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Ez a jelenség az ultrahang homogenizald hatasanak koszonhetd, valamint a kezelés a hidrofob
csoportok fehérje expozicidjahoz is vezet, amelyek javitjadk a fehérje adszorpcidjat a levegd/viz

hatarfeliileti molekulakra (Mirmoghtadaie et al., 2016).

5.5 Habstabilitas vizsgalata

A habstabilitds meghatarozasara a visszaalakult tojaslé tomegét vizsgaltam. A habképz6déshez
hasonloan a stabilitds vizsgédlatanal is el6szor a csoportonkénti szignifikanciat vizsgaltam meg. A
Kruskval-Wallis teszt alapjan a kezelés csoportjai (A, B, C, D), vagyis a frekvencia és a hatasos
teljesitmény egyiittes hatasa szignifikdns (p < 0,05) valtozast okozott a tojasfehérje

habsatbilitasaban. A csoportok kozti szignifikancat a 34. tablazat tartalmazza.

34. tablazat: A visszalakult tojdasfehérje Ié Dunn teszt p értékei a kezeklési csoportok fiiggvényében

p érték A-20 kHz; 3,7 W B-40kHz; 3,7 W C-20kHz; 6,9 W D-40kHz;6,9W K-0kHz; 0 W
A-20 kHz; 3,7 W - - - - R
B-40 kHz; 3,7 W 1 - - - R
C-20 kHz; 6,9 W 0,04771* 0,10358 - - -
D-40 kHz; 6,9 W 0,00023* 0,00069* 1 - -
K-0kHz; 0 W 1 1 0,03886* 0,001* -

*Szignifikans kiilonbség p<0.05

A Dunn teszt alapjan a C és a D csoport esetében szignifikansan tobb tojasfehérje 1¢ alakult vissza
a kontroll csoporthoz képest. Az A és a B csoport esetében viszont nincs szignifikans kiilonbség a

habtartossag tekintetében a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A kezelés frekvenciaja (54. abra) szignifikans (p < 0,05) hatassal volt a visszaalakult tojasfehérje

1€ mennyiségére.

Az egyes frekvencia szintek k6zotti eltérések szignifikanciajat a 35. tablazat tartalmazza. Ez a 40
kHz-en kezelt mintak esetében beszélhetiink szignifikans habstabilitas csokkenésrdl a kontroll

mintakhoz képest.
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54. dbra: Visszalakult tojasfehérje mennyiségének (g) valtozdsa a kezelés frekvencidjanak fliggvényében

35. tdbldzat: A visszalakult tojdsfehérje Ié Dunn teszt p értékei a kezeklés frekvencidjanak fiiggvényében

p érték 0 kHz 20 kHz 40 kHz
0 kHz - - -
20 kHz 0,13016 - -
40 kHz 0,02398* 0,70906 -

*Szignifikans kiilonbség p < 0,05

A Kruskal-Wallis teszt szignifikans (p < 0,05) hatast mutatott az ultrahang hatasos

teljesitményének (55. abra) szempontjabol is.
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55. dbra: Visszalakult tojdsfehérje mennyiségének (g) vdltozdsa a kezelés hatdsos teljesitményének fiiggvényében

A Dunn teszt szignifikans habstabilitas csokkenést mutat a kontroll és a 6,9 W-on kezelt mintak
kozott. A 3,7 W-os kezelések nem voltak szignifikdns hatassal a visszaalakult tojasfehérje 1€
mennyiségére, azonben szignifikdnsan kevesebb alakult vissza, mint a 6,9 W-on kezelt mintak

esetében (36. tablazat).

36. tdbldzat: A visszalakult tojdsfehérje Ié Dunn teszt p értékei a kezeklés hatdsos teljesitményének fiiggvényében

p érték ow 3,7W 6,9 W
ow - - -

3,7W 0,87975 - -

6,9 W 0,00088* 4,5349%10706* -

*Szignifikans kiilonbség

Az ultrahangos kezelések idétartama (56. ébra) szintén szignifikans (p < 0,05) hatéssal volt a
tojasfehérje habstabilitasara. Az egyes idétartam-szintek kozotti kiillonbség szignifikancia szintjét

a 37. tablazat tartalmazza.
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56. dbra: Visszalakult tojasfehérje mennyiségének (g) vdltozdsa a kezelés idétartamanak fliggvényében

37. tdbldzat: A visszalakult tojdsfehérje Ié Dunn teszt p értékei a kezeklés id6tartamdnakk fliggvényében

p érték 0 perc 30 perc 45 perc 60 perc
0 perc - - - -
30 perc 0,50512 - - -
45 perc 0,1253 1 - -
60 perc 0,03746* 0,66627 1 -

*Szignifikans kiilonbség

A Dunn teszt a kezelés idGtartam-szintjei kozott csak a kontroll és a 60 perces kezelések kozott

mutatott szignifikans kiilonbséget.

A kezelések idotartamanak €s hatasos teljesitményének egyiittes hatdsa szintén szignifikans (p <

0,05) hatast mutatott a tojasfehérje habstabilitasanak valtozasara (57. abra).
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57. dbra: Visszalakult tojdsfehérje mennyiségének (g) valtozdsa a kezelés dézisanak fiiggvényében

A dozisszintek kozotti kiilonbségek szignifikancia szintjét a 38. tablazat tartalmazza.

38. tdbldzat: A visszalakult tojdsfehérje Ié Dunn teszt p értékei a kezeklés dozisanak fliggvényében

p érték 0kl 6,66 kJ 9,99 kJ 12,42 k) 13,32k} 18,63k] 24,84k)

0kl - - - - - -
6,66 kJ 1 - - - - - -
9,99 kJ 1 1 - - - - -
12.42 kJ 0,06757 0,01667* 0,3055 - - - -
13,32 kJ 1 1 1 1 - - -
18,63 kJ 0,02286* 0,00375* 0,09595 1 0,92636 - -
24,84 kJ 0,01579* 0,00225* 0,06407 1 0,68008 1 -

*Szignifikans kiilonbség

Bar a kezelés dozisa a Kruskval-Walills teszt alapjan szignifikdns hatast mutatott, a kezelések
dozis-szintjeinek vizsgalata alapjan nem kovetkeztethetiink arra, hogy a dozis ndvekedése

monoton valtozast okoz a tojasfehérje habstabilitasaban.

Ezek az eredmények alatamasztjak a korabban k6z6lt vizsgalatok (Chen et al., 2019; Sheng et al.,
2018) megfigyelését is, melyek szerint az ultrahangos kezelés csokkenti a keletkezett hab
stabilitasat.

Stefanovic (2017) szerint a habstabilitas linearis kapcsolatban all a tojasfehérje zéta-potencialjaval.

Feltételezi, hogy az ultrahangos kezelés csokkenti a diszpergalt részecskék (levegd) és a
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diszperzios kozeg (tojasfehérje) kozotti potencialkiilonbséget, mely oka lehet az ultrahangos

kezelés hatasara bekovetkezo habstabilitasbeli valtozasnak.

A kisérletsorozat ramutatott, hogy az ultrahangos kezelés szignifikdns hatdssal van mind a
tojasfehérje habképzd tulajdonsagara, valamint a keletkezett hab stabilitdsara egyarant. A
habképzddésre a kezelés hatasos teljesitménye és dozisa volt szignifikans hatassal. Az ultrahang
dozisanak novekedésével nem tapasztaltam monoton valtozast a habképzésben, azonban a hatasos

teljesitmény esetében a szignifikancia kiiszob 3,7 W és a 6,9 W kozott van.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A kutatdsom soran az 6nallo ultrahangos kezelést sikerrel alkalmaztam a tojaslevekben talalhatd
E. coli mikrobaszam szignifikans mértékii csokkentésére. A kezelések hatasara a mikrobaszam
csOkkenés nem érte el a kivant hatarértéket, azonban egy nagyobb dozisu kezelés hasznalataval ez
a hatas fokozhat6, igy érdemes megvizsgalni a modszer hatdsossagat mas kezelési paraméterek

mellett is.

Az ultrahang mikrobiologiai véltozasain tal vizsgaltam a tojastermékek kozeli infravords
spektrumara gyakorolt hatasat is, mely soran egy viszonylag 0j tudomanyagat, az Aquaphotomics-

et is segitségiil hivtam.

A kozeli-infravoros spektrumok analizise alkalmas volt a kezelések okozta valtozasok
kimutatasara, valamint koézvetve kovetkeztethetiink azokra a molekulacsoportokra, melyekre
hatassal volt a kezelés. Tovabbi kutatdsok javasoltak a molekulacsoportok kemometrikus
meghatarozasara, illetve a spektralis adatok ¢€s molekulacsoportok Osszefliggéseinek
meghatarozasahoz a tojaslevek tekintetében. A hullamhossz abszorbancia és molekulacsoportok
Osszefliggéseinek megismerésével a modszer alkalmazhat6 lehet a tojaslevek gyors-,

roncsolasmentes mérési modszereként az iparban.

Az ultrahang és az enyhe hdkezelés kombinaciojaval 5 log CFU/ml E. coli mikrobaszam
csokkenést értem el. Az 5 nagysagrendii csokkenés elegendd volt a mikrobaszamot 0 log CFU/ml
eléréséhez, azonban tovabbi kutatasok javasoltak, hogy a magasabb kezdeti koncentracié esetében

mekkora a kombinalt kezelés hatasa a mikrobaszamra.

Az kozeli-infravords spektrumanalizis sordan kapott eredmények kimutattak, hogy a hokezelésen
is atesett mintdk (kombinalt kezelés, 6nalldé hokezelés) spektralis értékei nagyobb mértékben
valtozott. Erdemes tovabbi kutatdsok soran megvizsgalni, hogy egy kisebb hémérsékletii
kombinalt kezelés esetén mekkora mértékii valtozas kovetkezik be a spektralis tulajdonsagokban,

illetve ezzel a kezeléssel elérhetd-e ilyen nagysagrendii mikrobaszdm véltozas.

Az 6nallo ultrahangos kezelések hatdsa kimutathatdé volt a tojasfehérje 1¢ habképzd, illetve
habstabilitasi tulajdonsagaira. A habképzddés esetében egy bizonyos hatdsos teljesitmény felett
mutatkozott meg a kezelés szignifikdns hatdsa. Tovabbi kutatasok sziikségesek ahhoz, hogy ezt a

kiiszobértéket pontosan meghatarozhassuk.
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7. Uj tudomanyos eredmények, tézisek

Kimutattam, hogy az ultrahang, mint 6nall6 kezelési modszer szignifikdns mértékben
képes csokkenteni E. coli baktérium mennyiségét tojasfehérje 1ében, mar 6,66 kJ (30 perc;
3.7 W), tojassargaja 1ében 13,32 kJ (60 perc; 3,7 W), illetve teljes tojaslében 9,99 kJ (45
perc; 3,7 W) dozistol, frekvenciatol fliggetleniil.

Kimutattam, hogy az ultrahang (3,7/6,9 W, 20/40 Hz, 30/60 perc) és az enyhe hékezelés
(55°C 30/60 perc) kombinalt alkalmazisa képes mindharom vizsgélt tojastermékben
(tojasfehérje 1€, tojassargaja 1€ és teljes tojaslé) talalhatdo E. coli mikrobaszamat 5 log
CFU/ml mértékben csokkenteni, mig a hokezelésnek dnmagiban nem volt kimutathato
hatasa a tojaslevekben talalhaté mikrobaszam mennyiségre. 5 log CFU/ml mértéka E. coli
szam csokkenés tojasfehérje és teljes tojaslé esetében 60 perces 6,9 W hatésos
teljesitményti (24,84 kJ) és 40 kHz ultrahang mellett, mig tojassargéaja esetében mar 30
perces 6,9 W hatésos teljesitményti (12,42 kJ) és 40 kHz-es ultrahanggal értem el.

A kezeletlen és kezelt (ultrahangos (3,7/6,9 W, 20/40 Hz, 30/60 perc), hdkezelés (55 °C
30/60 perc) €s ezek kombinacidja) tojastermékek (tojasfehérje 1€, tojassargaja 1€ és teljes
tojaslé) kozeli-infravords (NIR) vizsgalatdval megallapitottam, hogy a kezelések
valtozasokat okoztak a spektrumokban, azonban a hatasok jellege és mértéke alapvetden
kiilonb6zd. A tobbvaltozos statisztikai modszerek (diszkriminancia analizis) elemzése
megerdsitette, hogy mig az ultrahangos kezelések hatasa minimalis, addig a hékezelés
minden tojastermék spektrumaban szignifikéns valtozast okozott (100% DA elkiiloniilés),

ami a molekula- és kotésszerkezet megvaltozasara utal.

Az Aquaphotomics elemzéseivel kimutattam, a tojastermékekben levd vizszerkezet
valtozédsat a kezelések hatdsara. A vizmatrix koordinatdkon (WAMACS) bekdvetkezd
valtozasok elemzése alatdmasztotta, hogy az UH kezelések hatdsa kevésbé jelentds
hatassal van a kialakult viz abszorpcios spektralis mintazatara (WASP), mint a hdkezelés
minden tojastermék esetében, mely a rendszerben levé vizmolekula- és kotésszerkezet

megvaltozésara utal.

. Az ultrahangos kezelés habtérfogatra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata alapjan

megallapitottam, hogy a hatas egy kiiszobérték feletti hatdsos teljesitmény esetén
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jelentkezik (mely 3,7 W és 6,9 W kozott van esetemben), fliggetleniil a kezelés
(ahol nem ismert a hatasos teljesitmény értéke) ellentmondasos eredményeit, egyben
rdmutat arra, hogy a gyakorlati alkalmazas méretezése kizardlag a hatdsos teljesitmény

alapjan torténhet.

A kezelés (40 kHz, 6,9 W hatasos teljesitmény) hatasara a habkapacitas atlagban 15%-0s
novekedést mutat a kezeletlen mintdkhoz képest mar 30 perces kezelés utan és ez a hatas

1doben nem no tovabb, telitodést mutat.

A habtartossag vizsgalata sordn megallapitottam, hogy az ultrahangos kezelés (6,9 W,
20/40 Hz, 30/60 perc) novelte a tojasfehérje habbodl visszaalakult tojaslé mennyiségét. A
statisztikai vizsgalatok rdmutattak, hogy a kezelés frekvencidja és idOtartama egyarant

szignifikdnsan befolyasolta a habtartossagot.
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8. Osszefoglalo

Az ultrahang irodalménak attekintése soran sokszor talalkoztam olyan élelmiszer feldolgozasi
modszerrel, mely az ultrahangot, mint kiegészitd kezelést alkalmazza a termények mindségi
jellemzdinek (példaul eltarthatosag) javitasa érdekében. Az utdbbi idészakban sziilettek olyan
kutatasok, melyek valamilyen feldolgozott élelmiszer (példaul zoldség piirék, szeletelt zoldségek,
gyiimolesok vagy zoldség- és gylimdleslevek) mindségi vagy bioldgiai tulajdonsagainak javitasat

célozzak meg ultrahang segitségével, kiillonbozo sikerrel.

Az ¢élelminszeriparban a tojasra, mint azonnal felhasznalhaté nyersanyagra el0szor a tészta-
kekszgyartok tartottak igényt. A jelenlegi technoldgia alapja, hogy a héj eltavolitasaval, illetve a
sargaja ¢s fehérje elkiilonitésével (amennyiben sziikséges), homogenizalasaval tojasleveket
gyartanak, melyeket tojasléként értékesitenek €s hasznalnak fel. A bioldgiai veszélyek csokkentése
érdekében leggyakrabban a termékek pasztorozési eljarason esnek at, mely soran a gyartok célja
amellett, hogy a romlast okozo mikrobak szamat csokkentsék egy meghatarozott szint ala, illetve
patogén baktériumokat teljes egészében elpusztitsak, a tojaslé értékes anyagai, tulajdonsagai ne
karosodjanak. Azonban a gyakorlatban ezek az eljarasok hatranyosan befolyasolhatjak a
tojaslevek meghatarozd tulajdonsagait, mint példaul a tojasfehérje esetében a habképzddés,
habtartdssag. Ezt elkeriilendd, célom volt, hogy ultrahangos eljaras segtségével egy alternataiv
lehetdséget vizsgaljak a tojaslevek megfeleld kezelésére, mely képes a mikrobaszamot
lecsokkenteni anélkiil, hogy a termék tulajdonsagai karosodnanak.

A kisérleteim soran haromféle tojaslevet (tojasfehérje I¢€, tojassargaja 1¢ és teljes tojaslé)
A kezelési 1d0, illetve a teljesitmény nagysaga megkovetelte, hogy a nem szabayozott hdmérséklet
emelkedés hatdsdra bekovetkezd valtozasokat kisziirjem. Ennek érdekében egy kiilsd
hiitérendszert alakitottam ki, mely képes volt a kezelés teljes id6tartama alatt a hdmérséklet 18°C—

on (£2°C) tartasara.

A szakirodalomban fellelhetd kutatdsok sordn a tojasleveket csak nagyon kis mennyiségben
vizsgaltdk, illetve kozvetlen ultrahangos technologiaval (meriilé fejes) kezelték, mely sordn a
tojaslevek olyan nagy teljesitménynek lettek kitéve, ami karos hatassal birt a mintak
tulajdonsagaira. Esetemben az ultrahangos eszkoz kialakitasa nem tette lehetdvé a kozvetleniil a
mintaval érintkez6 kezelési eljarast, ezért a mesterségesen Escherichia coli baktériummal fert6zott
tojasleveket 250 ml-es iivegcsékbe helyeztem, igy az ultrahang a mintatartok falan keresztiil

fejtette ki hatésat.
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Az ultrahang mikrobiologiai tulajdonsagokra kifejtett hatdsain tul vizsgaltam a tojastermékek
kozeli infravoros spektrumara gyakorolt hatasat is, mely soran egy viszonylag 01j tudomanyagat,

az Aquaphotomics-et is segitségiil hivtam.

A kisérletsorozat eredményei azt mutattak, hogy az ultrahang teljesitménye szignifikans valtozast
idéz el6 a tojastermékekben levo E. coli mikrobaszamaban. Az eurdpai szabalyzat (2073/2005/EK)
szerint a tojastermékekben talalhato Enterobacteriaceae elfogadhatdo mennyisége 1 log CFU/ml
lehet. Ezt a szintet ezekkel a kisérleti beallitasokkal a mesterségesen befertdzott mintak esetében
ugyan nem tudtam elérni, viszont az adatokra illesztett linearis modelleket Kkiterjesztve
(feltételezve a linearitds megmaradasat), egy hétszer nagyobb doézisu (idé*teljesitmény)
ultrahangos kezelés mar képes lenne az 5 log CFU/ml kezdeti értéket megfeleld mértékben

csokkenteni.

A vizsgélatok kimutattdk, hogy az ultrahang szignifikdns hatassal van a tojaslevekben talalhato
baktériumszamra, azonban felmertiil a kérdés, hogy a tojastermékek egyéb jellemzdi valtoznak-e.
Az 6nallo ultrahangos kezelések tojastermékek tulajdonsagaira gyakorolt hatasat kozeli-infravoros
technologia segitségével vizsgaltam meg a 740-1700 nm hullamhossz tartomanyban. A nyers
spektralis adatokban levo zajokat Savitzky-Golay sziird, illetve Multiplicative Scatter Correction
modszer alkalmazésaval szlirtem ki. A szamos dimenzidszamu (hullamhossz) spektralis adatok
kezelése altalaban bonyolultta és iddigényessé teszi az analizist, valamint megneheziti az adatok
kozotti mintdzatok vagy kapcsolatok felismerését, igy Fokomponens analizis (PCA) segitségével
csOkkentettem az adatok dimenzidszamat, mely egyszertisodott az adatok kezelése €s értelmezése,
valamint konnyebben feltarhatok az adatok k6zotti mintazatok €s kapcsolatok, ideértve a kezelés

hatasait is.

A spektrumok fékomponens analizise, illetve linearis diszkriminancia segitségével szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltam egyes kezelési beallitdsok kozott, igy elmondhatd, hogy az

ultrahangos kezelés hatdssal van a tojastermékek esetében a mintak spektralis jellemzdjére.

Annak érdekében, hogy a megfeleld mikrobaszdm csokkenést elérjem az ultrahangos kezelés és
enyhe hdkezelés (55°C) egyiittes hatasat is megvizsgaltam. Ennek eredményeképp a
mesterségesen befertdzott mintak E. coli mikrobaszama a kezelés hatasara 5 log CFU/ml
csokkenést mutatott, igy elmondhato, hogy ez a technoldgia 0j utat nyithat meg az ipar szamara a
tojaslevek biztonsagossa tételéhez. Az kozeli infravords spektroszkdpiai mérések kimutattak, hogy
ezek a kezelések nem csak a mikrobaszamra vannak hatassal, hanem a tojaslevek egyéb

jellemzoire is.
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Emellett a tojasfehérje habképzo képessége atlag 15%-os javulast mutatott az ultrahangos kezelés

hataséara, mely elonyt jelenthet az élelmiszeripari felhasznalas soran.
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9. Summary
In my research of the ultrasound literature, | have often come across application methods that use

ultrasound as a complementary method to improve the quality characteristics of crops, such as
shelf life. Recently, research has been carried out to improve the quality of some processed foods
using ultrasound, but these foods (e.g. vegetable purees, sliced vegetables, fruits or vegetable and
fruit juices) are already products that have undergone an industrial process and whose

characteristics have changed greatly compared to the raw raw material.

In the food industry, eggs as a readily usable raw material were first in demand by the pasta and
biscuit industry. The current technology is based on the production of egg liquid products by
removing the shell and separating the yolk and protein and homogenising them. In order to reduce
the biological hazards in egg liquids, the products are most often pasteurised. During this process
the aim is not only to reduce the number of spoilage microbes below a certain level, but eliminating
pathogenic bacteria completely, while the valuable substances and properties of the egg liquid are
preserved. However, in practice, these processes can adversely affect the defining properties of
egg liquids, such as foaming and foam retention in the case of albumen. In order to avoid this, my
aim was to develop an alternative method for the proper treatment of egg liquid products using
ultrasonic techniques, which can reduce the number of microbes in the egg liquid without

damaging the properties of the product.

In my experiments, three types of egg liquids (egg white, egg yolk and whole egg liquid) were
treatedwith ultrasound of different frequencies and power for 30, 45 and 60 minutes. The treatment
time and power required to eliminate the changes caused by uncontrolled temperature increases.
Therefore, | designed an external cooling system capable of maintaining the temperature at 18°C

(£2°C) throughout the treatment period.

Previous studies found in the literature only examined egg liquids in very small guantities and
treated them with direct ultrasonic equipment (immersion sonicator), which exposed the egg
liquids to such high power that it negatively affected the properties of the samples. In my case, the
ultrasound device's design did not allow for direct treatment in contact with the sample. Therefore,
| placed the artificially Escherichia coli inoculated egg liquids into 250 ml glass containers, so the

ultrasound exerted its effect through the walls of the sample holders.

In addition to investigating microbiological changes, | also examined the effect of ultrasound on
the near-infrared spectrum of the egg products, utilizing a relatively new scientific field,

Aquaphotomics.
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The results of the experiments showed that the ultrasound's power caused significant changes in
the microbial count of E. coli present in the egg products. According to European regulations
(2073/2005/EC), the acceptable level of Enterobacteriaceae in egg products is 1 log CFU/ml.
While | was not able to achieve this level with these experimental settings, by extending the linear
models fitted to the data (assuming linearity remains), a sevenfold higher dose of ultrasound

(time*power) could reduce the initial 5 log CFU/mI count to an acceptable level.

The studies demonstrated that ultrasound has a significant effect on the bacterial count in egg
liquids. However, the question arises whether other characteristics of the egg products change as
well. I examined the impact of standalone ultrasound treatments on the properties of egg products
using near-infrared technology in the wavelength range of 740-1700 nm. Noise in the raw spectral
data was filtered using Savitzky-Golay filtering and the Multiplicative Scatter Correction method.
Handling spectral data with numerous dimensions (wavelengths) typically makes analysis
complicated and time-consuming, and it can obscure patterns or relationships within the data.
Therefore, I used Principal Component Analysis (PCA) to reduce the data's dimensionality, which
simplified data handling and interpretation, making it easier to uncover patterns and relationships,

including the effects of the treatment.

The principal component analysis of the spectra and linear discriminant analysis revealed
significant differences between certain treatment settings, indicating that this method may be

suitable for tracking ultrasound treatments in egg products.

Additionally, the egg white's foaming ability showed a 15% improvement due to the ultrasound

treatment, which could be advantageous in food industry applications.

In order to achieve the appropriate microbial count reduction, the combined effect of ultrasonic
treatment and mild heat treatment (55°C) was also investigated. As a result, the treatment was able
to reduce E. coli microbial count by 5 log CFU/ml, suggesting that this technology could open a
new avenues for ensuring food safety in the industry. The near-infrared measurements have shown
that these treatments not only affect the microbial count, but also other characteristics of the egg
liquids. Although near-infrared measurements have shown that ultrasound has some effect on the
nutritional values of the product, further research is needed to determine the extent and exact nature
of this effect.

Additionally, the foaming capacity of egg white showed an average improvement of 15% as a

result of ultrasound treatment, which could be advantageous for food industry applications.
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M2 Egyéb mellékletek

1. Melléklet: A tojdsfehérje linedris diszkriminancia validdcios modelljének eredményei a csak ultrahangos és kombindlt kezelések eredményei alapjdan

Validacié6 I_UH I_UHT J_UH J_UHT K_UH K_UHT K1 Hé LUH LUHT M_UH M_UHT N_UH N_UHT O_UH O_UHT P_UH P_UHT
I_UH 95,88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UHT 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH 0 0 91,74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UHT 0 0 0 66,67 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K_UH 0 0 0 0 8338 0 18,76 0 4,12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K_UHT 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K1 0 0 4,13 0 4,12 0 7505 0 8,38 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hé 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UH 0 0 4,13 0 8,38 0 6,19 0 87,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
M_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 56,18 0 0 0 0 0 0 0
M_UHT 0 0 0 22,17 O 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
N_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1255 0 79,12 0 4,12 0 0 0
N_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
O_UH 4,12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 31,27 O 20,88 0 9588 0 0 0
O_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH 0 0 0 0 4,12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
P_UHT 0 0 0 11,17 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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2. Melléklet: A tojasfehérje linedris diszkriminancia predikciés modelljének eredményei a csak ultrahangos és kombindlt kezelések eredményei alapjdn

Predikci6 |_UH |_UHT J_UH J_UHT KUH K_UHT K1 Hé LUH LUHT M_UH M_UHT N_UH N_UHT OLUH O_UHT P_UH P_UHT
I_UH 8346 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UHT 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH 0 0 41,75 0 0 0 2509 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UHT 0 0 0 66,67 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K_UH 0 0 825 0 50,13 0 3745 0 825 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KUHT 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K1 0 0 25 0 3333 0 2509 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hé 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UH 0 0 25 0 827 0 0 0 66,75 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
M_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0 0 0
M_UHT 0 0 0 2233 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
N_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 75 0 825 0 0 0
N_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
O_UH 827 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 25 0 91,75 0 0 0
OUHT O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH 827 0 0 0 827 0 12,36 O 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O
P_UHT 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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3. Melléklet: A tojdssargdja linedris diszkriminancia validaciés modelljének eredményei a csak ultrahangos és kombindlt kezelések eredményei alapjan

Validdci6 |_UH I_UHT J_UH J_UHT KUH K_UHT K1 Hé LUH LUHT M_UH M_UHT N_UH N_UHT O_UH O_UHT P_UH P_UHT
I_UH 95,88 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UHT 0 100 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH 0 0 91,74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UHT 0 0 0 66,67 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K_UH 0 0 0 0 8338 0 18,76 0 412 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KUHT 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K1 0 0 413 0 412 0 7505 0 838 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hé 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UH 0 0 413 0 838 0 619 0 875 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
M_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 56,18 0 0 0 0 0 0 0
M_UHT 0 0 0 2217 O 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
N_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12,55 0 7912 0 412 0 0 0
N.UHT © 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
O_UH 412 0 0 0 0 0 0 0 0 0 31,27 0 20,88 0 95,88 0 0 0
O_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH 0 0 0 0 412 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O
PUHT 0O 0 0 11,17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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4. Melléklet: A tojassdrgdja linedris diszkriminancia predikciés modelljének eredményei a csak ultrahangos és kombindlt kezelések eredményei alapjdn

Predikci6 |_UH I_UHT J_UH J_UHT KUH K_UHT K1 Hé LUH LUHT MUH M_UHT NUH N_UHT OUH O_UHT P_UH P_UHT
I_UH 83,46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UHT 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH 0 0 41,75 0 0 0 2509 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UHT 0 0 0 66,67 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K_UH 0 0 825 0 50,13 0 3745 0 825 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KUHT 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K1 0 0 25 0 3333 0 2509 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hé 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UH 0 0 25 0 827 0 0 0 66,75 O 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
M_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0 0 0
M_UHT 0 0 0 2233 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
N_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 75 0 825 0 0 0
N_UHT 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
O_UH 827 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 25 0 91,75 0 0 0
OUHT O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH 827 0 0 0 827 0 12,36 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O
P_UHT 0 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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5. Melléklet: A teljes tojaslé linedris diszkriminancia validdciés modelljének eredményei a csak ultrahangos és kombindlt kezelések eredményei alapjdan
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6. Melléklet: A teljes tojdslé linedris diszkriminancia predikcios modelljének eredményei a csak ultrahangos és kombindlt kezelések eredményei alapjdn

Predikci6 |_UH I_UHT J_UH J_UHT KUH K_UHT K1 Hé LUH LUHT M_UH M_UHT NUH NUHT OUH O_UHT PUH P_
I_UH 3333 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I_UHT 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UH 0 0 50 0 16,75 O 0 0 3333 0 0 0 0 0 0 0 0 0
J_UHT 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K_UH 584 0 41,75 0 75 0 0 0 827 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KUHT 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K1 0 0 0 0 0 0 100 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hé 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L_UH 827 O 0 0 0 0 0 0 584 0 0 0 0 0 0 0 827 0
L_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0
M_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7491 0 0 0 0 0 0 0
M_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
N_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 O 0 0 0 0
N_UHT 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0
O_UH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8325 0 827 0
OUHT O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0
P_UH 0 0 825 0 825 0 0 0 0 0 2509 0O 0 0 16,75 O 83,46 O
P_UHT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
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