P6sobenie vysokofrekvencnej energie na mikroorganizmy

J. TOMISOVA

Medzi najnoviie a najmodernejsie spdsoby tepelného spracovania patri uplat-
nenie vysokofrekvenénej energie. KedZe je tepelné opracovanie potravin zauji-
mavé nielen po stranke technologickej, ale aj po stranke mikrobiologicke]j,
rozhodli sme sa stanovit bakteriostaticky a baktericidny ucinok vysckofrek-
venénej energie v zdvislosti od ¢asu jej pésobenia. Poznatky, ktoré nadobuda-
me pri mikrobiologickych analyzach, nam umozitujui spresnif mozZnosti uplat-
nenia vysokofrekvenénej energie v konzervarenskej technologii (1).

Z literarnych zdrojov je nam uZ zname, Ze tato energia sa mdZe vyuzit na-
priklad aj pri ni¢eni rodu Salmonella ako aj Staphylococcus pred zmrazovanim
(2). Olsen (3) vo svojej praci uvadza udaje o vyuziti vysokofrekvenénej energie
pri miceni spor Aspergillus niger. Garrick a Ambin (4) cituju dalsiu pracu
Olsena (5), podla ktorého maji mikroviny sterilizaény uéinck. Chlieb oSetreny
mikrovlnami bol eSte 10 dni po oSetreni ako cerstvy a bol chutny. Pri tomto
pokuse sucasne zistil, Ze v chlebe naockovanom plesniou Aspergillus niger, kto-
ry presiel mikrovinnym ohrevom o frekvencii 2.450 MHz pocas 2 minut, znizil
sa pocet Zivotaschopnych spor az na 0,188 na plochu v porovnani s kontrolnou
vzorkou (bez vysokofrekvencéného zasahu), kde sa na rovnakej ploche zistilo
2000 Zivotaschopnych spér. Z dalsich uz publikovanych prac su zaujimavé naj-
mi prace Robea (6), ktory uvadza, ze vysokofrekvenéna energia zniZuje po-
trebny ¢as a teplotu pri pasterizacii tak., Ze 1 minuta vysckofrekventného
ohrevu pri 49 °C je udinnejsia ako 30 minut ohrevu pri 60 °C obvyklym spéso-
bom. K svojim zaverom do$iel na zéklade vysledkov s pasterizovanim piva
a vina. V stuvislosti so zistenou skutoénostou, Ze pri 49 °C nastava usmrcovianie
kvasiniek pomocou vysokofrekventnej energie, si autor kladie otizku, & v tom-
to pripade usmrcovanie nenastdva inym spésobom ako tepelnym ucinkom.
Avsak tato zakladna otazka nebola zatial hlbsie preverena. Pri 49 °C nastava
ostry zlom smrtiaceho U¢inku na kvasinky. Tato skutotnost vedie k dohadom,
Zze vysokofrekvenéné pole ma na mikroorganizmy selektivny alebo lo-
kalizovany ohrevny ulinok alebo, Ze pri pouzitych kmitodtoch vyvolava
rozrusujuci ucéinok.
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Pokusna ¢ast
Materidl a metody

Mikroorganizmy pouzZité v naSich pokusoch pochidzali jednak =zo
zbierky oddelenia, jednak z Cs. zbierky mikroorganizmov Univerzity J. E. Pur-
kyiiu. Kmene pre pokusné ucely sa udrzovali a rozmnoZovali v pravidelnych
intervialoch na Sikmom agare podlfa konvenénych mikrobiclogickych metdd.
Inkubalna teplota sa udrziavala podla jednotlivych kmeilov. Pre vlastné po-
kusy sme pouzili 2—4-dniové vyrastené kultiry.

Zdroj vysokofrekvenénej energie Cast pokusov sme usku-
todnili na stacionarnom dvojkilovatovom zariadeni s dlzkou vin 12,6 cm a ¢ast
na kontinualnom vysokofrekvenénom zariadeni s vykonom 10 kW a dizkou vin
24 cm pri rychlosti posuvu transportného pasa 1 m (103 sek) (7).

Pracovny postup. NaSe pokusy s posobenim vysokolrekvenénej ener-
gie na mikroorganizmy sme rozdelili do niekolkych etdp. V prvej etape sme
sledovali pésobenie vysokofrekvencnej energie na mikroorganizmy, v druhej
etape pésobenie vysokofrekvencnej energie na kvasinky a v tretej etape pdso-
benie vysokofrekvenénej energie na plesne. K prvym informativnym po-
kusom sme pouzili tieto kmene mikroorganizmov:

Bacillus cereus

Bacillus megaterium

Bakteridlna kultura tychto kmeriov bola kultivovanid na méisopeptéonovom
agare s pridavkom 1Y%, glukézy (Difco agar) a inkubovani v termostate pri
30°C pocCas 4 dni. Vyrasteny porast kultury mikroorganizmov (na $ikmom
agare) bol zoskrabany sterilnou bakteriologickou kIuckou a sterilne preneseny
do vopred pripravenej sterilnej vody v Erlenmayerovych bankich v mnoZstve
50 ml. Tato suspenzia bola homogenizovana a po docieleni homogsannej suspen-
zie centrifugovana 20 minut pri 4000 obr. za min, supernatant zliaty a sedi-
ment premyty sterilnou vodou v mnoZstve 20 ml a opiat centrifugovany 20
minuat pri 4000 obr.. za min. Sediment bol 3 razy za sebou premyty. Potom sa
riedil 10 ml sterilnej vody a z tejto suspenzie v mnoZstve 2,0 ml sa odobralo
sterilne do 9,0 ml sterilnej vody a tiez aj do 9,0 ml bujénu (Difco).

Z takto pripravenej bakteridlnej suspenzie sa do prace bralo 11,0 ml o hus-
tote 105—107 buniek’'ml. v skumavkach cca 20 cm vysokych. Bakterialna kul-
tara resuspendovand v sterilnej destilovane] vede vo vysokych skumavkéch
nevyvrela ani pri jednom &asovom intervale, iba pri vystaveni ulinku vysoko-
frekvencénej energie pocas 3 minut boli vietky zatky vyrazené.

Mikrobiologické nozbory: Pred expoziciou uéinku vysokofrekvenénej energie
sa z bakteridlnej suspenzie odobrali vzorky ako kontrola na stanovenie celko-
vého podétu mikroorganizmu v 1 ml vzorky. Potom sa odoberali vzorky po
jednotlivych posuvioch taktiez na stanovenie celikového poétu mikroorganizmov
s tym Gcelom, aby sa sledovalo preZivanie mikrofléry po expozicii. Sledované
vzorky boli kultivované na misopeptonovom agare s pridanim 1Y glukozy
{Difco agar).
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Bacillus cereus

Cas uéinku vysokofrekvenénej Celkovy pocet mikroorganizmov |
|

energie v 1 ml vzeorky

Kontrola v bujone 6,1 . 108
Kontrola vo vode 3,7 . 108
| 1 min. expozicie v bujéne 1,8 . 108
1 min. expozicie vo vode 2,2 . 108
2 min. expozicie vo vode 8,8 . 10°
3 min. expozicie vo vode 3,6 . 10%
Bacillus megaterium
L iy ! s .
Cas uéinku vysokofrekvenénej | Celkovy pocet mikroorganizmov
energie | v 1 ml vzorky
Kontrola v bujone 3,1 . 108
Kontrola vo vode 2,7 . 106
1 min. expozicie suspenzia v bujone negat.
1 min. expozicie suspenzia vo vode 3.0 . 103
2 min. expozicie suspenzia vo vode 2,0 . 102
3 min. expozicie suspenzia vo vode [ negat.

Pri dalsich niekolkokrat opakovanych pokusoch sme pouzili tieto kmene
mikroorganizmov:

Staphylococcus epidermis

Sarcina lutea

Escherichia coli

Aerobacter aerogenes

Streptococcus lactis

Streptococcus bovis

Streptococcus haemophylus

Streptococcus zymogenes

Pri tychto pokusoch sme postupovali vyssie uvedenou metodikou, t. j. bakte-
ridlna suspenzia v mnozstve 1 ml vo vysokych skumavkach bola vystavena
ucinku vysokofrekvencnej energie po dobu 1 a 2 posuvov. (1 posuv = 1 ml/
103 sek). Pred kazdou expoziciou sa odoberali vzorky v mnoZstve 1 ml ako
kontroly na stanovenie celkového mnozstva mikroorganizmov. Po expozicii sa
bakterialne suspenzie vyoc¢kowvali opidt v mnozstve 1 ml na masopepténovy agar
s pridavkom 1%, glukézy (Difco agar) na stanovenie celkového mnozstva mik-
roorganizmov za Ucelom sledovania prezivania po UCinku vysokofrekvencéného
zasahu.
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Vysledky

Celkovy pocet mikroorganizmov v bujénovej kulture

| Prechod vysokofrekvenénym
Mikroorganizmy | Pred ohrevom | polom o
: | 1 krat 2 krat
Staphylococcus epidermis 1,1 . 107 | 8,4 . 103 negat.
Sarcina lutea | 9,0 . 106 | 65 . 103 negat.
Escherichia coli [ 46 . 107 | 3,8 . 102 negat,.
| Aerobacter aerogenes [ 56 . 107 4,2 . 102 negat.
Streptococcus lactis 6.2 . 107 3,4 . 103 negat.
Streptococcus bovis 7,8 . 107 | 2,6 . 10° negat.
Streptococcus haemophyllus 8.1 . 107 55 .10 | negat.
Streptococcus zymogenes | 54 . 107 41 . 103 | negat.

Escherichia coli

|
‘ Kontrola riedenie 107 prerastené
i 1 min. expozicie riedenie 10° prerastené
3 min. expozicie negat.
|

Sarcina lutea

Kontrola j 6,0 . 108 I[
| 1 min. expozicie [ 2,1 . 108 ‘
e - . |
II 3 min. expozicie : negat. ‘

2. etapa. Pésobenie vysckofrekvendnej energie na kvasinky. Ako po-
kusné médium sme pouzili pekarske drozdie. Rozdrobili sme ho pomocou ste-
rilného skalpela na drobné kusky na Petriho miskdach a vystavili uéinkom
vysokofrekvenéného zdroja. Po expozicii sa drozdie homogenizovalo v 9,0 ml
destilovanej sterilnej vode v mnozstve 1 g a potom vyockovalo na Sabouraudov
agar. Po 4 dnioch kultivacie sme pokusy vyhodnotili.
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Pekarenské droZdie

! | s .
‘ Kvasinky | Celkovy pocet kvasiniek ‘ Po UCInl;ume SeEEHE
Pekirenské drozdie v riedeni 10" prerastené ‘ 2,0 . 10!

3. etapa. Posobenie vysokofrekvenénej energie na plesne.
K pokusom sme pouzili tieto kmene:
Penicillium chrysogenum
Penicillium roqueforti

Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Aspergillus flavus

Monilia laxa

Mucor hiemalis

Fusartum sambucii

Paecilomyces sp.

Botrytis cinerea

Kmene sme ziskali v &stej kultire z Cs. zbierky mikroorganizmov Univerzity
J. E. Purkynu v Brne. K pokusom sme pouzili vysporulované kolénie plesni.
Rultury plesni boli kultivované na Sabouraudovom agare a inkubované

v termostate pri 22 °C poéas T—8 dni, Vyrastené a vysporulovane kolénie plesni
sme vystavili Géinku vysokofrekvenéne;j energie pocas 3 minul pri 0,45 amp.
a po expozicii sa inkubovali v termostate pri 22°C podas 7—8 dni ako dékaz

bakiericidnosti vysokofrekvenéného ohrevu pocas 3 minit.

Z takto exponovanych kultur plesni (primarne) sa potom preoékovalo na
sterilnu Sabouraudovu pédu v Petriho miskdch a opat sa sledoval rast kultur

pocas 7T—8 dni.

Vysledky
‘ Poggdsssgélggir 2| po preockovani
Kmene plesni Géinku VF enersg. z ﬁoiff’dne]

| 3 min. ultury
Penicillium chrysogenum ‘ negat. negat.
Penicillium roqueforti negat. negat.
Aspergillus oryzae | negat. negat. |
Aspergillus niger negat. negat.
Aspergillus flavus negaf. 2,8 . 10! |||
Monilia laxa negat. negat. ;
Mucor hiemalis negat. negat.
Fusarium sambucii negat. negat.
Paecilomyces negat. negat.
Botrytis cinerea negat. negat.
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Pokusy s vysporulovanymi koldéniami plesni

: ;
Kmene plesni | Primarna kultara| Po preofkovani

| 3 min. ohrev VF | primar. kultary

| Aspergillus flavus | nerastie nerastie
| Aspergillus niger nerastie nerastie
Aspergillus oryzae | nerastie nerastie
Aspergiilus glaucus | nerastie nerastie
Mucor mucedo nerastie nerastie
Mucor hiemalis nerastie | nerastie
| Fusarium sambucinum nerastie nerastie
Fusarium nivale nerastie nerastie

Pokusy s vysporulovanymi koldniami plesni

| Primarna kultira
| vystavena uéinku| Po preofkovani
| VI energie primarnej kultiary

| Kmene plesni

pe 3 minutach |
Penicillium chrysogenum ‘ nerastie ‘ nerastie
Penicillium roqueforti | nerastie | nerastie
Botrytis cinerea | nerastie | nerastie
Monilia laxa nerastie nerastie
Paecilomyces sp. nerastie nerastie
Mucor piriformis | nerastie nerastie

Plesne rodu Neurospora
Rhizopus
Primarna kultura plesni po vystaveni udinku vysokofrekveuncénej energie
1 min. exp. = 0,5 amp.
3 min. exp. 0,6 amp.

Mikroorganizmy 1 min. expozicia 3 min. expozicia
Neurospora v riedeni 102 prerastené negat.
Rhizopus v riedeni 103 prerastené negat.
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Kultury plesni po preo¢kovani z pévodnych kultur vystavenych ucinkom
vysokofrekvenc¢nej energie na Sabouraudov agar

7 kultury vystavenej Z kultary vystavenej |

} Mikroorganizmy 1. min. u¢inku VF-ohrevu ' 3 min. Géinku VF-ohrevu

| ———— = S—
% Neurospora [ 2.0 .10 negat.

| Rhizopus 2,6 . 10° negat. |

V dalsich pokusoch s kultirami plesni sme postupovali obdobne, ako
sme uviedli vysiie, s tym rozdielom, Ze pri tychte pokusoch sme sledovali
preZivanie mikroorganizmov po 1, 2 a 3 posuvoch. Zistili sme, Ze uz po 2 po-
suvech dodlo k tplnému zastaveniu rastu kultiry. Ani po preotkovani na ste-
rilnd Sabouraudovu pédu nedoslo k obnoveniu rastu kultur.

Vysledky
Tl - o ™ | L I
Prechod vysokofrekvenénym polom |
| Kmene plesni 1 krat | |
riedenie 2 krat 3 krat
10! |
I Penicillium roquejorti husty porast nerastie nerastie
Penicillium chrysogenum rastie nerastie nerastie
| Fusarium sp. | rastie nerastie nerastie |
| Aspergillus oryzae ‘ rastie nerastie nerastie |
| Aspergillus niger | rastie | nerastie nerastie
Aspergillus flavus i rastie nerastie | nerastie
‘ Monilia laxa rastie nerastie nerastie

Tab. 10. Zmyslové a chemické hodnotenie bravéového pliecka
v polystyrénovom kontejneri s CO,

Prechod vysokofrekvenénym pofom

|
|
[ Kmene plesni ' 1 krat |
| riedenie | 2 krat 3 krat
| 10t |
husty porast l |
Mucor hiemalis | (rastie) ‘ nerastie | nerastie
Fusarium sambucii i rastie | nerastie | nerastie
Paecilomyces | rastie | nerastie nerastie
Botrytis cinerea rastie | nerastie nerastie
Neurospora sp. rastie nerastie nerastie
Rhizopus rastie | nerastie nerastie
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Diskusia

Vsetky pokusy, ktoré sme robili pri riefeni tejto problematiky za wdelom.
zistenia bakteriostatického a baktericidného ucinku vysokofrekvencénej energie
na baktérie, kvasinky a plesne v Cistych kultirach, mézeme predbeZne hodno-
tif ako pokusy informativne, pretoze v tychto pokusoch i8lo o moznost apli-
kacie vysokofrekvenénej energie na ¢isté kultury. Bolo treba preskusat vhodné
koncentracie buniek v suspenzii, akc aj pracovny postup pri kontinudlnom
vysckofrekvencénom zariadeni. Pri tomto type zariadenia totiZ dlhiie pésobenie
vysokofrekvenénej energie (ako 1 posuv) je moZné iba opidtovnym vloZenim
bakteridlnej suspenzie na transportny pds, ¢o znamena, Ze exponovany mate-
ridl sa vybral zo zdroja vysokofrekvenénej energie a pomaly sa znovu posuval
do ohrievacieho priestoru na druhy a potom opat na treti posuv. Je moiné, Ze
nepretrzité ohrievanie vysokofrekvencnou energiou a diskontinualne ohrievanie
pri rdzne dlhych intervaloch prerufenia ohrievania a teda &iastoéného schlade-
nia, hoci prerusenie vysokofrekven¢ného ohrevu sa moze pohybovat iba v mi-
nutach, nie su ekvivalentné.

Z naSich experimentdlnych vysledkov vyplyva, Ze pri mikroorganizmoch, ako
je napriklad Bacillus cereus v ¢istej kulture, dochadza téinkom vysokofrek-
vendénej energie k poklesu poc¢tu zdrodkov prepocitané na 1 ml suspenzie Uumer-
ne so zvySovanim éasu expozicie vysokofrekvenénou energiou. K vyraznejiemu
poklesu podtu zarodkov doslo v kultire resuspendovanej v bujéne, kym v kul-
ture resuspendovane]j v destilovanej sterilnej vode sa tento pokles poétu mik-
roorganizmov javi ovela slabsie. Pri kmeni Bacillus megaterium doslo po 1-
minutovej expozicii v bujénovej kultire k vUplnému zastaveniu rastu kultury,
kym v kulture resuspendovane] v sterilnej destilovane] vode do$lo pri tomto
¢ase k uplnému zastaveniu rastu az po 3 minutach expozicie. ZniZzena citliviost
kultury suspendovanej v destilovanej sterilnej vode vod vysokofrekvenénému
ohrevu je vysvetlitelnd ind¢ zndmym faktom, Ze intenzivne metabolizujuce
mikroorganizmy su voéi skodlivym uéinkom ovela citlivej§ie ako organizmy
so znizenym alebo endogénnym metabolizmom.

Plesniam v &istych kulturach v nasich pokusoch sme venovali zvlastiny oddiel
ako velmi ddlezitych z hladiska potravinarskeho vyskumu a praxe a prisli sme
k zaverom, Ze uz po 3, resp. 2 minutach expozicie vysokofrekvericnou energiou
doslo k uplnému usmrteniu.

KedZe — ako sme uz uviedli — v na8ich pokusoch iSlo o informativne pre-
skusanie vplyvu vysokofrekveninej energie na mikroorganizmy, v budicnosti
bude potrebné tejto problematike este venovat pozornost. TieZ bude treba na
pokusy pouzivat také kmene mikroorganizmoyv, ktoré boli izolované z potravin,
resp. z polravinarskych vyrobkov, a presne stanovif ¢as a intenzitu ohrevu na
ten-ktory kmen z hladiska baktericidnosti kmeria.

Suhrn

Medzi najmodernejsie melédy tepelnej Upravy potravin patri aj vyuZitie vy-
sokofrekvenctnej energie. Vychadzajic z najnovsich prac v tomto odbore snazili
sme sa v nadich informativnych pokusoch s mikrocrganizmami aplikovat vyso-
kofrekvenény ohrev a vysktsat jeho G¢inky na prezivanie baktérii, kvasiniek
a plesni za réznych podmienok. Pri tychto informativnych pokusoch sme zistili,
Ze uZ po 3 minutach expozicie VF chrevom dochadza k ich usmrteniu.
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Bausanne BBICOKOUYACTOTHOII SHEPTMI HAa MHIKPOOPIraHN3MEI

Brroau

Mesily caMEle TPOTPECCUBHES METOABI TeN1oenoit 0GpaboTRII GLIEBHX OPOJYKTOB Ipu-
HARJEANT B UCTIONb30BAHNE BHCOROYACTOTHON sneprnn. JIeXois U3 caMHX HOReH X pador
B 3T0lf 00MACTH MBL B HAmuX HHOQOPMATHEHEIX ONLITAX ¢ NPAMCHCHUEM MHKPOOPTalU3MOB
CTPEMUIACH HPUMEHNTH BBHIGOHUUACTOTHON OOOrPeE 4 UCOHTATL eT0 MEHCTRHE HA Hepeski-
Bvanne GaKTepuii, gposm#eii 31 TUIecHedl 34 pasnuuuEX yeaosuit, Hpr stux nu@opMaTUBHEX
OTHITAX MBI OMPENENHIIN, YT YA€ NOCie TPeX MUNYT SRCFOIUIT BRCOK0YaCTOTHOIN aneprieit
TIPONCXORUT BX Tubenn.

The eftect of high-frequency energv upon mikroorganisms

Resume

The application of high-frequency energy is one of the most modern methods of
thermic processing of food. Upon the basis of the latest works in this branch we
have, in the course of our informative experiments with microorganisms, attempted
to apply high-frequency heating and to investigate its influence upon the survival
of bacteria, yeasts and moulds in various conditions. In these informative experi-
ments we have found, ihat they are killed off after an exposmon of three minutes
tc high-frequency heatmcr
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