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BEVEZETES

Még napjainkban is nagy mennyiségli ¢lelmiszer megy veszenddbe anélkiil, hogy eljutna
a fogyasztokhoz, ennek oka az ¢lelmiszerromlast okozd mikroorganizmusok jelenléte. Az
¢lelmiszergyartok szamdra komoly kihivast jelentenek ezen mikrobdk. A fertzott
¢lelmiszerek az egészségiigyben is gondot okoznak, ugyanis az elfogyasztott ételek altal
okozott megbetegedések szama az évek sordn nem csokken, valamint az akut, sulyos
megbetegedések mintegy 30%-ért feleldsek. A mesterséges tartositoszerek nagy részét a
fogyasztok ellenzik. Az utdbbi években a z6ld-mozgalmak és a tudatos vasarloi magatartas
hatdsdra a bio- ¢és kornyezetbarattermékek népszeriisége fokozatosan nétt, emiatt a
természetes élelmiszer tartdsitoszerek hasznalata egyre inkdbb elterjedt, illetve terjed6ben
van. A hagyomanyos tartésitoszerek felhasznaldsakor kellemetlen melléktermékek
képzddhetnek. Ezek alapjan elmondhato, hogy sziikségessé valt egy 11, természetes eredetii
antimikrobialis hatéanyagok alkalmazéasan alapuld tartdsitoeljaras kidolgozasa, amelyek
segitségével részben vagy egészben lehet helyettesiteni a szintetikus tartositoszereket. Az
¢lelmiszeriparban az illoolajok felhasznéldsa aromaanyagként régdta elterjedt. A legtobb
illoolaj rendelkezik GRAS (éltalanosan biztonsdgosnak tekintett) ¢s FA (élelmiszer adalék)
besorolassal, a fogyasztok pedig elfogadjak a hasznalatukat az ¢élelmiszerekben.
Tartositoszerként vald felhasznalasuk akadalya, hogyha tal nagy koncentracidéban adjak az
illoolajokat az ételekhez, akkor az erds aromajuk, miatt megvaltoztatjak az élelmiszerek izét
¢s illatat.

Munkam soran kivalasztott illoolajok (bazsalikom, citrom, fahéj, kakukkfii, koriander,
majoranna) antimikrobidlis hatasat teszteltem az élelmiszerekben romlast, illetve élelmiszer

eredeti megbetegedést okozo Escherichia coli és Staphylococcus aureus baktériumok ellen.



2. A MUNKA CELJA

Az illbolajok és dsszetevOik antimikrobialis hatdsa régota ismert, ennek ellenére az iparban
foként aroma ¢és - izanyagként hasznositjak dket. Hasznalatuk az élelmiszerekben a fagyosztok
altal is elfogadott, mivel a legtobb illoolaj és f6bb komponenseik rendelkeznek GRAS, altalanosan
biztonsagosnak itélt és FA, élelmiszer adalékanyag besorolassal.

Napjainkban a z6ld-mozgalmak hatadsara a természetes élelmiszer dsszetevok, alapanyagok
felhasznaldsa mellett a nem szintetikus tartositoszerek kutatdsa és felhasznalasa az
¢lelmiszerekben nagy figyelmet kap. Az illdolajok antimikrobidlis, antibakteridlis tulajdonsaguk
révén fontos szerepet jatszhatnak az élelmiszerromlast okozé mikroorganizmusok szaporodasanak
gatlasaban, igy természetes tartoszitoszerként felhasznalhatova valhatnak az élelmiszeriparban.

Kutatasom f6 célja hat olyan illéolaj vizsgalata volt, amelyek a mindennapokban a
leggyakrabban fordulnak eld a konyhdk fiiszeres polcain, ezéltal konnyen hozzaférhetdek és
mindenki szamara ismertek. Ezen hat illoolajnak az antibakterialis hatasanak vizsgalatat végeztem
el egy Gram-negativ és egy Gram-pozitiv élelmiszerekben eléforduld betegséget okoz6 modell
baktériumra nézve kiilonb6z6 kisérleti modszerek mellett, majd a kiilonbozé moddszerek

hatékonyséagat 6sszevettem.
A kovetkez6 konkrét célkitizéseket fogalmaztam meg munkam elott:
1. A kutatas sordn felhasznalt illdolajok; bazsalikom, citrom, fahéj, kakukkfli, koriander,
majoranna antibakterialis hatdsanak eldtesztelése egyszerli mikrobapazsitra vald

felcseppentéssel.

2. A gatl6 hatast mutato illoolajok MIC értékének meghatarozasa agardiffuzios lyukteszttel

az Escherichia coli és a Staphylococcus aureus baktériumra nézve.

3. Az illdolajok gobzterének antimikrobidlis hatasdsnak vizsgéalata forditott Petri-csésze

modszer (FPCs) alkalmazaséaval.



4. Egy miiszeres modszer, MultiScan alkalmazésa a legnagyobb gatl6 hatast kifejtd 3 illoolaj

esetében a pontosabb elemzés érdekében.

5. A hat kiilonb6z6 illoolaj antibakterialis hatdsanak Osszevetése kiilonb6z6 modszerek

figyelembevétele mellett.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Illoolajok jellemzése

Az illdolajokat a ndvények kiilonbozd részeibdl (levelekbdl, kérgekbdl, gyiimolesokbol,
viragokbol, magvakbol) nyerik ki vizgdzdesztilldlassal, egyesesetekben olddszeres kivonassal
vagy sajtolassal. Az illdolajok aromatikus, hidrofob tulajdonsagu bonyolult 6sszetételti anyagok,
akar tobb szaz komponensbdl is felépiilhetnek. Az illo, azaz esszencialis olajok altalanossadgban
folyékony halmazallapotaak, néhany kivételtdl eltekintve szintelenek, illékony komponenseket
tartalmaznak és erds illatuk alapjan megkiilonboztethetok egymastol (Fei és munkatarsai, 2011).
Az esszencidlis olajokat széles korben haszndlja az ipar. Illatszerekben, krémekben ¢és
kozmetikumokban hasznositja 6ket a kozmetikai ipar, valamint eléfordulnak élelmiszerekben iz-
¢s aromaanyagként is. Az antimikrobidlis és antioxidans tulajdonsaga az esszencialis olajoknak
régota ismert és szamos szakirodalmi cikkben irtak mar a baktériumokra, gombékra és virusokra
gyakorolt antimikrobialis tulajdonsagukrol. Legfontosabb hatdanyagaik a monoterpének,
szeszkviterpének és diterpének, amik a terpenoidok kozé tartoznak. Ezenkiviil tartalmaznak még
alkoholokat, aldehideket, aciklusos észtereket, alifas szénhidrogéneket, savakat és kumarint is

(Burt, 2004).

3.1.1. Illéolajok torténelme

Tobb mint 2000 évvel ezeldtt hasznaltak desztillacios eljarast eldszor az esszencialis olajok
kinyeréséhez. Ez az akkori Perzsia, Egyiptom, India teriiletein ¢16 népcsoportok nevéhez fiizddik,
viszont az elsd autentikus leirds illoolaj desztillaciordl egy katalan orvos, Arnald de Villanova
(1235-1311) nevéhez fizédik. A gydgyhatasu novényekbdl, fliszerekbdl kinyert illdolajokat
tartositasra, izesitésre, testapolasra €s illatositasra hasznaltak mar az 6kortol kezdve (Burt, 2004).
Nagy szerepet toltottek be a szakralis tevékenységek lebonyolitdsaban is. Az egyiptomiak a
halottak balzsamozasa soran hasznaltak illoolajokat, ahol a konzerval6 és baktériumdld hatasukat
hasznaltak ki. A zsid6 kultaraban fiistoloként és illatszerként is alkalmazték az illoolajokat, mig
Indidban a gy6gyitd masszazshoz hasznaltak fel ezeket a készitményeket. A kinai kultaraban jelent
meg fahéj és a gyombér hasznalata a jarvanyok idején, mivel ezek az olajok az antibakterialis

hatdsuk mellett jotékonynak bizonyultak a léguti fert6zések ellen és ellenallobba tett¢k az
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immunrendszert (Frank ¢és Kiirti, 2003). Az esszencialis olajokat a 13. szdzadban mar
gyogyszerészek allitottak eld és farmakologiai hatdsuk is ismert volt, viszont hasznalatuk csak a
16. szdzadban terjedt el széles korben az eurdpai kontinensen. A 16. szdzadban két orvos,
Burnschwing és Reiff egymastol fliggetlentil irtak illoolajok leparlasarol és hasznalatarol. Néhany
illoolaj azok koziil, amelyek szerepelnek a leirdsokban: rozmaring, levendula, fahéj, szegfiiszeg és
szerecsendio. A 17. szazad végére a gyogyszertarakban mar 15-20 kiilonb6zd olajat is arultak. A
19-20. szazadra az illdolajok alkalmazédsa a gydgyaszatban hattérbe szorult. Féként izesitésre,

aromaanyagként tovabba kozmetikai célokra alkalmaztak dket az iparban (Guenther, 1948).

3.1.2. Azilloolajok dsszetevoi

Az illoolajok organoleptikus tulajdonsagai fliggenek a kinyerés modjatol. Az iparban
foként a gdz desztillacios eljarast alkalmazzak az extrakcioval szemben koltséghatékonysagi
szempontok miatt. Extrakcioval kinyert esszencialis olajok organoleptikus tulajdonsagai jobbak.
(Packiyasothy ¢és Kyle, 2002).

Az illéolajokat tobb mint hatvan kiilonbéz6 komponens alkotja, ezek kozott a {6
Osszetevok aranya akar 85% is lehet, mig egyes 0sszetevok csak kis mennyiségben fordulnak el6.
A f6bb alkotdelemek a terpének, terpenoidok (oxigén molekula kapcsolodik a terpénhez), alifas és
aromas vegyiiletek. Ezek mellett tartalmaznak még minor komponens formdajaban savakat,
alkoholokat, aldehideket, laktonokat és kis molekulatomegii kén- és nitrogéntartalmu vegytileteket
(Burt, 2004). A terpének nyilt lanc vagy gyliriis szénhidrogének (p-cimén), ezzel szemben a
terpenoidok funkcids csoport alapjan lehetnek alkoholok (linalool, geraniol), aldehidek (neral,
geranial), észterek (linalil-acetat), fenolok (timol, karvakrol) vagy ketonok (kamfor, karvon).
Ritkédbban lehetnek aromés gylrilis aldehidek (fahéjaldehid) vagy aromas gylriis fenolok
(eugenol). Az 1.4bran néhany fontosabb illoolaj Osszevetd szerkezeti képlete lathato. A terpének
izoprén alegységekbdl épiilnek fel. A monoterpének két izoprén alegység kondezacidja soran
keletkeznek. Az ill6olajokban 90%-ban monoterpén (Cio) a f6 komponensek, emellett lehetnek
szeszkviterpének (Cis) és kisebb mennyiségben diterpének (Cz0) (Bajpai és Baek, 2016; Bakkali
¢s munkatarsai, 2008; Burt, 2004).

Az azonos ndvénybdl kinyert olajok Osszetételét és hatdanyagtartalmat befolyasolja a
foldrajzi elhelyezkedés, a tengerszint feletti magassag, a talaj adottsagai, az idojarasi koriilmények

¢s az 6ntdzés (Bajpai és Baek, 2016).
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1. abra: Néhany jelentdsebb illoolaj 6sszetevd képlete (Tserennadmid, 2010)

3.1.3. Azilloolajok antimikrobialis tulajdonsagai

Az illoolajok antibakterialis, antiparazita, antifungialis és antiviralis hatasat szamos kutatas
igazolta. A kutatasokban in vitro modszerekkel vizsgaltdk olajok antimikrobialis hatasat
kiilonb6zé mikroorganizmusok ellen. Citotoxikus tulajdonsagat a valtozatos Osszetételének
koszonheti. Az illdolajok sejtfalon konnyen atjutnak, mig hidrofob tulajdonsaguknak
koszonhetden a sejtmembran permeabilitdsast, ateresztOképességét is megvaltoztatjadk. A
membran ateresztoképességének a megvaltozasa miatt makromolekuldk szivarognak ki a sejtbol,
ami a sejt liziséhez vezet. Az intracellularis ATP szint csokken ¢és foszfat vesztés kovetkezik be
emiatt. Gatoljak az elektrontranszport-lancot, eukariotaknal a mitokondridlis 1égzést és az ATP
szintézist. Kicsapjak a fehérjéket, karositjak a lipideket és a DNS transzkripciora is hatdssal
lehetnek. (Bakkali és mtsai, 2008). De Oliveira és munkatarsai (2010) szerint a sejttartalom
kiszivargasaval keletkezd intracellularis elem veszteség fligg attdl az idStartamtol, ameddig az
ill6olaj és a mikroorganizmus érintkezésben van. Ezeket a hatasokat az illoolajok kombindcioi és
egyes Osszetevoi is képesek lehetnek kivaltani.

Az esszencialis olajok antimikrobidlis hatasanak vizsgaltara tobbféle modszer is alkalmas.
Folyadék tenyészetben mikro- és makrohigitdsos teszteket alkalmaznak, mig szilard taptalajon
korongdiffuzios, lyukdiffuzids vagy agar higitasos modszert lehet alkalmazni. Minden felsorolt
modszer a minimalis gatloé koncentracié (MIC - minimum inhibitory concentration) €s a minimalis
baktericid koncentracié (MBC — minimum bactericidal concentration) megallapitasara irdnyul. A
modszerek sordn kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazzak a kutatok az olajokat. Az MIC, az a
legkisebb illoolaj koncentracid, ami a sejtek szaporodasat gatolja. Az MBC a legkisebb illdolaj
koncentracio, ami a sejtek pusztulasahoz vezet. A fizikai valtozasok mikroszkoppal detektaljak

(Periccone és mtsai., 2015). A fent emlitett eljarasok hatranya és nehézsége, hogy az olajok nem
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képesek beoldddni az olddszerbe €s a taptalajba, illetve illékony tulajdonsaguknak koszonhetden
konnyen elparolognak (Schelz és munkatarsai, 2010).

Az ill6olajok baktériumdlo hatasa mar régota ismert és meg napjainkban is intenziven
kutatott teriilet. Szamtalan kutatds soran vizsgaltdk az esszencidlis olajok hatdsat obligat és
fakultativ humanpatogén mikrobakra, mint: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes stb.
A kutatdsok kiterjedtek az élelmiszerromlédst okozd- (Bacillus subtilis, Bacillus cereus stb.)
¢lelmiszereredetli megbetegedést okozd- (Escherichia coli, Shigella sonnei, Salmonella spp. stb.)
baktériumok elleni hatds vizsgalatara is (Dussault és mtsai., 2014; Fei és mtsai., 2011; Smith-
Palmer ¢és mtsai., 1998). A Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumoknak kiillonb6z6 a
sejtfalszerkezetiik. A Gram-negativ baktériumok ellenallobbak az illdolajokkal szemben a
baktériumsejtfal kiils0 membranjanak ko&szonhetéen, mely gatat jelent a hidrofob illdolaj
komponensek szdmara (Burt, 2004). Nazzaro és munkatarsai (2013) kutatasa alapjan az ill6olajok
megvaltoztatjak a baktériumok megtapadasi képességét, a sejtmembran dsszetételét, a ,,quorum
sensing” (baktériumok kozotti kommunikacid) aktivitdsat és a baktérium biofilmképzési

képességét.

3.1.4. Azilloolajok felhasznalasa élelmiszerekben

Az olajok alkalmazdsa a kozmetikai-, szépség- ¢és gyogyszeripar mellett az
¢lelmiszeriparban is elterjedt. Az ¢élelmiszerromlast okozd baktériumok ellen mesterséges
tartositoszerek helyett a természetes eredetli anyagok, esszencialis olajok alkalmazasa a tudatos
vasarlok igényeit igyekszik kielégiteni (Burt, 2004). Az illéolajok felhasznaldsa az
¢lelmiszeriparban sokoldali. Az ételek hosszu idejli mesterséges anyagok hozzaadasa nélkiili,
romlasmentes eltarolasara iranyulé megoldasok manapsag egyre nagyobb figyelmet kapnak, tehat
a szintetikus tartositoszerekkel ellentétben a zold és természetes anyagok felhasznalasa iranti igény
egyre nd. Az antimikrobidlis tulajdonsdgt ill6olajok in vitro kisérletekben alacsony
koncentracioval is képesek gatolni a mikroorganizmusok novekedését. Ezzel szemben az
¢lelmiszerekben magasabb koncentracio alkalmazéasa sziikséges és figyelembe kell venni az
Osszetett kémiai kornyezetet, ami az illdolaj mikrobadld hatasat gatolhatja. A nagyobb
koncentracio negativan befolyasolhatja az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagait, igymint allagat,

izét, szinét és szagat is. Az olajok kombinalt hasznélataval ezek kikiiszobolhetdek (Tserennadmid,
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2010). Bassolé és Juliani (2011) munkaja alapjan kijelenthetd, hogy kiilonbozé illdolajok és
komponenseik miként hatnak egymasra, segitik vagy gatoljak egymas mitkodését. Egyes illoolajok
egymasra antagonista hatast gyakorolnak, tehat gyengitik a masikat. E. coli baktériummal szemben
a fahéjaldehid és timol vegyiiletek 1:1 aranyban torténd alkalmazasaval 25%-kal kisebb
koncentraci6 mellett mar érzékelhetd volt a novekedést gatld hatas. Ezt a S. typhinurium
mikroorganizmusra is megfigyelték. A kutatasbol kideriilt, hogy a fenolos vagy alkoholos
Osszetevoket tartalmazd olajok vegyitése soran a mikroba gatlo hatas novekszik, ennek
koszonhetden kisebb mennyiségben is elegend6 azok felhasznalasa.

Szamos kutatés tesztelte az illoolajok és f6 vegyiileteik felhasznaldsat novényi és allati
eredetli élelmiszerekben. Roller és Seedhar (2002) kutatasa a kivi gyiimdlesén alkalmazott
karvakrol és fahéjaldehid Osszetételii lemoso folyadékot, ami hatékonynak, azaz romlasgatlonak
bizonyult 0,15 pl/ml koncentracidoban. Belletti és munkatarsai (2010) a narancs alapu, nem
pasztorozott uiditditalok eltarthatosagat vizsgaltak citral, linalool és B-pinén megfeleld aranyu
kombinécidjaval. Az eredmények kifejezetten jok lettek 55°C-os kokezelés mellett. Az allati
eredetli ¢lelmiszerek koziil foként a gyorsan romlo husok (daralt hus, hal, kolbéasz) eltarthatosagara
iranyultak a kisérletek. A vakuumcsomagolt friss polip eltarthatosagat novelte 11, illetve 20 nappal
a 0,2 és 0,4%-ban alkalmazott oregano olaj (Atrea és munkatarsai, 2009). Khanjari és munkatarsai
(2013) az oregand illdolaj baktériumgatlo hatasat tesztelték L. monocytogenes-szel fertdzott nyers
csirkemellen és azt tapasztaltak, hogy az olajat kitozdnnal alkalmazva a hus eltarthatésaga 6 nappal

meghosszabbodott.

3.1.5. Jogi szabalyozas az illoolajok hasznalatara

Az illoolajok élelmiszerekben valé alkalmazasara, mint ételizesitok s élelmiszer-adalékok
kiilonboz6 szabalyozasok vonatkoznak vilagszerte. Az Egyesiilt Allamokban az FDA (Food and
Drug Administration, USA) adhat ,,z61d utat” az 0j adalékok alkalmazasara az élelmiszerekben.
GRAS (Generally Recognised As Safe) és FA (Food Additive — ¢élelmiszer-adalék) jelzést kaptak
az FDA-t6l az esszencidlis olajok. Eurdpaban az illoolajok 0Osszetevdit, mint élelmiszer
izesitdanyagokat regisztraljak élelmiszerbiztonsagi szempontbol. Engedélyezett 6sszetevok: citral,
eugenol, fahéj-aldehid, karvakrol, karvon, limonén, mentol, p-cimén és a timol. Az illéolajok

Osszetett vegyliletek, igy nem szerepelhetnek az élelmiszer adalékanyagok kozott (E-lista). Az
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Eurépai Unidban jelenleg nincs érvényes szabalyozds az illoolajok élelmiszerekben valo

alkalmazasarol, viszont a GRAS ¢és FA kiinduldpont lehet a felhasznalast illetéen (Burt, 2004).

3.1.6. A felhasznalt illéolajok bemutatasa

Bazsalikom

A bazsalikom (Ocimum basilicum L.) a Lamiaceae csaladba tartozo gydgyndvény, ami
antibakterialis tulajdonsagardl ismert, ezenkiviil kozkedvelt fiilszernovény. A bazsalikom névény
eredetileg Indidbol szarmazik, foként a tropusi és szubtropusi iddjarast kedveli. Tradicionalis
orvossagként hasznaltdk Indidban, kiillonb6zo betegségek kezelésére; 1az, megfazas, malaria, bo €s
majmegbetegedések (Stanojevic és munkatarsai, 2018). A bazsalikom illoolajat a ndvény virdgzo
hajtasaibol nyerik, ehhez viz-g6zdesztillaciot hasznalnak. A kinyerés hatékonysaga 0,1-1%-o0s, és
a termOhelytdl fiiggden valtozik. Az illdolaj f6 komponensei: linalool (35-50%), esztragol (15-
25%), és az eugenol (5-60%). Ezek ardnya és mennyisége kemotipusonként valtozik (Internet 1.).
A bazsalikom olajat Indidban és Nepalban tradiciondlis gyogyhatdsu készitményként hasznaljak.
A bazsalikom segit a stressz csokkentésében, ezaltal a nyugtalansag ¢€s a fesziiltség feloldasaban.
Emelet emésztérendszeri, 1€gzorendszeri megbetegedések, valamint vese zavarok enyhitésére is
alkalmazhat¢ (Singletary, 2018). Stanojevic €s munkatarsai (2017) vizsgaltak a bazsalikom illoolaj
antimikrobas tulajdonsagat agardiffuziés lyukteszttel kiillonb6z6 mikroorganizmusokra
(Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas  aeruginosa, Bacillus  cereus, Providencia stuartii, koagulaz-pozitiv
Staphylococcus). Megallapitottak, hogy az ill6olaj erds gatld hatast mutatott mind az E. coli, S.
aureus baktériumokra nézve, viszont a legjobban a koaguléz-pozitiv Stapylococcus torzsek ellen

érvényesiilt a gatlo hatésa.

Citromolaj

Az illoolajat a citromfa (Citrus lemon) gyiimolcshéjanak a hideg préselésével allitjak eld.
A citromfat trépusi vidékeken és a Foldkozi tenger vidékén termesztik. A kinyert olaj erdsen
citromillatu és halvanysargas szinli. A f6 komponensei kdz¢ tartozik a limonén (56-76%), B-pinén
(7-17%), szabinén (1-3%), y-terpinén (6-21%), B-kariofillén (maximum 0,5%), neral (0,3-1.5%),
a-terpinol (maximum 0,6%), neril-acetat (0,2-0,9%), geranil (0,5-2,3%) és geranil.acetat (0,1-

0,8%) (Vekiari és mtsai, 2002). Az emberi szervezetre jotékony hatasa van citromolajnak, serkenti
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a sziv, a vese és a maj miikodését. Hangulatjavitd, nyugtatd hatasa is ismert, emellett alkalmas
asztmas rohamok kezelésére (Tserennadmid, 2010). A Citrus limon (kdzdnséges citrom) héjabol
kinyert olaj antimikrobialis és antioxidans tulajdansagait in vitro és taplevesben, mint élelmiszer
alapti modellben a kutatok mar igazoltdk hatasat (Moosay €s mtsai, 2017). A Citrus medica,
cédratcitrom antimikrobidlis tulajdondsagat Mitropoulou és munkatarsai (2017) vizsgaltak. A
kutatds soran kimutattdk, hogy az olaj effektiv a patogén és romlast okoz6 mikroorganizmusok
ellen, mint példaul Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes ¢&s

Aspergillus niger.

Fah¢j illoolaj

Fiszer és gyogynovényként is hasznalatos fahéj Délkelet-Azsiabol szarmazik. A fahéj
(Cinnamomum zeylanicum) Lauraceae csaladba tartozik. Tébb mint szdz fajtija ismert, a két
fofajtaja mellett (Bldzovics ¢és munkatarsa, 2020). Az illéolajat vizgdzdesztillacioval
Cinnamomum zeylanicum kérgébdl allitjak eld, ennek a kihozatala 0,5-4% k&zott mozog. A
ndveény illdolajanak szine vilagos, illata fliszeres és aromas. FObb komponensei a fahéjaldehid (65-
75%) és az eugenol (5-18%) (Internet 2.). A fahéj a legrégebb ota hasznalt novények kozott
szerepel a természetes orvoslasban. Tradicionalis gydgyndvényként haszndljadk Kindban és
Indiaban. Alkalmazhaté emésztési zavarok (dyspepsia), gyomorbantalmak, vérkeringési zavarok,
valamint gyulladas kezelésére (Wang ¢és munkatarsai, 2009). Zhang ¢és munkatdrsai (2016)
vizsgaltak a fahéj illdolajanak antibakterialis hatasat kettd6 modell organizmusra, Escherichia coli
€s Staphylococcus aureus baktériumokra. Megallapitottak, hogy a fahé] megvaltoztatja a
sejtmembran permeabilitasat és integritasat. A kutatasbol kideriilt, hogy a Staphylococcus aureus

érzékenyebb az illéolajra, mint az E. coli.

Kakukkfi ill6olaj

A Thymus vulgaris L. viragos hajtasabol nyerik ki vizgdzdesztillacioval a kakukkfii olajat.
A kakukkfii virdgabodl kinyert olaj halvanysarga vagy szintelen szinii és fliszeres illata. A f6bb
komponensei k6zé tartozik a kdmfor (40%), kamfén (17,6%), a-pinén (9,6%), 1,8-cineol (5,6%),
borneol (5%), B-pinén (4.3%). Az illdolajat 54,8%-ban olyan monoterpén vegyiiletek alkotjak,
amelyekhez oxigén kapcsolodik (Imelouane, 2009). Gyulladdscsokkentd és kohogéscsillapitd

hatdsa miatt a gyogyaszatban alkalmazzak. Megtaladlhaté ezenkiviil a bakteridlis és gombas
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fertdzések kezelésére alkalmas termékekben antimikrobidlis tulajdonsdga miatt (Internet 3.). A
kakukkflinek hatdsa van az étvagy novelésére, vérnyomasra, emellett ¢lénkité gorcsoldo,
nyalkaoldo és vizelethajto is. Tiidogyulladas, TBC és az asztma tiineteinek kezelésére alkalmas.
Kiilsoéleg alkalmazhat6 fert6zott sebek borogatasara (Temesvari, 2003). Rasooli €s munkatarsai
(2006) kutatasa bebizonyitotta, hogy a kakukkfiiolaj a Listeria monocytogenes mikroorganizmus

sejtfalat roncsolta, ez pedig a sejt liziséhez a citoplazma hianyahoz vezetett.

Koriander

A koriander (Coriandrum sativum L.) az Apiaciae csalad tagja. A korianderbdl kinyert
ill6olaj a leghasznosabbak koz¢ tartozik. Maga az ill6olaj a névény levelébdl, viragabol és szarabol
is kinyerhet6 (Mandal és munkatarsa, 2015). A koriander olajat vizgézdesztillacioval nyerik ki.
Az illoolajnak karakterisztikus illata €és enyhén édeskés, aromas ize van. Az élelmiszeriparban,
mint ételizesitd alkalmazzak. Az élelmiszerekben valo alkalmazésa teljesen biztonsagos (Burdock
¢s munkatarsa, 2009). A legtdbb esszencidlis olaj, mint a koriander is ketté vagy harom f6
komponensbdl tevodik 6ssze (20-70%). A koriander esetében a linalool (68%) a f6 komponens. A
koriander olajnak baktérium szaporodas és biofilm képzésgatld tulajdonsdga is ismert szamos

kutatés alapjan (Duarte és munkatarsai, 2016).

Majorannaolaj

Az Origanum majorana, a majoranna Perzsaiban éshonos fliszernovény, mara mar Europa
szerte termesztik. Az olaj 1gen draga, ugyanis illdolaj tartalma 1%. A majordnna legmagasabb
mennyiségben terpinolént (29,6-35,7%) ¢és terpinén-4-olt (15,8-19,5%) tartalmaz. FObb
komponensei koz¢ tartozik még a szabinén (1,6-4,4%), y-terpinén (4,4-5,6%), cisz-szabinén-hidrat
(6,7-7,4%), B-pinén (5,1-5,3%) és 1,8-cineol (3,6-5,4%) (Vera és Chane-Ming, 1999). Az emberi
szervezetre jotékony hatdsa van. A majordnna ndvényt kohogés, 1égzési zavarok, valamint fejfajas
ellen alkalmazzdk tea formdajaban. Fesziiltségoldo, nyugtaté hatdsa miatt kedvelt a
népgyogyaszatban. Az illdolajat lehet alkalmazni nehezen gydgyuld sebek borogatasara,
lemosasara. Homlokiireggyulladas esetén inhalalva segit enyhiteni a tiineteket (Temesvari, 2003).

A majorannaolaj er6sebb gombadld, mint antibakterialis hatassal rendelkezik, tehat kevésbe

hatékony az E. coli és més emberi szervezetre karos baktérium ellen, mint az 4. niger ellen. Ezzel
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szemben fonalasgombak (A. niger) ellen mar 1 pl/ml koncentracidoban inhibitorként mitkodik

(Vagi és mtsai, 2005).

3.2. Mikroorganizmusok az élelmiszeriparban

Annak ellenére, hogy élelmiszeriparban az elmult évtizedekben nagy figyelmet forditottak a
higiénikus eldallitasi koriilmények megteremtésére, az élelmiszerbiztonsdg egyre nagyobb
népegészségiigyi problémava valt. A fejlett orszagokban évente koriilbeliil a népességnek a 30%
esik at ¢€lelmiszereredeti megbetegedésen ¢és 2000-ben tobb, mint 2 milli6 ember halt meg
hasmenés okozta betegségben vilagszerte a WHO adatai szerint (Burt, 2004). Az élelmiszereredetii
megbetegedések nagy részéért mikroorganizmusok (baktériumok, virusok, gombdk) és ezek
toxinjai felelések. Az élelmiszer szennyezetté valhat mikroorganizmusokkal atvitel utjan is

(allattal vagy szennyezett vizzel vald érintkezés révén) (Scallan ¢és mtsai, 2011).

3.2.1. A vizsgalt mikroorganizmusok jellemzése

Escherichia coli

A Gram-negativ E. coli baktérium az Enterobacteriaceae csalad tagja, az emberi €s allati
bélbiota alkotdja. Az emberi vastagbélben eldforduld koélibaktérium szimbidzisban ¢l a
szervezettel, részt vesz a K-vitamin-ellatdsdban, valamint akadalyozza patogén mikrobak
megtapadasat a bélben. Viszont egyes E. coli torzsek fert6zd betegségeket okoznak (Dedk és
mtsai., 2006). Patogén E. coli torzsek altipusok alapjan: enteropatogén E. coli (EPEC) a
csecsemoknél okoz hasmenést, nyakos székletet; enteroinvaziv E. coli (EIEC), amely a vastagbelet
tamadja és véres hasmenést okoz; enterotoxikogén E. coli (ETEC), amely hdstabilis és hdlabilis
toxinokat termel, toxinjai a vékonybélben hatnak és hasmenést okoznak; enterohaemorrhagias F.
coli (EHEC) a vérzéses bélgyulladas okozodja, amely véres széklettel jar, szovédményeket okozhat
1doseknél és gyerekeknél; enteroagressziv E. coli (EaggEC) vizes hasmenéses tiineteket okoz a
fertdzottnél (Rodler, 2005). Naimi és munkatarsai (2003) esettanulmanya a petrezselyem
elfogyasztasa utan jelentkezd megbetegedést vizsgalta. A kutatds soran kideriilt, hogy az
¢lelmiszerfert6zésre jellemzo tiineteket az E. coli baktérium okozta.

A mikroorganizmusok koziil az egyik legrészletesebben tanulmanyozott az E. coli baktérium.

Elelmiszermikrobioldgiai vizsgalatokban az E. coli a fekalids szennyezédés fé indikatora. A
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géntechnologidban, genetikai kisérletekben a K12 jelt E. coli torzset gyakran alkalmazzak. Nem
képez sporakat és fakultativ anaerob életmodot folytat. A baktérium sejtek palcika alaktak, 2 um
hosszak €s 0,5 pm atmérdjiiek. A sejtek peritrich flagellumokkal képesek mozogni (Pesti, 2001).

StCZDVZOCOCCMS aureus

A Staphylococcus aureus a Staphylococcaceae csaladbol szarmazd gombolyli, nem
sporaképz06, Gram-pozitiv és katalaz pozitiv baktérium. A baktérium megtalalhat6 az egészséges
emberek orrnyalkahartyajan, bérén és székletében, ennek ellenére fakultativ korokozonak szamit.
A baktérium szaporodéasanak a husok, tejtermékek, salatdk, tehat a nyers, magas fehérjetartalmt
ételek kedveznek. A Staphylococcus fajok nagyrészt emlésokben és madarakban fordulnak eld. A
S. aureus az élelmiszerekbe a kovetkezd két modon keriil: a gyartds kozben emberi érintkezés
utjan vagy emlégyulladasban szenvedd tehenek, kecskék tejének a felhasznaldsaval. A
Staphylococcus fajok enterotoxinjai rezisztensek kiilonb6zd kdrnyezeti koriilményekre, mint
példaul: alacsony pH, szarités, fagyasztas, hokezelés. Az enterotoxinok ellendllnak a proteolitikus
enzimekkel szemben is, igy képesek meglrizni az aktivitasukat az emésztérendszerben
(Hennekine és munkatarsai, 2012).

A mikroorganizmus 18-40 °C kdzotti hOmérséklet tartoméanyban aerob és anaerob (fakultativ
anaerob) koriilmények kozott is képes ndvekedni (Taylor és munkatérsa, 2022). A Staphylococcus
altal termelt enerotoxinok okoztdk a legtobb élelmiszereredetli megbetegedést az European Food

Safety Authority (EFSA) 2013-as felmérései alapjan az Eurdpai Unidban 201 1-ben.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Felhasznalt mikroorganizmusok

A kisérlet soran alkalmazott mikroorganizmusokat a 1. tdblazat tartalmazza. Az egyes

baktériumok fenntartdsa TGE ferde agaron tortént, a torzseket 4°C-on hiitészekrényben taroltam.

1.tablazat. A kisérlet soran felhasznalt laboratoriumi torzsek.

Fajnév Torzsgytjtemény kodja Gram szerinti besorolas
Escherichia coli ATCC8739 negativ
Staphylococcus aureus B1758 pozitiv

Az E. coli ATCC8739 a American Type Culture Collection (ATCC) torzsgytjteményébol

szarmazik (Amerikai Egyesiilt Allamok). A S. aureus B1758 a MezOgazdasagi és Ipari

Mikroorganizmusok Nemzeti Gyflijteményébdl (MIMNG) szarmazik (Magyar Agrar- ¢és

Elettudoményi Egyetem Elelmiszertudoményi és Technolégiai Intézet, Budapest, Magyarorszag).

4.2. Felhasznalt illoolajok

Az alkalmazott ill6olajokat az Aromax Zrt-t6l szereztem be (Budapest, Magyarorszag). A 2.

tablazat tartalmazza az illoolajokat.

2.tablazat. A kisérletek soran felhasznalt ill6olajok.

Novény (Latin név) Novényrész*
Bazsalikom (Ocimum basilicum) Hajtas
Citrom (Citrus lemon) Gylimolcshéj
Fah¢j (Cinnamomum zeylanicum) Fahéjfa belso kérgébol
Kakukkfti (Thymus vulgaris) Vastagabb, fas szarak nélkiili
viragzo6 hajtas
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Koriander (Coriandrum sativum) Termés

Majoranna (Origanum majorana) Hajtas

*A gyart6 altal megadott adatok alapjan

4.3. Tapkozegek és anyagok

TGE tépagar
5 g pepton
2,5 g élesztd
1 g gliikéz
15 g agar
1000 ml desztillalt viz

4x-es TGE tapagar

20 g pepton

10 g éleszto

4 g gliikoz

60 g agar

1000 ml desztillalt viz

Fiziologias sdoldat:

8,5 g NaCl
1000 ml desztillalt viz

Etolaj: Kereskedelmi forgalomban kaphato étolaj, az illdolajok higitdsdhoz hasznaltam, melynek

mikrobas szennyezettségét elore teszteltem.
A vizsgalat soran felhasznalt tapoldatok a fenti recept alapjan késziiltek az agar elhagyasaval.

Az éltalam készitett anyagokat autoklavban 121°C-on 15 percig sterilizaltam.

A muszeres modszernél steril vizet alkalmaztam a kisérleti beallitasoknal.
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4.4. Tenyésztési korillmények

Az antimikrobidlis érzékenység vizsgalatokhoz a kisérletek soran alkalmazott
mikroorganizmusokat, Escherichia. coli és Staphylococcus aureus TGE ferde agar tenyészeten

neveltem. A tesztek soran a torzseket 37°C-on inkubaltam.

4.5. Az antimikrobialis hatas vizsgalata

Az illdolajok (2. tablazat) baktérium gatld hatasdnak felmérését egy alap kisérlettel kezdtem.
A kisérlet sordn a kereskedelmi forgalomban kaphato illoolajok ¢és étolaj mikrobas
szennyezettségét vizsgaltam. A mikrobioldgiai szennyezettség vizsgalatdhoz 100 pl-t mértem ki
az anyagokbdl pipettaval TGE tapkozegre ezutan szélesztést végeztem. A vizsgalat soran kontroll

Petri-csészéket is alkalmaztam.

4.5.1. Illéolajok antimikrobialis hatasasnak elétesztelése kontakt modszerrel

A szennyezettség teszten kivill el6tesztelést is végeztem az illdolajok (2. tablazat) gatld
hatasanak feltérképezésesre. Az antimikrobialis hatds eldteszteléséhez TGE agart, 24 o6rés
sejtszuszpenziot az 1. tablazat baktériumaibdl, az illdolajokat, valamint az illdolajok étolajjal 50%-
os higitott verzidjat hasznaltam fel. A sejtszuszpenzidnak az optikai denzitasat a McFarland
denzitdsméré alkalmazéasaval készitettem el. A mikroorganizmusokbdl eléallitott szuszpenzid
optikai denzitasat 0,3-ra (10 TKE/ml) 4llitottam be, ehhez fiziologids sooldatot alkalmaztam.
Ezutan TGE agarra készitettem mikrobapazsitot szélesztéssel a sejtszuszpenzidbol, ezen modszer
alapjan: TGE taptalajra 1 ml szuszpenziot pipettaztam €s szélesztObot segitségével szélesztettem
a baktérium pazsitot. A felesleges mikrobaszuszpenziot pipetta segitségével lemértem, igy
egyenletes mikrobapazsit tudott kialakulni. A sejtszuszpenzié szaradasa utan 10 pl tomény
illdolajat és étolajjal higitott olajat pipettaztam a taptalaj elkiiloniild részeire. A csészéket 37°C-on
inkubaltam. Az eredményeket 24 6ra elteltével olvastam le. Az el6tesztelés soran 2 parhuzamos

mérést végeztem, a kiértékeléshez ezek adatait hasznaltam fel.
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4.5.2. Az agardiffuzios lyukteszt illdolajok MIC értékének meghatarozasara

A minimalis gatloé koncentracio (MIC) meghatarozéasara alkalmaztam ezt a moédszert. Az
MIC a legkisebb illdolaj vagy illoolaj komponens koncentracio, amely az adott mikroorganizmus
szaporodasat megakadalyozza (Kerekes, 2017).

Az antibakterialis hatas vizsgalatdhoz megfeleld tapkozeget (TGE) tartalmazd Petri-
csészékre 24 oras eltenyészetbdl készitett sejtszuszpenzidt alkalmaztam. A sejtszuszpenziot és a
mikrobapazsitot a 4.5.1.-es fejezetben leirtak alapjan készitettem el. A sejtszuszpenzidk
megszaradasa utan steril dugo furdval a leoltott taplemezbe 8 mm atmérdjhi lyukakat fartam. Az
illoolajokat (2. tablazat) étolajjal higitottam, felezd higitasi sort készitettem 4 lépésben. A
kovetkezd anyagokkal dolgoztam tomény 100%-os illdolaj, 50%- 25%-12,5%- 6,25%-ra higitott
illoolajok. A kisérlet soran: 100-100 pl-t mértem ki pipettaval a lyukakba. Kontrollként 100 pl
¢tolajat alkalmaztam. A csészéket ezutan 37°C homérsékleten inkubaltam. A gatldsi zonak
atmérdit 24 ora letelte utan hatdroztam meg, az eredmények pontos kiértékeléséhez 2 parhuzamos
mérés atlagaval szdmoltam.

A gatlasi zonat ezen metodus alapjan szamoltam: a mért atmérobdl kivontam a lyukatmérdt

(8 mm).

4.5.3. Illoolajok gozterének antimikrobialis hatasa

A kisérlethez TGE taptalajt hasznaltam Petri-csészékre kiontve. A teszthez a forditott Petri-
csésze modszert (FPCs) hasznaltam (Singh és munkatarsai, 2008). A mikrobaszuszpenzi6t és a
mikrobapazsitot a 4.5.1-es pontban leirtak alapjan készitettem el. A kisérlethez 100%-0s
koncentracioban alkalmaztam a 2. tablazat illdolajait. Eldre sterilizalt sziir6papir korongra 5,0 pl-
t mértem ki pipetta segitségével a kiillonbozo illoolajokbol. Kontrollként illéolaj mentes steril
szlir@papir korongot helyeztem a csészébe. A forditott Petri-csésze moddszer alapjan a csésze
tetejére helyeztem a korongokat, nem az elkészitett mikrobapazsitra. A csészéket parafilm
segitségével légmentesen zartam le, az illdolaj gbze igy nem tudott kijutni a Petri-csészébdl. A
csészéket forditott helyzetben 37°C-on inkubaltam. A feltisztuldsi zondk atmérdjét 24 ora

elmultaval mértem. A kiértékelés soran 2 parhuzamos mérés eredményével szdmoltam.
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4.5.4. Ill6olajok antimikrobialis hatasanak vizsgalata Multiskan Ascent miiszerrel

A teszt soran 4x-es TGE taplevest alkalmaztam. A kisérlethez 24 6ras elétenyészeteket
alkalmaztam, amiket TGE ferde agaron novesztettem. A tenyészetekbol a mikrobaszuszpenzidt
steril viz segitségével készitettem el. Az optikai denzitdsmérdvel a szuszpenzidkat 0,5 értékre
allitottam be. Ezutan a 3. tibldzat adatai alapjan Osszeéllitottam a mérés mintdit Eppendorf
csovekben. A mintdk Osszedllitasat a tapleves bemérésével kezdtem, ezutan a steril vizet mértem
be a csdvekbe, majd a szuszpenzidt és végezetil hozzamértem az illdolajat (2. tablazat illdolajai
koziil az el6z6 mérések eredményei alapjan valasztottakat). Az Gsszeallitott mintak illoolaj
koncentracidja 10%. A mintdk és vak mintdk dsszemérése utan az Eppendorf-csovek tartalmat
Vortex segitségével tettem egyenletessé. A mikrotiter lemez csdveibe egyenletesen 300-300 pl-t
mértem be pipetta segitségével. A 4.tdblazat alapjan tortént a mintak elrendezése a mikrotiter
lemez csOveiben a teszt soran. A lemez csoveibe, ahova nem minta keriilt, steril vizet mértem be,
hogy az esetleges kiszaradast elkeriiljem.

A fotometrias vizsgalathoz a Multiskan Ascent késziiléket hasznaltam. A mérés 24 6ran
keresztiil tartott, 37°C-on ¢€s az optikai denzitas 595 nm hullamhosszon tortént. A 24 6ra alatt 49-
szer tortént az abszorbancia értékeinek mérése. Az mintdk abszorbancia értékeinek mérése eldtt

30 mésodperces 600 rpm-el torténd razatast allitottam be.

3. tablazat: A denzitds méréshez hasznalt mintak, vak mintdk és tapleves kontroll dsszeéllitsa

(megadott mennyiségek pl-ben értenddk).

Minta szama 1-3. 4-6. 7-9. 10. 11. 12.
E. coli S. aureus | illoolaj | tapleves | szaporodds | szaporodas
mintai mintai kontroll | kontroll kontroll kontroll
E. coli S. aureus
tapleves 250 250 250 250 250 250
szuszpenzio 100 100 0 0 100 100
kivonat/illoolaj 100 100 100 0 0 0
steril viz 550 550 650 750 650 650
Osszesen 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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4. tablazat: A mintak elhelyezése a mikrotiter lemezen (x = steril viz).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A X X X X X X X X X X X X
B X X X X X X X X X X X X
C X 1 2 3 1 2 3 1 2 3 X X
D X 4 5 6 4 5 6 4 5 6 X X
E X 7 8 9 7 8 9 7 8 9 X X
F X 10 11 12 10 11 12 10 11 12 X X
G X X X X X X X X X X X X
H X X X X X X X X X X X X

1-4-7: Fah¢;j ill6olaj

2-5-8: Kakukkfii ill6olaj

3-6-9: Koriander ill6olaj

10: tapleves kontroll

11: E. coli szaporodas kontroll
12: S. aureus szaporodas kontroll
Csor: E. coli

D sor: S. aureus

E sor: ill6olaj kontrollok

F sor: kontrollok (lasd. 3.tablazat)
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az el6tesztelés soran sikeresen megéllapitottam, hogy a vasarolt illdolajok (1.tablazat) egyike
sem fert6z0dott be, mivel a taptalajok felszinén nem ndvekedett mikroorganizmus az inkubacid
soran. Ugyanez elmondhaté a higitdshoz hasznalt kereskedelmi étolaj esetében is. Tehat
megallapithatd, hogy az altalam tesztelt 100 pl-es mennyiségben a mikrobakoncentracié kevesebb,
mint 10 sejt/ml van. Mivel az egyes vizsgalatok soran 100 pul mennyiségnél kevesebbet hasznaltam
ez nem zavarta a mérést, igy a kisérletek sordn kizarhatd volt egyfeldl, hogy az esetleges
antagonista hatast nem az illdolaj okozza, masfeldl az, hogy az olajban 1évé mikroorganizmus

szaporodasa miatt nem észlelhetd a gatlo hatés.

5.1.1. Illéolajok antimikrobialis hatasanak eldtesztelése kontakt modszerrel

A masik el6tesztelést az illoolajok és az 50%-o0s higitott verzidjuk mikrobapazsitra valo
felcseppentésével végeztem el. Az étolajnak nincs antibakterialis hatdsa, mivel nem jelent meg
gatlasi zona az olaj csepp koriil. Kijelenthetd, hogy az étolaj hasznalhat6 az illdolajok higitasara.
Ugyanakkor megfigyeltem, hogy illdolaj és étolaj elkeveredése nem 100%-o0s, viszont hosszas
idejii Vortex hasznalataval a homogenitas ndvelhetd. A kontakt médszer eredményei koziil kettd
a 2. és 3. abran lathato. A fahéj illoolaj esetében mindkettd baktériumnal hatalmas gatlasi zonakat
figyeltem meg, mig a majoranna esetében a felez6 higitas elsd tagjanal (50%) mar alig észlelhetd
gatlasi zonakat lattam. Azt is megallapitottam, hogy az MIC meghatarozasahoz majdnem minden
illoolaj esetében kisebb higitasi szazalékkal kell szdmolnom, mint az 50%, mivel ebben a
koncentracidoban minden vizsgalt illoolaj gatlast fejtett ki. A kontakt mddszer, vagyis az illoolaj
taptalajra valo pipettazdsa nem a legalkalmasabb mddszer a gatlasi zonak pontos lemérésére, mivel
teszt soran kidertilt, hogy az illoolaj és étolaj keveréke nem szivodik fel a taptalajba, mig a tdmény
illoolaj iddével elparolog. Emiatt a csész€k mozgatasanak hatasara a csepp elkenddik, igy a
feltisztulasi zonak elmosddnak.

Elmondhat6, hogy az étolaj, mint higitoszer nem a legalkalmasabb, egyrészt nehezen
mérhetd ki a pipettaval, hiszen nagy a viszkozitdsa igy a pipetta falan egy-két csepp étolaj
odaragadhat, valamint gondosan ligyelni kell az étolaj és az illoolaj elegyitésére is, hogy
megfeleléen homogén mintat kapjunk. Ennek ellenére kijelenthetd, hogy a kontakt modszer az

illoolajok antimikrobidlis hatasanak eldszkreenelésére alkalmas, hiszen konnyen elvégezhetd
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moddszer, nem iddigényes €s emellett az antibakterialis hatast tokéletesen mutatta minden illoolaj

¢s a higitott valtozatuk esetében is.

2.abra: A fahéj (bal oldalon) és kakukkfli (jobb oldalon) (étolaj kozépen) illdolaj

antimikrobialis hatasasnak elotesztelése E. coli baktérimra.

Ea

3. abra: Citrom (bal oldalon) és majoranna (jobb oldalon) (étolaj kdzépen) illoolaj

antimikrobialis hatasasnak el6tesztelése S. aureus baktériumra.
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5.1.2. Az agardiffuzios lyukteszt illdolajok MIC értékének meghatarozasara

Az eldtesztelésre alkalmas kontakt modszer utan az agardiffuzios lyuktesztet alkalmaztam,
hogy pontosabban meg tudjam hatarozni a gatlasi zonakat és ezaltal a MIC értékeket. A 2. tablazat
Osszes illoolajaval végeztem el, mivel az elétesztelés soran mindegyik antimikrobidlis hatdsinak
bizonyult. A kisérlet soran két parhuzamos mérést végeztem, igy a tablazatokban (5-7. tablazat)

az adatokat ezek atlagaként kell tekinteni.

100%
50%
25%
25%
50%
100%

-

3. abra: Bazsalikom illoolaj hatasédnak vizsgalata agardifftizios lyuktesztje E. coli

mikrobapazsiton.

Az agardifftizios teszt segitségével az agarba furt lyukak koriil a gatlasi zondk szépen
megjelentek, viszont a negyedik higitasi tagnal (6,25%) mar egyik alkalmazott illoolaj sem
mutatott gatlo hatast.

A bazsalikom és citrom esetében csak a tdmény illoolaj mutatott baktériumellenes hatast
(5. tablazat), annak ellenére, hogy az eldszkreenelés utan 50%-os higitas koriili értékre vartam a
gatlo koncentraciot (5.1.1. fejezet). Ennek oka lehet, hogy a lyuk falan 4t az olajbol kevésbé tudtak
a gatlo komponensek a tapagarba bejutni A Staphylococcus aureus az, amelyik a gatlasi zona

mérete alapjan nagyobb érzékenységet mutatott ennél a kettd illoolajnal.
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A fahéj olaja a legkisebb higitasi tagnal 12,5% is mutatott némi inhibitor hatast (5.
tablazat). A gatlasi zona mérete ennél a koncentracional 2,28 mm az E. coli esetében, és 2,5 mm a
S. aureus baktériumnal (5. tdblazat). A fahéj esetében is a vizsgalt Gram-pozitiv baktérium (S.
aureus) bizonyult érzékenyebbnek.

A kakukkfii esetében megallapithato, hogy az elsé és a masodik higitasi tagnal a kakukkfii
hatasosabb az E. coli baktériumra, mint a S. aureus-ra, ez a tobbi illoolajtdl eltérd eredmény (5.
tablazat). A kakukkfli olaj 25%-os higitas alatt mar nem adott gatlasi zonat.

A majoranna illdolajat toményen alkalmazva az E. coli és S. aureus gatlasi zonaja
ugyanakkora lett, kisebb koncentracidknal viszont ez az azonossag nem mutatkozott meg. Kisebb
koncentracioban alkalmazva a S. aureus-ra hatott jobban a majoranna olaja.

A koriander illoolaj kozeli eredményeket adott mindketté vizsgalt mikroorganizmus
esetében, toményen alkalmazva 5,0 mm (E. coli) és 5,28 mm (S. aureus) a gatlasi zona mérete,
tovabba 50%e-os higitasnal 2,75 mm mm (E. coli) és 2,87 mm (S. aureus) nagysadgu gatlasi zona
jelent meg a lyukak koriil (5.tablazat).

Az illoolajokat Osszehasonlitva a zénaméretek alapjan, a legnagyobb mértéki hatéast a
fah¢jola; fejtette ki, majd ezt kovette a kakukkfiiolaj, mig a legkisebb hatiastinak a citromolaj
bizonyult.

5. tablazat: Feltisztuldsi zonadk (mm) 100-12,5% higitdsban mindkettd baktériumra.

[ll160olaj/Baktérium Escherichia coli Staphylococcus aureus
100 % | 50% | 25% | 12,5% | 100% | 50% 25% 12,5%

Bazsalikom 3,48 - - - 3,85 - - -

Citrom 2,28 - - - 2,63 - - -
Fah¢j 1428 | 7,38 | 5,5 2,28 18,48 9,5 5,68 2,5

Kakukkfti 7,88 [ 4,38 | 2,5 - 7,28 4,0 3,0 -

Koriander 5,0 2,75 - - 5,28 2,87 - -

Majoranna 4,88 2,38 - - 4,88 3,12 2,75 -

Ez a modszer hatasos volt a minimalis inhibitor koncentracio (MIC) megallapitasara. A
minimalis inhibitor koncentraciok E. coli baktérium esetében a 6. tablazatban lathatdéak. Ezen

adatok alapjan kijelenthetd, hogy a fahéj a leghatasosabb erre a mikroorganizmusra 12,5%-o0s
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higitasban is fejt ki hatast 2,28 mm feltisztulasi zonaval. A S. aureus MIC értékei a 7. tablazatban
lathatoak, erre a mikrobara is a fahéj illdolaj bizonyult hatdsosabbnak, 12,5% MIC érték mellett
2,5 mm gatlasi zonaval. Kijelenthetd, hogy az 5-7. tdblazat adatai alapjan, hogy a S. aureus
baktérium érzékenyebb a felhasznalt illoolajokra, mint az E. coli, valamint a fahéj olajnak van a

legnagyobb gatlo hatésa.

6. tablazat: MIC értékek és gatlasi zonak mérete E. coli baktériumnal.

Il6olaj MIC (%) Gatlasi zona (mm)
Bazsalikom 100 3,48
Citrom 100 2,28
Fahé;j 12,5 2,28
Kakukkfii 25 2,50
Koriander 50 2,75
Majoranna 50 2,38

7. tablazat: MIC értékek és gatlasi zonak mérete S. aureus baktériumnal.

Il6olaj MIC (%) Gatlasi zona (mm)
Bazsalikom 100 3,85
Citrom 100 2,63
Fahé;j 12,5 2,5
Kakukkfii 25 3,0
Koriander 50 2,87
Majoranna 25 2,75

A mérés soran felmeriilt ugyanaz a probléma, ami az eldtesztelés soran is kitiint. Az étolaj,
mint higitészer nem volt jol alkalmazhatd a pontos koncentraciok kimérésére a nagy feliileti
viszkozitasa miatt. Maga az illoolaj és az étolaj sem képes a tapkodzegbe diffundalni kdzvetleniil,
viszont az illdolajok antimikrobidlis hatdanyagai bejutottak a taptalajba és kifejtették a gatld

hatasukat.
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5.1.3. Illéolajok gézterének antimikrobialis hatasa

Az 1illéolajok parolognak, elillannak ¢és zart térben a gdzteriik antimikrobidlis azaz
baktérium novekedés gatlo hatast képes kifejteni (Tserennadmid, 2010). A =zart tér
megteremtéséhez a parafilm hatdsosnak bizonyult a kisérlet soran. A szlirdpapir korong ill6olaj
felvételét eldzetesen teszteltem és azt tapasztaltam, hogy 5 pl az a mennyiség, amit a korong fel
tudott venni anélkiil, hogy az illdolaj lefolyt volna réla. A 10 pl-es mennyiséghez dupla korong
hasznalatat is kiprobaltam, viszont az sem tartotta magaban a dupla mennyiségi olajat. Emiatt 5

ul tdomény illoolajjal végeztem el a kisérletet.

4. abra: Kakukkfii illoolaj rosénak hatasa E. coli baktériumra.
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8. tablazat: Illoolajok parolgasanak hatasa E. coli és S. aureus baktériumra

Illoolaj E. coli S. aureus
Gatlasi zona (mm) Gatlasi zona (mm)
Bazsalikom - -
Citrom - -

Fah¢;j 12,0 12,5
Kakukkfti 12,3 12,2
Koriander 9,0 8,8
Majoranna - -

5,0 ul mennyiségben nem minden ill6olaj esetében tapasztaltam feltisztuldsi zonat a
korongok felett. A feltisztulasi zondk méretérdl a 8. tablazatban lathatéak adatok. A szlir6papir
korongok felett ezen illolajok esetében jelent meg a jol kirajzolddo feltisztuldsi zona: fahéj
(5.4bra), kakukkfii (4.4bra) és koriander. A szaporodas kontroll Petri-csészékben 6sszefliggd, szép
nagy telepeket és tenyészetet lattam E. coli és a S. aureus esetében is. Megfigyeltem, hogy a tobbi
illoolaj; bazsalikom, citrom, majoranna esetében ugyan nem figyelheté meg gétlasi zona a korong
felett, viszont a mikrobapazsit stirlisége a kontrollhoz képest gyengébb, egyes Petri-csészékben
pedig alig észlelhetd a mikrobandvekedés, mint példaul citrom ¢és bazsalikom S. aureus
baktériumra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatakor. Tehat elmondhat6, hogy maga a baktérium az
illéolaj parolgéd hatdsa miatt kevésbe ndvekedett az egész csészében, annak ellenére, hogy
feltisztulasi zona nem keletkezett.

Megallapithato, hogy az illdolajok parolgasuk soran is kifejtik a baktériumgatlo hatasukat.
A leghatasosabb illoolajok a fahéj, kakukkfii és koriander ndvénybdl kinyer olajok. A fahéjnak és
a kakukkflinek azonos méretli gatlasi zondi vannak mindkét mikroba esetében, azaz ezen két
illoolaj gbze kozel azonos mértékii hatast fejtett ki, mig a koriander olajé ezekhez képest kisebb

(8. tablazat).
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5. abra: A fah¢j illoolaj parolgasanak hatéasa S. ab;reusgl;aktériumra.

5.1.4. Illéolajok antimikrobialis hatasanak vizsgalata Multiskan Ascent miiszerrel

Az elOtesztelés kimutatta, hogy az illoolajoknak van antimikrobialis hatasa, tovabba az
agardiffuzids lyukteszttel az MIC értékeket is meg tudtam allapitani, végiil pedig az illdolajok
gbzterét teszteltem, ami szintén jol alatamasztotta, illetve kiegészitette a kapott eredményeket. Az
el6zo tesztek eredményei alapjan valasztottam ki azt a harom olajat, amelyekkel a miiszeres
vizsgalatot is elvégeztem. A fahéj és a kakukkfii kiemelked6 eredményeket adott a tobbihez képest.
A harmadik olajnak a koriandert valasztottam, ugyan a majoranna nagyobb hatast fejtett ki az
agardiffizids lyuktesztnél, a géztér vizsgalatanil azonban nem mutatott kiemelkedd hatast a
korianderrel ellentétben.

Az elokisérlet soran tapasztalhatd volt, hogy az illbolaj és az étolaj, mint higitoszer az
egységes elkeveredése ¢és a homogén eloszlds biztositasa érdekében erdteljes keverésre van
szlikség, emiatt a kisérleti beallitdsoknal magasabb razatasi sebességet (600 rpm) és hosszabb
razatasi id6t valasztottam (30 madasodperc) az alapbedllitaisokhoz képest. Ezek a beallitasok
elosegitették az egységesebb eloszlast az OD mérésnél.

A kapott adatok harom parhuzamos mérés atlagabol szarmaznak. A kisérlet sordn a tapleves
kontroll, amely nem volt mikroorganizmussal beoltva egységes abszorbancia értéket mutatott
végig a mérésen, tehat nem tortént ndvekedés a mikrotiter lemez 10-es jelzésii csdveiben (4.
tablazat). Az illdolaj kontrollok esetében a mért abszorbancia értékek azonos érték koriil

ingadoztak. A fahéj 0,331 +/- 0,105; a kakukkfii 0,0638 +/- 0,017 és a koriander 0,0697 +/- 0,002
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abszorbancia érték koriil ingadozott. A diagram abrazolasandl az adatsorok felvételénél a

hattérzajokat, szaporodas ¢s illoolaj kontrollokat kivontam mintakbdl, igy kaptam meg az abrazolt

adatsorokat.
E. coli vizsgalata OD gorbe
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6.abra: Az E. coli OD gorbéi.

A 6.abran az E. coli baktérium OD gorbéi lathatoak. A mikroba a taplevesben
megfelelden szaporodott a mérés kozben. Leolvashatd, hogy az illdolajat nem tartalmazo
kontrolban baktérium sejtek stiriisége a mérés soran folyamatosan novekedett kb. 12. mérésig (6
ora) majd egy maximum abszorbanciat elérve stagnalt, ez kb. 25. mérésnél (12 6ra) kovetkezett
be, és a mérés vége felé egyre kevesebb sejt maradt életben, a sejtek pusztuldsa lathatd. Az
illoolajok gatld hatdsa megnyilvanult a miiszeres mérés soran is. A szaporodasi kontrollhoz képest
az olajok OD gorbéje sokkal alacsonyabb abszorbancia értéken marad, s6t egyaltalan nem volt
novekedés tapasztalhatd, tehat a vizsgalt olajok 10%-0s koncentracidban gatoltak az Escherichia
coli ndvekedését. Az illoolajok ebben a mérési €s kisérleti dsszeallitasban kifejezetten hatékonyak

voltak, igy mar a mérés elején kifejtették a gatlo hatasukat.
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Staphylococcus. aureus vizsgalata, OD gorbe
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7. abra: A S. aureus OD gorbéi.

=

A 7. 4bran a Stapylococcus. aureus OD gorbéi lathatoak. A szaporodds kontrollrol
leolvashat6, hogy a mikroba a mérés soran a tapkdzegben folyamatosan novekedett kb. a 40.
mérésig (20 ora), utdna a ndvekedése stagnalt. Az illoolajok mindegyike 10%-0s koncentracidban
antimikrobidlis hatast fejtett ki a baktériumra. A mérés kezdeti szakaszdban magasabb
abszorbancia értékek olvashatdak le az OD gorbékrol.

A miiszeres kisérlet eredményeként elmondhat6, hogy az adott kisérleti dsszeallitdsban
mindegyik ill6olaj hatékonyan gétolta a baktériumok ndvekedést. Az el6z6 modszerekhez képest
kisebb koncentracioban, 10%-os higitasban alkalmaztam az olajokat, ami mindegyik olaj esetében
kisebb, mint az agardiffuzids lyukteszttel megallapitott MIC érétke. Tehat elmondhato, hogy az
OD mérésen alapuld miiszeres modszerrel a lyukdiffuzids teszttel megallapitott MIC értéknél
kisebb illdolaj koncentracidokban is kimutathatd volt gatld hatas. Ez magyarazhat6 azzal, hogy az
illoolaj antimikrobialis hatast kifejté komponensei a vizes szuszpenzidban nagyobb feliileten

érintkeznek a baktérium sejtekkel, igy konnyebben képesek beoldddni €s kifejteni a hatasukat.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az élelmiszeripar napjainkban a legmeghatarozobb ¢€s leggyorsabban fejlodo iparag. Fokozott
odafigyelés ¢€s eldirasok betartasa sziikséges j0 mindségii €lelmiszerek eldallitdsahoz. A gyartok
¢s forgalmazok szamdéra folyamatos kihivast jelent az élelmiszerromlast és élelmiszereredetii
megbetegedést okozo mikroorganizmusok elszaporodasa, erre 01j technoldgidk és tartdsitdszerek
fejlesztése sziikséges. A tartositoszerek nagyrésze mesterséges, ami szamos fogyaszto ellenére
van. Az illéolajok tomény hidrofob folyadékok, melyeket vizgdzdesztillacidval nyernek ki
novényekbdl. Antimikrobidlis tulajdonsaguk ismert és az élelmiszeripari felhasznalasukra van
GRAS (altalanosan biztonsagosnak elfogadott) és FA (élelmiszer adalék) besorolasuk, igy a
fogyasztok altal is elfogadottak.

A dolgozat célja volt a forgalomban 1évo altalam valasztott hat illdolaj antibakterialis
hatasdnak vizsgdlata, az antimikrobidlis hatds vizsgéilatara alkalmazott modszerek
alkalmazhatdsadganak a megitélése, valamint a modszerek osszevetése.

A kontakt modszerrel végzett eldtesztelés soran kideriilt, hogy a kivalasztott illdolajok
mindegyikének van antibakteridlis hatdsa, igy a tovabbi kisérleteknél az Osszes illoolajra
elvégeztem a vizsgéalatokat. Az agardiffiizios lyukteszt alkalmasnak bizonyult a minimalis gatlo
koncentracio, MIC megallapitasara. A kapott adatok alapjan kijelenthetd, hogy a fahéj illdolaja a
leghatasosabb. Az E. coli a mikroorganizmusra 12,5%-o0s higitasban is fejt ki hatast 2,28 mm
feltisztulasi zonaval. A MIC értékek és a gatlasi zondk a tobbi illdolaj esetében: bazsalikom 100%
3,48 mm; citrom 100% 2,28 mm; kakukkfli 25% 2,50 mm; koriander 50% 2,75 mm; majordnna
50% 2,38 mm. A S. aureus mikrobara is a fah¢j illoolaj bizonyult a leghatasosabbnak, 12% MIC
mellett 2,5 mm gatlasi zonaval. Az MIC értékek és a gatlasi zonak a tobbi illdolaj esetében:
bazsalikom 100% 3,85 mm; citrom 100% 2,63 mm; kakukkfi 25% 3,0 mm; koriander 50% 2,87
mm; majoranna 25% 2,75 mm. Ezen modszer esetében a két modell baktérium koziil a
Staphylocuccus aureus bizonyult érzékenyebbnek az illdolajokra. Az illdolajokat sszehasonlitva
a citromolaj fejtette ki a legkisebb gatld hatast.

Az illdolajok goézterének baktériumgatld hatasast vizsgalva a steril sziir6papir korongot
alkalmaztam az ill6olaj megtartasahoz, ami tokéletesnek bizonyult az olaj megtartdsdhoz, viszont

kis mennyiséget tudott csak magaban tartani. Az olajok koziil csak harom olajnal, fahéj, kakukkfii,
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koriander jelent meg feltisztulasi zona. A bazsalikom, a citrom €és a majoranna esetében a gyengébb
mikrobapazsit jelent meg, a kontrollokhoz képest, ami részleges gatlasra utal.

A MultiScan miiszeres mddszer soran kisebb koncentracioval lehetett dolgozni, mint az
elézetesen megallapitott MIC értékek, igy ez a modszer bizonyult a leghatasosabbnak a minimalis
inhibitor koncentraciok meghatarozasdhoz, a folyékony vizes kozeg alkalmazasa miatt nagyobb
feliileten érintkeznek az illdolaj Gsszetevdi a baktérium sejtekkel, igy konnyebben fejtik ki gatld
hatasukat. A tovabbiakban a miiszeres modszer alkalmazadsa javasolt alacsonyabb  illoolaj
koncentraciok mellett a minimalis gatldo koncentracid pontosabb meghatarozasahoz. Az
eredmények arra is ravilagitottak, hogy illoolajok esetében az agarlyuk difftizios teszt csak
korlatozottan alkalmas a MIC érték meghatarozasara, inkdbb csak annak becslését teszi lehetdve.

Az olvasott szakirodalmi adatokkal megegyezd eredményt kaptam a kettd baktérium
érzékenységének Osszehasonlitasa soran, a Gram-negativ E. coli ellenallébbnak bizonyult a
kisérletek soran az illoolajokkal szemben, mint a Gram-pozitiv S. aureus (Bakkali és munkatarsai,
2008).

Az eldzetes tesztek soran az is kidertilt, hogy az étolaj nem a legalkalmasabb higitészerként,
mivel az olaj nem elegyedett el teljesen az illoolajjal, nem segitette a beszivodasat sem a taptalajba,
tovabba pontos kimérése is nehézkes pipettaval a nagy viszkozitasa miatt. A kisérletek folytatasa
sordn javaslom a DMSO vagy Tween 40-80 higitoszerként vald alkalmazhatdsdganak a

kiprobalasat.
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