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Roviditések jegyzéke

CFU: telepképzo egységek szama

DMSO: dimetil-szulfoxid

EHEC: enterohemorragias E.coli

EIEC: enteroinvaziv E.coli

EPEC: enteropatogén E.coli

ETEC: enterotoxikogén E.coli

FA: food additive, élelmiszer adalék

FDA: Food and Drug Administration

FIC: fractional inhibitory concentration, frakcionalis gatldé koncentracid
FICI: fractional inhibitory concentration index, frakcionalis gatlo koncentracio index
GRAS: generally regarded as safe, altalanosan biztonsagosnak tartott
LB: Luria-Bertani taptalaj

MAP: modositott gdzosszetételli csomagolasi technika

MEA: malatas taptalaj

MEE: kiegészitett hustaptalaj

MIC: minimal inhibitory concentration, minimalis gatlo koncentracio
MSC: minimal sporicidal concentration, minimalis sporadlé koncentracid
QS: quorum sensing

ROS: reaktiv oxigén szarmazék

TGE: élesztékivonat-tripton-gliikdz taptalaj

A (h): lag fazis

im (1/h): szaporodasi rata



BEVEZETES

Az utébbi évek “z6ld” mozgalmai és a tudatos vasarloi magatartds elterjedése,
valamint a vésarlok idegenkedése a mesterséges élelmiszer Osszetevoktol, a kutatok és az
¢lelmiszeripar figyelmét természetes ¢és kornyezetbarat anyagok felé¢ forditotta. Az
¢lelmiszergyartasban komoly kihivast jelentenek az €élelmiszerrontdé mikroorganizmusok ¢és az
ellentik valo védekezés. A fert6zott €élelmiszerek gondot jelentenek az egészségiigy szamara
is; a sulyos, akut megbetegedések mintegy 30%-aért ételmérgezések felelosek. A
hagyomanyos tartositoszerek nem csak a fogyasztok ellenérzését valtjak ki, de sokszor
kellemetlen melléktermékek is keletkezhetnek a hasznalatuk soran. A benzoesavbol példaul S.
cerevisiae és P. anomala hatasara benzol keletkezhet, mig a szorbinsavat 1,3-pentadiénné
dekarboxilezik, ami petréleumszerii szagot eredményez. A S. pombe ugyanakkor szulfit
jelenlétében kellemetlen szagu és izii vegyiileteket hoz 1étre (Stratford, 2006).

Mindezekbdl kovetkezOen sziikségessé valt 1), természetes eredetli hatékony
antimikrobidlis szerek kifejlesztése, amelyek, legalabb részben helyettesithetik a szintetikus
tartositoszereket. Az illéolajokat régota hasznaljak az élelmiszeriparban, elsésorban
aromaanyagokként, a legtobbjiik rendelkezik a GRAS (altalanosan biztonsagosnak tekintett)
és FA (élelmiszer adalék) besorolassal is, a fogyasztok pedig altalaban elfogadjak a
hasznalatukat. Felhasznalasuknak lényegében egy akadalya van, nagyon erGs aromajuk,
amely az élelmiszer izének megvaltozasahoz vezet, ha tul nagy koncentracioban alkalmazzuk
Oket. Ezért az illdolajokat gyakran vizsgaljak kombinacidban, igy, ha additiv vagy szinergista
hatast tapasztalnak, kisebb koncentracioban is hatékonyan alkalmazhatok lehetnek.

Munkank sordn egyes, kivalasztott illoolajok antimikrobidlis hatisat teszteltiik az
¢élelmiszerekben romlast, illetve élelmiszer eredeti megbetegedést okozo Bacillus subtilis, B.
cereus, Escherichia coli és Serratia marcescens baktériumok, illetve Saccharomyces
cerevisiae, Pichia anomala, Geotrichum candidum ¢és Schizosaccharomyces pombe
¢lesztégombak, valamint Fusarium sporotrichioides, Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum és Rhizopus stolonifer penészgombak ellen.

Eredményeink jelentds mértékben bdvitettek az illdolajok Gram pozitiv és Gram
negativ baktériumokra, élesztokre és fonalas gombakra gyakorolt antimikrobialis hatasara
vonatkozo ismereteket. Az élelmiszerek és az illdolajok kolcsonhatasaval kapcsolatos,
gyakorlati szempontb6l is fontos eredményeink, hasznosithatoak az illdolajok

tartositoszerként torténd esetleges késobbi felhasznalasa soran.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az illéolajok jellemzése és torténete

Az illdolajok aromatikus, tomény hidrofob folyadékok, melyeket leggyakrabban
vizgdz- desztillacioval nyernek a kiilonbozé novényi részekbdl (virdgokbol, gyiimolcsokbal,
magvakbol, viragbimbokbol, levelekbdl, kéregbol). A gyodgy- és fliszerndvények 0,5 - 2,5%-
ban tartalmazhatnak ill6olajokat, melyeknek jellegzetes illatukat, aromajukat, valamint
részben gyogyhatdsukat koszonhetik. Az illdolajokat régota haszndlja a kozmetikai ipar
kiilonbozd illatszerekben, krémekben, kozmetikumokban, de mostandban egyre nd a szerepiik
az ¢lelmiszeriparban is, ahol fleg iz-és aromaanyagként hasznositjak Oket. Az is régota
ismert, hogy bizonyos ill6olajok rendelkeznek baktérium-, gomba-, virus-, és parazitacllenes
hatassal, ezért gyogykészitményekben is gyakran talalkozhatunk veliik (Burt, 2004).

Ill6olaj-torténelem: Mar az Okorban hasznaltak illoolajokat, elsésorban testapolas
céljara, illatositasra, néha a test festésére, de igazan nagy szerepet a szakrdlis
tevékenységekben kaptak. Sziridban az illdolajos testapolds mindennapos volt a népesség
korében, és nem csak a gazdagok kozott. Az egyiptomiak a halottak balzsamozasahoz
felhasznaltdk az illdolajok baktériumdld és konzervald hatasat. Az olajokat az egészség
meglrzésére ¢és gyogyitasra is haszndltdk. A zsidd kultardban a tomjént és a mirhat
fiistoloként és illatszerként alkalmaztak, de ismerték fajdalomesillapitoé és nyugtatd hatasukat
iS. A kinai kulturaban tobbféle aromas novényt hasznaltak, és mar az egyiptomiak el6tt
alkalmaztak a fahéjat, borsot és a gyombért jarvanyok ellen. A Védak szerint i.e. 1600-ban,
Indidban is ismerték az illatos novényeket. Az egyik legfontosabb gydgymodd, a masszazs
elképzelhetetlen illoolajok nélkiil.

A gordg orvostudomany Otvozte a keleti gyogymodokat az egyiptomiakkal. A
jarvanyok ellen borokat és babért hasznaltak, a vallasi szertartdsokon aromas novényekkel
fiistoltek. A romaiak szintén felhasznéltdk az aromas novényeket és olajokat. Nagyra becsiilt
fiiviik volt a zsalya, amirdl azt hitték, minden betegséget gyogyit. A lakdsokban kakukkfiivel
flistoltek, aratds elott a munkédsok kakukkfiiteat ittak, hogy megvédjék magukat a
kigyomarastol.

A népvandorlasok idején az illatszerek eltlintek Eur6pabol, az arab orvosok azonban
tovabb kutattak az illdolajokat, mig végiil felfedezték, hogyan lehet leparlassal eldallitani
Oket. A legerdsebb illatu novényeket tekintették a leghatékonyabbaknak. A pestisjarvanyok

idején a boroka fajanak égetésével védekeztek a fertdzés ellen. A kozépkort kdvetden az


http://hu.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9d%C3%A1k
http://hu.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9pv%C3%A1ndorl%C3%A1s
http://hu.wikipedia.org/wiki/Pestis

orvosok ¢és vandor gyodgyszerészek eszkoztdranak fontos részei lettek az illbolajok. A
polgarsag eldretorésével a testapolasban ujra fontossd valtak az illatok, egyre tobben
alkalmaztak illoolajokat. A XX. szazad kezdetéig a gyodgyszerkdnyvekben megtaldlhatoak
voltak a régi, aromaalapil gyogyszerek is. A kis leparldiizemek helyét sokhelyiitt atvette a
nagyiizemi gyartas, ahol kozmetikai célokra mesterségesen is eld tudnak allitani ill6olajokat

(Frank és Kiirti, 2003).

1.2. Az illéolajok osszetevoi

Az illdolajok tobb mint 50 dsszetevobdl is allhatnak, melyek kézott a f6 komponensek
akar 85%-ban jelen lehetnek, mig egyes minor komponensek csupadn nyomokban talalhatok
meg. Az illdolajok dsszetevdi legnagyobb részben kiilonb6zd terpének €s terpenoidok (oxigén
tartalm terpének): monoterpének (C10) vagy szeszkviterpének (C15), de kisebb
mennyiségben lehetnek diterpének (C20) és triterpének is (1. abra). A terpéneken feliil
tovabbi jelentds Osszetevok lehetnek a kiilonb6zd alacsony molekulatomegii alifas és aromas
vegyiiletek, pl. szénhidrogének, savak, alkoholok, aldehidek, laktonok és kéntartalmu illékony
vegyiiletek. A komponensek mennyisége ¢€s aranya valtozhat az iddjaras, a foldrajzi

elterjedés, és a novényeken beliili egyedi eltérések fliggvényében (Burt, 2004).
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1. abra: Néhany illoolaj 6sszetevo szerkezete

Az illoolajokban kb. 90%-ban monoterpéneket talalunk f6 Osszetevoként. A
csoportjaik alapjan tobb csoportba sorolhatdk: szénhidrogének, melyek lehetnek ciklikus
szerkezetliek is (terpinének, pinének, szabinén); alkoholok (linalool, geraniol); aldehidek
(geranial, nerdl); ketonok (karvon, kamfor); észterek (linalil acetat), fenolok (timol,
karvakrol). Az aromas gytriit tartalmazé komponensek, mint példaul a fahéjaldehid, fahé;

alkohol, eugenol, esztragol, stb., kevésbé gyakoriak (Bakkali és mtsai, 2008).



1.3. Az illéolajok antimikrobialis hatasa

A novényi illdolajok antimikrobialis hatdsa régdta ismert €s ma is intenziven kutatott
teriilet. Hammer €s mtsai (1999) 54 novény ill6olajanak baktérium- és élesztoellenes hatasat
vizsgaltak, Nevas és mtsai (2004) 13 finn flszerndvény illdolajanak antibakterialis hatasat,
mig Viuda-Martos és mtsai (2008) a citrusfélék illdolajanak penészgombakra kifejtett hatasat
tanulmanyoztak. Szamos kozlemény jelent mar meg az egyes illoolaj komponensek
antimikrobialis hatasardl is (Dorman és Deans, 2000; Carson és mtsai, 2002; Bennis €s mtsai,
2004; Hammer és mtsai, 2004). Az élelmiszerek eltarthatésaganak javitdsara a természetes
eredetii antimikrobidlis hatasu anyagok, koztiik az illoolajok, hasznalata az élelmiszeriparban
terjedében van, mivel a fogyasztok ellenérzése a szintetikus tartdsitoszerekkel szemben egyre

nd (Bagamboula és mtsai, 2004; Burt, 2004).

1.3.1. Az illéolajok hatdsa a baktériumokra

Az illbolajok antibakterialis hatdsat szamtalan humanpatogén (pl. Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis; Streptococcus pyogenes, stb.),
¢lelmiszer eredetii megbetegedést okozo (pl. Salmonella spp., E. coli, Clostridium botulinum,
Shigella sonnei, Shigella flexneri, stb.) és élelmiszerromlast okozo (pl. Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, B. cereus, Serratia marcescens, stb.) baktérium ellen vizsgaltak
mar (Bagamboula és mtsi, 2004; Daifas és mtsai, 2004; Mihajilov-Krtev és mtsai, 2009;
Rasooli és mtsai, 2002).

Altalanos megfigyelés, hogy a Gram pozitiv baktériumok érzékenyebbek az illdolajok
gatld hatasara, mint a Gram negativak (Burt, 2004). A kiilonbség valodsziniileg az eltérd
sejtfalszerkezetnek, illetve a Gram negativ baktériumsejtfal kiilsé membranjanak koszonheto,
mely gatat jelent a hidrofob illdolaj komponensek szamara (Burt, 2004; Longbottom és mtsai,
2004).

Mivel az illoolajok sok Osszetevébdl allnak, antibakteridlis hatasukat is kiilonb6zo
mechanizmusok utjan fejtik ki. A leggyakoribb célpont a bakterialis sejtfal és a sejthartya. A
hidrofob komponensek beékelddhetnek a sejthartyaba és megndvelhetik annak atjarhatosagat,
a fenolos tipusi komponensek ugyancsak a sejthartya atjarhatosagat fokozzak. A
megnovekedett ateresztOképesség  kiillonbozd, a sejtplazmaban taldlhatd anyagok
kiaramlasdhoz, illetve a sejtplazma fehérjék kicsapodasat eredményez6 illdolaj komponensek

bearamlasdhoz vezet (Cristani és mtsai, 2007; Cox és mtsai, 2000; Fu és mtsai, 2010). A
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membranszerkezetben bekdvetkezd valtozasokat elektronmikroszkopos felvételekkel is

igazolték (Carson és mtsai, 2002).

1.3.2. Az illéolajok hatdsa élesztégombdkra

Az illdolajok élesztok elleni hatasat elsésorban humanpatogén Candida fajokon (C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis), és
¢élelmiszerromlast okozo élesztékon (Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii,
Debaromyces hansenii, Z. bailii) tesztelték (Cerrutti és Alzamora, 1996; Pinto és mtsai, 2006;
Rosato és mtsai, 2008). Az illdolajok és Osszetevoik gatoltak az élesztok szaporodasat, a MIC
értékek a baktériumoknal tapasztaltakhoz hasonlok voltak.

A hatdsmechanizmus is hasonld, mint a baktériumokban, az elsddleges célpont a
sejtfal és a sejthartya. A sejthartya atjarhatésaga nd, a sejtbol 260 nm-es hullamhosszisagu
fényt abszorbealdé anyagok tdvoznak, az elektronmikroszkopos felvételeken a sejtburok
karosodasa figyelhetd meg (Cox ¢és mitsai, 2000; Bennis és mtsai, 2004). A teafaolaj
csokkentette a C. albicans légzésének intenzitasat, valdsziniileg valamelyik 1égzési enzim
gatlasaval (Cox és mtsai, 2000). Rosato és mtsai (2008) kdzleménye szerint a teafa-, oregano-
és geranium-olaj szinergista modon egylittmikodott az amfotericin B gombaellenes
hatbanyaggal korokozo Candida fajok esetében.

Az egyes illoolaj komponensek koziil az a-terpinén €s limonén kérositotta a C.
tropicalis sejthartyajat. A sejten kiviili térben megnétt a 260 nm-en abszorbeald anyagok
aranya, ami a sejtbdl torténd kidramlasra utal (Adegoke, 2000). Parveen ¢és mtsai (2004)
szerint az o-terpinén befolydsolta az ergoszterin szintézisben és a szterol beépitésben
kozremiikodé géneket S. cerevisiae-ben. Az ergoszterin a gombamembran egyik fontos
alkotdja, és a sejt belsd integritasinak megdrzésében kiemelt szerepet jatszik. Thymus
pulegioides (kakukkfii) illoolajanak hatasara kiilonboz6 Candida fajokban ugyancsak

csokkent az ergoszerin szintézis (Pinto és mtsai, 2006).

1.3.3. Az illéolajok hatdsa fonalas gombdkra

Az illdolajok a legtobb esetben gatlo hatast fejtenek ki a penészgombak
telepnovekedésére, illetve a konidiumok és a sporak csirazoképességére. Ebbdl a szempontbol
legalaposabban az Aspergillus és Penicillium nemzetség tagjait tanulmanyoztak, de Fusarium,

Alternaria és Botrytis fajok is szerepelnek a vizsgalt fonalas gombak kozott. Leggyakrabban a
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borsikafii (Satureja hortensis), a citromfii (Cymbopogon citratus), a bazsalikom (Ocimum
gratissimum) és a kakukkfii fajok (Thymus vulgaris, T. pulegoides) (Fraternale és mtsai, 2005;
Nguefack ¢és mtsai, 2003, 2009; Pinto ¢és mtsai, 2006; Wilson és mtsai, 1999) illdolaj
kivonatait hasznaltak. A citrusfélék olajanak gombaellenes hatasat tobben is tanulmanyoztak.
Caccioni és mtsai (1998) szerint egyenes aranyossag allt fent a mono- és szeszkviterpén
tartalom és a gombaellenes hatas mértéke kozott. Viuda-Martos és mtsai (2008) szerint a
narancs illoolaj A. niger, a mandarin olaj A. flavus, a grépfrut olaj pedig P. chrysogenum és P.
verrucosum ellen mutatott erés gatld hatast.

Az illéolajok gombaellenes hatasat a gyakorlatban is alkalmaztak, Matan és Matan
(2008) gumifa firészarut kezeltek anizs olajjal, ami 12 héten keresztiil védelmet nyujtott a
faronto Aspergillus és Penicillium fajok elszaporodasa ellen. Atanda és mtsai (2006) cirok és
foldimogyoré magok kozé kevert bazsalikom levelekkel nemcsak az Aspergillus parasiticus
okozta penészesedést tudta csokkenteni, hanem 66-92%-ban az aflatoxin B1 és G1 termelést
is. Dikbas és mtsai (2008) A. flavus-szal mesterségesen fert6zott citromot kezeltek borsikafii
illoolajjal, és ekkor 20 napon keresztiil nem jelentek meg lathatd telepek a gyiimdles
felszinén.

Az illdolajok hatdsmechanizmusa penészgombak esetében is elsddlegesen a membrant
érinti: 1ézidk jelennek meg, illetve erdteljesen csokken az ergoszterin tartalom (Pinto és

mtsai., 2006).

1.4. Egyéb hatasok

Szamos illoolajrol kimutattdk, hogy antimikrobialis hatasuk mellett antioxidans
tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Singh és mtsai (2006) a kdménymag illdolajat és acetonos
kivonatat vizsgaltak: az illéolaj antioxiddns hatisa valamivel rosszabb volt, mint a kivonaté.
Egy masik tanulmanyban (Singh és mtsai, 2008) azt allapitottak meg, hogy a gydmbér illoolaj
jobb antioxidans hatassal rendelkezik, mint az ¢élelmiszeriparban haszndl BHA (butilalt
hidroxi-anizol) és BHT (butilalt hidroxi-toluén). Jia és mtsai (2010) kiilonb6z6 kakukkfii
fajok illoolajat vizsgalva mindegyiknél jo szabadgyok-fogo képességet talalt. Bakkali és mtsai
(2008) szerint az illoolajok elsdsorban terpenoid és fenolos komponenseiknek kdszonhetden
rendelkeznek antioxidans tulajdonsdgokkal. Tovabba a sejtmembranon atjutva ezek a
komponensek karositjdk a mitokondriumok membranjat is, ahol a megvaltozik az
elektronaramlés iranya, és szabad gyokok keletkeznek. A fenolos illdolaj Gsszetevok ezekkel

a molekuldkkal reagalva maguk is fenoxil gyokké alakulnak, €s részt vesznek a ROS (reaktiv
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oxigén szarmazékok) kaszkad kialakuldsaban. Az antioxidans molekuldk tehat prooxidanssa
valnak, és igy fejtenek ki citotoxikus hatést.

Baktériumokban az egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia géneket gyakran
plazmidok (R-plazmid) hordozzak. A baktériumok atadjak egymasnak a plazmidokat, igy
novelve a rezisztens korokozok szdmat. Schelz €s mtsai (2006) borsmenta, eukaliptusz €s
rozmaring illoolaj hatasara plazmid-vesztést tapasztaltak E. coli-ban. Az illdolajok tehat
elvben segitségiinkre lehetnek a rezisztencia elleni kiizdelemben is.

A baktériumok kozotti sejt-sejt kommunikacid 6sszehangolt génkifejezodéshez vezet.
Mivel a jelenség csak nagy sejtstiriiségnél 1ép fel, idegen kifejezéssel quorum sensing-nek
hivjak (quorum az a minimalis tdmeg, ahol fellép a jelenség, a sensing a kornyezetbdl érkezd
jelek észlelésére utal). A quorum sensing (QS) részt vesz az antibiotikum rezisztencia
kialakulasaban, befolyasolja a patogenitast és a biofilm képzést. A QS gatlasa csokkentheti
egyes torzsek patogenitasat, illetve rezisztenciajat. A fahéjolaj f6 komponense, a fahéj-aldehid
ismert QS gatld (Annous és mtsai, 2009). Szabo és mtsai (2010) a rézsaolaj, geranium olaj,

levendula és rozmaring olaj esetében mutattak ki QS gatlast.

1.5. Az illoolajok felhasznalasa élelmiszerekben

Korunkban egyre nagyobb az igény arra, hogy az élelmiszerek hosszl ideig eltarthatok
legyenek karosodas nélkiil. Az élelmiszerek eltarthatosaganak javitasara tobbféle eljaras is
létezik, azonban a friss, minimalisan feldolgozott €lelmiszerek iranti novekvd igény, és a
fogyasztok ellenérzése a szintetikus tartositoszerekkel szemben, uUjra a figyelem
kozéppontjaba allitotta a természetes eredetli, kdrnyezetbarat antimikrobialis hatéanyagokat.
Figyelembe kell ugyanakkor venni, hogy ugyanannak a hatasnak az eléréséhez az in vitro
kisérletekben 4ltaldban alacsonyabb illdolaj koncentraciora van sziikség, mint az
¢lelmiszerben, mivel az élelmiszerekben jelen 1évd Osszetett kémiai kornyezet fizikai €s
kémiai gatat jelenthet az illdolaj csiradlé hatasaval szemben. Az élelmiszerekbe magasabb
koncentracioban adagolt illoolajok ugyanakkor negativan befolyasolhatjak az élelmiszer
érzékszervi tulajdonsdgait (izét, illatat, zamatat). Ennek a jelenségnek az elkeriilésére az
illoolajok kombinalhatok egymassal, minthogy az egymas hatasat felerésité kombinaciokban
kisebb koncentracio is elegendd a megfeleld hatas eléréséhez (Burt, 2004; Hammer és mtsai,

1999).
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1.5.1. Illéolajok és élelmiszer-osszetevok kolcsonhatdsa

A magas fehérje- €s zsir-, illetve olajtartalom altaldaban csokkenti az illéolajok hatasat
az ¢lelmiszerekben. Az illoolajok jol oldodnak az élelmiszer zsirtartalmaban, igy kevésbé érik
el a vizes fazisban talalhaté baktériumokat. A fehérjék hidrofob részei, kolcsonhatasba 1épve
az ill6olaj molekulakkal, megkotik azokat, igy csokkentve a membranokra gyakorolt hatast
(Burt, 2004; Cava ¢s mtsai, 2007; Smith_palmer és mtsai, 2001). Gutierrez ¢s mtsai (2008,
2009) kisérleteiben az Gsszetett szénhidratok, mint a keményitd, 5% feletti koncentracioban
csOkkentették az illdolajok hatasat, mig a szachar6z nem befolyasolta az antibakterialis hatast.
Némileg meglepéen, a magas fehérje koncentracio viszont novelte az altaluk vizsgalt

illoolajok hatasfokat.

1.5.2. Illoolajok novényi eredetii élelmiszerekben

Az irodalomban leginkdbb gylimélcs alapu élelmiszerek illdolajokkal torténd
tartositdsara talalunk példat. Cerrutti és Alzamora (1996) alma- és bananpiiré tartositdsara
szeretett volna kiilonb6zé illdolajat hasznalni, de azt tapasztaltak, hogy 100 ppm feletti
koncentracioban, a borsmenta olajat kivéve, minden illéolaj az élvezhetetlenségig
megvaltoztatta a piirék izét. A mentaolaj viszont ebben a koncentracioban nem volt hatasos a
modellszervezetként hasznalt S. cerevisiae ellen. Lanciotti és mtsai (2004) osszefoglald
munkdjaban a citrusfélék 1illoolajat sikeresen alkalmaztdk minimalisan feldolgozott
gyuimolcskészitmények eltarthatosaganak ¢€s é€lelmiszerbiztonsdganak emelésére. Narancs
alapu, szén-dioxid mentes, nem pasztorozott iiditditalok eltarthatosagat a citral, linalool és 3-
pinén megfelelé ardnyu kombindcidja nagymértékben javitotta. Kiilonosen jo eredményeket
értek el, ha 55 °C-on hdkezelték is az italokat (Belletti és mtsai, 2010). Elesztvel beoltott
almabor zavarosodasat 0,2% gyombér illoolaj sikeresen megallitotta (Liang, 2003). Le és
Kyang (2006) kovaszos uborka fermentacioja soran fokhagyma ill6olaj adadsaval meggatolta a

Pichia (Hansenula) anomala hartyaképzését a terméken.

1.5.3. Illoolajok dllati eredetii élelmiszerekben

Az illéolajok hatdsat a leginkdbb romlékony allati eredeti élelmiszerekben, igy
példaul halak, daralt hus, illetve beldle késziilt kolbdsz esetében probaltak ki. Az illdolajokat

gyakran alkalmazzak egyiitt vakuum vagy modositott gazosszetételi (MAP) csomagolasi
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technikakkal és hiitéssel. Jellemzden a husételek készitésében is hasznalt fliiszerek illoolajaval
- oregano, kakukkfli, babér - végezték a kisérleteket. Meljhalm és Dalgard (2002) MAP
csomagolasu tékehalban oregano olaj adasaval csokkentette a romlast okozo Photobacterium
phosphorus csiraszamat. Min és Oh (2009) szintén oregino olajat hasznalt harcsa szeletek
zselatin boritasaban S. Typhymurium és E. coli O157H7 ellen, és a Salmonella-t talalta
érzékenyebbnek. Atrea és mtsai (2009) vakuumcsomagolt friss polip eltarthatosagat novelték
11 illetve 20 nappal 0,2 illetve 0,4 % oregano olaj alkalmazasaval. Marha daralt hushoz timolt
adva csokkent a koliform és Enterobacter csiraszam, ugyanakkor a timol nem volt hatassal a
pszichrotrof baktériumok és a Pseudomonas-ok csiraszamara (Del Nobile és mtsai, 2009).
Kolbaszban a majoranna olaj az in vitro megallapitott MIC alatti koncentracioban
bakteriosztatikus, mig a MIC feletti koncentracioban baktericid hatast fejtett ki, azonban ez a
koncentracié mar kellemetlen izvaltozast okozott. Sikertelen volt a koriander olaj alkalmazasa
is vakuumcsomagolt sonkaszeletek tartositdsara, mert a szilikséges koncentracid mar
megvaltoztatta a termék izét (Gill és mtsai, 2002).

Mint latjuk, az ill6olajok gyakran okoznak izvaltozast, ezért egymassal, illetve egyéb

tartositasi eljarasokkal kombinalva érdemes 6ket felhasznalni.

1.5.4. Illéolajok és élelmiszerbiztonsag - jogi szabdlyozds

Az Egyesiilt Allamokban, az élelmiszerekben felhasznalhato illdolajok FA (food
additive — ¢élelmiszer-adalék) és GRAS (generally regarded as safe - altalanosan
biztonsagosnak tartott) statuszt kapnak az FDA-t6l (Food and Drug Administration, USA).
Eurépaban nem az egyes illoolajokat, hanem az ill6olaj OsszetevOket regisztraljak, mint
¢lelmiszer izesitbanyagokat. Az engedélyezett Osszetevok kozott szerepelnek a karvakrol,
timol, eugenol, citral, limonén, mentol, fahéj-aldehid, karvon és a p-cimén (Burt, 2004). Uj
anyagokat a listara csak toxikologiai vizsgalatok utan lehet felvenni. Mivel az illolajok
Osszetett vegyiiletek, nem szerepelhetnek az ¢élelmiszer adalékanyagok kozott (E-lista),
minthogy ott csak ismert, definidlt molekuldbdl 4ll6 vegyiiletek lehetnek. Az egyes orszagok
Elelmiszerkonyve (Codex Alimentarius) tartalmazhatja egyes illoolajok nevét, mint
engedé¢lyezett izesitd anyagot. A GRAS ¢és FA lista j6 kiinduldpontot jelenthet, de egyeldre az
Eur6pai Unioban nincs érvényes szabalyozds az illéolajok élelmiszerben valo

felhasznalasarol.
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1.6. A felhasznalt illoolajok bemutatasa

1.6.1. Anizs (Pimpinella anisum)

Az egyéves, lagy szara anizs ismert fliszerndvény. Fliszerként sziirkésbarna, 3,5-5
mm hosszu kellemes illati magjat hasznaljuk. Magvaibo6l az illdolajat vizgdzzel paroljak le.
Szarmazasi helyétdl fiiggden az anizsmagbol 1,3—6% anizsolaj vonhato ki. Az anizsolaj fobb
Osszetevoi: transz-anetol (80,36-94,46%), esztragol (2,49%), metil-kavikol, o-terpineol,
linalool (Arslan és mtsai, 2004; Ozcan és Chalcat, 2006).

Az énizs eredetileg a Foldkozi-tenger mellékérdl szarmazik, de nagyon sokfelé
termesztik, igy Magyarorszagon is. Mar az Okori Egyiptomban hasznaltdk fliszerként, és
kedvelt volt a kdzépkorban is. Felhasznalhat6 édes és sos ételek izesitésére. Sokféle italhoz is
adjak, de felhasznaldsa leginkabb a likOrgyartasban jelentds. Az anizst étvagyjavitd, emésztést
serkentd, vértisztitd, hurutoldo, idegerdsitd, felfivodast szilintetd, gyomor-és epebantalmak
elleni szerként is alkalmazzak (Ozcar és Chalcat, 2006). Gombaellenes hatasat vizsgaltak
Candida fajok klinikai izolatumai és egyes borgombak ellen (Kosalec és mtsai, 2006).
I1160lajat gumifa (Hevea brasiliensis) faanyaganak gombasodas elleni védelmére is javasoljak
(Arlson és mtsai, 2004).

1.6.2. Bordka (Juniperus communis)

A bordka illdolajat a novény érett tobozbogyoibdl vizgdz-desztillacidval allitjak eld.
Foébb komponensei: o—pinén (29,17%), B-—pinén (17,84%), szabinén (13,55%), limonén
(5,52%) és mircén (0,33%) (Pepeljnjak és mtsai, 2005).

Leginkabb a vese kivalasztdé miikodésének fokozasaban van szerepe, de jotékony,
erdsitd, tisztitd hatasu légzdszervi megbetegedések esetén is. Alkalmazzak tovabba kiilséleg
pikkelysomor, boOrgyulladas, visszértdgulat, aranyér kezelésére. Enyhe gorcsoldo,
antibakterialis, serkenti az emészténedvek elvalasztasat. A bordka illoolaj antibakterialis
hatasat tobb Gram pozitiv és Gram negativ baktérium (E. coli, S. aureus B. subtilis) valamint
¢lesztégombak (C. albicans, C. krusei. H. anomala) ¢és bérgombak (Trichophyton rubrum,
Microspora canis, stb.) ellen vizsgaltak (Pepeljnjak és mtsai, 2005). Az élelmiszeriparban és

az italgyartasban izesitéanyagként hasznaljak (pl. gin, borovicska).
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1.6.3. Citrom (Citrus lemon)

A gyiiméleshéjbol hideg préseléssel allitjak eld az illoolajat. Atlatszo, halvanysarga
vagy z0ldessarga szinii, er0sen citromillata ill6olaj. F6 komponense a limonén (56-76%), B—
pinén (7-17%), szabinén (1-3%), y-terpinén (6-21%), p—kariofillén (legfeljebb 0.5%), neral
(0.3-1.5%), o-terpinol (legfeljebb 0.6%,) neril-acetat (0.2-0.9%), geranil (0.5-2.3%), és
geranil-acetat (0.1-0.8%) (Rodriguez és mtsai, 1998; Vekiari és mtsai, 2002).

Az illoolaj ¢€lénkiti a sziv, a vese ¢€s a mdj mikodését. Hatasos vizelethajtonak,
izzasztonak, vérzéscsillapitd, sebdsszehuzd szernek tartottdk, de asztmds rohamok, léguti
megbetegedések ellen is haszndlhat6é. Nyugtatd, frissitd, hangulatjavitdo hatdsu. Hasznaljak
kozmetikumokban és az élelmiszeriparban egyarant.

A ciromolaj 90-100%-ban gatolta néhany élelmiszerromlast okozé baktérium
novekedését (Dabbah és mtsai., 1970), illetve hatasosnak bizonyult Aspergillus és Penicillium
fajok ellen (Viuda-Martos és mtsi., 2008).

1.6.4. Edeskomény (Foeniculum vulgare)

Az édeskdmény a Foeniculum névénynemzetség legelterjedtebb és legismertebb tagja,
fliszer és gyogyndvény. A termésekben a 2—5% illdolajon kiviil sok zsiros olaj, fehérje és
cukor van. Az illéolaj f6 komponense az édes transz-anetol (70,1%) és a kesernyés, kamforos
izi fenkon (6,9-23,9%). Tartalmaz még 1-8-cineolt (3,1-8%); p-cimént (2-3,1%), és lehet
benne metil-kavikol (4,7%), limonén (3,1%) ¢és linalool (1,3%) is (Gulfraz és mtsai, 2008;
Ozcan és mtsai, 2006; Singh és mtsai, 2006). Illata, melyet az anizs-aldehid ad, igen hasonlit
az éanizséhoz. Nemcsak a termésben van illoolaj, hanem az egész ndvényben: a gyokérben
0,6%, a szarban ¢s a levélben 1-1,5%.

Az édeskdmény a Mediterrdneumbol szarmazik, és mar az oOkorban ismerték és
hasznaltdk. Napjainkban a vildg valamennyi mérsékelt, illetve meleg éghajlata vidékén
termesztik — a legtobbet Franciaorszagban és Bulgariaban. Magjait levesekbe és halételekbe
fézik, a gumojat lereszelik, és kaposztasalatahoz adjak. Etvagyjavité, szélhajtd, gorcsoldd
hatasu. Gyakran adjak egylitt hashajto drogokkal, hogy kivédje, vagy enyhitse a hashajté altal
okozott gércsoket (Gulfraz €s mtsai, 2008).
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1.6.5. Gyombér (Zingiber officinale)

A gyombér fliszer- és gydgynovény. Illdolajanak Gsszetevdi a geranial (25,9%), a-
zingiberén (9,5%), a-farnezén (7,6%), neral (7,4%), geraniol (3,4%) és 1-8-cineol (1,9%)
(Singh és mtsai., 2008). Kindban mar tobb évszdzaddal idészamitasunk kezdete elott
hasznaltak, Marco Polo is emliti konyvében. Ma Dél-Azsiaban, Dél-Amerikaban és Nyugat-
Afrikdban termesztik. A ndvény gyoktorzse szolgéltatja a sajatsdgosan illatos, csipds,
kesernyés izii fiszert. Kitlind gyomorerdsito, étvagyjavitd, emésztést eldsegitd hatdsa miatt
kedvelik. A gyokér forrazata gydgyteaként vértisztitd, a meghiilés, torokfajas, gyomorbajok,
felfuvodas, étvagytalansadg, gyengeség ellenszere. Alkalmazhaté a hanyinger €s szédiilés

megsziintetésére is, ezért a tengeribetegség megeldzésé

1.6.6. Homoktévis (Hippophae rhamnoides)

A homoktovis az eziistfafélék (Elaeagnaceae) csaladjaba tartozo, kevés fajt szamlald
nemzetség tagja, lombhullatd, kétlaki, tovises cserje. Termése tojas formaju, 7-9 mm
atmérdjli, egymagvu bogyd, melynek karotinoid tartalma 16-28mg/100g. A gylimdlcs ezen
kiviil tartalmaz még flavonoidokat (120-1000 mg/100 g) és olajat. Az olaj (valdjaban zsiros
olaj) halvanysarga szinli, és tartalmaz palmitinsavat (37,8%), palmitoleinsavat (24,9%),
olajsavat (22,3%), linolsavat (4,1%) és linolénsavat (1,9%) (Kaminskans és mtsai, 2006). A
homoktovis-olaj  E-vitamint és  karotenoidokat tartalmaz és  sebgyogyitd  és
gyulladascsokkent6 hatasu (Zeb, 2004). Kiemelked6 a bogyok C-vitamin tartalma, amely a
citrom C-vitamin tartalmanak a tizszerese. Feldolgozva dzsem, bor, ivolé, likér, zselé is

késziil beldle.

1.6.7. Majordnna (Origanum majorana)

A majoranna az arvacsalanfélék (Lamiaceae) csaladjaba tartozo novényfaj. A
legmagasabb mennyiségben terpinolént (29,6-35,7%) és terpinén-4-olt (15,8 - 19,5%)
tartalmaz, de el6fordul benne 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%) (Novak és mtsai, 2003). Eredeti
hazaja a Foldkozi-tenger kornyéke, de ma mar vilagszerte termesztik nagylizemi modon €s

kiskertekben egyarant.
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Felhasznalhato levesek (foleg burgonya- és gombaleves), fézelékek (burgonya-, bab-),
martasok, husételek, koztiik szarnyas és vadhusok, tovabbd huskészitmények (kolbasz,
hurka), valamint borok izesitésére. A majoranna étvagygerjesztd, sz¢élhajtd, gyomorerdsito,
nyugtato hatasu fliszer, ezért gyogyteak elengedhetetlen alkotorésze. Tedjat fejfajas, kohoges,

1égzési zavarok enyhitésére hasznaljak, olajaval a reumas testrészeket dorzsolik be.

1.6.8. Muskotdlyzsdlya (Salvia sclarea)

A muskotalyzsalya ugyancsak az arvacsalanfélék csaladjaba tartoz6 novényfaj. DéEl-
Eur6pabdl szarmazik, de az illdolaja és egyéb Osszetevoi miatt mar vilagszerte termesztik. A
f6 komponensei a linalool (24,5%), és a linalil acetatat (20,9%) (Fraternale és mtsai, 2005). A

novény illdolajat orvosi célra is hasznaljak (Leung és mtsai, 1996).

1.6.9. S7616 (Vitis vinifera)

A sz0616 a sz6l6félék (Vitaceae) csaladjanak egyik sok fajt és azon beliil sok alfajt
magaba foglaldo nemzetségének tagja. Minden ide tartozd novény kozos jellemzdje, hogy fas
szaraak, terméseik fiirtokben helyezkednek el, és leveliikk altaldban tenyeresen Osszetett. A
sz616 Magyarorszagon joforman mindeniitt megterem. A sz6ldmagolaj tartalmaz linolsavat
(72%), olajsavat (16%), palmitinsavat (7%), sztearinsavat (4%) €és 1% alatti mennyiségben a-
linolénsavat. (Kamel és mtsai, 1985). Ezen kiviil gazdag fenolos vegytiletekben (tokoferol) és
szteroidokban (Oomah, 1998). A vords sz6l6 magjanak proantocianidin tartalma felelds a
sz6l6magolaj jotékony hatasaért, mely in vitro kisérletekben csokkentette kemoterapias szerek

majsejt-karosito hatasat (Joshi és mtsai, 2001).

1.7. A kisérletek soran vizsgalt mikroorganizmusok jellemzése

1.7.1. Gram pozitiv baktériumok

Bacillus subtilis

A Firmicutes divizioba tartozé B. subtilis szaporodasa kettéosztodassal (binaris
hasadas) torténik. Pélcika formdju, Gram pozitiv baktérium, mely képes endosporat
létrehozni. A baktérium felelds a kenyérnyalésodasért. Ez egy olyan kenyérbetegség,

amelynek soran a kenyér bélszerkezete ragados, kendcsds allomanyuva valik, széttdréskor
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szalhuzés figyelhetd meg, és a termék gylimolcs-észterre emlékeztetd szagu lesz. A sporak
kiilonb6z6 utakon keriilhetnek a kenyér tésztdjaba, és nem pusztulnak el mind a siités soran,
igy késébb megfeleld koriilmények kozott vegetativ sejtekké alakulhatnak. Altalaban minden
kenyérben elegendd szamu spora van ahhoz, hogy a nyulosodas bekovetkezzek, de
savanykasra kovaszoléassal hatékonyan lehet védekezni ellene.

A B. subtilis géntechnoldgiailag jol manipulalhatonak bizonyult, igy széles korben

elterjedt laboratoriumi vizsgalatok modellszervezetként (Pesti, 2001).

Bacillus cereus

A Firmicutes divizioba tartozé Bacillus nemzetség egyik leggyakoribb faja a B.
cereus, endosporat képzd, palcika forméju, Gram pozitiv baktérium. Fakultativ anaerob
szervezet, talajban, levegOben egyarant el6fordul. Egyes ételekben (pl. rizs, burgonya,
husfélék) elszaporodva enterotoxinja emésztszervi panaszokat, 1az nélkiili hasmenésel és
hanyéssal jaro ételmérgezést okoz. A megbetegitéshez >10° sejt sziikséges az élelmiszer 1
grammjaban. Etelromlast elsésorban gabonaféléken (rizs), szaritmanyokban, tejtermékekben

okozhat (Pesti, 2001).
1.7.2. Gram negativ baktériumok

Escherichia coli

Az E. coli egy rovid, Gram negativ baktérium az Enterobacteriaceae csaladban. 1885-
ben fedezte fel Theoder Escherich német gyerekorvos és mikrobiologus. Az E. coli a
legjobban tanulméanyozott mikroorganizmus. K12 jelli torzse évtizedek ota biokémiai,
genetikai és géntechnologiai kisérletek alanya. Az els6 géntechnologiai eredmények (plazmid
izolalas és transzformacid) is ezzel a torzzsel sziilettek (Pesti, 2001).Fakultativ anaerob nem
sporazé baktérium. A sejtek peritrich flagellumokkal mozognak, szabalyos, egyenes apro
palcika alaktak, 2 pm hosszuak és 0,5 um atmeérdjlick. Sokféle taptalajon képes megélni,
kevert savas fermentacioval szukcinatot, tejsavat, etanolt, acetatot és szén-dioxidot termel. A
nem korokozo torzsek melegvérii allatok normaél bélflorajanak tagjai. A tapcsatorna alséd
szakaszaban élnek, az emésztérendszer normalis florajahoz tartoznak, K-vitamin termelnek.
Jelenlétik megneheziti egyes korokozok elszaporodasat a bélrendszerben. Elelmiszer-
mikrobiologiai vizsgalatokban a fekalids szennyezddés {6 indikatora.

Néhany E. coli torzs korokozo:

» Enteropatogén E. coli = EPEC — csecsemdk vizes hasmenését okozza.
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* Enteroinvaziv E. coli = EIEC — a vastagbelet timadja meg, a dizentéridhoz hasonld
tiineteket, vizes, véres hasmenést okoz.

» Enterotoxikogén E. coli = ETEC — hélabilis és héstabil toxint is termel. A toxinok a
vékonybélben hatnak, vizes, koleraszeri hasmenést okoznak, amit az ,utazok
betegségeként” is emlegetnek

» Enterohemorragias E. coli = EHEC — vérzéses bélgyulladast okoz, gyakran hugyuti
vérzéses gyulladassal egyiitt. Az O157:H7 szerotipus verotoxint termel. Elsdsorban a
nem kelléen hdékezelt husokban (hamburger koli), tejtermékekben fordulhat eld

(Rodler, 2005).

Serratia marcescens

A S. marcescens fakultativ aerob Gram negativ nem spdras baktérium, az
Enterobacteriaceae csaladba tartozik, sejtjei palcika alaktiak. Humanpatogén, hugyuti illetve
1éguti fert6zéseket, valamint ritkdn el6forduld kenyérbetegséget okoz. A baktérium vords
szinll pigmentet, prodigiozint termel. S. marcescens megtalalhaté a talajban, tragyaban,
fiird6szobakban, szallo porban (Pesti, 2001).

1.7.3. Elesztégombik

Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomycetaceae csaladba tartozé pék- vagy soréleszté. Sejtjei ovalisak, 5-10
mikrométer atmérdjliek. Eukaridta modellszervezet a molekularis €s a sejtbiologiaban.
Sarjadzéssal szaporodik, jellemz6 ra a haplo-diploid fejlédésmenet. A korai idok ota ez a
legfontosabb élesztéfaj — a kenyérsiitésnél, a bor- és sorkészitésnél hasznaljak. Napjainkban is
ezzel a fajjal termelik a bioldgiai iparok négy legnagyobb mennyiségben eléallitott termékét:
a soOrt, a bort, a takarmany¢lesztot, és a siitd¢lesztét. Ezt a mikroorganizmust alkalmazzak
leggyakrabban a fermentacids eljarasokban is. A biotechnologia fejlodésével az élesztok
hasznositasanak egyre ujabb lehetdségei nyilnak meg, igymint enzimek, vitaminok, heterolog
fehérjék, stb. termeltetése.

Mikrobidlis 6koldgiai szempontbol minden élelmiszer az élesztdgombak lehetséges
¢lohelyéiil szolgalhat, hiszen tdpanyagokban gazdag. Ha a koriilmények lehetdvé teszik, az
¢lesztok elszaporodnak és a termék erjedéses romlasat okozzak. A romlast gyakran kisérik jol
lathato jelenségek, mint példaul gazképzdodés kovetkeztében fellépd puffadas, zavarosodas,

iiledék- vagy hartyaképzddés. Az erjedéses romldsok nem okoznak megbetegedést, de az
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¢lelmiszert fogyasztasra alkalmatlanna teszik. A gyiimdlcslevek, iiditditalok erjeszthetd
cukrokban gazdagok, és alacsony pH-juk (2,5-4,0) miatt romlasukat els6sorban a savas
kornyezetet kedveld éleszték, koztiik is leggyakrabban S. cerevisiae okozhatja. Osszetételiik
¢s gyartastechnologidjuk szerint ezek az italok nagyon kiillonbozdéek. A természetes alapu
gytimolcslevekben tobb a tapanyag, ezért konnyebben romlanak, a szénsavas iditditalokat
védi a nagy CO, tartalom is. Mikrobiologiai romlds szempontjabol az alkoholos italok
meghatarozo6 tulajdonsidga az alkoholtartalom (borokban 8-14, sérokben 3-5 térf.%) ¢és az
alacsony pH (3,0-4,0). Palackozott borok ¢és sorok zavarosodasat, itiledékességét gyakran

okozza S. cerevisiae (Deak, 2001).

Pichia anomala

A Pichia (Hansenula és Hyphopichia) nemzetség a Saccharomycetaceae csaladba
tartozik. A faj sejtjei gdmb alakuak. A Pichia nemzetséget Hansen hozta Iétre, innen a régebbi
elnevezés. A sejt multilateralisan bimboézik, az aszkusz kalap vagy gomb alakt. Laktézt nem
asszimilal, de a nitratot igen. Ma mar a Pichia nemzetségben tobb mint szaz fajt ismernek,
melyek leginkabb korhadod novényeken talalhatok. A P. anomala mindenfajta élelmiszerben
el6fordulhat. Gyiimoles- és zoldség-eredetii élelmiszerekben erjedéses romlast okoz.

Folyadékok feliiletén hartyaképzésre hajlamos (Dedk, 2001).

Geotrichum candidum

Az Endomycetaceae csaladba tartozo éleszté. A Geotrichum fajok a valddi hifaval
rendelkezd, artrosporaképzésre hajlamos nemzetségek imperfekt alakjai. Kozilik a G.
candidum a legismertebb, gyakran izolaljak allati termékbdl; tejbdl, tejtermékbol,
gylimolcsokbdl és szennyvizekbdl. Extracellularis lipdz termelése jelentds. A tej, tejfol,
krémsajt keseredését okozhatja (Hudecova és mitsai, 2009). A laktéozt és a tejsavat
tapanyagként képes hasznositani, ezen kiviil bontja a fehérjéket €s a zsirokat. A tejiparban
idonként sajt érleléshez szoktak felhasznalni. A G. candidum D-3-fenilecetsavat termel, és ez
altal gatolja a Lysteria monocytogenes-szel, illetve bizonyos gombakkal vald fert6zodést
(Dedk, 1998).

Schizosaccharomyces pombe.
A Schizosaccharomycetaceae csaladba tartozo élesztd. A sejtjei palcika alakuak, 7-14
um hossztak és 3-4 um atmérdjliek, vegetativ sejtjei haploidok. Az élesztégomba ivartalanul

hasadéssal szaporodik, aszkosporai gomb alaktak. Erjedé novényi anyagokon, z6ldségeken,
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talajban, €s nagy cukortartalmu termékekben fordul el6. A S. pombe a csalad legismertebb
faja, mind elméleti vizsgalatok (sejtciklus- illetve genetikai kutatds), mind gyakorlati
szempontbol  (potencialis  biotechnologiai  alkalmazasa sokrétli) fontos eukaridta
modellszervezet. E16szor 1893-ban dél-afrikai sorbdl izolaltak. Az afrikai sorok élesztéjeként,
a boraszatban pedig, mint a bor savassagat okoz6 almasav egyik lebontdjat hasznositjak A
Schizosaccharomyces fajok szaporodasukhoz vitaminokat igényelnek. Még 50% glikkoz
mellett is jol szaporodnak. A S. pombe Xxerotolerans és tartdsitoszer tiird, ezért gyakran okoz

romlast szorpokben, koncentratumokban, borokban, gytimdlcslevekben. (Dedk, 1998).

1.7.3. Fonalas gombdk

Penicillium chrysogenum

A Penicillium nemzetség tagjai a természetben széles korben elterjedt penészgombak,
melyek magas cukortartalmt termékek, gabonafélék, olajos magvak, fiiszerek, sajtok, kenyér
penészesedését okozhatjak. A P. chrysogenum a legkiilonb6z6bb talajtipusokon a talaj
mikroflora egyik koézonséges képviselje. Fontos szerepe van a ndvényi és allati eredetii
szerves anyagok lebontasaban, gyakran izolalhat6 friss vagy raktarozott novényi eredetii
¢lelmiszerrdl. Telepei szélesen terjeddk, kékeszold szintiek, a konidiumok ellipszoid alaktak,
sima faltiak. A P. chrysogenum masodlagos metabolitként a penicillin antibiotikumot termeli
(Pesti, 2001). A penicillin akkor valik antibakterialis anyaggé, ha a szabad aminocsoportba
valamilyen savmaradék épiil be. A szamos derivatum koziil a legjobban ismert szarmazék a
G-penicillin, ebben benzilgyok talalhatd. Altaldban a legtobb Gram pozitiv baktériumra, azon
kiviil a Gram-negativ kokkuszokra, aktinomicétakra hatékony. Hatdsa baktericid - de csak a
szaporodo baktériumokra hat, minthogy sajtfal képzddését gatolja és a sejtfal nélkiili sejtek
szétesnek (Jakucs és Vajna, 2003).

Aspergillus niger

Az Aspergillus nemzetség az Eurotiales rend Trichocomaceae csaladjaba tartozik. Az
A. niger az iparban az egyik legelterjedtebb gombafaj, szamos enzim és szerves sav
eléallitasara alkalmazzak (citromsav, alfa-amilaz, fitaz, glikoamilaz, gliikozoxidaz, katalaz,
lipaz, pektinaz, protedz (Jakucs ¢és Vajna, 2003). A tiidé-aszpergillozis foglalkozési
betegségnek is tekinthetd, a penészsporakat tartalmazé por belélegzésével alakulhat ki. Ez a

betegség gyakran haldlos kimenetelli, de szerencsére aranylag ritka. A korokozok inkabb
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fakultativ patogénnek tekinthetdk, vagyis csak a legyengiilt beteg szervezetet timadjak meg,

de idénként kialakulhatnak erésebben patogén torzsek is (Jakucs és Vajna, 2003).

Fusarium sporotrichioides

A Hypocreales rend Nectriaceae csaladjaba tartozik. A novényi korokozo gombak
egyik legjelentdsebb csoportjat alkotjak a Fusariumok, amelyek mikotoxinokat termelnek. A
zearalenon 0sztrogén-szerli hatasa vetélést, elhullast okozhat a fert6zott takarmanyt fogyaszto
allatdlloméanyban, els6sorban a sértéseknél. A sejtosztédast gatoljak a trichotecének,
amelyeket szintén a Fusariumok valasztanak ki. A penészgombak mar ,,Jabon” megtamadjak

a gabonaféléket, és jelentds gazdasagi karokat okoznak a terméskieséssel (Jakucs és Vajna,
2003).

Rhizopus stolonifer

A Rhizopus nemzetség a Mucorales rend egyik legnagyobb csaladjanak, az
Absidiaceae csaladnak jol ismert nemzetsége. Sporangiumaik apofizissel rendelkeznek, a
zigospora szuszpenzorok szemben 4alloak, a sporangioférok eredésénél rizoidokat és
sztolonokat képeznek. Talajban, korhadé ndvényeken, élelmiszerek feliilletén és poros
felszineken gyakran megtalalhatok, de masodlagos novényi és opportunista human patogének
is el6fordulnak koztik. Az egyik leggyorsabban és leglatvanyosabban szaporodé gomba
csoport.

A nemzetség ismertebb fajai a R. stolonifer, R. oryzae, a R. microsporus. és a R.
oligosporus. Ezek a fajok élelmiszeripari és biotechnologiai szempontbol egyarant nagy

jelentdségiieck. A R. stolonifer a kenyér penészesedését okozhatja.
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2. CELKITUZESEK

A fogyasztok egészséges, szintetikus Osszetevoktél mentes élelmiszerek iranti
novekvo igénye miatt napjainkban a kutatok és az élelmiszeripar figyelme ismét a természetes
eredetii antimikrobialis hatéanyagok felé fordult, melyek felhasznalhatok Ilehetnek az
¢lelmiszer-tartositasban. A ndvényi illoolajok tobbsége rendelkezik a GRAS (altalanosan
biztonsagosnak itélt) és FA (élelmiszer adalékanyag) besorolassal, és a fogyasztok nagy része
elfogadja hasznalatukat az ¢lelmiszerekben. Az illbolajokat, illetve 0sszeteviiket eddig foleg
iz- ¢és aromaanyagként hasznositotta az élelmiszeripar és kisebb figyelmet forditottak

antimikrobialis hatasukra.

Mindezek alapjan a jelen kutatisi munka f6 célja kiilonb6z6 novényekbdl
szarmazo illoolajoknak, illéolaj oOsszetevoknek, valamint ezek kombinacidinak
élelmiszerromlast okozo mikroorganizmusok ellen Kkifejtett antimikrobialis hatasanak

vizsgalata volt.

Munkank el6tt a kovetkez6 konkrét célkitizéseket fogalmaztuk meg:

1. Illoolajok és illdolaj kombindciok antimikrobidlis hatdsanak agardifftizios lyukteszt
modszerrel torténd elétesztelése Bacillus subtilis, B. cereus, Escherichia coli és Serratia
marcescens baktériumokkal, illetve Saccharomyces cerevisiae, Pichia anomala,
Geotrichum candidum és Schizosaccharomyces pombe élesztégombakkal szemben,
valamint a megfeleld illoolajok és izolatumok kivalasztasa a tovabbi részletesebb

vizsgalatokhoz.

2. Az egyes pontban emlitett tesztek soran kiemelkedd gatlast mutato illoolajok esetében, a
baktériumok és az élesztégombak szaporodasi paramétereire gyakorolt hatas vizsgalata

folyadék tenyészetekben. Az illdolajok csiradld hatasanak vizsgalata.

3. Az illdolajok antimikrobialis hatasanak tesztelése Penicillium chrysogenum, Aspergillus

niger, Rhizopus stolonifer és Fusarium sporotrichioides fonalas gombakkal szemben.

crer

meghatarozasa makro- és mikrodilucios modszerekkel.
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Az illoolajok és f6 Osszetevoik kombinalt antimikrobialis hatasanak vizsgalata baktérium

¢s ¢élesztdgomba tenyészetekben.

Az illéolajok antimikrobialis hatasanak vizsgalata kiilonbozé élelmiszer Osszetevok

jelenlétében, valamint a gatlo hatas tesztelése élelmiszerekben.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt mikroorganizmusok

Az alkalmazott mikroorganizmusokat az 1. tdblazat tartalmazza. Az egyes izolatumok

fenntartasa kiegészitett hus-, Luria-Bertani- vagy malatas taptalajokon tortént kéthavonkénti

atoltassal, a torzseket 4°C-on taroltuk.

1. tablazat. A felhasznalt mikroorganizmusok.

Fajnév Torzsgyiijtemény Eredet, Izolalas helye
kodja
Baktériumok

Bacillus subtilis SZMC 0209 Ismeretlen

Bacillus cereus SZMC 0042 Ismeretlen

Escherichia coli SZMC 0582 Ismeretlen

Serratia marcescens SZMC 0567 Ismeretlen

Eleszték

Saccharomyces MB-021 Vad feketeribizli,

cerevisiae Mongolia

Pichia anomala MB-102 Tejfolgyartas utani
savo, Mongolia

Geotrichum candidum MB-196 Romlott sovany tej,
Mongolia

Schizosaccharomyces MB-89 Szeszipari hulladék,

pombe Mongolia

Fonalas gombék

Penicillium SZMC-0514 Ismeretlen

chrysogenum

Aspergillus niger ATCC-9092 Ismeretlen

Rhizopus stolonifer FEIC-11 Penészes  kenyér,
Magyarorszag

Fusarium FEIC-06 Buzakalasz,

sporotrichioides Magyarorszag

SZMC: Szeged Microbial Collection, Szegedi Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai Tanszék,

Szeged, Magyarorszag; MB: Microbial Collection, Mongol Tudoményos Akadémia,
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Biologiai Intézet, Ulanbaataar, Mongolia; FEIC: Food Engineering Institute Collection,

Szegedi Tudomanyegyetem, Elelmiszermérnoki Intézet, Szeged, Magyarorszag.

3.2. A felhasznalt illéolajok és illdolaj 6sszetevok
Az alkalmazott illdolajok a 2. tablazatban feltiintetett novények egyes részeibol
szarmaznak. A vizsgalatok sordn néhany ill6olaj egy-egy komponensét is tanulmanyoztuk (3

tablazat).

2. tablazat. A felhasznalt illoolajok (Aromax Kft., Magyarorszag).

Novény (Latin név) Novényrész
Citrom (Citrus lemon) Gylimolcshéj
Boroka (Juniperus communis) Tobozbogyd
Majoranna (Origanum majorana) Hajtas
Muskotalyzsalya (Salvia sclarea) Hajtas
Anizs (Pimpinella anisum) Mag
Gyombér (Zingiber officinale) Hajtas
Edeskomény (Foeniculum vulgare) Erett termés
Homoktovis (Hippophae rhamnoides) Friss termés (bogyo)
Sz616 (Vitis vinifera) Mag

Az antimikrobialis érzékenység vizsgalatokhoz az illoolajokat 0,45 pm porusméretii

sziirén (Millex® HV, Millipore) sterilre sziirtiik.
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3. tablazat. A felhasznalt ill6olaj 6sszetevok (Sigma).

Anyagtartalom

Illéolaj F6 osszetevo
(%)
Muskotalyzsalya Linalol 10-25
Boroka a-pinén 40
Citrom Limonén 60-80
Majoranna Terpinén-4-ol 10-25

3.3. Taptalajok és oldatok

Elesztdkivonat-tripton-gliikoz taptalaj (TGE) 1% gliikoz

0,5% tripton
0,25% élesztOkivonat

2,5% agar

Kiegészitett hustaptalaj (MEE) 0,4% huskivonat

0,4% pepton
1% gliikoz
0,1% ¢élesztokivonat

2% agar

Luria-Bertani (LB) taptalaj 1% tripton

0,5% ¢élesztokivonat
1% NaCl
2% agar
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Malatas taptalaj (MEA) 0,5% malata kivonat

0,5% ¢€lesztokivonat
1% gliik6z
2% agar

A vizsgélatok soran hasznalt tdpoldatok a fenti receptek alapjan késziiltek az agar

elhagyasaval.

I1l6olajok és élelmiszer-OsszetevOok kolcsOnhatidsanak vizsgalatdhoz hasznalt tdpoldatok

Hidrolizalt allati fehérjével kiegészitett tapoldat (B. cereus):

0,1% élesztékivonat

1% gliikoz

0,4%, 0,8%, 1,6% vagy 3,2% huskivonat
Hidrolizalt allati fehérjével kiegészitett tapoldat (E. coli):

0,5% élesztokivonat

1% NaCl

1%, 2%, 4% vagy 8% huskivonat
Hidrolizalt novényi fehérjével kiegészitett tapoldat (B. cereus):

0,1% élesztokivonat

1% gliikoz
0,4%, 0,8%, 1,6% vagy 3,2% szbdjapepton
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Hidrolizalt novényi fehérjével kiegészitett tapoldat (E. coli):

0,5% ¢lesztokivonat
1% NaCl
1%, 2%, 4% vagy 8% szdjapepton

Szacharo6zzal kiegészitett tapoldat (B. cereus):

0,1% élesztOkivonat

0,4% huskivonat

1%, 2%, 4%, 8% szacharoz
Szachardzzal kiegészitett tapoldat (E. coli):

0,5% ¢lesztokivonat

1% NaCl

1% tripton

1%, 2%, 4%, 8% szacharoz

I1160lajok higitdsdhoz hasznalt oldat 50%-0s dimetil-szulfoxid (DMSO) oldat

desztillalt vizben

Az oldatot 0,45 pm porusméretii sziirén (Millex® HV, Millipore) sterilre szirtiik.

Fiziologias sooldat 150 mM NacCl

desztillalt viz

Az oldatot 0,45 pm porusméretii sziirén (Millex® HV, Millipore) sterilre szfirtiik.
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3.4. Tenyésztési koriilmények

Az antimikrobidlis érzékenység vizsgalatokban alkalmazott mikroorganizmusok koziil
a Bacillus torzseket MEE, az E. coli izolatumot LB, mig az élesztoket és a fonalas gombakat
MEA tapkozegben neveltiik. A tesztek soran a Bacillus torzseket 30 °C, az E. coli izolatumot
37 °C, az ¢lesztoket 28 °C, a fonalas gombékat pedig 25 °C homérsékleten inkubaltuk.
3.5. Antimikrobialis érzékenység vizsgalatok

3.5.1. Az antimikrobidlis hatas tesztelése agardiffiizios lyukteszt modszerrel

A modszerrel a kiilonbozd illdolajok és illdolaj kombinacidk 1. tdblazatban felsorolt

baktérium ¢€s €lesztd torzsekre gyakorolt antimikrobidlis hatasat vizsgaltuk.

Ill6olajok antimikrobialis hatasa

Az antimikrobialis hatds vizsgalatokhoz az adott mikroorganizmusnak megfeleld
tapkozeget (25 ml) tartalmazd Petri-csészékre 24 oras elétenyésztésbdl nyert spora-, vagy
sejtszuszpenzidval (103-104 sejt/ml) massziv oltast végeztiink. A szuszpenziok szaradasa utan
steril dugofuroval a leoltott tdplemezbe 8 mm atmérdjli lyukakat furtunk, melyekbe 50%-0s
DMSO oldattal 50, 100, 150 és 200 ul/ml koncentraciora higitott illdolajokbol 100-100 pl-t
pipettaztunk. Kontrollként 100 pl 50%-0s DMSO oldatot hasznaltunk. A csészéket az illoolaj
oldatok taptalajba diffundalasaig 4°C-on hagytuk (kb. 2 6ra), majd ezutdn a tenyészeteket az
3.4. pontban leirt hdmérsékleten inkubaltuk. A gatlasi zonak atmérdit 24, illetve 48 ora
inkubalas utan is meghatdroztuk; a kapott eredmények pontos kiértékeléséhez harom

parhuzamos mérés atlagaval szdmoltunk.

I116olaj kombindciok antimikrobialis hatasa

crc

oldott borokaolajjal kiillonb6zé ardnyban (1:0,5; 1:1 ¢és 1:2) kombinaltunk egy masik
illoolajat. A kombinalt illéolajok antimikrobialis hatdsdnak tesztelését szintén agardiffiizios

lyukteszt mddszerrel, a fent leirt modon végeztiik.
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Az egyes anyagok antimikrobidlis hatasat az adott szer alkalmazasa soran
bekovetkezett novekedésgatlas mértékével jellemeztiik. Az illdolajok kozotti kdlcsonhatds
mértékét az Abbott képlet segitségével szamoltuk ki: Ie = X+Y—(XY/100), ahol Ie a vart
gatlas szazalékos értéke egy adott kdlcsonhatasban, az X és az Y pedig a kolcsonhatasban
szerepld anyagok kiilon-kiilon mért gatlasi szazalékai. Ha Iy a mért gatlasi szazalék, akkor a
kolesonhatas mértékét (IR) az IR=Iy/le hanyadossal szamolhatjuk. Ha IR<0,5 antagonista, ha
IR>1,5 akkor szinergista kolcsonhatas feltételezhetd a két szer kozott. Ha az IR értéke 0,5 és

1,5 kozé esik, akkor a vizsgalt két anyag kolcsonhatasa additiv jellegli (Moreno és mitsai.,
2003).

3.5.2. Az illbolajok hatdsa baktériumok és élesztok szaporoddsi paramétereire

A vizsgalatokat a B. cereus, B. subtilis és E. coli baktériumokkal, valamint az 1.

tablazatban felsorolt dsszes élesztd torzzsel végeztiik.

A Szaporodasi gérbék meghatarozasa

A kiilonb6z6 mikroorganizmusok novekedéséhez megfeleld tapoldat segitségével az
egyes illoolajokbol 100 pl/ml koncentraciotol kiindulva felezd higitasi sort készitettiink 4
lépésben, majd az igy kapott torzsoldatokbol 30 ml tapoldathoz 300 pl-t adtunk. A higitasok
elvégzése utan az illdolajok végkoncentracidja 1 pl/ml, 0,5 pl/ml, 0,125 pl/ml és 0,0625 pl/ml
illetve élesztd tenyészetekbdl készitett szuszpenzidval oltottunk be. A kontroll tapoldat
illoolajat nem tartalmazott. A tenyészeteket a 3.4. pontban leirt hémérsékleteken, folyamatos
razatas mellett 48 oran at inkubaltuk. A fermentlevekbdl kétoranként mintat vettiink (1 ml) és
580 nm hullamhosszon mértiik az optikai denzitas véltozasat (DU™-65 Spektrofotométer
Beckman). Az eredmények alapjan felvettiik a szaporodasi gorbéket, valamint a logaritmikus
fazisban kapott egyenesek segitségével meghataroztuk a szaporodasi ratdk és a lag fazisok

hosszat.

Az antimikrobialis hatds meghatarozasa élosejtszam szamolassal

A szaporodasi gorbék meghatarozasanal kétoranként vett mintdkbol tizes léptékil

higitasi sort készitettlink, majd a higitdsi sor tagjait az egyes mikroorganizmusoknak
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megfeleld taptalajokat tartalmazo Petri-csészékre szélesztettiik. A tenyészeteket 24 oOran at a
3. 4. pontban leirt homérsékleteken inkubaltuk, majd ezutan kivalasztottuk azt a higitast,
amely jol szdmolhat6 telepmennyiséget ad. A megallapitott telepszamot az eredeti tenyészet 1
ml mennyiségére jutd €élosejtszam megadasahoz a higitas mértékével szoroztuk, majd ezutan

meghatdroztuk a kiilonboz6 turbidités értékekhez tartozo €élésejtszamot.

Az antimikrobialis hatds meghatarozasa kozvetlen sejtszamolasi mddszerrel

Az optikai denzitas (Asgg) értékek €s a sejtszam kozotti dsszefliggés meghatarozasahoz
a Dbaktériumokbol ¢és élesztokbol az illdolajokat eltérd koncentracidban tartalmazo
tapoldatokban 24 o6rés tenyészeteket allitottunk eld, majd az inkubdcios idd letelte utan
Biirker-kamrédban  torténd  sejtszamoldssal megallapitottuk az egyes tenyészetek
milliliterenkénti sejtszamat. A levett mintakbol felez6 higitasi sort készitettiink 6t 1épésben, a
kiilonb6z6 higitdsokhoz tartozd optikai denzitas (Asgp) értékeket abrazoltuk, majd ez alapjan

meghataroztuk a kiilonb6z0 turbidités értékekhez tartozo sejtszamot.

Az illoolajok hatdsa Gram pozitiv és Gram negativ baktériumok tulélésére

crer

1 pl/ml tdménységben kevertiik az illéolajokat, majd 3 6ras 37°C-on torténd inkubélas utan
OtlépcsOs tizedeld higitdsi sort készitettlink, majd a higitdsi sor tagjait Petri csészékre

szélesztettiik. A szamolhato telepszamokbol meghataroztuk a taléld sejtek szamat.

3.5.3. Az illoolajok sporadlé hatasanak tesztelése

A vizsgalatokban a bordka-, citrom-, majoranna- és muskotalyzsalya illoolajok B.
subtilis baktérium endosporaira gyakorolt sporadlé hatasat teszteltiik.

Hetvenkét oras baktérium tenyészetbél 5 ml steril desztillalt vizzel szuszpenziot
készitettiink, melyet a vegetativ sejtek elpusztitisanak érdekében 20 percen at 80 °C
hémérsekleten tartottunk. A szuszpenzio6 centrifugéalasa (5000 rpm, 10 perc) utan a csapadékot
5 ml steril desztillalt vizben felvettiik, majd ismételt centrifugalast kévetéen (5000 rpm, 10
perc) a leiilepedett endosporakat 5 ml steril fizioldgias sdoldatban szuszpendaltuk fel. A
sporakoncentracid6 meghatarozasahoz Biirker-kamraban torténd szdmolast végeztiink, majd

TGE tapoldat segitségével a sporaszamot 10%ml toménységure allitottuk be.
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Az egyes illoolajokbol 2 ml spoéraszuszpenziohoz 20 pl mennyiséget adtunk, ezutan
vortex-kever6 segitségével torténd elegyitést kovetden 24 oran keresztiil 30 °C hémérsékleten
inkubaltuk. A kontroll elegybe 20 pul steril fiziologias sdoldatot kevertiink. Az inkubacios 1d6
letelte utan a szuszpenzidkat centrifugaltuk (5000 rpm, 10 perc), majd a keletkezett
csapadékot 2 ml fiziologids so6oldatban vettiik fel. Az endospora szuszpenzidbdl tizes 1éptékii
higitasi sort készitettiink négy 1épcsében, majd ezt kovetden mindegyik higitasbol 100-100 pl
mennyiséget TGE taptalajra szélesztettiink. A Petri-csészéket 24 6ran at 30 °C homérsékleten
inkubaltuk; az egyes illoolajok sporocid hatasat a telepek kontroll tenyészethez viszonyitott

szdmaval hataroztuk meg.

A minimalis sporocid koncentracié (MSC) meghatarozasa

Az MSC megallapitasanak érdekében 10%/ml endospéra toménységti TGE tapoldathoz
(2 ml) kiilonb6z6 koncentracidban illoolajat (0, 2, 5 és 10%) adtunk, majd az elegyeket
vortex-keverd segitségével torténd keverés utdn 24 6ran at 30°C hdmérsékleten inkubaltuk. A
kontroll elegyhez 200 pl desztillalt vizet adtunk. Ezt kovetden a sporocid hatas vizsgélatnal
alkalmazott modon centrifugaltuk és higitottuk a szuszpenzidkat, melybdl ezutan 100-100 pl
mennyiséget TGE taptalajra szélesztettiink, majd a csészéket 30 °C-on 24 6ran at inkubaltuk.
Az eredmények kiértékelésénél figyelembe vett MSC az a legkisebb illdolaj koncentracio,

amelynél nem tapasztaltunk telepképzddést.

3.5.4. A pH befolyasa a majoranna olaj antimikrobidlis hatdsdra

A Kkisérletekben a tapoldat kémhatdsdnak majordnnaolaj antimikrobidlis hatdséara
gyakorolt kovetkezményét vizsgaltuk az 1. tablazatban felsorolt ¢élesztOknél. A
tenyeésztésekhez 100 ml-es Erlenmeyer lombikokat hasznaltunk, melyekben a 30 ml
mennyiségli MEA tapkozeg kémhatasat 0,1 N NaOH, illetve 0,1 N HCI segitségével pH 4.0,
5.0, 6.0 és 7.0 értékekre allitottuk. A tapoldatokhoz ezutan 7,5 pl illdolajat adtunk, majd a
szuszpenzioval oltottunk be. A tenyészeteket 28°C homérsékleten 24 6raig inkubaltuk, majd
az 580 nm hullamhosszon (DU®-65 Spektrofotométer Beckman) meghatarozott optikai
denzitas értékek alapjan felvettiik az egyes élesztok kiillonboz6 pH értéken kapott szaporodasi
gorbéit. A szaporodasi gorbékbdl meghataroztuk és 0sszehasonlitottuk a szaporoddsi ratakat

¢s a lag fazisokat.
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3.5.5. Az antimikrobidlis hatds tesztelése fonalas gombdknal

A vizsgalatokat az 1. tdblazatban felsorolt fonalas gombatorzsekkel végeztiik el.

Fonalas gombak novekedése illdolaj gbztérben

A tesztekhez az Gigynevezett forditott Petri-csésze modszert hasznaltuk (FPCs) (Singh
¢és mtsai, 2008). A Petri-csészékben 1évé MEA taptalajra kacsnyi gombafonalat pontba szarva
vittiink fel, majd a csészék fedelébe egy-egy steril szlirdpapir korongot helyeztiink. Az egyes
ill6olajokbol 50%-0s DMSO oldat segitségével felezd higitasi sort készitettiink 4 1épésben,
majd ebbdl 30 pl mennyiséget a szlirOpapir korongokra pipettaztunk. A tomény illdolajat
tartalmazé korongra higitas nélkiil 30 pl mennyiséget, mig a kontroll csészébe kertilt korongra
30 ul 50%-os DMSO oldatot vittiink fel. Ezutan parafilm segitségével a csészéket
légmentesen lezartuk, igy az illdolaj géze nem képes kijutni a Petri-csészébdl. A csészéket
forditott helyzetben 30°C hémérsékleten 4 napig inkubdltuk, mely alatt naponta mértiik a

telepek atmérdjét. A vizsgalatokat harom parhuzamos sorozatban végeztiik el.

Fonalas gombdak ndvekedése illdolaj tartalmu kézegben

Az ugynevezett mérgezett élelmiszer (szubsztrat) modszert (MSz) hasznaltuk (Singh
és mtsai, 2008), melyben az illéolajokat a 40 °C-os MEA taptalajba kevertiik, ugy hogy a
végkoncentracio 1, 0,5, 0,25, 0,125 és 0,0625 pl/ml legyen. Ezekbdl a taptalajokbol 30 ml-t
ontottiink ki, igy egy csészébe 30 - 1,875 pl illdolaj keriilt, annyi, amennyi az el6zd
kisérletben a korongon volt. A taptalaj szilarduldsa utan a csészékre egy-egy oltdkacsnyi
gombafonalat vittiink fel beszirasos modszerrel. A tenyészeteket 30°C homérsékleten 4 napig
inkubaltuk, mely alatt naponta mértiik a telepek atmérdjét. A vizsgalatokat jelen esetben is

harom parhuzamos sorozatban végeztiik el.

3.5.6. A minimalis gatlo koncentracio (MIC) meghatdrozdsa

Az illéolajok MIC értékeinek megallapitasat az 1. tablazatban szerepld baktérium
(kivéve S. marcescens) és ¢lesztd torzseknél, mig az egyes illdolaj komponensekét B. cereus
és S. cerevisiae izolatumoknal vizsgaltuk. A kiilonboz6 torzseket a novekedésiiknek

megfeleld, 3.4. pontban leirt tipkozegben €s hdmérsekleten inkubaltuk.
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Az illdolajokra makrodilucids, mig az illdolaj komponensekre mikrodilucios
modszerrel allapitottuk meg a MIC értéket. Az illdolaj koncentraciok 2 ul/ml-t6l valtoztak
felez6 higitasi 1épésekben 0,0625 ul/ml-ig, mig a komponensek koncentracidja 8 ul/ml-t6l
0,25 pul/ml-ig, szintén felez6 higitdsban. A mikroorganizmusok tapoldattal elkészitett 10/ml
inkubaltuk. A fotometrias mérést (Asgy) kdvetéen megallapitottuk a MIC értéket (DU®-65
Spektrofotométer, Beckman; ASYS Jupiter HD mikrotiterlap olvaso, ASYS Hitech), ami az a
legkisebb illoolaj vagy komponens Kkoncentracid, amely megakadalyozza az adott
mikroorganizmus szaporodasat. Az illoolaj vagy illéolaj komponens, illetve szuszpenzid
nélkiili tapoldat (hattér) optikai denzitds értékét minden esetben kivontuk a kapott

eredménybdl.

3.5.7. Illoolajok és illoolaj komponensek kombindlt antimikrobidalis hatisdanak vizsgalata

checkerboard-mddszerrel

Az illoolaj kombiniciok hatdsanak vizsgalata

A teszteket a B. cereus, B. subtilis ¢és E. coli baktériumokkal, valamint az 1.
tablazatban felsorolt Gsszes €élesztd torzsnél végeztiik.

A kisérletekben minden mikroorganizmusnal 36 db Erlenmeyer lombikot hasznaltunk,
melyekbe 30 ml, az adott izoldtum noOvekedéséhez megfeleld tapoldatot meértiink. A
lombikokat 6x6-os négyzetes elrendezésben helyeztiik el, majd az 50%-0s DMSO oldattal
elkészitett, kiilonb6z6 koncentracidju illdolajokbol (1, 0,5, 0,25, 0,125 és 0,0625 pl/ml) 1 ml
mennyiséget pipettdztunk a tédpoldatokhoz. A vizsgalatok sordn minden esetben a boroka
olajjal kombinaltunk egy masik illdolajat. A bordkaolaj higitasait megfeleld sorrendben a
6x6-0s elrendezésti négyzet soraiba pipettaztuk, mig a hat oszlopba a masik illéolaj higitasait
vittiik be, ezzel a két kombinalni kivant ill6olaj minden koncentracidja keveredett egymassal.
szuszpenzioval oltottuk be. Az illdolaj péarolgas gatlasdhoz a lombikokat dupla alufélidval
lezartuk, majd az elkésziilt ,sakktabla” elrendezésii lombiksort a 3.4. pontban leirt
hémérsékleten torténd folyamatos razatds mellett 24 6ran at inkubéltuk. Az inkubécids 1d6
letelte utan a szemmel lathatéan zavaros, vagy iiledéket tartalmazé lombikokat pozitivnak,

mig az atlatszo tapoldatot tartalmazokat negativnak tekintettiik.
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I1l6olajok 6 komponenseinek kolcsonhatdsa

A f6 illoolaj komponensek koélcsonhatasainak vizsgalatat B. cereus és S. cerevisiae
mikroorganizmusok felhasznaldsaval, mikrodilucios modszerrel vizsgaltuk. Az izoldtumokat a
novekedésiiknek megfeleld, 3.4. pontban leirt tapkdzegben és homérsékleten inkubaltuk.

A folyamat sordn az a-pinén bordkaolaj komponenssel parositottunk egy masik
illoolaj Osszetevot, valamint egy linalol — terpinén-4-ol kombinaciot is teszteltlink. A
egyes tapkozegekhez a 10%ml sejtszamu, tapoldattal elkészitett szuszpenziokbdl 100 pl-t
adtunk. Az optikai denzitas valtozasat ASYS Jupiter HD (ASYS Hitech) mikrotiterlap olvaso
segitségével 580 nm hulldmhosszon mértiik. Hattérként illoolaj komponens €és szuszpenzid
nélkiili tdpoldatot haszndltunk, melyet minden esetben kivontunk a kapott optikai denzitas

értékbol.

A frakcionalt gatlasi index (FICI) meghatarozasa

Az elvégzett checkerboard-titralasok eredményeibdl a frakcionalt gatlasi index (FICI)
kiszamolasaval megallapitottuk az egyes illoolajok, illetve illéolaj komponensek kozotti
kolcsonhatasokat. Eldszor az egyes illoolajokra a frakcionalt gatlasi koncentracio (FIC)

értéket szamoltuk ki a MIC (minimalis gatlasi koncentracio) alapjan:

Crombinscioban

FIC=

MIC iasolsi esvedil

A FIC index (FICI) egyenlé az egyes illoolajokra megadott FIC-ek Osszegével. A és B

illoolajra:
FICI=FICA+FICg

A két illdolaj kozott fellépd kolcsonhatéds (Gutierrez és mtsi, 2008):
szinergista, ha FICI<0,5

additiv, ha 0,5< FICI< 1,0
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indifferens, ha 1 <FICI< 4
antagonista, ha FICI>4.

3.5.8. Illoolajok kolcsonhatasa élelmiszer dsszeteviokkel

Az élelmiszer Osszetevokkel folytatott vizsgalatokat B. cereus ¢és E. coli
izolatumoknal, az 3. 3. pontban leirt, huskivonatot, szdjapeptont vagy szacharozt kiilonb6zo
koncentracioban tartalmazo6 tapoldatok felhasznalasaval végeztikk. A tapoldatokat 100 pl,
A tenyészeteket folyamatos razatds mellett 48 oran at inkubdaltuk az 3. 4. pontban leirt
hémérsékleteken, majd az 580 nm hulldmhosszon (DU®-65 Spektrofotométer, Beckman)
megallapitott optikai denzitas értékek alapjan felvettiik a szaporodéasi gorbéket, ezutan

meghataroztuk a szaporodasi ratakat és a lag fazisok hosszat.

3.5.9. lllvolajok antimikrobidlis hatdsa élelmiszerekben

I116olajok antimikrobidlis hatdsa élesztokre almalevekben és tejben

A Kkisérletek soran sziirt almalevet (szarazanyag-tartalom 12%, cukortartalom 12,5%;
pH 3.6; Monfresh Juice, Mongolia), szliretlen almalevet (szarazanyag-tartalom 11%,
cukortartalom 11,5%; pH 4.5; Monfresh Juice, Mongolia), valamint f6l6zo6tt tehéntejet
(Mongolia) hasznaltunk tapkozegként. A tenyésztéseket 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban
végeztik.

Az 1. tablazatban felsorolt élesztégombak 24 oras tenyészetébsl 10°/ml koncentracidjt
szuszpenziot készitettiink, melybdl 100 ul mennyiséget 30 ml, 0,25 pl/ml koncentracioban
citromolajjal kiegészitett tapoldatba oltottunk. A kontroll tapoldat ill6olajat nem tartalmazott.
Az 24 6ran at 28 °C hémérsékleten, folyamatos razatds mellett inkubalt tenyészetekbdl
kétoranként mintat vettiink (1 ml), melybdl tizes 1éptékii higitdsi sort készitettiink 4
1épcsdben, majd ezt kovetden mindegyik higitasbol 100-100 pl mennyiséget MEA taptalajra
szélesztettiink. A Petri-csészéket 24 oran at 28 °C homérsékleten inkubaltuk, ezutan a
citromolaj almalevekben és tejben tapasztalt gatlo hatasat a telepek kontroll tenyészethez
viszonyitott szamaval vizsgaltuk. A logaritmus sejtszam - id6 fliggvényekbdl meghataroztuk
az illdolajat nem tartalmazo, illetve tartalmazo Osszeallitdsokban a szaporodasi ratak és a lag

fazisok valtozasat.
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Il1dolajok antimikrobidlis hatdsa E. coli baktériumra daralt sertéshusban

A vizsgalatokban 100 g daralt sertéshushoz kiilonb6zé koncentracidban (0,125, 0,25,
0,5 és 1%; m/v%) kakukkfii illetve majoranna illoolajat adtunk, majd beoltottuk 1 ml 10*/ml
E. colival. A 24 6ras 5 °C-on valé tarolas utan a csiraszam valtozast csészére szélesztéses
modszerrel vizsgaltuk. A huskeverékbdl 10 g-ot bemértiink 90 ml fizioldgias sooldatba,
laposan Osszekevertlik és 10 percig allni hagytuk. Ezutan a feliiluszobol 6tlépcsds tizedeld
higitasi sort készitettiink. Mindegyik higitasbol kivettiink 100-100 pl-t és 2-2 csészére
sz€lesztettiik, majd a csészéket 24 orara 37 °C-os inkubatorba helyeztiik. Az inkubacids 1d6
végén a telepszambol megallapitottuk a daralt hiis 1 g-jaban talalhatd telepképzd egységek
szdmat (CFU/ml).

Illdolajok gombaellenes hatisa kenvérszeleten

Csomagolt, szeletelt fehér, félbarna és rozskenyérbdl antiszeptilus koriilmények kozott
(steril fiilke alatt, UV-val besugarzott alufolian) egy 9 cm-es formaval kor alakll szeleteket
vagtunk ki, melyeket Petri csészékbe helyeztiink. A kenyérszeletek magassaga 10-11 mm
volt. A. niger, P. chrysogenum és F. sporotrichioides, illetve egy eléz6leg kenyérrdl izolalt R.
stolonifer 72 oras tenyészetérol steril fiziologids sooldattal lemostuk a sporakat, és Biirker
kamras sejtszamolas segitségével 10%/ml-re higitottuk a szuszpenzié sporaszamat. Ebbél a
szuszpenziobol 30 pl-t vittiink fel a kenyerek kozepére. A Petri csésze fedelébe egy csepp
agarral beragasztottunk egy 10 mm atméréji steril papirkorongot, amire 30 ul majoranna
vagy muskotalyzsalya-olajat vittiink fel. A kontroll csészékben az illdolaj helyett 30 ul steril
desztillalt vizet cseppentettiink a korongra. A csészéket parafilmmel lezartuk, hogy
megeldzziik a parolgast, és szobahOmérsékleten (22 °C) 14 napon keresztiil figyeltiik a
penészgombak megjelenését. Az elsé megjelenéstdl szamitva naponta mértiik a gombatelepek

atmérojét.

3.6. Erzékszervi vizsgalatok

Az almalevek ¢és f0lozott tej esetében egy négytagu birdld bizottsag végezte az
érzékszervi vizsgalatot. Az illoolajjal kiegészitett és az illdolajat nem tartalmazo italok illatat
¢és izét hasonlitottdk Ossze egyszerli leir6 modszerrel. A vizsgalat 1ényege, hogy a két

tulajdonsagcsoport jellemzésére legfeljebb 3-3 pozitiv és 3-3 negativ jelz6t fogalmaztatunk
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meg az egyes birdlokkal, majd ezeket Osszegezve kivalasztjuk a biraloi csoport altal
megfogalmazott, maximum 3 legfontosabb pozitiv és maximum 3 legfontosabb negativ jelzot.
A kapott eredmény alapjan megallapitjuk a mintar6l, hogy inkabb pozitiv vagy negativ a

megitélése. A pozitiv és negativ jelzOk szdmaranya mindsiti a terméket jonak vagy rossznak.

3.7. Alkalmazott statisztikai modszerek

Vizsgalati eredményeinket paros T proba vagy egyutas ANOVA analizissel vizsgaltuk
SPSS 9.0 szoftver segitségével p<0,05 szignifikancia szint mellett.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELES

4.1. Illoolajok antibakterialis, antifungalis hatasanak elotesztelése, a megfelelé illoolajok

Kkivalasztasa

Az el6tesztelést agardiffuzios lyukteszttel végeztiik. Tobb oldoszert is kiprobaltunk,
gyakori tapasztalat volt, hogy a lyuk aljan tomény illéolaj maradékot lattunk, ami nem
diffundalt be a taptalajba. Végiil az 50%-0s DMSO mellett dontottiink, és inkubacio elétt 2
orara hiitészekrénybe (+8 °C) helyeztiik a csészéket, hogy megakadalyozzuk az illoolaj
elparolgésat, és segitsiik a taptalajba torténd bediffundalast. A 4. tdblazat adataibol lathato,
hogy ezekben a tesztekben a legkevésbé érzékeny baktérium a Gram negativ S. marcescens és
E. coli volt. A Gram pozitivak koziil a B. cereus érzékenyebbnek bizonyult a B. subtilis-nél.
Az éleszt6k mindegyike érzékenynek bizonyult, kivéve a P. anomala-t. A két zsiros olaj, a
sz6ldmag- és homoktdvis-olaj alig vagy egyaltalan nem mutatott gatlo hatast. Gyenge gatlas
1épett fel az édeskomény és gydombér illdolaj esetében. A majoranna €s muskotalyzsalya olaj

kozepes, mig a bordka- és citromolaj jo gatld hatassal rendelkezett.

4. tablazat: Gatlasi zondk (mm) 100 pl/ml ill6olaj koncentracid mellett.

Edes- Homok- Musk.

Faj/Illéolaj Anizs Boréka  Citrom Komény Gyombér " Majordnna  JCFE - S#616
B. subtilis - 10 12 - - - - 13 -
B. cereus - 12 10 15 10 - 10 13 -
S. marcescens - - - 12 - - 12 11 -
E. coli - 13 11 - - - 10 - -
S. cerevisiae 11 18 14 - - - 10 11 -
S .pombe 10 - 20 12 12 - - 12 -
G. candidum - 11 12 - 11 11 12 - -
P. anomala - 15 12 - - - - - -

41



5. tablazat: Ill6olajok kozotti kolcsonhatas vizsgalata lyukdiffuzios rendszerben

/ IIIéc')Zlijj Il160laj Citrom Edeskomény Homoktdvis Majoranna Anizs Muskotalyzsalya Sz616 GyOombér

Faj Konc.: 50 100 200 50 100 200 50 100 200 50 100 200 50 100 200 50 100 200 50 100 200 50 100 200
B. subtilis S A - S S S - S S S S A - - - S A A - - - - S S
B. cereus A A A N N N A A - S A A A A N A N N A A N A A A
E. coli S S A S S A - - - - S A S S A - S A S - A A A A
S. marcescens S A A A A - - - - - - - - A - - - - - - - - -
S. cerevisiae S S S S S - S S S S S S S S S S N N S S S S S S
S.pombe - - - - - - - - - - - - S S - - - - - - -
G. candidum A A A A - - A A N S A N S S S S A A A A A A A N
P. anomala A A A A A A A N N A A A - - - A N N A A N N N N

A - additiv hatas; S- szinergizmus; N- antagonizmus; - nincs kélcsonhatas
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crer

kevertiik a tobbi illoolajat 50, 100 és 200 ul/ml koncentracidban (5. tablazat). A kolcsonhatas-
vizsgalatokbdl lathatd, hogy gyakran szinergista vagy additiv hatas 1épett fel. Ugyanaz a
kombinacié a kiilonb6z6 mikroorganizmusok esetében kiilonb6z6é hatast eredményezett: S.
marcescens ¢és S. pombe esetében gyakran nem volt semmilyen kolcsonhatas, mig B. cereus,
G. candidum és P. anomala esetében a két illoolaj gyakran kioltotta egymas hatasat, azaz
antagonizmus lépett fel. A legjobb kombinacié a citrom- és bordkaolaj volt, mely szinte
minden koncentracioban pozitiv kolcsonhatdst mutatott. Ezekben az illoolajokban a 6
komponensek, a limonén €s a-pinén, hasonl6 szerkezetliek, a ciklikus terpének koz¢ tartoznak
- talan ezzel magyarazhato, hogy kiegészitik egymas hatasat.

Az eldkisérletek eredményei alapjan a kovetkezd 4 illdolajat valasztottunk ki: boroka-,

citrom-, majoranna- és muskotalyzsalya-olaj. A tovabbiakban ezekkel dolgoztunk.

4.2. 1ll6olajok hatasa baktériumok és élesztok szaporodasi paramétereire

Az ill6olajok hatdsat a baktériumok és élesztdk - abszorbancia mérések alapjan
meghatarozott - szaporoddsi paramétereiben bekdvetkezd valtozasokkal mértik. A
szaporodasi ratdit és a nyugalmi szakaszok hosszat (lag fazis) a szaporodasi gorbe
exponencialis szakaszara illesztett egyenes meredekségébdl és metszéspontjabol hataroztuk

meg. Osszehasonlitottuk a stacioner fazisban elért maximélis sejtszamokat is.

4.2.1. llloolajok gatlo hatisa Gram pozitiv baktériumok névekedésére

Altalanossagban elmondhaté, hogy az illdolajok novekvé koncentracidja egyre
hosszabb lag fazisokat eredményezett, B. cereus esetében 0,5 és 1 ul/ml muskotalyzsalya-olaj
hatdsara 48 oOran keresztil nem volt szaporodds megfigyelhetd (6. tadblazat). Boroka és
majoranna esetében csak a két legnagyobb koncentraciondl nytlt meg szignifikansan a
nyugalmi szakasz, mig a citromndl minden koncentracid egyre hosszabb lag fézist
eredményezett. A szaporodasi ratak csokkenése a kontrollhoz képest tobbé-kevésbé fiiggetlen
volt a koncentraciotol, kivéve a majordnna- €s a citromolaj esetét, ahol a szaporodasi rata

szignifikansan csokkent a ndvekvo koncentraciokkal (p<0.01).
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6. tablazat: Illoolajok hatasa Bacillus cereus novekedési paramétereire

Koncentracio Lag fazis (h) Maximum specifikus
(ul ml™) + sz0ras szaporodasi rata (h™)
+ szoras

Kontroll 0 563+047a 0,311 +0,022 a
Muskotalyzsalya 0,0625 8,87+1,10a 0,262 + 0,028 a
0,125 10,16 £1,34 b 0,202 +0,108 a
0,25 20,02 +3,35¢ 0,138 £ 0,069 b

0,5 >48,00 - -

1 >48,00- -
Bordka 0,0625 7,28 +£0,87 a 0,260 £ 0,011 a
0,125 6,79+ 0,21 a 0,257 + 0,000 a
0,25 7,64 +0,36 a 0,222 +£ 0,006 b
0,5 10,81 +£1,51b 0,176 £ 0,040 b
1 15,74 £ 4,09 b 0,207 £ 0,062 b
Citrom 0,0625 6,72+ 0,85 a 0,296 + 0,001 a
0,125 7,11 £1,11b 0,236 £ 0,022 b
0,25 773 +0,52 b 0,240 + 0,005 b
0,5 11,89+ 0,04 ¢ 0,235+0,010b
1 23,48 £0,55d 0,215+0,011b
Majorénna 0,0625 6,98+ 0,83 a 0,293 +0,017 a
0,125 7,05+0,82 a 0,294 +£ 0,026 a
0,25 724+0,24 a 0,208 + 0,000 b
0,5 10,50+ 1,10b 0,127 £ 0,006 ¢
1 27,66 +0,79 ¢ 0,099 £ 0,020 ¢

“A kiilénbdz6 betiikkel jelolt értékek kozott az eltérés szignifikans (p<0,05).

B. subtilis esetében a lag fazisok valtozasa hasonld volt, mint a B. cereus-nal, azaz
altalaban csak a legmagasabb illoolaj koncentraciok okoztak szignifikans hosszabbodast, és a
muskotalyzsalya olaja 1 pl/ml koncentracidban itt is 48 oranal hosszabb nyugalmi szakaszt
eredményezett. Citromolaj hatasara koncentraciotol fliggetleniil csokkentek a szaporodasi
ratak, mig — némileg meglepd modon — a majoranna-olaj hatasara nétt a szaporodasi sebesség
(7. tablazat). A 48 oras mérési periddus végén meghatarozott sejtszamok csak a citrom- és
muskotalyzsalya-olaj legmagasabb koncentracidja mellett mutattak egy nagysagrendnyi
csokkenést a kezeletlen mintahoz viszonyitva, 10° sejt/ml-rél 10% sejt/ml-re csokkentek

mindkét baktérium esetében.
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7. tablazat: Illoolajok hatasa Bacillus subtilis novekedési paramétereire

Koncentracio Lag fazis (h) Maximum specifikus
(ul ml™) + sz0ras szaporodasi rata (h™)
+ szoras

Kontroll 0 3,15+ 1,162 0,293 + 0,074 a
Muskotalyzsalya 0,0625 4,17+0,77 a 0,254 +0,017 a
0,125 7,69 + 0,27 ab 0,251+ 0,011 ac

0,25 10,55 +-0,53 b 0,285+ 0,027 ac

0,5 33,34+ 1,80 ¢ 0,106 +-0,021 b

1 >48,00- -

Bordka 0,0625 2,26+0,23 a 0,297 £ 0,005 a
0,125 325+0,23 a 0,316 £ 0,042 a

0,25 3,49+0,44 a 0,325 +0,022 a

0,5 1449+047b 0,315+0,027 a

1 28,57+0,51d 0,313 £0,052 a

Citrom 0,0625 2,96+ 0,27 a 0,211 £0,009 ¢
0,125 2,84 +£0,31 a 0,218+ 0,011 ca

0,25 2,88+ 0,15a 0,215+0,010 ¢

0,5 2,78+ 0,23 a 0,199 £ 0,008 ¢

1 12,06 £0,30b 0,210 +£0,017 ¢

Majorénna 0,0625 5,30+0,26 a 0,431 +0,041d
0,125 525+0,27 a 0,419+0,018d

0,25 8,84 + 0,74 ab 0,405+ 0,033 d

0,5 18,32+ 0,59b 0,320+ 0,008 a

1 36,51 +£0,43 ¢ 0,443 £ 0,030 d

" A kiilonbszd betiikkel jelolt értékek kozott az eltérés szignifikans (p<0,05).

4.2.2. llloolajok hatdsa Gram negativ baktériumok novekedésének gdtlasdara

A Gram negativ E. coli fontos indikatorszervezet az élelmiszeripari mikrobioldgiaban,
mivel a nem megfeleld lizemi ¢és személyi higiénia kovetkeztében elszaporodhat az
¢lelmiszerekben. Néhany torzs, mint az E. coli O157H7 komoly humanpatoldogiai tényezo,
mely az ételmérgezés mellett szervkarosodasokat (vese és m4j) is okozhat. A védekezésben a
szigort technologiai fegyelem mellett szerepe van a kiilonboz6 csiraszam-csokkentd

eljarasoknak is.
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8. tablazat: Illoolajok hatasa Escherichia coli ndvekedési paramétereire

Koncentracid Lag fazis (h) Maximum specifikus
(ul ml™) + sz0ras szaporodasi rata (h™)
+ sz0ras

Kontroll 0 9,050,952 0,385+0,019a
Muskotalyzsalya 0,0625 9,67+2,33a 0,363 +£ 0,003 a
0,125 11,10+ 0,48 a 0,373 £ 0,053 a
0,25 11,60+ 0,40 a 0,358 £ 0,052 a
0,5 11,39+ 0,86 a 0,371 +£ 0,028 a
1 13,13+ 5,08 a 0,298 £ 0,025 a
Bordka 0,0625 10,56 £ 1,44 a 0,399 + 0,039 a
0,125 10,38+ 0,89 a 0,415+ 0,014 a
0,25 11,37+0,32a 0,419 £ 0,034 a
0,5 11,25+ 0,38 a 0,419+ 0,039 a
1 12,06 £ 0,09 a 0,403 £0,011 a
Citrom 0,0625 10,95+ 1,05 a 0,361 0,009 a
0,125 11,03+ 0,97 a 0,249 +£ 0,000 b
0,25 11,30+ 0,70 a 0,257 +0,022 b
0,5 11,72+ 0,28 a 0,255+0,023 b
1 12,13+0,13a 0,319 £ 0,051 a
Majorénna 0,0625 8,55+1,91a 0,353 £ 0,006 a
0,125 10,95+ 0,43 a 0,365+ 0,043 a
0,25 11,62 +0,00 a 0,331 £0,025 a
0,5 29.86+1,80b 0,331 £ 0,056 a

1 >48,00- -

" A kiilonbozd betiikkel jelolt értékek kozott az eltérés szignifikans (p<0,05).

Az altalunk vizsgalt illoolajok koziil csak a majordnna volt szamottevd hatassal az E.
coli lag fazisanak hosszara: 1 pl/ml feletti koncentracioban 48 oranal hosszabb volt a
nyugalmi szakasz (8. tablazat). A szaporodasi ratak gyakorlatilag nem valtoztak egyik illdolaj
hatdsara sem (kivéve a citromolajat) €s a lag fazisok sem kiilonbozetek szignifikansan a

kontrollhoz képest.
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4.2.3. Az illéolajok hatdsa az élesztégombak néovekedésére

Az ¢élesztok a magas cukortartalmu és alacsony pH-ju élelmiszerek erjedéses romlasat
okozhatjak. Kiilondsen érzékenyek az ilyen romlasokra a gyiimolcs- és zoldségkészitmények,
levek, piirék, CO,-mentes iiditéitalok (Dedk, 2007; Stratford, 2006). A 10. és 11. tablazatban
az illoolajoknak a hartyaképzé P. anomala, a tej keseredését okozo G. candidum, valamint a
romlott gyiimodlcslevekbdl leggyakrabban izolalt S. cerevisiae és S. pombe szaporodasi
paramétereire kifejtett hatasat lathatjuk.

A legtobb esetben a lag fazisok szignifikansan hosszabbodtak az egyre nagyobb
illoolaj koncentraciok hatdsara, kiilonosen 0.25 pl/ml koncentracio felett. A 48 6ras vizsgalati
id6 alatt a S. cerevisiae a legmagasabb citrom- és borokaolaj koncentraciok mellett nem
kezdett el szaporodni. A legérzékenyebb ¢éleszt6 a S. pombe volt; egyaltalan nem szaporodott
az 1 pl/ml illéolaj koncentracioknal egyik olaj esetében sem (10.tablazat). A szaporodasi
rataknal szignifikans csokkenés csak 0.5 pl/ml koncentraciok felett volt (9. tablazat). A
stacioner fazisban elért maximalis sejtszam majoranna hatasara P. anomala és S. cerevisiae
esetében egy nagysagrenddel, mig G. candidum esetében két nagysagrenddel csokkent. S.
pombe sejtszama szintén egy nagysagrenddel csokkent muskotalyzsalya- (0.5 ul/ml) és
citromolaj (0.25 pl/ml) hataséra.

Osszefoglalva eredményeinket, elmondhatjuk, hogy az abszorbancia mérések alapjan
megallapitott szaporodasi paraméterek koziil mind a baktériumoknal, mind az élesztéknél az
ill6olaj jelenléte kevésbé befolyasolta a szaporodési sebességet, mint a lag fazis hosszat. A
nyugalmi szakaszban a mikroorganizmusok alkalmazkodnak a koérnyezetiikhoz, enzimeket
termelnek, és energiatartalékokat képeznek. Ha ez az alkalmazkodas sikeres volt, és képesek
voltak az osztodasra, a szaporodasi sebességet mar nem befolyasolta jelentsen a cidikus
dozis alatti koncentracioban jelenlévd gatloanyag. A stacioner fazisban elért maximalis
sejtszdmok csupan 1-2 nagysagrenddel csokkentek, vagy egyaltalan nem valtoztak a
kiilonb6z6 koncentracioja illdolajok hatasara. A Gram pozitiv baktériumok érzékenyebbnek
bizonyultak a Gram negativaknal, mint azt tobb szerzé is leirta mar (Burt, 2004; Hammer és
mtsai, 1999). A Gram negativ baktériumok kiils6 membranja gatolja a kismolekulaja hidrofob
anyagok ¢és a nagy molekulatomegli anyagok bejutasat, ami magyardzhatja e baktériumok

viszonylagos érzéketlenségét az illdolajok irant.
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9. tablazat: Ill6olajok hatasa €élesztok szaporodasi sebességére tapoldatban

Szaporodasi rata (1/h, atlag & sz6rés)

Koncentracio G. candidum P. anomala S. cerevisiae Sch. pombe
(ul/ml)
Kontroll 0 0,243+0,020a 0,187 + 0,026 a 0,149 £ 0,009 a 0,171 +0,010a
Muskotalyzsalya 0,0625 0,213 +£0,027 b 0,144 +0,026 b 0,135+0,011a 0,175+0,010a
0,125 0,203 + 0,008 b 0,153 +0,013b 0,141 £ 0,002 a 0,226 + 0,029 b
0,25 0,204 + 0,009 b 0,159 +0,019b 0,141 £ 0,008 a 0,101 £0,035¢
0,5 0,150 + 0,002 ¢ 0,137+0,011b 0,104 + 0,012 b 0,013 + 0,002 d
1 0,131,+ 0,002 c 0,081 + 0,002 ¢ 0,127,+ 0,005 b 0,000
Boroka 0,0625 0,254 £ 0,020 a 0,163 +0,011a 0,146 £ 0,019 a 0,163 +0,011a
0,125 0,239+ 0,020 a 0,193 + 0,034 a 0,138 + 0,005 a 0,193 +0,034 a
0,25 0,238 +0,011a 0,179+ 0,035 a 0,141 £ 0,006 a 0,179+ 0,035 a
0,5 0,223 £ 0,034 ab 0,160 + 0,006 b 0,216+ 0,048 b 0,000
1 0,192 +0,019b 0,065 +0,019 ¢ 0,000 0,000
Citrom 0,0625 0,201 £0,014 b 0,198 £ 0,033 a 0,148 £ 0,034 a 0,174 £ 0,031 a
0,125 0,228 + 0,015 ab 0,160+ 0,005 b 0,162+ 0,018 a 0,111+0,013b
0,25 0,212 +0,013b 0,184 + 0,024 a 0,159 +0,010a 0,000
0,5 0,171 +0,019¢ 0,190 + 0,041 a 0,172 + 0,005 a 0,000
1 0,138 + 0,007 d 0,092 + 0,004 ¢ 0,000 0,000
Majoranna 0,0625 0,216 £ 0,024 b 0,183 +0,016a 0,129+0,018 b 0,152 +0,016 b
0,125 0,189 +0,014c 0,186 + 0,026 a 0,129 + 0,006 b 0,149 £ 0,007 b
0,25 0,196 + 0,015 bc 0,183 + 0,008 a 0,121 +0,010b 0,141+ 0,005 b
0,5 0,127 + 0,002 d 0,099 £ 0,013 b 0,122+ 0,001 b 0,155+0,013b
1 0,078 £0,019 e 0,040 £ 0,014 ¢ 0,029 £ 0,020 ¢ 0,000

" A kiilénbdz6 betiik szignifikans eltéréseket jeleznek (p< 0.05)
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10. tablazat: Ill6olajok hatasa ¢élesztok lag fazis idétartamara tdpoldatban

Lag fazis (h, atlag + szoras)

Koncentracio G. candidum P. anomala S. cerevisiae Sch. pombe
(ul/ml)
Kontroll 0 744+034a 547+0,57 a 6,38 +0,36 a 735+0,30a
Muskotalyzsalya 0,0625 10,12+ 0,44 b 6,58 0,52 b 7,21+0,83a 9,64+1,16a
0,125 9,80+0,36 b 8,15+0,54 ¢ 6,74+0,49 a 14,65+ 3,70 b
0,25 9,83+0,22b 11,42+ 1,06 d 9,67+1,05b 18,25+1,88 ¢
0,5 14,56 £ 0,26 ¢ 18,45+ 0,55 e 11,32+ 1,27 ¢ 17,55+0,37 ¢
1 20,55+ 0,23 d 18,76 £ 0,51 e 2220+1,21d >48
Boroka 0,0625 8,95+0,43b 4,40+0,42a 6,87+ 0,76 a 7,77+ 1,24 a
0,125 9,14+0,46 b 5,67+0,78 ab 7,13+0,58b 15,87 +£4,86 b
0,25 8,57+0,25b 6,53+1,13b 19,85+ 0,15¢ 19,61 +1,22¢
0,5 9,76 £ 0,46 C 19,26 £ 0,87 ¢ 26,63 +0,96d >48
1 12,05+ 0,40d 21,74+2,31d >48 >48
Citrom 0,0625 8,67+0,35b 6,35+0,79b 6,02+ 0,30 a 18,55+1,21b
0,125 11,37+0,13 ¢ 527+0,13 a 6,85+0,90 ab 17,82 +0,61b
0,25 13,68 + 0,34 d 10,13 +0,53 ¢ 740+0,42b >48
0,5 20,88 +0,38 ¢ 19,38 £ 1,05d 21,41+0,40¢c >48
1 2295+0,20 f 22,05+0,16 ¢ >48 >48
Majoranna 0,0625 9,40+0,40b 6,72+ 0,60 a 573+0,47a 21,66 £1,22b
0,125 9,78+ 0,37b 9,55+1,33b 6,11 +0,20 a 22,22+1,06 b
0,25 10,72 +£0,39 ¢ 10,82 +£0,59 b 6,13+0,28 a 22,25+0,36 b
0,5 20,49 £0,10d 19,18 £ 0,66 ¢ 7,25+0,09 a 2721 +0/44c
1 34,17+0,10e 26,43 +1,34d 39,14+191b >48

“Kiilonbdzé betiik szignifikans eltéréseket jeleznek (p< 0.05)
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Nem volt Iényeges kiilonbség az eukaridta ¢lesztok €s a prokaridta baktériumok
érzékenysége kozott, ami arra utal, hogy az illéolajok f6 tamadéaspontja, mindkét esetben, az
alapvetd felépitésben megegyez0 sejthartya lehet (Cox és mtsai, 2000; Burt, 2004; Cristani és
mtsai, 2007).

4.3. A pH szerepe az illoolajok élesztok elleni hatasaban

A legtobb illoolaj antimikrobidlis hatasa savas kdzegben nagyobb. Ilyenkor ugyanis
nem disszocidlt formdban talalhatok, hidrofob tulajdonsaguk dominal (Burt, 2004), a
kismolekulaja hidrofob komponensek pedig kdnnyebben atjutnak a sejtmembrinon. Az
¢lesztOk elsdsorban alacsony pH-ju élelmiszerekben szaporodnak el, ezért feltételezhetd, hogy
az illoolajok gatld hatasa jol érvényesiil ebben a kornyezetben. Kisérleti eredményeink alapjan
a majoranna-olaj a semleges pH-an mutatta a legerGsebb gatlast: a lag fazis hossza
szignifikansan nétt, mig a szaporodasi rata szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest.
Azonban S. cerevisiae és G. candidum esetében illoolaj nélkiil is hosszabbak voltak a pH 7-en
mért lag fazisok, annak megfelelden, hogy az élesztok novekedéséhez idealis pH tartomany 4
¢s 6 kozott van (2. dbra). Ebben a savas tartomanyban az illdolaj kevésbé volt hatassal a
szaporodasi ratdkra, de a lag fazisok itt is hosszabbak voltak a kontrollhoz képest. A
legérzékenyebbnek ebben a kisérletben is a S. pombe bizonyult; majoranna-olaj mellett nem
tapasztaltunk szaporodast a 24 6rés vizsgalati 1d6 alatt a pH 6 és pH 7-re allitott tapoldatban.
Eredményeink alapjan az éleszt6k szamara megfeleld savas pH-an az ill6olajok
antimikrobialis tulajdonsaga jol érvényesiil, mégha nem is itt fejtik ki a maximalis hatasukat.
Tapasztalatainkat megerdsiti Nguefack €s mtsai (2009) kozlése, mely szerint nemcsak a kdzeg
pH-ja, hanem a vizsgalt mikroorganizmus savas vagy bazikus kornyezeti igénye is

befolyasolja a gatloanyagok hatasat.
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2. abra: A pH hatdsa (pH 4-7 kozott, 1d. abramagyarazat) az élesztok szaporodasi

paramétereire majoranna olaj jelenlétében.

A kiilonb6zo betiik szignifikans eltéréseket jeleznek (p< 0.05). A- S. cerevisiae, B - P.
anomala, C- G. candidum

4.4. lléolajok hatasa Gram pozitiv és Gram negativ baktériumok talélésére

A tulélési kisérletekben 24 o6ras, korai stacioner fazisban 1évo 1-5x10® CFU/mI
baktérium szuszpenzidhoz kevertiik az illéolajokat 1 pl/ml koncentracidban, és 3 6ras 37 °C-

on torténd inkubdlds utan csészére szélesztéses modszerrel hatdroztuk meg a taléld sejtek

szamat.
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3. abra: Gram pozitiv és negativ baktériumok talélése 1 pl/ml illdolaj hozzdadasa utan. (A

kezelési id6 3 ora volt.)

A 3. abran lathat6 a kiilonbozd illdolajok eltérd hatasa a Gram pozitiv és negativ
baktériumokra. Mig a Gram pozitiv Bacillus-okra a majoranna és a muskotalyzsalya fejtette ki
a legerdsebb gatlo hatast, a Gram negativ S. marcescensre a bordka- és citromolaj. Az el6zd, a
szaporodasi paraméterek befolyasolasdra vonatkozo eredményekbdl a lag fazisok hossza
alapjan az ill6olajok hatdsa B. cereus esetében a kovetkezOképpen valtozott: muskotalyzsalya
> majoranna > citrom > boroka; mig B. sutilis esetében: muskotalyzsalya > majoranna >
bordka > citrom. Ugy tiinik, hogy a Bacillus-okra a terpén alkoholokat, mint f6 komponenst
tartalmazé illéolajok fejtenek ki erdsebb hatast, mig a Gram negativ S. marcescens-re a
monoterpén f6 komponenseket tartalmazo olajok. A két Gram negativ baktérium (E. coli és S.
marcescens) érzékenysége az egyes illoolajfajtakra eltéré volt. Ennek az eltérésnek a

tisztazasa tovabbi kutatasokat igényel.
4.5, Az illoolajok sporocid (sporaolé) hatasa

Az endospéra képzés bizonyos baktériumoknal komoly higiéniai és

¢lelmiszerbiztonsagi gondokat okozhat, hiszen az alkalmazott fertdtlenitési és hdokezelési
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modszerek nem biztos, hogy elpusztitjak az Gsszes sporat. A B. subtilis a kenyérgyartasban
okoz gondot. A kenyér belsejében ¢életben maradt endosporak vegetativ sejtekké alakulnak
kenyérnyulosodast okoznak. Kisérletiinkben az illoolajok sporocid hatasanak tesztelésére ezért
valasztottuk modellszervezetnek a B. subtilis-t. A 4. abran lathatd, hogy 10% illoolaj
koncentracid mellett is meglehetésen magas a tuléld sporak szama. Legjobb hatast a
bordkaolaj mutatta, a legmagasabb koncentracioban kb. 4 nagysagrenddel csokkentette a
sporaszdmot. A majoranna és muskotalyzsalya esetében a csokkenés 1,5 - 2 nagysagrend.
Erdekes kiilonbség, hogy mig a vegetativ sejtek szaporodasira a muskotalyzsalya és
majoranna fejtette ki a legerdsebb gatld hatast, addig a sporak életképességét ezek kevésbé
befolyasoltdk. Ez a jelenség valdsziniileg annak tudhaté be, hogy mas a tamadaspont a
vegetativ sejtek és a spordk esetében. Hayley és munkatarsai (2009) 13 illdolaj hatasat
vizsgaltak B. subtilis spoérakra, melyek koziil a kardamom-, teafa- és bordkaolaj volt a
leghatasosabb: 1% feletti koncentraciokban 3 nagysagrenddel csokkentették az életképes
spordk szadmat. Az elektronmikroszkopos felvételeken az illdolajjal kezelt sporak
Osszetoppedtnek ¢és laposnak latszottak, mintha ozmotikus sokk érte volna Oket.
Feltételezhet6, hogy a mégannyira ellenalld spoéraburok atjarhatdésaga is megvaltozik az
illoolajok hatdséra, és a spora anyagainak egy része kiaramlik. Tovabbi megfigyelésiik volt,
hogy 60 °C-on nétt az illdolajok sporocid hatasa. Mivel mar 1% illdolaj koncentracié is erds
iz- ¢és illatvaltozast okozhat az ¢€lelmiszerekben, valoszinlileg a kombindlt kezelés, a magas

homérséklet és illoolajjal egyiitt alkalmazva lenne megfeleld.
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4, abra: llloolajok hatasa B. subtilis endosporainak tulélésére (0-10% koncentracioban)
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4.6. A minimalis gatlé koncentraciok (MIC) meghatarozasa

4.6.1. MIC meghatdarozds baktériumok esetében

crer

novekedés, 24 oras inkubacio utan allapitottuk meg. A 11. tablazatbdl leolvashato, hogy a
szaporodasi paraméterekre kifejtett hatashoz hasonléan a két Bacilllus torzs esetében itt is a
majoranna és a muskotalyzsalya mutatta a legalacsonyabb MIC értéket, azaz a legerdteljesebb
gatlo hatast. A Gram negativ E. coli esetében meghatarozott MIC értékek magasabbak voltak,
kivéve a majoranna-olajat, ahol az érték a Gram pozitiv torzseknél tapasztalt értékkel

megegyez0 volt.

11. tablazat: Ill6olajok MIC (ul/ml, atlag + szoras) értéke tapoldatban

I1160laj / Faj B. cereus B. subtilis E. coli
Boroka 0,75+ 0,35 0,5+0,0 2,0+0,0
Citrom 1,0+ 0,0 0,375+0,17 4,0+0,0

Majoranna 0,25+£0,0 0,375+0,17 0,375+0,17

Muskotalyzsalya 0,375+0,17 0,29 £0,19 2,0£0,0

4.6.2. MIC meghatdrozdas élesztogombak esetében

A 24 6ras MIC értékek alapjan is a S. pombe volt a legérzékenyebb torzs, mig a
legmagasabb MIC értékeket G. candidum esetében mértiik (12. tablazat). Sachetti és mtsai
(2005) kozleményében, ahol 11 illdolaj antimikrobidlis hatasat vizsgaltak, a két
legérzékenyebb élesztd a S. pombe és S. cerevisiae volt, hasonléan a mi eredményeinkhez. Az
altalunk meghatarozott MIC értékekhez hasonlod eredményt kapott Hammer és mtsai (1999),
akik C. albicans éleszténél a bordka és citrom esetében 2 pl/ml, mig majoranna esetében 0,25

ul/ml MIC értéket allapitottak meg.
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12. tablazat: Illoolajok MIC (ul/ml, atlag + szoras) értéke tapoldatban

I1160laj / Faj S. cerevisiae  S. pombe G. candidum  P. anomala

Boroka 0.5+0.0 0.25+0.13 2+£0.0 0.5+0.0

Majoranna 0.75+£0.25 0.0625+0.0 0.5+0.0 0.5+0.0
Muskotéalyzsalya 0.75+0.25 0.625+0.25 1+0.0 0.75+0.25
Citrom 0.375+0.13  0.15+0.09 0.75+0.25 0.625+0.13

4.7. llléolajok hatasa a fonalas gombak telepnovekedésére

A fonalas (penész-) gombdk az élesztOkhoz hasonléoan megjelenhetnek magas
cukortartalmu ¢élelmiszereken. A beféttek, lekvarok jellegzetes romlast okoz6 szervezetei a
Penicillium és Aspergillus fajok. Mivel képesek szaporodni 0,9 a,, (vizaktivitas) értéken is,
ezért megjelenhetnek szaritott gylimolcsokon, kenyéren, szarazkolbaszon, sajtokon, és a
legkiilonbozobb egyéb élelmiszereken (Jakucs és Vajna, 2003).

A penészgombak jelentds része mikotoxinokat termel, melyek gyakran nem akut,
hanem kronikus mérgezést okoznak, és az immunrendszer gyengiiléséhez, a hormonegyensuly
felborulasahoz és kiilonb6zd emésztdszerv-rendszeri rakok kialakuldsdhoz vezethetnek.

A gombasporak és konidiumok a kérnyezetben mindenhol megtalalhatok, a védekezés
elleniik nem konnyli. Mint lattuk, a hagyoményos tartositasi eljarasok, mint a szaritas,
hiperozmotikus kozeg létrehozasa cukrozassal, de akar még a hdkezelés sem tudja mindig
garantalni tavoltartasukat az élelmiszerektdl. Az illoolajok ebben az esetben is alternativat
jelenthetnek a szintetikus tartositoszerekkel szemben ill. mellett.

Kisérleteinkben két kiilonbozé modszert alkalmaztunk: a ,,mérgezett szubsztrat”
technikanal az illoolajokat a taptalajba kevertiik, mig a forditott petri csésze modszernél a

gombatelepek egy illoolaj-g6ztérben novekednek.
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5. abra: Majoranna és muskotalyzsdlya olaj hatdsa fonalas gombak telepndvekedési
sebességére. A- F. sporotrichioides; B -A. niger; C - P. chrysogenum. (Az dbramagyarazat az
egy petri csészényi taptalajba kevert, illetve a papirkorongra felvitt illdolaj mennyiségeket

jelenti pl-ben).

Az 5. dbran a majoranna- és muskotalyzsalya-olaj hatasat lathatjuk a vizsgalt fonalas
gombak telepndvekedési sebességére. A taptalajba kevert illoolajok legfeljebb a legmagasabb
koncentraciokban csokkentették a telepnovekedési ratat, és hasonlo volt a helyzet a gbéztérben
novekvd gombdknal is. A 30 pl-es adag altal 1étrehozott g6z koncentracid hatasara rendkiviil

erbteljes csokkenés volt megfigyelhetd mindkét illdolaj, és az abrakon szerepld mindhérom
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gomba esetében (kivéve a P. chrysogenumot, ahol a kontroll névekedése is lassu volt, de itt
valdsziniileg inokulum hiba okozta a kapott eredményt). A R. stolonifer azért nem szerepel az
abran, mert gyakorlatilag minden koncentracional és mindkét moddszernél azonos volt a
telepnovekedési rata. Boroka illoolajanak gbézében 24 oraig, mig majoranna-olaj gbézterében
48 o6raig nem alakultak ki R. stolonifer telepek, utana azonban minden esetben teljesen
bendtték a petri csészét, fiiggetleniil az illdolaj-koncentracidtol, vagy az alkalmazott
modszertol.

Az illoolajok hatasardl differencidltabb képet kapunk, ha a telepméretbdl szadmitott
relativ gatldsok mértéket vetjilkk Ossze. Ehhez a szdzalékban megadott gatlds mértékét a
kovetkez6 képlet alapjan szamitottuk ki: G(%) = (Dk - D) / Dk x 100

G - a gatlas szazalékos értéke;

Dk - a kontroll telepatméré mm-ben;

D, - az illdolaj jelenlétében mért telepatméréd mm-ben.

A gatlast a 4. napon mért adatok Gsszevetésébdl szamitottuk. A 6. dbran lathatd, hogy a
taptalajba kevert illdolajok gatld hatasa alacsony volt, a legkisebb koncentracioknal idonként a
kontrollnal nagyobb telepatmérdt (nulla alatti gatlasi értéket) kaptunk.

A forditott petri csésze mddszernél a 30 pl illdolaj hatasa néhany esetben megkozelitette a
teljes gatlast, de minden esetben magasabb volt, mint a masik modszerrel meghatarozott érték.
Az alacsonyabb koncentracioknal azonban gyorsan csokkent a gatld hatas. Suhr és Nielsen
(2003) szerint a nagyobb, fenolos jellegli komponenseket tartalmazd olajok a taptalajhoz
keverve mutatjdk a legjobb hatéast, mig a kisebb, nem aromatikus komponenseket (limonén,
citrdl) tartalmazdk gdézfazisban mutatnak jobb hatasfokot. Az altalunk vizsgalt olajok fenolos
komponenst nem tartalmaznak (Id. 15. tablazat), igy a kapott eredmények Osszhangban

vannak a fenti megallapitassal.
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6. abra: Majoranna és muskotalyzsalya illdolaj telepndvekedést gatld hatasa penészgombakra.
A - Fusarium sporotrichioides, B- Aspergillus niger, C - Penicillium chrysogenum. (Az
abramagyarazat az egy petri csészényi taptalajba kevert, illetve a papirkorongra felvitt illdolaj

mennyiségeket jelenti pl-ben).
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4.8. Az illoolajok kolcsonhatasa

Az élelmiszeriparban az illdolajok természetes eredetli tartositoszerként vald
felhasznéaldsdnak gatat szab, hogy nagyon erds aromajuk miatt mar kis mennyiségben is
megvaltoztatjdk az élelmiszerek izét €s illatdt. Az illdolajok kombinaldsa esetén fellépd
additiv vagy szinergista hatdsok révén a sziikséges koncentracid csokkenthetd, és igy
elkeriilheté a nem kivant mellékhatés. Az illdolaj kombinadcidok kolcsonhatasara a frakcionalt
gatldsi index (FICI) kiszamitasat alkalmaztuk. Meghataroztuk a farkcionalt gatlasi
koncentraciokat (FIC) az egyes illoolajokra szamolt MIC értékekbdl, és a két FIC érték
Osszege adta a kolcsonhatast kifejezd FICI értéket (Lambert és Lambert, 2007).

4.8.1. llloolaj kombindaciok kélcsonhatdsa baktériumok novekedésének gatlasdra

A vizsgalt baktériumok koziil a B. subtilis esetében a bordkaolajjal kombinalt
majorannaolaj szinergista, mig a tobbi illoolaj additiv hatast mutatott. B. cereus esetében a
bordkaolaj - majoranna-o0laj parositasban az illéolajok kioltottdk egymas hatasat, a tobbi
esetben pedig nem volt kélesonhatas. A citromolaj és a borokaolaj kiegészitette egymas E.
coli-ra gyakorolt hatasat, mas kombinaciokban azonban itt sem volt kdlcsonhatas. A
majoranna-olaj — muskotalyzsalya-olaj kombinacié minden esetben additiv kélcsonhatashoz
vezetett (13. tablazat). A mi eredményeinkhez hasonléan Gutierrez és munkatarsai (2008)
szintén eltérd kolcsonhatasokat kaptak ugyanazon illdolaj kombinacidkra kiilonbozo
baktériumoknal. Mig az oregandolaj kombinalva bazsalikom-, kakukkfii-, majoranna-,
citromfli-, rozmaring-, és zsalyaolajjal minden esetben additiv hatast eredményezett B. cereus
ATCC 11778 torzs esetében, ugyanakkor a Listeria monocytogenes 11323 esetében egyik
parositas sem mutatott pozitiv kdlcsonhatast. A jelenség magyarazatdhoz az egyes dsszetevok

hatdsmechanizmuséanak pontos tisztdzasara van sziikség.
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13. tablazat: Ill6olaj kombinaciok FIC indexei

I1160laj kombinaciok MIC (pl ml™) FIC index® Kolcsonhatas
tipusa
E. coli
Bordka +
Citrom B(0,0625)+C(2) 0,53 Additiv
Majoranna B(2)+Ma(0,25) 1,5 Nincs hatas
Muskotalyzsalya B(0,0625)+Mu(2) 1,03 Nincs hatas
Majoranna +
Muskotalyzsalya Ma(0,0625)+Mu(1) 0,625 Additiv
Bacillus cereus
Boroka +
Citrom B(0,0625)+C(1) 1,125 Nincs hatas
Majoranna B(2)+Ma(0,0625) 4,25 Antagonista
Muskotalyzsalya B(0,125)+Mu(0,25) 1,25 Nincs hatas
Majoranna +
Muskotalyzsalya ~ Ma(0,0625)+Mu(0,125) 0,75 Additiv
Bacillus subtilis
Boroka +
Citrom B(0,0625)+C(0,125) 0,625 Additiv
Majoranna B(0,0625)+Ma(0,0625) 0,375 Szinergista
Muskotalyzsalya B(0,25)+Mu(0,0625) 1,00 Additiv
Majoranna +
Muskotalyzsalya ~ Ma(0,0625)+Mu(0,0625) 0,75 Additiv

Eredmények alapjan a kdlcsonhatas szinergista (FICI<O0,5), additiv (0,5< FICI<1,0), nincs

hatasa (1,1<FICI<4) vagy antagonista (FICI>4),

4.8.2. Illoolaj kombindaciok kélcsonhatdsa élesztogombak novekedésének gatldsdra

Elesztok esetében a legjobb, additiv, kolcsonhatas a borékaolaj — muskotalyzsalya-olaj

kombinacional adodott. Az Osszes tobbi esetben nem talaltunk kdlcsonhatast, az illdolajok

kozombosen viselkedtek egymassal szemben (14. tablazat).
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14. tablazat: Ill6olaj kombinaciok FIC index értékei (atlag + szords) malatads tapoldatban

[1160laj S. cerevisiae  Sch. pombe G. candidum P. anomala

Boroka+Muskotalyzsalya 0,625 (A)+0,07  1,5(I)+0,00 0,75 (A) £ 0,09 0,75 (A)+ 0,00
Borodka + Citrom 1,5 +0,00 2,01 +0,35 2,25 )+ 0,40 1,25 (1) £ 0,041

Borodka + Majorénna 125)+0,44 1,51 +0,00 1,51 +0,44 1,251 +0,38

# Eredmények alapjan a kolcsdnhatés szinergista (FIC<0.5), additiv (A, 0.5< FIC<1.0), nincs

hatas (I, 1.1<FIC<4) vagy antagonista (FIC>4).

4.9. Ill6olajok fokomponenseinek antimikrobialis hatasa és kolcsonhatasa

Az éltalunk vizsgalt illdolajok Osszetételét az Aromax Kft. bocsatotta

rendelkezésiinkre (15. tablazat).

15. tablazat: Az altalunk vizsgalt illoolajok f6 komponensei

Komponens (%) Boroka Citrom  Majoranna Muskotalyzsalya
a-pinén 31 - - -
B-pinén 307 16 - -
Limonén 3 59 - -
Linalool - - - 27
Linalil-acetat - - - 51
Terpinén-4-ol 6 - 30 -
a-terpinén - - 9,6 6,6
y-terpinén - 12 16 -
a-terpineol - - 4,6 -
Cisz-szabinén-hidrat - - 19 -
B-mircén 6,7 - - -
Szabinén - - 8,1 -
Neral - 1,5 - -
Geranial - 1,7 - -
Germakrén - - - 2,8
" B-pinén és szabinén - a két csucs nem valaszthaté el az alkalmazott eluenssel
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A tablazatbol lathatdé, hogy a bordka ¢€s a citrom olaja elsdsorban egyszerl
monoterpéneket tartalmaz fokomponensként, mig a majoranna terpén-alkoholokat ¢&s
monoterpéneket, a muskotdlyzsalya pedig egy terpén-alkoholt (linalool) és annak acetatos
formajat tartalmazza. A kiillonb6z6 dsszetevok kiilonbozé tulajdonsagokkal rendelkeznek, és
mas lehet a hatasuk is. Altalanosan elfogadott tény, hogy a legerésebb antimikrobialis hatéssal
a fenolos jellegh Osszetevok, mint a karvakrol és timol rendelkeznek (Dorman és Deans,
2000). A mi illoolajainkban nincsenek ilyen jellegli vegyiiletek. A majoranna rokonainak
tobbsége, mint az oregano (szurokfil) nagy mennyiségben tartalmaznak karvakrolt, de a
majorannabdl ez a komponens hianyzik, vagy csak nagyon kis mennyiségben van jelen
(Novak ¢és mtsai, 2003). Fraternale ¢és munkatarsai (2005) hasonld Osszetételt irtak le
Olaszorszagbol szarmazé muskotalyzsalya-olajra, f6 Osszetevoként a linaloolt és linalil-
acetatot emlitve. A terpén alkoholok fehérje-kicsapd vagy -dehidralé dgensként
viselkedhetnek (Dorman és Deans, 2000); de sokkal aktivabbak, ha a sejthartya atjarhatésaga
nd, ami azt sugallja, hogy f6 tdmadéspontjuk a sejten beliil van (Longbottom ¢és mtsai, 2004).
Bejutasukat a kismolekuldju hifrofob terpének segitik el a sejtmembran destabilizalasaval
(Cox és mtsai, 2000; Cristani és mtsai, 2007).

Kisérleteinkben a-pinén, limonén, linalool és terpinén-4-ol és kombinacidik antimikrobidlis
hatasat vizsgaltuk a modellszervezetként valasztott B. cereus baktériumra és S. cerevisiae
¢lesztore. (Bar a linalil-acetat nagyobb mennyiségben van jelen a muskotalyzsalya-olajban,
mint a linalool, mégis az utobbira esett a valasztasunk, hogy két-két azonos karakterii

komponenst tudjunk dsszehasonlitani.)

4.9.1. llloolaj komponensek hatasa B. cereusra

A kivalasztott illoolaj komponensek B. cereus-ra gyakorolt hatisat a 16. tablazat
mutatja. Az adatokbdl lathato, hogy az egyes Osszetevok MIC értékei sokkal magasabbak,
mint az eredeti illdolajok értékei. A mi méréseink is alatdmasztjak tehat azt a vélekedést, hogy
a f6 komponensek mellett a kisebb ardnyban jelenlévd egyéb komponenseknek is fontos

szerepiik van az illoolajok antimikrobidlis hatasaban (Burt, 2004).
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16. tablazat: A vizsgalt ill6olajok f6 komponenseinek MIC (ul/ml, atlag + szoras) és FIC

index értékei B .cereus esetében

a-Pinén Linalool Limonén Terpinén-4-ol
MIC 6.0+ 0.00 6.0+ 0.00 4.0+ 0.00 6.0 +0.00
FIC indexek
a-pinén + - 1 (Dp@)+LiE) 0,875 (A) p@)+L(15) 0,75 (A)r@)+1(1,5)

1,125 ()p,75y+Liy 0,875 (A)p7s)sLa) 0,625 (A)po,75)+7(3)
1,125 (Dp@)+Lio7s) 1,19 (1eg)+L(0,75) 1,125 (1)p(s)+T(0.75)

linalool + n.a. - n.a. 1,125 (1)Lis)+T(0,75)
0,625 (A)Lio,75+7(3)

n.a. = nincs adat

A- additiv hatas; I — nincs kolcsonhatas; | - limonén; |;_linalool; p - a-Pinén; 1 — terpinén-4-ol

Az o-pinén - linalool kombinacié nem mutatott kolcsonhatdst, ugyanugy, mint a
megfeleld illoolajok (borokaolaj — muskotalyzsalya-olaj). Az a-pinén - limonén, illetve o-
pinén - terpinén-4-ol gyakran additiv hatast eredményezett, ellentmondva az eredeti illoolajok
indifferens illetve antagonista kdlcsonhatasanak. A linalool - terpinén-4-ol (majorannaolaj —

muskotalyzsalya-olaj) parositas itt is additiv hatasu volt.

4.9.2. llléolaj komponensek hatdsa S. cerevisiaere

Az egyes Osszetevok MIC értékei ebben az esetben is magasabbak voltak az eredeti
illoolajok értékeinél. Az a-pinén - limonén kombinacid, meglepetésre, szinergizmust mutatott,
ellentétben a bordokaolaj - citromolaj parositas indifferens hatasaval. Valoszintileg a kisebb
aranyu OsszetevOk nemcsak kiegészitik, de bizonyos esetekben talan ki is oltjdk a {6
Osszetevok hatasat. Ennek a feltételezésnek a bizonyitasara tovabbi kisérletekre van sziikség.

Dorman ¢és Deans (2000) szerint az altalunk is hasznalt Osszetevok hatasfoka a
kovetkezd iranyban csokken: terpinén-4-ol; linalool; limonén, a-pinén. Figyelembe véve a
MIC értékeket (17. tablazat), mi a kovetkezd sorrendet kaptuk: limonén; a-pinén; terpinén-4-
ol; linalool. Azaz nalunk megfordult a sorrend a terpén-alkoholok €s a monoterpének kozott.

Meg kell jegyezniink, hogy ez a sorrend elsésorban a S. cerevisiae-re vonatkozo
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eredményekbdl szarmazik, B. cereus-nal a limonénen kiviil a tobbi komponensnek azonos volt
a MIC értéke. Bagamboula és munkatéarsai (2004) szintén limitalt antibakterialis aktivitast
talaltak linaloolra, és hasonld eredményeket kaptak Iten és munkatarsai (2009) is C. albicans
esetében. Az egymasnak ellentmondd eredményeket valdszinlileg az  egyes

mikroorganizmusok eltérd érzékenysége magyarazza.

17. tablazat: Vizsgalt illoolajok f6 komponenseinek MIC (ul/ml, atlag + szoéras) és FIC index

értékei S. cerevisiae esetében

a-Pinén Linalool Limonén Terpinén-4-ol
MIC 1.33 +£0.58 6 +0.00 0.67+£0.29 433+1.51
FIC indexek
o-pinén + - 0,625(A)p(0,125)+Li(3) 0,313 (S) 1,125 (I)p(,125)+7(3)
P(0,0625)+L(0,125)
1,125 (Dpy+Li0,75) 0,375 (S) 1,25 (p)+7(0,75)
P(0,25)+L(0,0625)
linalool + n.a. - n.a. 1,125 (1)Lio,75)+7(3)
0,75 (A)Liw5)+7(L5)

0,75 (A)Lia)+1(0,75)

n.a. = nincs adat
A- additiv hatas; I — nincs k6lcsonhatas; S- szinergizmus; - limonén; (;_linalool; p - a-

pinén; 1 — terpinén-4-ol

Osszefoglalva az illéolaj komponensekkel kapott eredményeinket elmondhatjuk, hogy
mind a baktérium, mind az éleszto esetében a MIC értékek tobbszorosei voltak az eredeti
illoolajokkal kapott értékeknek, de a kolcsonhatasok eltértek a teljes illdolajokkal kapott
kolesonhatasoktol.

Irodalmi adatok alapjan a B-pinén (az a-pinén izomerje) €s a limonén gatolta intakt
¢élesztdsejtek és izolalt mitokondriumok 1égzés-intenzitasat (Uribe és mtsai, 1985). Ugyanezt a
jelenséget irtak le a terpinén-4-ol-t tartalmazo teafaolaj hatasmechanizmusaként is E. coli, S.
aureus és C. albicans esetében (Cox és mtsai, 2000). Terpinén-4-ol, a-terpinén, limonén,
timol és karvakrol hatdsara a membran karosodasat és a 260 nm-en abszorbedld anyagok

kidramlasat irtdk le baktériumok és ¢élesztdgombak esetében (Carson és mtsai, 2002, Adegoke
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és mtsai, 2000, Bennis és mtsai, 2004). Elesztdgombakban a sejtmembran egyik f6 szterol
tipusu alkotorésze az ergoszterol, mely nagymértékben felelés a sejt integritasanak
fenntartasaért. Az ergoszterol szintézisében résztvevod gének miikodésének zavarat és csokkent
ergoszterol szintézist irtak le élesztdkben és fonalas gombéakban a-terpinén (Parveen és mtsai,

2004) és kakukkfii-illoolaj hatasara (Pinto és mtsai, 2006).

4.10. Elelmiszer-osszetevok kolesonhatisa az illoolajokkal

Gyakori tapasztalat, hogy élelmiszerekben magasabb illoolaj koncentracid sziikséges
ugyanolyan hatas eléréséhez, mint in vitro koriilmények kozott tapkozegben (Burt, 2004,
Devlieghere és mtsai, 2004). Az élelmiszerek bonyolult felépitést és szerkezetli rendszerek,
melyekben a kiilonbozo alkotorészek kolcsonhatasba Iéphetnek az illdolaj Osszetevokkel és
gyengithetik, vagy éppen erdsithetik hatasukat (Pol és mtsai, 2001). Kisérleteinkben
hidrolizalt allati (htskivonat) és novényi (szdjapepton) fehérjék, valamint szacharéz
kolesonhatasat vizsgaltuk majordnna-olajjal. A hidrolizalt fehérjék a nagymolekulaja
komponensek mellett kisebb peptideket és szabad aminosavakat is tartalmaznak, ahol a
hidrofob, illetve toltéssel rendelkezé oldallancok szabadon talalhatok, és kapcsolatba
lIéphetnek az illolaj komponensekkel. A szachardz kismolekuldju, vizben jol oldodé vegyiilet,
amelytd]l nem varhato, hogy befolyasolja az illoolaj komponensek oldodasat, illetve eloszlasat
a vizes kozegl tapoldatban.

A 18. és 19. tablazat adataibdl lathatjuk, hogy a huiskivonat ,,megvédte” a baktériumokat a
majoranna-olaj lag fazist noveld hatasatol, mig a széjapeptonnak nem volt ilyen hatasa. Ugy
tinik, hogy az allati fehérje hidrolizatum inkédbb megkdtotte az illoolaj komponenseket, €s
nem engedte érvényesiilni hatasukat, mig a novényi fehérje hidrolizatum inkabb eldsegitette
az illoolaj egyenletes eloszlasat a vizes kozegben. A szachardz koncentracié nem befolyasolta
a gatlo hatast, a lag fazisok minden esetben hosszabbak voltak majoranna jelenlétében. 1%
szachar6z koncentracio mellett a B. cereus lag fazisa 24 6ranal hosszabbra nyutlt, ami alapjan
feltételezziik, hogy ez a szénhidrat-mennyis€ég nem nyujtott elegendd energiat a

novekedéshez.
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18. tablazat: Elelmiszer-osszetevék és majoranna illdolaj (0.125 pl/ml) hatiasa Bacillus

cereus novekedési paramétereire

Elelmiszer A (h) + szoras Um (1/h) £szbras
?(!/il F\),?I?\il)agok Kontroll Majoranna olaj Kontroll Majoranna olaj
Huskivonat
0,4 981+0,34a 11,34+1,90ac 0,175+0,013A 0,030+0,021B
0,8 9,73+£0,59a 10,90+1,27¢c 0,179 +£0,034 A 0,070 +0,008 B
1,6 578+0,22b 7,61 £0,56 bd 0,175+ 0,063 A 0,161 £0,084 A
3,2 6,50+0,50b 7,94+ 0,08 d 0,171 £0,029 A 0,213+0,024 A
Szbjapepton
0,4 544 +0,27m 18,03+ 0,03 n 0,290 £0,048 M 0,252 +0,01M
0,8 5,82+0,63m >24- 0,363 +£ 0,018 N -
1,6 5,44 £0,49 m >24- 0,303 + 0,003 M -
3,2 551+0,49m >24- 0,320+ 0,001 M -
Szacharoz
1 6,47 + 0,80 x >24- 0,265+ 0,031 X -
2 6,71 £ 0,64 x 11,16 £ 0,15y 0,199+0,021Y 0,125+0,005Z
4 6,96 + 1,11 x 12,00 £2,84y 0,185+0,000Y 0,125+0,005Z
8 6,77 = 1,09 x 16,28 +0,71y 0,193+0,025Y 0,120+0,020Z

A kiilonbo6z6 betiikkel jelolt értékek kozti eltérés szignifikans.

Eredményeinket 0Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a nagy molekulaja fehérje
hidrolizdtumok mindségiiktdl és eredetiiktdl fiiggden befolyasoltdk a majoranna-olaj hatasat,
mig a kismolekuldja, hidrofob tulajdonsdgokkal nem rendelkezd szachar6z nem volt
befolyassal az illéolaj novekedeést gatlo tulajdonsdgaira. Eredményeink alatdmasztjak
Gutierrez és mtsai (2009) megallapitasat, mely szerint inkabb egyszerii cukrokat tartalmazo

¢lelmiszerek tartositasara érdemes az illdolajokat hasznalni.
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19. tablazat: Elelmiszer-0sszetevék és majoranna illdolaj (0.125 pl/ml) hatasa E. coli

novekedési paramétereire

Elelmiszer A (h) £ szorés wm (h) & szoras
ala(%rxf\%()k Kontroll Majoranna olaj Kontroll Majoranna olaj
Huskivonat

1 4,53 £0,67 a 821+0,18¢c 0,441+0,0/19A 0,415+0,00 AB
2 554+0,40b 6,02+0,03b 0,376 +0,004 B 0,298 + 0,007 E
4 393+0,22a 517+1,03ab 0,221+0,023C 0,232+0,005C
8 426+0,23a 506+092ab 0,164+0,004D 0,162+0,004D
Szo6japepton
1 424+033m 6,10£0,290 0,514+0,067M 0,321+£0,0190
2 450+£063m 6,69+0,000p 0,475+0,00/MN 0,242 + 0,000 P
4 433+1,0lm 734+0,11p 0,452+0,002N 0,236 + 0,007 P
8 9,09+051n 17,13+£0,49r 0,444+0,054 N 0,470+0,014MN
Szachar6z
1 6,96+0,23x 19,00+£1,02y 0,254+0,027 X 0,326+0,088 Z
2 6,51 +052x 18,03+1,86yz 0,229+0,020 X 0,278 +0,068XZ
4 6,41+032x 16,58+0,64z 0,231+0,026 X 0,204=+0,023Y
8 6,92+0,08x 17,51+0,43z 0,162+0,001Y 0,261 +£0,017 X

A kiilonb6z6 betlikkel jelolt értékek kozti eltérés szignifikans.
4.11. Illoolajok hatasa élelmiszerben

Tapkozegben végzett kisérleteink alapjan kivalasztottunk néhany élelmiszer - illoolaj

Kombinaciot, hogy valés kornyezetben is megfigyelhessik az illoolajok hatasat

¢lelmiszerromlast okoz6 mikroorganizmusokra.
4.11.1. Illéolajok antimikrobidlis hatdsa tejben

A vizsgalatokhoz friss teljes tejbdl hideg centrifugalassal (4°C; 5000rpm) készitettiink
folozott tejet, igy elsésorban csak a tejfehérjék befolyasoltdk az illoolaj hatdsat. A tejet

beoltottuk 10°/ml 24 6ras G. candidum szuszpenziéval, majd citromolajat adtunk hozza, ugy

hogy a végkoncentracio6 0,25; 0,5 ill. 1 pl/ml legyen. Azért esett a valasztasunk a citromolajra,
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mert egyrészt j6 antimikrobidlis hatast mutatott ¢lesztok esetében, masrészt feltételeztiik, hogy
ize harmonizalhat a tej izével.

A 20. tablazat mutatja a G. candidum szaporodasi ratajanak, illetve elért maximalis
sejtszamanak valtozasat. A citromolaj, koncentraciotol fliggetleniil, szignifikdnsan
csokkentette a szaporodasi sebességet. A 24 o6ras inkubdlas utan az ¢€losejtszam kb. fél
nagysagrenddel csokkent. A tejben megallapitott MIC érték 4 pl/ml volt, tobbszordose a
tapoldatban mért értéknek - ennek oka minden bizonnyal az, hogy a tejfehérjék hidrofob
oldallancai megkotik az illoolaj komponenseket, igy azok nem tudnak reakcidba 1épni a
mikroorganizmus membranjaval (Pol és mtsai., 2001; Juven és mtsai, 1994; Smith-Palmer ¢és

mtsai., 2001; Cava és mtsai., 2007).

20. tablazat: Citrom illoolaj hatasa Geotrichum candidum névekedési paramétereire f616z6tt

tejben
Koncentracio ~ Maximalis sejtszam ~ Maximum specifikus
(ul/ml) (Ig cfu/ml) szaporodasi rata (1/h)
atlag + szoras atlag + szorés
Kontroll 0 7,50+ 0,24 a 0,128 +0,023 a
Citromolaj 0,25 7,12+ 0,03 b 0,081 +£0,005 b
0,5 7,26 0,25 ab 0,096 + 0,014 ab
1 6,96+0,11Db 0,095 +0,029 b

A kiilonb6z6 betlik szignifikans eltéréseket jeleznek (p< 0.05)

Az érzékszervi vizsgéalathoz 0,25 pl/ml citrom illdolajat tartalmazd sovany tejet
hasznaltunk. A biralok szerint a tej ize kellemes, karakteres volt, eltéréen az illdolaj nélkiili
minta jellegtelen izét6l. A citromolaj egyenletesen eloszlott a tejben, nem voltak szabad
szemmel lathato olajcseppecskék. Az izesitett tej felhasznalhatd lenne turmix italok, tejes

édességek készitéséhez, de 6nmagdban is fogyaszthato.
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4.11.2. llloolajok antimikrobidlis hatdisa almalében

Szfirt és natir almalevet hasznaltunk. Az almaleveket 10°/ml S. cerevisiae
szuszpenzioval oltottuk be. Azért hasznaltunk ilyen magas inokulum szdmot, mert ez az a
sejtszdm, ahol az ¢lesztok tevékenysége a fogyasztd szamara érzékelhetové valik.
Alacsonyabb sejtszdm mellett nem lépnek fel érzékelheté mindségi valtozasok (Stratford,
2006).

A 21. tdblazat a két almalében mért 24 és 48 oras MIC értékeket mutatja. Az értékek
0,5 - 4 ul/ml kozott valtoznak. Altalaban alacsonyabb értékeket kaptunk a sziirt almalében,
ami azzal magyardzhatd, hogy az amugy is kiililepedésre hajlamos ¢lesztdk hozzatapadtak a
szlretlen 1ében talalhatd rostokhoz, igy kisebb feliileten fért hozzajuk az illdolaj. Négy pl/ml
MIC-et csak a 48 oOras periodus végén kaptunk, és csak néhany esetben. A legérzékenyebb
¢lesztd a korabbi vizsgalatokhoz hasonléan a S. pombe volt, és a leghatasosabb illoolaj a
citrom ¢és majordnna. A szaporodasi paraméterek vizsgdlatdhoz mdar csak citromolajat
hasznaltunk (7. abra). Sziirt 1ében S. cerevisiae és S. pombe szaporodasi ratai szignifikansan

csOkkentek az illdolaj hatdsara, mig a natir almalében a valtozas nem volt szignifikans.

21. tablazat: Illoolajok MIC (ul/ml) értéke a sziirt (I) és a szliretlen (II) almalében

Faj S. cerevisiae  S. pombe P. anomala

Tl6olaj Tipus 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Boroka I 20 40 10 10 10 20

I 20 40 05 10 20 20

Majorénna | 0,5 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0

I 1,0 10 10 10 10 20

Muskotalyzsalya I 20 40 05 10 10 10
I 20 40 10 10 10 40

Citrom I 0,5 10 05 10 10 20

I 1,0 20 05 10 10 20
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7. abra: Citromolaj (0,25 pl/ml) hatasa élesztOk szaporodasi paramétereire sziirt (A) €s natir

almalében (B).

S. cerevisiae és P. anomala lag fazisai meghosszabbodtak sz{irt almalében citromolaj
hatdséra, mig a natar almalében pékélesztd nyugalmi szakaszdnak hossza nem véltozott.
Emlitésre mélto, hogy a lag fazisok mindegyik élesztdnél hosszabbak voltak a sziirt
almalében, ill6olaj nélkiil is.

A harmonizal6 izhatasok miatt az érzékszervi vizsgalathoz a citromolajat valasztottuk.
Az érzékszervi biralok mindegyike meglepden harmonikus, {idit6 izként irta le a 0,25 pl/ml
citromolajat tartalmaz¢d szlirt almalé izét, ugyanakkor a citrom illat teljesen elnyomta az
eredeti alma illatot. Az ital felszine kissé fatyolos volt a kellden nem emulgealt
olajcseppecskék miatt. A natir almalé izét szintén kedvezden itélték meg a biralok, és itt
kevésbé volt zavard a citrom illat. Az illoolajat dobozos almalevekhez adtuk felbontas utan.
Megfigyeléseink szerint, hiitdtten tarolva a gylimolcsleveket, még a 7. napon sem volt
semmilyen jele a romldsnak. (Elméletileg 3 nap a fogyaszthatosagi id6 felbontas utan, ha
hitve taroljak a bontott dobozt). A citromolajjal kiegészitett almalé termékfejlesztésre

alkalmas 6tlet, ahol azonban meg kell oldani az illoolaj egyenletes eloszlatasat.
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Citrusfélekbdl szarmazd illdolajokat kisérleti szinten mar tobben is sikeresen
alkalmaztak gyiimolcsalapu készitmények eltarthatosaganak novelésére (Caccioni €s mtsai.,
1998; Viuda-Martos és mtsai., 2003; Belletti és mtsai., 2007), de nincs tudomasunk rdla, hogy

barmelyik is eljutott volna a termékfejlesztési szakaszba.

4.11.3. Illoolajok antimikrobidlis hatdsa daralt sertéshiisban

E. coli-val mesterségesen befertézott daralt hus csiraszamanak alakulasat figyeltiik 24
oras hiitve tarolas soran majoranna-olaj hatasara. A kiindulasi csiraszdm 2 x 105/g volt. A 22.
tablazatbol leolvashatd, hogy 1% majoranna-olaj mellett egy nagysagrendnyi csiraszam-
csokkenés kovetkezett be. Hasonld eredményt kaptak Busatta és munkatarsai (2008), akik
frissen készitett kolbaszt fertéztek E. coli-val. A kolbaszhoz majoranna-olajat adtak, a
2,5 MIC majoranna olajat tartalmazo mintaban a Coli-szam kb. egy nagysagrenddel csokkent
a kontrollhoz képest. Ez az ill6olaj koncentracié az érzékszervi birdlat szerint azonban rontotta
a kolbasz izét. Mi nem végeztiink kostolasi probat, de az 1% illoolaj hatasara kellemetlentil

dominéanssa valt a majordnna illat, elnyomva a his természetes szagat.

22. tablazat: E. coli-val fert6zott daralt sertéshus csiraszama 246ras hiitétt (4 °C) tarolas utdn

I1160laj koncentracio Csiraszam
(%) (CFU/g)

0 4,1x10°

0,25 6,5 x 10°
0,5 3x10°

1 7,5 x 10*
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4.11.4. llloolaj goztér hatdasa kenyérpenészesedést okozo penészgombdkra

A kisérletben fehér (100% buzaliszt), félbarna (85 % buza- és 15% rozsliszt) és
rozskenyeret (80% sotét rozsliszt mellett kdmény, édeskdmény, koriander és anizs) oltottunk
be P. chrysogenum, A. niger és R. stolonifer penészgombakkal. A Rhizopus torzset kenyérrdl
izolaltuk koradbban. A kenyerek gyart6 altal megadott eltarthatdsagi ideje 8 nap, mi a gyartas
utani 4. napon végeztik a befertézést. A kenyérszeleteket 30 ul majoranna, illetve
muskotalyzsalya illoolaj gozterébe helyeztiikk, ¢és figyeltik a lathatdé gombatelepek

megjelenésének idejét, majd ezutan naponta mértiik a telepek atmérdjét (8. abra).

8. abra: A. niger telep rozskenyéren

23. tablazat: A lathato gombatelepek megjelenéséig eltelt napok szama

Kenyér Fehér kenyér Félbarna kenyér Rozskenyér
I1160laj Ma Mu Ma Mu Ma Mu
A. niger 9 nn 10 10 9 6
P. chrys. 9 4 10 4 nn nn
Rhizopus spp. 8 10 8 8 nn nn

nn -nincs novekedés, Ma -majordnna, Mu -muskotéalyzsalya
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A 23. tablazat alapjan a majoranna ¢és muskotalyzsalya géztér minden esetben
késleltette a telepek megjelenését. A 14 napos vizsgalati id6 alatt a rozskenyéren nem jelentek
meg Penicillium és Rhizopus telepek. Meg kell jegyezniink, hogy mig a fehér és félbarna
kontroll kenyerek mindegyikén mar a 2. napon szemmel lathatd penésztelepek jelentek meg,
addig a rozskenyéren csak a 4-5. napon lehetett a telepképzOdést észrevenni. A kenyerek
koziil a rozskenyérnek volt a legmagasabb viztartalma (28%), ezért valosziniileg a rozsliszt,
illetve a flszerek antimikrobidlis hatasanak tudhatd be ez a novekedésgatlds, nem a
vizaktivitas csokkenésének. Az illdolajok géztere minden esetben legalabb dupléjara nyujtotta
az eltarthatosagi idot. Az érzékszervi vizsgalatok szerint azonban nem csak a kenyerek illatat,
hanem izét is nagymértékben befolydsoltdk az illdolajok. Megoldas lehet az illoolaj
mennyiség csokkentése, vagy a gbztér térfogatanak novelése. Az illoolaj gbztér 1étrehozasa az
un. aktiv csomagolasokban a szakirodalom szerint hozzajarulhat kenyerek és egyéb
¢lelmiszerek eltarthatosaganak ndveléséhez, mesterséges tartdsitoszerek haszndlat nélkiil

(Aaron és mtsai, 2008; Suhr és Nielsen, 2000; 2003; 2005).

Konklizio

Eredményeink alapjan az illdolajok, mint természetes eredetli szerek felhasznalasa
¢lelmiszerek tartositasara gyakorlati szempontbol is igéretes teriilet. A kisérletek jelentds
mértékben bdvitettek az illdolajok Gram pozitiv €s Gram negativ baktériumokra, ¢lesztokre €s
fonalas gombdkra tett antimikrobidlis hatasaval kapcsolatos ismereteinket. Kideriilt, hogy a
terpén- és terpén-alkohol f6 komonensii illoolajok, eltéré hatasmechanizmusuk ellenére,
egyformén hatasos antimikrobialis szerek.

A szaporodasi paraméterek koziil az illoolajok elsésorban a nyugalmi szakaszok
koncentracio-fliggd meghosszabbodasat okoztdk, mig a szaporodasi sebességeket nem vagy
csak ritkan befolyéasoltdk. A Gram pozitiv baktériumok érzékenyebbek voltak, mint a Gram
negativak, ami az eltér0 sejtfal-szerkezettel magyarazhatdo. A penészgombak esetében az
ill6olaj géztér hatékonyabban gatolta a telepndvekedést, mint a taptalajba kevert illdolaj. Az
illoolaj kombinacidk a vizsgalt mikroorganizmustdl fiiggden mutattak kdlcsonhatast. Az egyes
f6 komponensek vizsgalatdnal tobbszor masféle kolcsonhatas mutatkozott, mint a teljes olajok

esetén, ami a minor komponensek hatas-befolyasolo szerepére utal.
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Gyakorlati szempontb6l is fontos ismereteket szereztiink az ¢élelmiszerek és az
illoolajok kolcsonhatasardl, mely ismeretek késobb hasznosithatéak lesznek az illdolajok
tartositoszerként torténd esetleges felhasznalasa soran. Az allati eredetli hidrolizalt fehérjék
nagy koncentracioban védelmet jelentettek az illdolajok ndvekedést gatld hatdséval szemben,
mig a ndvényi eredetli szdjapeptonnak nem volt ilyen hatasa.

Valés élelmiszerekben kiprobalva az illdolajokat, a legjobb hatast a magas cukor-,
alacsony fehérje- és zsirtartalma, savas pH-ju gyliimolcslevekben kaptuk. Az érzékszervi
vizsgélatok alapjan is a gylimoleslevek lehetnek az illéolaj hozzdadasaval késziild
¢lelmiszerek termékfejlesztésének kiindulasi pontjai.

A kisérletek folytatdsaban pontositani kivanjuk az illdolajok és az egyes illdolaj
komponensek hatasat a sejtmembranra. Megvizsgaljuk, hogy van-e hatdsa az altalunk hasznalt
illoolajoknak a sejt-sejt kozotti kommunikacidra, és hogy rendelkeznek-e prooxidans
tulajdonsaggal? Tovabba megvizsgaljuk az illdolaj géztér kifejlesztésének lehetdségét aktiv
csomagolasi technikdkban. Javaslatot tesziink gylimdleslé és tej alapa, illoolajok

felhasznalasaval késziilt j termékek kifejlesztésére.
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5. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban az ¢€lelmiszer tomegcikké valt, az ¢élelmiszergyartas meghatarozo iparag.
A j6 minOségl, elegendd és biztonsagos ¢€lelmiszer eldallitasahoz technologiai fegyelemre €s
az ¢élelmiszerbiztonsagi eldirasok messzemend figyelembevételére van sziikség. A gyartok és
forgalmazok folyamatos harcot vivnak az élelmiszerromlast okozé mikroorganizmusok ellen,
ahol a régi és jol bevalt modszerek mellett sziikség van mindig wjabb technologiak és
tartositdbanyagok bevezetésére.

A fogyasztok egy jelentds része nem szereti a tal sok ,,E-szamot” (adalékanyagot)
tartalmazo élelmiszereket, és tudatosan keriili a mesterséges tartositoszereket. A régota
hasznalt tartositoszerek némelyikérdl kideriilt, hogy az ¢élelmiszerben atalakulhat veszélyes
vagy kellemetlen mellékizt, illatot produkal6 vegyiiletté. A kutatdk és gyartok figyelme is a
természetes eredetli antimikrobialis anyagok felé fordult, hogy legaldbb részben, kivaltsak a
mesterséges tartdsitdszereket.

Az illoolajok ndvényekbdl vizgdzdesztillacioval nyerhetd tomény hidrofob
folyadékok, melyek a filiszer- és illatndvények aromajaért, illataért felelések. Sokuknak van
antimikrobialis hatasa ¢és rendelkeznek a GRAS (4ltalanosan biztonsagosnak elfogadott) ¢s FA
(¢lelmiszer adalék) besorolassal, és a fogyasztok nagy része is elfogadja hasznalatukat az
¢lelmiszerekben.

A dolgozat célja volt megvizsgalni néhany, eldkisérletekben kivalasztott illoolaj
antimikrobialis hatdsat élelmiszerromlast okozd baktériumok, éleszté- és fonalasgombak
ellen. Mivel az illdolajok élelmiszerekben vald felhasznalasdnak gatat szab erds aromadjuk,
amely megvaltoztatja az ételek izét, vizsgaltuk az illéolaj kombinaciok hatasat is. A
kombinéciokban az egyes ill6olajok hatasa dsszeadddik, vagy éppen felerdsodik, igy kisebb
koncentracioban is hatdsosak. Mivel az illoolajok nagyon sok dsszetevébdl allnak, 1ényeges,
hogy ismerjilk az egyes komponensek hatdsmechanizmusat, ezért kisérleteinkben
megvizsgaltuk a kivalasztott ill6olajok (bordka, citrom, majoranna, muskotalyzsalya) f6
komponenseinek (a-pinén, limonén, linalool, terpinén-4-ol) és azok kombinacidinak hatdsat
is. Az élelmiszerek bonyolult Osszetételli és szerkezetli rendszerek, melyeknek anyagai
kolcsonhatasba 1éphetnek az illdolaj 6sszetevokkel befolyasolva azok hatdsat. Kisérleteinkben

vizsgaltuk allati és ndovényi eredetli fehérje hidrolizatumok és szachardz hatasat az illoolajok
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antimikrobialis tulajdonsagaira. Végiil nem csak tapkozegben, hanem valos élelmiszerekben is
kiprobaltuk illolajainkat.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a baktériumok, ¢élesztdgombéak szaporodasi
paraméterei koziil az illdolajok elsésorban a lag fazis (nyugalmi szakasz) hosszara vannak
hatassal. Legtobbszor a koncentracidé nodvekedésével aranyosan hosszabbodtak ezek az
1d6szakok, néhany esetben a vizsgalt idétartam alatt (48 6ra) nem indult meg a szaporodas. A
szaporodasi sebességeket gyakran nem befolyasolta az illdolaj jelenléte, vagy csak a nagyobb
koncentraciok csokkentették. A Gram pozitiv baktériumok érzékenyebbek voltak, mint a
Gram negativak. A penészgombdk telepképzési sebességét - a telepmérettel ellentétben -
szintén kevésbé befolyasoltdk az illdolajok. Penészgombdk esetében az illdolaj gbztér
hatékonyabban gatolta a telepnovekedést, mint a taptalajba kevert illoolaj.

A minimalis gatlé koncentracié (MIC) értékek a 0,25 - 2 pl/ml tartomanyba estek
baktériumok és élesztok esetében. A mikroorganizmusok egyéni érzékenysége alapjan egyik
illoolaj sem emelkedik ki a tobbi koziil. Nagy altalanossagban azt mondhatjuk, hogy mig a
majoranna- és muskotalyzsalya-olaj a baktériumok, addig a bordka- és a citromolaj az éleszto-
¢és fonalas gombak esetében mutatatott erteljesebb gatld hatast.

Az illoolaj kombinaciok additiv vagy semmilyen kolcsOnhatdst sem mutattak. Az
egyes komponensek vizsgéalatinal a monoterpének (a-pinén és limonén) hatdsosabbnak
bizonyultak a terpén-alkoholoknal (linalool és terpinén-4-ol). Illdolajaink egyike sem
tartalmazott fenolos tipusu Osszetevot, melyek a szakirodalom szerint a leghatékonyabb
antimikrobidlis anyagok koz¢ tartoznak. A fenolos tipusu Osszetevok képesek megnodvelni a
Gram negativ baktériumok kiils6é membranjanak atjarhatosagat a hidrofob molekulak szamara.
Mivel a mi illéolajainkban nem voltak ilyen komponensek, érthetd, hogy a Gram negativ
baktériumok kevésbé voltak érzékenyek. A kismolekulaja, hidroféb monoterpének {6
tdmadaspontja sejtmembran: megndvelik atjarhatosagat, aminek kovetkeztében a sejt
anyagainak egy része kidramlik, és felborul a sejt belsé kornyezetének egyensulya. A terpén-
alkoholok ezen kiviil gatoljak bizonyos enzimek mikodését ¢és beavatkoznak a
gombamembran egyik fontos alkotorészének, az ergoszterin szintézisébe.

Az allati eredetli hidrolizalt fehérjék nagy koncentracioban védelmet jelentettek az

ill6olajok novekedést gatld hatasaval szemben, mig a ndvényi eredetii szojapeptonnak nem
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volt ilyen hatdsa. Tudomdasunk szerint mi vagyunk az elsok, akik allati és névényi eredetii
fehérje hidrolizatumok ill6olajokkal vald kdlcsonhatasa kozti kiilonbséget leirtdk. Az allati
eredeti fehérjék hidrofob oldallancai megkdtotték az illoolaj alkotokat, és nem juthattak el a
vizes fazisban taldlhaté baktériumokhoz, mig, ugy tiinik a névényi eredetii pepton inkabb
elosegitette az illoolaj egyenletes szétoszlasat a rendszerben. A szacharéz nem befolyasolta
Iényegesen az illdolajok antimikrobialis hatasat.

Valos élelmiszerekben kiprobalva az illdolajokat, a legjobb hatdst a magas cukor,
alacsony fehérje és zsirtartalmu, savas pH-ji gyiimodlcslevekben kaptuk. Az érzékszervi
vizsgalatok alapjan is gylimolcslevek lehetnek az illdolaj hozzaadasaval késziild élelmiszerek
termékfejlesztésének kiindulasi pontjai.

Csomagolt kenyereknél az illoolajat is tartalmazo aktiv csomagolés jelenthet jelentOs
technologiai €s élelmiszerbiztonsagi elorelépést.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az altalunk hasznalt illoolajok mindegyike
jelentds antimikrobidlis hatdst mutatott, és nem egy esetben megtettilk az inditdé lépést

¢lelmiszertechnologiai ujitasok irdnyaba.
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6. SUMMARY

Today, food is a mass industrial product, and food production is a major branch within the
industry. The production of safe and good quality food in sufficient quantities requires
discipline in manufacturing and full adherence to food safety regulations. Food producers and
distributors are in an ongoing struggle with microorganisms causing food deterioration.
Beside the old established methods, this needs the introduction of newer and newer
technologies and preservatives.

A considerable part of the consumers do not like too many E numbers (that is,
additives) in their food and is conscious about avoiding artificial preservatives. And it turned
out that some of the traditional preservatives can be converted in the food to compounds that
are dangerous or cause off-taste or -odour. So the attention of both researchers and
manufacturers was attracted to antimicrobial agents of natural origin, so that the artificial
preservatives could be replaced, at least in part.

Essential oils (EOs) are concentrated hydrophobic liquids, responsible for the odour
and aroma of herbs, which can be extracted by steam distillation. Several of them show
antimicrobial action and have the GRAS (generally regarded as safe) and/or FA (food
additive) status, moreover, their use in foods is accepted by the majority of the consumers.

The aim of this work was to examine the effect of certain essential oils, selected in
preliminary experiments, on some bacteria, yeasts and filamentous fungi causing food
deterioration. The use of essential oils is limited by their strong aroma, altering the taste of the
food, therefore, combinations of oils were also tested. Additive or synergistic effect were
observed among several essential oils applied in combinations. In these cases lower
concentrations of the oils are sufficient to reach the same effect in combination than alone.
Essential oils consist of numerous components. The mode of action of these is thus also of
interest, so the effect of the main components of the selected essential oils (such as a-pinene
of juniper oil, limonene of lemon iol, linalool of marjoram oil and terpinen-4-ol of clary sage),
as well as the combinations of these, were also investigated.

Foods often have complicated composition and structure, where the substances may
interact with the components of the essential oils, influencing their effect. Therefore, we also
tested the influence of animal and plant protein hydrolysates and sucrose on the antimicrobial
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effect of selected essential oils. Finally, the essential oils under investigation were tested also
in real foods.

In the experiments, it was found that the length of the lag phase is the growth
parameter most affected by the essential oils in case of bacteria and yeasts. The lengthening
was typically proportional to the concentration, and in some cases no growth was observed in
the 48 hours observation period. Growth rate was often not influenced by the presence of the
essential oil, or was lowered only by the higher doses. Gram positive bacteria were more
sensitive than Gram negative ones. In case of moulds, the EOs influenced more the size of the
colony and less the colony forming rate. Also, the growth of the moulds was more influenced
by EO vapour space than by EOs mixed to the medium.

Minimal inhibitory concentrations (MIC) were between 0.25 - 2 pl/ml for bacteria and
yeasts. None of the EOs proved to be especially efficient on the basis of the microbes’
individual sensitivity. Generally it can be stated that the EO of marjoram and clary sage
exerted stronger inhibitory effect on bacteria, and juniper and lemon EO, on yeasts and
moulds.

Combination of EOs showed additive interaction or none at all. In testing the
components, monoterpenes (a- pinene and limonene) were more efficient than terpene
alcohols (linalool and terpinene-4-ol). Phenolic components, described as the most efficient
antimicrobial substances in the literature, were not present in the EOs investigated. Phenolic
components can increase the permeability of the outer membrane of Gram negative bacteria
for hydrophobic molecules. The lack of phenolics in our EOs may explain their moderate
effect on Gram negatives. The site of action of small, hydrophobic monoterpene molecules is
the cell membrane: permeability is incre4ased, resulting in loss of the cell’s substances and
loss of balance of the intracellular environment. Terpene alcohols cause primarily the
coagulation of intracellular proteins. Terpenes and terpene alcohols also inhibit the action of
certain enzymes, and interfere with the synthesis of ergosterine, a main component in the
membrane of fungi.

High concentrations of animal protein hydrolysates exerted protection against the
growth inhibitory effect of EOs but similar effect was not observed in the case of soy peptone.
Apparently we are the first to describe the difference between animal and vegetable proteins

in the interaction with EOs. The hydrophobic side chain of the animal proteins probably
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bound the components of the EOs so these could not reach the bacteria in the aqueous phase.
The peptone of plant origin, instead, promoted the even distribution of the EO in the medium.
Sucrose had no effect on the antimicrobial effect of the EOs.

On testing the EOs in real foods, the best effects were achieved in fruit juices of low
pH, high sugar, but low protein and fat content. Organoleptic test also indicated that fruit
juices can provide the starting point for product development of foodstuffs with added EOs.
For packaged bread, EO-containing active packaging may be a significant advance in
technology and food safety.

To sum up the outcomes of the work, it can be stated that substantial antimicrobial
effect could be verified for each of the EOs investigated, and in several cases the initial steps

towards a food technology innovation were also done.
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