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BEVEZETES

Az utobbi évek ”z6ld” mozgalmai és a tudatos vasarloi magatartas elterjedése, valamint a
vasarlok idegenkedése a mesterséges ¢lelmiszer 0sszetevoktol, a kutatok és az élelmiszeripar
figyelmét természetes és kornyezetbarat anyagok fel¢ forditotta. Az élelmiszergyartdsban
komoly kihivast jelentenek az élelmiszerrontd mikroorganizmusok és az elleniik vald
védekezés. A fertdzott élelmiszerek gondot jelentenek az egészségiigy szamara is; a sulyos,
akut megbetegedések mintegy 30%-aért ételmérgezések felelések. A hagyomanyos
tartositoszerek nem csak a fogyasztok ellenérzését valtjak ki, de sokszor kellemetlen
melléktermékek is keletkezhetnek a hasznélatuk sordn. A benzoesavbdl példaul
Saccharomyces cerevisiae ¢és Pichia anomala hatasara benzol keletkezhet, mig a szorbinsavat
1,3-pentadiénné¢  dekarboxilezik, ami  petrdleumszerli  szagot eredményez. A
Schizosaccharomyces pombe ugyanakkor szulfit jelenlétében kellemetlen szaga és izi
vegylileteket hoz 1étre (Stratford, 2006).

Mindezekbdl kovetkezOen sziikségessé valt 1j, természetes eredetli hatékony
antimikrobialis szerek kifejlesztése, amelyek, legalabb részben helyettesithetik a szintetikus
tartositoszereket. Az 1illoolajokat régota hasznaljak az élelmiszeriparban, elsdsorban
aromaanyagokként, a legtobbjiik rendelkezik a GRAS (altalanosan biztonsagosnak tekintett)
¢s 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 illoolajokat gyakran vizsgaljak kombinacidban, igy, ha additiv vagy szinergista
hatast tapasztalnak, kisebb koncentracioban is hatékonyan alkalmazhatok lehetnek.

Munkank sordn egyes, kivalasztott illdolajok antimikrobialis hatasat teszteltiik az
¢lelmiszerekben romlast, illetve ¢€lelmiszer eredetii megbetegedést okozo baktériumok,
¢leszt6- és penészgombak ellen.

Ill6olajok és dsszetevoik hatasmechanizmusa

Az illéolajok aromatikus, tomény hidrofob folyadékok, melyek tobb mint 50

Osszetevobdl is allhatnak. Legnagyobb részben kiilonbozd terpének és terpenoidok (oxigén

tartalmu terpének) keverékei. Az egyes Osszetevok eltéré modon fejtik ki hatdsukat. A



leggyakoribb célpont a bakterialis sejtfal és a sejthartya. A hidrofob komponensek
beé¢kelddhetnek a sejthartydba és megnovelhetik annak atjarhatosagat, a fenolos tipust
komponensek ugyancsak a sejthartya atjarhatosagat fokozzak. A  megnovekedett
ateresztoképesség kiilonb6zo, a sejtplazmaban taldlhatd anyagok kidramlasadhoz, illetve a
sejtplazma fehérjék kicsapodasat eredményez6 illdolaj komponensek bearamldsahoz vezet
(Cristani és mtsai, 2007; Cox és mtsai, 2000; Fu és mtsai, 2010).

Illéolajok antimikrobialis hatasa

Az illéolajok rendelkeznek baktérium- és gombaellenes hatassal. A minimalis gatlo
koncentraciok (MIC) altalaban 0,5 — 4 pl/ml kozott valtoznak, az egyes Gsszetevok MIC
értéke magasabb, mint az eredeti illoolajé.

A Gram pozitiv baktériumok érzékenyebbek az illdolajok gatld hatasara, mint a Gram
negativak (Burt, 2004). A kiilonbség a Gram negativ baktériumsejtfal kiilsé membranjanak
koszonhetd, mely gatat jelent a hidrofob illéolaj komponensek szdmdra (Burt, 2004,
Longbottom és mtsai, 2004). Az illdolajok nem csak a tdpkozeghez adva, hanem zart térben
gazfazisban is hatasosak.

Illéolajok alkalmazasa élelmiszerekben

Az illoolajok, mint természetes eredetli tartositoszerek felhaszndldsa élelmiszerekben
intenziven kutatott teriilet. Ugyanannak a hatasnak az eléréséhez az in vitro kisérletekben
altaladban alacsonyabb illoolaj koncentracidra van sziikség, mint az €élelmiszerben, mivel az
¢lelmiszerekben jelen 1évo Osszetett kémiai kornyezet fizikai és kémiai gatat jelenthet az
ill6olaj csiradld hatasaval szemben. Az élelmiszerekbe magasabb koncentracidban adagolt
illéolajok ugyanakkor negativan befolyasolhatjak az é€lelmiszer érzékszervi tulajdonsagait
(izét, illatat, zamatat). Ennek a jelenségnek az elkeriilésére az illoolajok egymassal, vagy
egyéb tartositd eljarassal kombinalhatok (Burt, 2004; Hammer és mtsai, 1999).

A magas fehérje- és zsir-, illetve olajtartalom altalaban csokkenti az illoolajok hatasat
az €lelmiszerekben. Az illdolajok jol oldodnak az €lelmiszer zsirtartalmaban, igy kevésbé érik
el a vizes fazisban talalhatd baktériumokat. A fehérjék hidrofob részei, kolcsonhatasba 1épve
az illéolaj molekuldkkal, megkotik azokat, igy csokkentve a membranokra gyakorolt hatast
(Burt, 2004; Cava és mtsai, 2007; Smith-Palmer és mtsai, 2001).

A citrusfélék  illoolajat  sikeresen alkalmaztdk minimalisan feldolgozott
gylimolcskészitmények eltarthatésaganak ¢és €lelmiszerbiztonsaganak emelésére. Kiilonb6zo
illoola; komponensek a szén-dioxid mentes, nem pasztérozott tiditditalok eltarthatdosagat a

nagymértékben javitottak (Belletti és mtsai, 2010).



Az illdolajok hatasat a leginkdbb romlékony allati eredetli élelmiszerekben, igy
példaul halak, daralt hus, illetve beldle késziilt kolbasz esetében probaltak ki. Az illdolajokat
gyakran alkalmaztak egyiitt vakuum vagy modositott gazosszetételi (MAP) csomagolasi

technikakkal és huitéssel.

CELKITUZESEK

A kutatdsi munka f6 célja kiilonb6z6 novényekbdl szarmazo illdolajoknak, illoolaj
Osszetevoknek, valamint ezek kombinéacioinak élelmiszerromlast okoz6 mikroorganizmusok

ellen kifejtett antimikrobidlis hatdsanak vizsgalata volt.

Munkank el6tt a kovetkezd konkrét célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. Illdolajok és illoolaj kombinaciok antimikrobidlis hatasanak agardiffuzids lyukteszt
modszerrel torténd elbtesztelése Gram pozitiv és negativ baktériumokkal, illetve
¢lesztégombakkal szemben, valamint a megfeleld illoolajok és izolatumok kivalasztasa a

tovabbi részletesebb vizsgalatokhoz.

2. Az egyes pontban emlitett tesztek soran kiemelked6 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 fonalas gombakkal szemben.

4. A Kkivalasztott illoolajok és f6 Osszetevéik minimalis gatld koncentraciojanak (MIC)

meghatarozasa makro- és mikrodilucidés modszerekkel.

5. Az illoolajok és f6 dsszetevoik kombinalt antimikrobialis hatdsanak vizsgalata baktérium

¢s ¢lesztOgomba tenyészetekben.

6. Az illdolajok antimikrobialis hatasanak vizsgalata kiilonb6zd ¢€lelmiszer Osszetevok

jelenlétében, valamint a gatlo hatas tesztelése élelmiszerekben.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt mikroorganizmusok:
Gram pozitiv baktériumok: Bacillus subtilis, B. cereus
Gram negativ baktériumok: Escherichia coli és Serratia marcescens
Elesztdgombak: Saccharomyces cerevisiae, Pichia anomala, Geotrichum candidum,
Schizosaccharomyces pombe
Fonalas gombak: Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer,

Fusarium sporotrichioides

A felhasznalt illoolajok és illoolaj dsszetevok
Boroka (Juniperus communis) - a-pinén
Citrom (Citrus lemon) - limonén
Majoranna (Origanum majorana) - terpinén-4-ol

Muskotalyzsalya (Salvia sclarea) - linalool

Taptalajok és oldatok

1. Elesztékivonat-tripton-gliikéz taptalaj (TGE)

2. Kiegészitett hustaptalaj (MEE)

3. Luria-Bertani (LB) taptalaj

4. Malatas taptalaj (MEA)

5. Hidrolizalt allati fehérjével kiegészitett tapoldat

6. Hidrolizalt novényi fehérjével kiegészitett tapoldat
7

Szachar6zzal kiegészitett tapoldat

Tenyésztési korillmények
A Bacillus torzseket MEE, az E. coli-t LB, mig az élesztOket és a fonalas gombakat MEA
tapkozegben neveltiik. A tesztek soran a Bacillus torzseket 30 °C, az E. coli-t 37 °C, az

¢lesztoket 28 °C, a fonalas gombakat pedig 25 °C hémérsékleten inkubaltuk.

Antimikrobialis érzékenység vizsgalatok
1. Agardiffazios lyukteszt modszer
2. A szaporodasi gorbék felvétele



3. Szaporodasi paraméterek meghatarozdsa az exponencialis szakaszra illesztett
egyenesbol

Az illbolajok hatasa Gram pozitiv és Gram negativ baktériumok talélésére

Az illéolajok sporadld hatasanak tesztelése

A pH befolyasa a majoranna olaj antimikrobidlis hatasara

A

Az antimikrobidlis hatas tesztelése fonalas gombaknal illolaj tartalmt kdzegben és

illoolaj gbztérben

8. A minimalis gatlo koncentracié (MIC) meghatarozasa makrodilticios és mikrodilticios
modszerrel ill6olajokra és illoolaj komponensekre

9. Illdolajok és illoolaj komponensek kombindlt antimikrobialis hatasanak vizsgalata
checkerboard-modszerrel

10. A frakcionalt gatlasi index (FICI) meghatarozésa

C kombinscisban

FIC=

MICinso1si egvedin

A FIC index (FICI) egyenld az egyes illoolajokra megadott FIC-ek dsszegével. A és B
illoolajra:

FICI=FIC4+FICg
A két illdolaj kozott fellépd kolcsonhatas (Gutierrez és mtsi, 2008):

szinergista, ha FICI<0,5

additiv, ha 0,5< FICI< 1,0

indifferens, ha 1 <FICI< 4

antagonista, ha FICI>4.

Ill6olajok kolcsonhatasa élelmiszer osszetevokkel

Illoolajok antimikrobialis hatasa élelmiszerekben

Erzékszervi vizsgalatok

Statisztikai vizsgalatok - ANOVA



EREDMENYEK ES ERTEKELES

Eredményeink alapjan az illéolajok, mint természetes eredetii szerek felhasznalasa
¢lelmiszerek tartésitdsara gyakorlati szempontbdl is igéretes teriilet. A kisérletek jelentds
mértékben bovitették az illoolajok Gram pozitiv és Gram negativ baktériumokra, élesztokre és
fonalas gombakra tett antimikrobidlis hatasaval kapcsolatos ismereteinket. Eredményeink
alapjan a terpén- és terpén-alkohol f6 komponensii illdolajok, eltérd hatdsmechanizmusuk

ellenére, egyforman hatasos antimikrobialis szerek.

1. A szaporodasi paraméterck koziil az illoolajok elsésorban a nyugalmi Szakaszok
koncentracio-fliggd meghosszabbodasat okoztak, mig a szaporodasi sebességeket nem
vagy csak ritkdn befolyasoltdk. A Gram pozitiv baktériumok érzékenyebbek voltak,
mint a Gram negativak, ami az eltérd sejtfal-szerkezettel magyarazhato.

2. A penészgombdk telepképzési sebességét - a telepmérettel ellentétben - szintén
kevésbé befolyasoltak az illoolajok. Penészgombak esetében az illoolaj goztér
hatékonyabban gatolta a telepnévekedést, mint a taptalajba kevert illdolaj.

3. A minimalis gatldo koncentracio (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 altalanossdgban azt mondhatjuk,
hogy mig a majoranna- és muskotalyzsalya-0laj a baktériumok, addig a bordka- és a
citromolaj az éleszt6- és fonalas gombak esetében mutatott erételjesebb gatld hatast.

4. Az illoolaj kombinaciok a vizsgédlt mikroorganizmustol filiggéen mutattak
kolcsonhatast. Az azonos tipust fokomponenseket tartalmazé illoolaj kombinaciok
mindig additiv kolcsonhatast mutattak, mig a kiilonboz6é foosszetevoket tartalmazok
parositasa gyakran semmilyen kdlcsonhatdshoz sem vezetett.

5. Az egyes f6 komponensek vizsgalatanal tobbszor masféle kolesonhatas mutatkozott,
mint a teljes olajok esetén, ami a minor komponensek hatas-befolyasold szerepére
utal. Az azonos tipusu fo0sszetevok kombinaldsa szinergista vagy additiv hatast
eredményezett.

6. Az egyes komponensek vizsgdlataindl a monoterpének (a-pinén és limonén)
hatasosabbnak bizonyultak a terpén-alkoholoknal (linalool és terpinén-4-ol).

7. Gyakorlati szempontbdl is fontos ismereteket szereztiink az élelmiszerek és az

illéolajok kolcsonhatasarol, mely ismeretek késobb hasznosithatoak lesznek az



illoolajok tartdsitoszerként torténd esetleges felhasznalasa sordn. A huskivonat
hidrolizalt fehérjéi nagy koncentracioban védelmet jelentettek az illoolajok novekedést
gatld hatasaval szemben, mig a ndvényi eredetli szdjapeptonnak nem volt ilyen hatésa.
A kismolekulaju, vizoldékony szachar6z nem befolyasolta Iényegesen az illoolajok
antimikrobialis hatasat.

8. Valos ¢lelmiszerekben kiprobalva az illoolajokat, a legjobb hatdst a magas cukor-,
alacsony fehérje- és zsirtartalmu, savas pH-ji gyiimdlcslevekben kaptuk. Az
érzékszervi vizsgalatok alapjan is a gyliimolcslevek lehetnek az illdolaj hozzaadasaval
késziilo €lelmiszerek termékfejlesztésének kiindulasi pontjai. Szeletelt kenyereknél a
csomagolasbol felszabaduld illdolaj tobb nappal képes meghosszabbitani a

fogyaszthatosagi idot.

OSSZEFOGLALAS

A dolgozat 16 célja a kivalasztott illdoolajok és kombinacidik antimikrobialis hatasdnak
vizsgalata volt élelmiszerromlast okoz6 baktériumok, élesztd- és fonalas gombak ellen.

Az illoolaj f6 komponensek és a tobbi Osszetevd kozott nem szerepeltek a deklaraltan
legjobb antimikrobidlis hatast adé fenolos tipusu vegyliletek. Ennek ellenére a ciklikus
monoterpéneket és terpén-alkoholokat tartalmazo illdolajok (bordka, citrom, majoranna és
muskotalyzsalya), illetve az ilyen tipust illéolaj Osszetevok (a-pinén, limonén, linalool,
terpinén-4-0l) mindegyike jelent6s antimikrobialis hatast mutatott in vitro és élelmiszerekben
vizsgalva.

A ciromolajjal izesitett almalé felbontas utani fogyaszthatosagi ideje kétszeresére nott,
és egy Ujszerll, harmonikus iz kombinaci6 jott 1étre. Az italt termékfejlesztésre javasoltak.

Tovabbi lehetdségként megvizsgaljuk az illoolaj géztér kifejlesztésének lehetdségét
un. ,aktiv’ csomagolasi technikdkban szeletelt kenyerek fogyaszthatosagi idejének

meghosszabbitdsara.
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