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BEVEZETES

A baktériumok  képesek az  élelmiszeriparban  és
egészségligyben talalhato kiilonbozo felilleteken megtapadni, és
ott biofilmet Ilétrehozni. Ebben a komplex rendszerben a
baktériumok ellendllobbak a karos kornyezeti hatasokkal
szemben. A biofilmek elleni védekezés elso feladata a tapadas
gatlasa. Ha a tapadas kialakult a kolonia eltavolitisa nehezebb.

A fertétlenitdszereknek vald hosszabb ideji kitettség novelheti
a baktériumok ellenallasat, ezért folyamatos a kutatas 1)
antimikrobialis hatdssal rendelkez6 anyagok iranyaba. Az
illoolajokat  kiilonbdzd novényekbdl vonjak ki, melyek
antimikrobidlis, antifugalis, antiviralis hatassal rendelkeznek.
Tobbsége a Food and Drug Administration (FDA) 4ltal
felallitott GRAS (altalanosan biztonsagosnak elfogadott)

kategoriaba esik.



CELKITUZESEK

Kutatasunk {6 célkitlizése egy természetes hatdanyagot

(illoolajat) tartalmazod fertStlenitdszer kifejlesztése volt, amely
hatékonyan képes gatoni a bakterialis biofimek kialakulasat
szilard feliileten.

1.

Kivalasztott illoolajok  antimikrobidlis  hatdsanak
vizsgalata.

lloolaj keverékek antibakterialis hatasanak vizsgalata
és jellemzése.

[bolajok  tapadast gatld hatdsanak vizsgalata
élemiszeriparbol szarmazo felilleteken; beleértve a
technologiai folyamatokra jellemzé variaciokat (tiszta
¢s élelmiszermaradvanyt tartalmazo felilletek).

Az illbolajok baktericid kinetikajanak meghatarozasa.
[lloolajos  fertdtlenitdoldat  kiilonbozé  érettségi
biofilmekre gyakorolt hatasanak vizsgalata.

mianyag ¢€s fa feliileten; a biofilm képzés gatlasdnak
vizsgalata.

Természetes alapu fertOtlenitGszer optimalizalasa és

hatékonysaganak ellendrzése.



ALKALMAZOTTMODSZEREK

Vizs galt mikroorganizmusok: Bacillus cereus var. mycoides
SZMC 0042, Bacillus subtilis SZMC 0209, Escherichia coli
SZMC 0582, Listeria monocytogenes SZMC 21307,
Staphylococcus aureus SZMC 110007, Staphylococcus aureus
(MRSA) SZMC 6270, Pseudomonas putida SZMC 291T
Vegyes tenyészet tagjai: E. coli, L. monocytogenes,P. putida, S.
aureus.

Vizsgalt illéolajok: boroka, citrom, fah¢j, kakukkfii,

majoranna, muskotalyzsalya.

Izolalt bakté riumok azonositasa:
o mintavételi helyek: fagyasztott péksiiteményeket gyartd
tizem, husterméket el6allitd taniizem,
e baktériumok azonositisa: genomi DNS tisztitasa,
agaroz gélelektroforézis, PCR, DNS szakaszok
szekvenalasa és elemzése, nukleotid szekvencidk

analizise (BLAST).
Minimalis gatlé és baktericid koncentraciéo me ghatirozisa;
kolcsonhatas azilloolajok kozott:

e mikrohigitdsos moddszer; sakktabla modszer
e rezazurinos festés,
o szélesztés.

Baktériumok tapadé képességének meghatarozasa:

e tapadas vizsgalat polipropilén ¢€s rozsdamentes acél
felilleten négy ora hosszan at, 6ranként mintavétel,



harom leghatasosabb illbolaj vizsgalata (majoranna,
kakukkfii, fahéj),

illbolajos (szubletalis koncentracio) kdzegben,
¢lelmiszeriizemi modell: paradicsompiiré és csirkemell
1é élelmiszermaradvany a felilleten, a megtapadasra és
az illdolajok tapadast gatld hatasara kifejtett hatas,
illbolajjal bevont feliletek hogyan befolydsoljadk a
bakterialis tapadast,

DAPI festés és mikroszkopos vizsgalat.

Ill6olajok baktericid kinetikdjanak vizs galata:

koncentracio és/vagy a pH hogyan befolyasolia az
illoolajok hatasat szabad sejtek esetén,

Biofilmek vizsgalata és eltavolitasa:

polipropilén és rozsdamentes acél feliileteken,

24 és 168 oras biofilmek vizsgalata

a kisérletekben megallapitott paraméterek alapjan a
felilletek fertdtlenitése illdolajos oldattal,

sejtszam meghatarozas szélesztéssel.

Vegyes tenyészetii biofilmek vizsgalata:

feliiletek: polipropilén, rozsdamentes acél, csempe-
keramia, fa

24 és 168 oras biofimek képzése €s fertétlenitése a fent
megallapitott paraméteriiilloolajos fertdtlenitdoldattal
Osszes ¢és faj szerinti sejtszam meghatarozasa a
fertdtlenités utan altalanos és szelektiv taptalajokon.

Fertotlenitoszer optimalizalas :

Design of Expert 9 program: Box-Behnken Response
Surface Design,



e fliggetlen valtozok: koncentracio (1-3x MBC),id6 (10-
110 min) és pH (4,5-7,5),

e Dbaktériumok: modell organizmusok: E. coli és L.
monocytogenes (polipropilén  felilleten);  vegyes
tenyészet (polipropilén és fa feliilet),

e 24 4ras biofilm vizsgalat,

e {sszehasonlitas jelenleg hasznalatos
fertotlenitdszerekkel.

Elektronmikroszkdpos felvételek:
e 24 ¢s 168 oras biofilm képzése milanyag és fa feliileten,
e felvételek készitése a feliileteken 1€v6 biofilmekrdl a
fertotlenités elott és utan pasztazo elektronmikroszkop

segitségével.



ELERT EREDMENYEK - TEZISEK

A feliiletekrdl izolalt baktériumok az alabbi nemzetségekbe
tartoztak: Citrobacter sp., Enterobacter sp., Escherichia sp.,
Pseudomonas sp., Serratia sp.
A vizsgalt illoolajok kozil fahéj, majordnna és kakukkfii jo
antibakterialis hatassal rendelkezett. A bordka, citrom és
muskotalyzsalya illoolaj ezzel szemben kevésbé volt hatékony,
a legtobb vizsgalt baktériumon a > 100 mg/ml feletti minimalis
gatlo  koncentraciot kaptunk, igy ezeket az illoolajokat
kihagytuk a tovabbi vizsgalatokbol. Osszességében az altalunk
izolalt baktériumok és a torzsgyijteménybdl szarmazo Gram-
negativ  baktériumok  ellenallobbnak  bizonyultak  az
illoolajokkal szemben. A vizsgalt illoolajok igen hatékonyak
voltak az MRSA-val és L. monocytogenes-szel szemben is.
1. Megallapitottuk, hogy az illéolajok kolcsonhatisa
akkor a legerésebb, ha legalabb az egyik illdolaj
tartalmazott fenolos jelle gli komponest (timol — kak ukkfii).
A legtdbb esetben additiv vagy szinergista hatast értlink el
kivéve azipari izolatumok esetén, ahol indifferens volt a hatast.
2. Bizonyitottuk, hogy a fahéj, kakukkfii, majoranna
illéolajok szubletalis koncentracioban szignifikansan
csokkentették akar gatoltak is a rozsdamentes acélra és
polipropilén feliilletre letapadt baktériumok szamat.
Emellett bizonyitottuk, hogy a felilet maga nem
befolyasolja a baktériumok Kkitapadasi képességét,
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ellentétben a feliilletek élelmiszermaradvanyokkal valo
szennyezettségével. Elelmisze rmaradvanyok
nagymérté kben elgsegitették a baktériumok tapadasat, és
rontottak az illoolajok gatlé hatas at.

Elsosorban a fehérje jellegli szennyezodések okoztak ezt a
hatast, mert az aldehides illoolaj Osszetevoket, mint a
fahéjaldehid, a fehérjék képesek kovalensen kotni, és ez okozza
a gatlo hatas csokkenését. Ha a fehérjéket eltavolitottuk a
szennyezodésbol, a gatld hatas visszatért.

3. Az ipari kovetelményeknek megfeleld, fahéj,
kakukkfii és majoranna illoolaj alapu fertdtlenitoszert
allitottunk ossze.

4. Rozsdamentes acél, valamint milanyag
feliilletekre kitapadt biofilmek eltavolitasat sikeresen
hajtottuk végre savas kémhatasu illoolajtartalmu
(els6sorban majoranna olaj tartalmi) szerekkel. A
fertotlenités jobb hatasu volt fém felilleten, mint
miianyagon.

Az érett biofilmek (168 6ras) eltdvolitdsa, illetve sejtszam
csOkkentése konnyebb volt, ami talin a tdpanyagforrasok
kimeriilésével és a toxikus anyagok felhalmozddasaval is
kapcsolatban lehet. A legjobb hatast, azaz a biofilmek
teljes megsziintetését majoranna illdolajjal értikk el savas
kémhatasnal, de a tobbi illoolaj is alacsony pH-n mutatta a
8



legjobb hatast. Savas kémhatds mellett a legtobb illoolaj
Osszetevd nem-disszocidlt allapotban van, ¢és erdsen
hidrofob, ami lehetévé teszi szdmukra, hogy atjussanak a
baktériumok sejthartyajan, és zavart okozzanak a normal
sejtmikddésben.

5. Optimalizaltunk egy természetbarat,
majoranna és fahéj illéolaj alapu (pH=4,5)
fertotlenitészert, mely alkalmas rozsdamentes acél
polipropilén, csempe és fa felilleteken Kkialakult
biofilmek eltavolitaisara egyarant. Az iparban és a
haztartasokban ritkdn alakulnak ki egyfaji biofilmek,
sokkal jelemzobbek a vegyes  koOzOsségek Az
optimalizalast a Box-Behnken kisérlettervezési modszer
segitségével végeztikk. A legnehezebben fertétlenithetd, fa
felilet, tekintve, az ajanlott illoolaj koncentracié 60
mg/ml majoranna és 12,5 mg/ml fahéj. A fertotlenitési
ido feliilettol fiiggéen 10 és 30 perc kozott valtozik.



OSSZEFOGLALAS
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A vizsgalt illoolajok antibakteridlis hatdssalrendelkeztek, a
legigéretesebb a fah¢j, kakukkfli €s majoranna volt.

Azon illoolaj keverékek kozott volt szinergista, additiv
hatds, ahol az egyik tag f& komponense fenol tipusu
vegyiilet.

Tapadas soran nem volt kiilonbség a polipropilén ¢és
rozsdamentes acél felilleten megtapadt sejtek szamaban. Az
illoolajok képesek csokkenteni a megtapadt sejtek szamat,
akar gatoltak is. Az élelmiszermaradvanyok a felilleten
elosegitik a megtapadast és csokkentik az illdolajok hatasat.
A koncentracid novelés és pH valtoztatds eldsegiti az
illdolajok antibakterialis hatasat.

Kiilonbség van az iparbdl izoldlt baktériumok és az SZMC
torzsgytjteménybdl szarmazoé baktériumok érzékenysége
kozott.

A 24 6rés biofilm esetén tobb sejt volt a matrixban, mint a
168 orasban. Azilloolajos fertdtlenitdszerek eltdvolitottak a
bifilmeket a feliiletrol

A kevert tenyészetli biofilmek esetén foleg a Gram-negativ
baktériumok voltak jelentésebb szamban. A fa feliilet
fertdtlenitése nehezebb a pordzussaga miatt.

Az optimalizdlas soran kapott fertétlenitészer hatéasa
megegyezett vagy jobb is  vol, mint  az

iparban/haztartasokban hasznalt fertétlenitészerekeé.
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