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BEVEZETES

Az ¢lelmiszerbiztonsag napjainkban is fontos kérdéseket vet fel, és kihivas elé allitja a
gyartokat. Az ovintézkedések ellenére fennall annak a veszélye, hogy a haztartasokba kertild
termékek szennyezettek élelmiszerromldst okoz6 vagy patogén mikroorganizmusokkal.
Ennek kikiiszobolése elsédleges cél a kutatok és az ipar szamara egyarant. A fogyasztok
korében komoly ellenérzet alakult ki a mesterséges élelmiszer adalékanyagokkal szemben,
ugyanakkor a rezisztens mikroorganizmus torzsek felbukkanasa egyre komolyabb gondot
okoz. Egyértelmii, hogy olyan antimikrobialis szereket kell talalni, amelyek nem vezetnek
rezisztencia kialakuldshoz, viszont hatékonyan gatoljak a mikrobak szaporodasat. Mindezek

mellett a termék érzékszervi tulajdonsadgainak megtartasa, illetve javitasa is cél lehet.

Az élelmiszert szennyezO baktériumok is gyakran hoznak létre biofilmeket az
¢lelmiszerek, vagy az ipari berendezések feliiletén. A baktérium kozosségnek a biofilmbe
szervezOdés fokozott védelmet jelent a kedvezdtlen koriilményekkel szemben igy lehetéveé
valik a tapanyagok jobb elérhet6sége. A szabadon tsz6 (planktonikus) sejtekhez képest, ezek
a kozosségek fokozott ellenallast mutatnak fert6tlenitdszerekkel és antibiotikumokkal
szemben. A biofilmet alkotd sejtek kozotti kommunikaciot a quorum sensing (QS)
mechanizmus biztositia. A QS, a virulencia-faktorok szintézise, az extracellularis
poliszacharidok termelése €s a mikrobialis biofilm képzése mellett szabalyozza a baktériumok
patogenitasat is, ezért a folyamat miikodésének pontos megértése és esetleges gatlasa nagyon

fontos.

Munkank f6 célja néhany kivalasztott névényi illoolaj és f6 Gsszetevoik biofilm-ellenes és
anti-QS hatasanak vizsgalata élelmiszerromlast okozo, illetve patogén mikroorganizmusok
esetében. Céljaink kozé tartozott a hatékony illdolajok valodi élelmiszerekben

tartositoszerként torténd tesztelése is.



CELKITUZESEK
1. Illdolajok ¢és f6 komponenseik é€lelmiszerrontd illetve korokozd mikroorganizmusokra

gyakorolt hatasa: az antimikrobialis gatlo hatés és a biofilmképzés gatlasanak vizsgalata.

2. A QS mechanizmus jelmolekuldinak kimutatdsa ¢élelmiszerekrdl izolalt torzsekbdl.

I16olajok és f6 komponenseik hatasa a QS mechanizmusra.

3. Illoolajok felhasznalhatosagénak vizsgalata ¢élelmiszerek (his, gyliméles, zoldség,

gylimolcslé) mikrobialis romlasanak megelozésére.



ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt, élelmiszeriparban eléfordulé mikrobak: Bacillus subtilis; B. cereus var
mycoides; Escherichia coli; Pseudomonas putida; P. fluorescens; Staphylococcus aureus;

Listeria monocytogenes; Pichia anomala; Debaryomyces hansenii; Saccharomyces cerevisiae
Bioszenzor torzsek: Chromobacterium violaceum 85WT ¢és CV026; Serratia marcescens;
Rhizobium radiobacter NTL4 (pZRL4); Escherichia coli JM 109 pSB401; E. coli JM 109

pSB535; E. coli JM 109 pSB1075.

Felhasznalt illoolajok és f6 komponenseik

Il6olaj Boroka Citrom | Fahéj Kakukkfii | Majoranna | Muskotalyzsalya
Szarmazas | Juniperus | Citrus Cinnamomun | Thymus Origanum | Salvia sclarea

communis | lemon zeylanicum | vulgaris majorana

Komponens | a-pinén limonén | transz- timol terpinén-4- | linalool
fahéjaldehid ol

DNS alapu technikak alkalmazasa élelmiszerrol izolalt baktériumok meghatarozasara
- Genomi DNS tisztitas
- Agar6z gélelektroforézis
- Polimeraz lancreakcid
- DNS szakaszok szekvenalasa, szekvenciak elemzése

- Nukleotid szekvenciadk analizise (BLAST)

Illoolajok antimikrobialis és a biofilmképzést gatlo hatasanak vizsgalata
- Mikrohigitasos modszer

- Biofilmképzés meghatarozasa kristalyibolyas festéssel

Mikroszkopos technikak
- Pésztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek




A QS folyamat vizsgalata
- Elelmiszer eredetii izolatumok altal termelt QS jelmolekulak jelenlétének kimutatasa
bioszenzor torzsekkel
- QS gatlas kimutatasa papirkorong diffuzioés modszerrel
- Pigmenttermelés gatlasa folyadéktenyészetekben

- Osszefiiggés keresése a QS szabalyozas és biofilmképzés kozott

Ill6olajok hatasa élelmiszereken
- Szabvanyos ¢élelmiszer vizsgalati modszerek
- Illéolajos paclevek és illdolajos gdztér hatdsanak vizsgalata

- Erzékszervi vizsgalatok



EREDMENYEK

1. A tesztelt illéolajok és komponensek mindegyike rendelkezett jo antimikrobialis és
biofilmképzést gatlo hatassal.

Elelmiszerekbdl izolalt baktériumoknal 27 esetben végeztiik el a fajszintii meghatarozast. Az

illéolajok és komponenseik hatasat teszteltiik laboratériumi tipustdrzseken és a husokrol

izolalt Pantoea agglomerans opportunista patogén ¢és a husok romlasat okozé Kurthia

gibsonii baktériumok esetében is.

Altaldnossagban, a laboratoriumi torzsek és az izolatumok esetében a fahéj és kakukkfii
illéolajok és ezek f6 komponensei mutattak alacsony MIC (<1, illetve <2 mg/ml) értékeket. A
citrom és boroka gyengébb antimikrobialis hatassal rendelkeztek. Az egyik gyartasi tételben a
majordnna ¢és kakukkfii Osszetétele megvaltozott, a f0 Osszetevok eld anyagainak
felszaporodasa kovetkeztében. Ezeknél az ill6olajoknal az eredeti Gsszetételi olajokhoz
képest altalaban nétt a MIC értéke.

A G-pozitiv tipustorzsek ¢és az élelmiszer eredetli izoldtumok biofilm képzését a
leghatékonyabban a fah¢j és fahéjaldehid gatolta, kevésbé hatdsosnak pedig a citrom és a
boroka, illetve a majoranna és a terpinén-4-ol bizonyultak. Kevert tenyészeteknél a Listeria +
E. coli esetében a kontroll mintadkban a Listeria hat nagysagrenddel talnétte az E. coli-t.
Ill6olajok hozzaadasaval, gatoltuk a Listeria szaporodasat, a sejtszambeli eltérés csokkenni
kezdett. A Listeria + Staphylococcus kevert kozosség esetében a két baktérium erés biofilmet
Osszetétel kovetkeztében a majoranna és kakukkfli illoolajok gyengébb anti-biofilm hatést
mutattak.

Pasztazo elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltuk a vizsgalt illoolajok sejtfalat

roncsolo hatasat egyfajos és kevert biofilmek képzése esetében.

2. Kimutattuk QS jelmolekulak jelenlétét élelmiszerekrél izolalt torzsek esetében. Az
illoolajok és f6 komponenseik hatékony QS-gatloknak bizonyultak.

Hosszll szénlanci AHL jelmolekuldkat mutattunk ki csirkemellrdl, paprikarol, retekrdl és

csomagolt salatardl izolalt torzsek esetében, mig a kacsamellekrdl és egy, csirakeverékrol

izolalt torzseknél inkdbb révid szénlancu jelmolekuldkat detektaltunk. Az  izolatumok

egyikénél sem tudtuk kimutatni az Al-2 jelenlétét.



A papirkorong diffuzios modszerrel a citrom és f6 komponense kivételével mindegyik
hatéanyag gatolta a C. violaceum QS rendszerét. Ezzel ellentétben a S. marcescens esetében
csak a fahéj és muskotalyzsalya gatoltdk a folyamatot. Folyadéktenyészetekhez hozzaadva, az
olajok mar pg/ml-es koncentracidokban is csokkentették a pigmenttermelést.

Osszefiiggést talaltunk a C. violaceum biofilmképzése és QS gatlas kozott, ugyanis az
illéolajok csokkentették a QS vezérelt pigmenttermelést és ezzel parhuzamosan a
biofilmképzést is. A QS befolyasolhatta a biofilmeket kialakitd sejtek letapadasat is, ezt

legjobban a fahéj és komponense altal okozott valtozasok tamasztjak ala.

3. Sikeriilt gatolni a L. monocytogenes biofilmek kialakulasat csirkehuson. lll6olajok

hozzaadasaval noveltiik a foldieper, koktélparadicsom és sz6161é eltarthatosagat.
Il16olajos pacolast kovetden, a kakukkfii és timol gatoltak a L. monocytogenes biofilmek
kialakulasat csirkehuts feliiletén, és kellemes, fiiszeres izt adtak, amely harmonizalt a hus iz
vilagéaval.

A citrom illoolajos goztér ndvelte az eprek eltarthatésagot, 1-2 nappal késébb jelentkezett
a romlas a kontroll mintakhoz képest.

Koktélparadicsomok esetében a kontrollhoz képest 4-8 nappal késébb jelentkeztek a
fertozés. iziiket tekintve, a jellegzetes iz mellett, enyhén fiiszeres aromat tapasztaltunk,
amelyet kellemesnek itéltek az érzékszervi biralok.

A citrom illéolaj esetében magasabb, mig a fahéjnal alacsonyabb MIC értékeket
figyelhetiink meg 100% szd6l6levekben, mint malatads tapoldatban. Az enyhe hdkezelés

minden esetben megnovelte az illdolajok hatékonysagat.



OSSZEFOGLALAS

1.

9.

Elelmiszerekrdl izolalt torzsek esetében hetet fajszinten, husz torzset nemzetség

szintjén tudtunk meghatarozni.

Kimutattuk, hogy a tesztelt illdolajok és komponensek jo antimikrobialis hatassal
rendelkeztek. A megvaltozott Osszetétel kovetkeztében a majordnna és kakukkfii

illoolajok antimikrobidlis hatasa csokkent.

Kimutattuk, hogy a tesztelt illéolajok és komponensek hatékonyan gatoltak
baktériumok ¢és élesztdgombak biofilmképzését. A megvaltozott Osszetételii
majoranna és kakukkfii illéolajok gyengébb hatast mutatott ebben a tekintetben
Igazoltuk a vizsgalt illoolajok roncsold hatasat biofilmek esetében.

Kimutattuk hosszu illetve rovid szénlancu quorum sensing jelmolekulak jelenlétét az
¢lelmiszerekrol izolalt torzsek esetében.

A tesztelt illoolajok és f6 komponenseik jo anti-quorum sensing hatassal birtak.
Osszefiiggést talaltunk a biofilmképzés és QS gatls kozott.

Gatoltuk a Listeria monocytogenes biofilmek kialakulasat illoolajokkal és
OsszetevOokkel pacolt csirkemellen. A kakukkfii és f6 komponense, a timol, az
antimikrobialis hatas mellett, fliszeres izt is kolcsonoztek a htisoknak.

I1160lajos gdztér segitségével noveltiik friss foldieprek eltarthatosagat.

10. Kakukkfii ill6olajos gdztér segitségével noveltiik koktél paradicsomok eltarthatosagat.

11. Citrom ¢és fahéj illoolajok segitségével noveltiik sz6ldlevek eltarthatosagi idejét.
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