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Kivonat

Az ¢lelmiszeripar szamara nagy kihivast jelent a patogén mikroorganizmusokkal
szembeni kiizdelem, illetve az altaluk eldidézett megbetegedések megeldzése. A kiillonbozd
névényi eredetli anyagok mikrobaellenes hatasa ismert, és az élelmiszeripar igyekszik
elétérbe helyezni és felhaszndlni a természetes antimikrobidlis anyagokat. A leginkabb
tanulmanyozott novényi részek az illoolajok, viszont manapsag egyre jobban a figyelem
kozéppontjaba kerlilnek a riigyek, ugyanis a masodlagos metabolitok mellett egyéb értékes
komponensek is megtalalhatok benniik, mint a hormonok, citokinek, nyomelemek ¢és
enzimek.

A kutatas soran a kokény (Prunus spinosa L.), illetve a homoktovis (Hippophae
rhamnoides L.) riigykivonatok antibakterialis hatasat vizsgaltam harom Gram-pozitiv
(Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus), és két Gram-negativ
(Salmonella enterica és Escherichia coli) baktériumra agar difftzios- és taplevesben torténd
tenyésztéses modszerrel. Az Osszefliggések jobb megértése érdekében a riigykivonatok 6sszes
polifenol tartalmat is meghataroztam Folin Ciocalteu modszerrel.

A vizsgalt riigykivonatokra leginkabb a Bacillus cereus és Staphylococcus aureus
baktériumok voltak érzékenyek ugy az agar diffuzids-, mint a taplevesben torténd
tenyésztéses eljaras soran. Leginkabb ellendlld mikrobanak az agar diffizids modszer
esetében a S. enterica és az E. coli bizonyult, ugyanis még a 100%-os kivonat sem hozott 1étre
gatlasi zOonat, mig a tapleves esetében a B. cereus és az E. coli mutatott jelentds ellenallast. A
két extraktum koziil a homoktdvis er@sebbnek bizonyult, mint a kokény kivonat, mivel az
alacsonyabb koncentraciok (20-30%) is bakteriosztatikus hatdst hoztak 1étre. Ez
Osszefliggésbe hozhaté azzal, hogy a homoktovis riigykivonatnak magasabb a polifenol

tartalma.
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1. Bevezetés

Az élelmiszeripar szamara nagy kihivas a patogén baktériumok elleni kiizdelem. Ezzel
tarsul a fogyasztok altal felallitott elvarasok az élelmiszeriparral szemben, melyek iddrdl idore
valtoznak. Mivel egyre tobb figyelmet szentel az orvostudomany a taplalkozasi szokasok és a
taplalékok hosszatavi kovetkezményeire, igy napjainkban 4altalanos kovetelmény a
tarsadalom részérdl, hogy az ¢€lelmiszerek minél kevésbé legyenek feldolgozva és lehetdleg
ne, vagy csak nagyon kis mennyiségben tartalmazzanak mesterséges adalékanyagokat és
tartositoszereket. Ezen kitételek teljesitéséhez jarulnak hozza a természetes, vagy természetes
alapu tartositoszerek, illetve antimikrobialis hatassal rendelkez6 anyagok [1].

A természetben szamos antimikrobidlis anyag fellelhetd allatokban, névényekben és
mikroorganizmusokban is, és ezen anyagok irant egyre nagyobb az érdeklodés tgy a
tarsadalom, mint az ipar altal. Ezek kozil van, amit mar felhasznalnak az élelmiszerek
gyartasanal, példaul a tejben talalhatéd laktoperoxidazt, a fokhagymaban taldlhat6 allicint vagy
a tejsavbaktériumok altal termelt nizint. Ezekhez legtobb esetben tarsulnak kiilonbdzd
szinergiak, példaul alacsony pH ¢és vizaktivitds, oxigén elvonas, magas nyomas vagy
homérséklet szabalyozas [2].

Kutatasok alapjan tobb mint 1340 novény ismeretes, melyek antimikrobidlis
hatéanyagokkal rendelkeznek, példaul fenolos vegyiiletekkel (melyek gombadlé szerként
hatékonyak), szerves savakkal vagy illoolajokkal [3]. Azon ndvények, melyek tartalmazzak
ezen hatdanyagokat mar széles korben elterjedtek az €lelmiszeriparban, ilyen példaul a
rozmaring, a koriander, a hagyma vagy a fokhagyma [4].

A novényekben taldlhatd antimikrobidlis anyagok szerepe elsdsorban a ndvények
védelmére szolgal a kiilonb6zéd mikroorganizmusokkal szemben, viszont ezek potencidlis
védo szerepet nyujthatnak, Gigy az emberi szervezetnek, mint az élelmiszereinknek. Nem
véletlen tehat, hogy évszazadok 6ta hasznélatosak ezen ndovények, a gyogyszer-, szEépség- €s
élelmiszeriparban [5]. Habar eddig az illdolajok voltak népszertiek, most mar egyre tobb
figyelmet kapnak a riigyek is, melyek nem csak antimikrobidlis, hanem mas értékes
hatdéanyagokkal is rendelkeznek, példaul citokinekkel, nyomelemekkel és hormonokkal is.
Ezen anyagok egyiittesen, egy olyan komplexet képeznek, mely az emberi szervezetre nézve
kiilonosen jotékony amellett, hogy a tarsadalmi elvarasnak is megfelel, miszerint a

természetes anyagokat kell eldnyben részesiteni a szintetikusak helyett.



2. Célkitiizések
Kutatdsom célja elsésorban az volt, hogy feltirjam a homoktovis és a kokény
antimikrobialis tulajdonsagait, illetve, hogy szamszertsitsem ezek hatékonysagat. Ezen feliil
az 0ssz-polifenol tartalom meghatarozasaval tovabbi 6sszefliggések meghatarozasa volt a cél.
A homoktovis, illetve kokény extraktumok emberi fogyasztasra alkalmasak, igy
bizonyitva  alkalmassagukat  felhasznalhatok az  ¢lelmiszeriparban, természetes

adalékanyagokként.
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1. abra: A kutatas célkitiizesei

3. Irodalmi attekintés
3.1 A patogén mikroorganizmusok jelentésége az élelmiszeriparban
Az ¢lelmiszeriparban kiemelkedden fontos témakor a patogén mikroorganizmusok,
mivel ezek nagy veszélyt jelentenek a fogyasztok egészségére. Patogén mikroorganizmusok
lehetnek baktériumok, gombak vagy virusok, melyek emésztérendszeri zavarokat vagy

sulyosabb esetekben halalt okozhatnak [6]. Egy felmérés alapjan évente 7,7 milli6 ember hal



meg valamilyen baktérium 4altal okozott fertdzés miatt, melyeknek nagy részét a
Staphylococcus aureus és Eserichia coli baktériumok okozzak [7]. Ezen baktériumok viszont
gyakran fellelhetdek ¢élelmiszerekben, viszont mennyiségiiket EU-s jogszabalyok is

korlatozzak [8] (1. tablazat).

1. tablazat: A kutatasban vizsgalt mikroorganizmusok hatarértékei Europai Unios

jogszabdlyok alapjan
Mikroorganizmus Tipus Hatarérték (TKE/g)
Bacillus cereus Gram-pozitiv <100
Listeria monocytogenes | Gram-pozitiv <100
Staphylococcus aureus | Gram-pozitiv <100
Salmonella enterica Gram-negativ | Nem kimutathat6 25 g-ban
Escherichia coli Gram-negativ <10

A patogén mikroorganizmusok elleni elsd 1€pés a gyartasi folyamatok alatt betartott jo
higiéniai gyakorlat, viszont ez nem elégséges a teljes védelemhez, igy sziikségessé¢ valik a
kiilonb6z6 technologidk hasznélata, mint példaul a hoékezelés, illetve az antimikrobialis
anyagok hasznalata.

A Bacillus cereus kétféle tipusu megbetegedést valthat ki az emberekben: az elsé tipus
hanydssal jar, melyet emetikus toxinok valtanak ki. A mésodik tipust enterotoxinok okozzak,
ez pedig hasmenést eredményez [22]. A Bacillus fajok tobb antibiotikummal szemben is
rezisztensek, ami nagyon megneheziti az altaluk okozott megbetegedések kezelését [29].

A Listeria monocytogenes kiilondsen veszélyes lehet a gyerekekre, iddsekre,
varandosokra €s immungyenge személyekre nézve, viszont az egészséges ember szervezetét is
képes fertézni. Enyhébb esetekben a betegség lazzal, hanyingerrel, hasmenéssel ¢&s
izomfajdalmakkal jar. Komolyabb esetekben, vagy a YOPI (Young, Old, Pregnant, Immune
compromised — Gyerekek, Idések, Varandosok, Immungyenge egyének) csoportba tartozo
egyéneknél a fertézés atterjedhet a gerincveldre, esetlegesen az agyra is [23]. A Listeria
monocytogenes baktérium altal okozott betegség neve liszteridzis, amit elsdsorban
antibiotikumokkal kezeltek, viszont igy ez a mikroorganizmus elkezdett antibiotikum
rezisztenciat kialakitani [28].

A Staphylococcus aureus élelmiszer mérgezést valthat ki, az altala termelt
enterotoxinok miatt. A Staphylococcus aureus altal kivaltott megbetegedés hanyassal és

hasmenéssel jar [24]. Emellett a Staphylococcus aureus baktérium hirhedt az

crer



A Salmonella enterica a szalmonelldzis nevii megbetegedésért felelds, melynek
tiinetei kozé tartozik a laz, a hasi gorcsok és a hasmenés is. Annak ellenére, hogy az emberek
tobbsége magatol felépiil a szalmonell6zisbol, sulyosabb esetekben orvosi segitség is
szilkséges a teljes gyogyulashoz [25]. A Salmonella enterica szintén egy antibiotikum
rezisztens baktérium. El6szor az 1960-as években jelent meg a baktérium ellenallasa,
nevezetesen a kloramfenikol nevii antibiotikummal szemben, viszont azéta csak ndvekedett az
antibiotikumokkal szembeni rezisztenciaja a Salmonella térzseknek [30].

Az Escherichia coli az egyik legismertebb baktérium. Az allati, illetve emberi
emésztorendszerben is megtalalhatd, azonban az emésztorendszeren kiviili teriiletekre jutva
sulyos bélfertézéseket okozhat, melyek heveny hasmenéssel és hasi gorcsokkel jarhat, amihez
esetenként laz is tarsul [26]. Az Escherichia coli torzsei az el6z6ekhez hasonldéan képesek
antibiotikum rezisztenciat kialakitani, aminek oka altalaban a tGlzott antibiotikum hasznalat

[31].

3.2 Antimikrobialis anyagok jellemzése
Azokat a vegyileteket, melyek képesek elpusztitani, vagy gatolni a

mikroorganizmusok szaporodédsat antimikrobidlis anyagoknak nevezziik. Ezek a vegytiletek
szarmazasuk alapjan lehetnek természetesek, illetve mesterségesek, tovabba a természetesek
lehetnek, allati-, novényi- vagy mikrobioldgiai eredetiick, a mesterségesek pedig lehetnek

antibiotikumok vagy szintetikus vegyiiletek (2. tablazat) [9].

2. tablazat: Antimikrobidlis anyagok osztalyozadsa

Antimikrobialis anyagok Osztalyozas Példa
Novényi eredeti Kurkumin
Természtes antimikrobialis Allati eredeti Méhvi
anyagok ati eredetll ¢hviasz
Mikrobialis eredetii Nizin
Szintetikus antimikrobialis Antibiotikumok Ciprofloxacin
anyagok Szintetikus vegyiiletek | Klorhexidin

A novényekben taldlhaté antimikrobialis anyagok, lehetnek szerves vegyiiletek, igy
példaul szaponinok, fenolok vagy flavonoidok. Ezek gyakran polarosak, mely tulajdonsaguk
altal konnyen kolcsonhatasba léphetnek a vizben oldott mikroorganizmusokkal. Egy masik
nagyon fontos fizikai-kémiai tulajdonsaguk, hogy altalaban kristalyos szerkezettel
rendelkeznek, ami segitséget nylUjt a jelenlévd patogén mikroorganizmusok

sejtmembranjainak a kdarositdsaban. Tovabba a ndvényi eredetli antimikrobialis anyagok



valtozo pH-tartomanyban is igencsak stabilak, tehat mas-mas kornyezeti feltételek mellett is
hatékonyak lehetnek [10].

A ndvényi antimikrobidlis anyagok hatdsmechanizmusa tobbféle lehet. A fenolok és
fenolsavak a mikroorganizmusok sejtmembréanjat karositjak, azaltal, hogy megvaltoztatjak
annak integritdsat, pontosabban a membran lipidekkel Iépnek kolcsonhatasba, igy
megzavarjak a strukturajat, illetve permeabilitdsat. A szaponinok pedig a mikroorganizmusok
sejtfalanak a szintézisét képesek gatolni. Mas antimikrobialis anyagok a mikroorganizmusok
enzimatikus aktivitasat tudjak befolydsolni, ami a DNS- replikacid gatlasahoz vezet. Egyes
novényi alkotdk, melyek antioxiddnsokat tartalmaznak (példaul karotinoidok), képesek az
oxidativ stresszt kivaltani mikroorganizmusokbol, amely sejthalalt okoz [11].

Fontos megjegyezni, hogy az egyes novényekben jelenlévo vegyiiletek, egyszerre tobb
hatdsmechanizmussal is képesek miikodni, tovabba, hogy az antimikrobialis hatds szorosan

Osszefligg a gatolni vagy elpusztitani kivant mikroorganizmus tulajdonsagaival, védekezd

cres

3.3 A kokény jellemzése
A kokény (Prunus spinosa L.) (2. abra) a rozsafélék csaladjaba tartozo, tovises cserje,

a szilva egyik kozeli rokona. Ennek az Eurdpaban is Gshonos novénynek a termése

kékesfekete szinii, aprd és csonthéjas [12].

2. dbra: A kokény (Prunus spinosa)
A kokényt szdmos iparagban felhasznaljak, hiszen egy értékes ndvény. A
gasztronomidban termését felhasznéljak dzsemek, gylimdlcsborok és likdrok készitéséhez,

levelébdl teat foznek. A gydgyaszatban is alkalmazzak, hiszen viragzata teaként hashajto



hatasu, ezzel szemben a termésébdl fozott lekvar hasfogd. Alkalmas még a diabétesz,
horghurut kiilsé gyulladasok kezelésére is, illetve veseproblémakra is javasoljak [38].
Tovabba a népi gydgyaszatban vérnyomascsokkentoként ismeretes. Ezen feliil a novényt,
mint diszcserjét is hasznaljak, illetve faanyaga nagyon kemény, nehezen torik, ebbdl adoddan
pedig asztalos munkakhoz is kivalé [13].

Az ¢lelmiszeriparban mar tesztelték adalékanyagként a kokény gylimolcsét, és
bebizonyitottak, hogy daralva javitja a fagylalt mindségét, taplalkozasi-, érzékszervi- és
fizikai-kémiai értékét. Joghurt készitésnél természetes szinezékként és édesitdszerként
hasznaltak, valamint diétas rostforrasként is kivalo [43].

Tehat kijelenthetjiik, hogy a kokény egy rendkiviil hasznos ¢és sokoldalu novény,
kémiai Osszetétele és tulajdonsagai (3. tablazat) is err6l arulkodik, hiszen termése akar 12,1
mg/g C-vitamin-, 41,3 mg/g antocian- és 407 mg/g fenolsav tartalommal is rendelkezhet [14].
Ezen feliil a kokény gyiimolesének prebiotikus hatasai is vannak, emiatt fogyasztasa

tamogatja a bélflorat, és pozitiv hatassal van az emésztésre [38].

3. tablazat: A kokény gyiimolcs kémiai tulajdonsdagai

& | Antocianidok Fenolsav
Oldhato Titralhaté | vitamin Antioxidans
o ; (mg/100 g tartalom (mg ..
szilardanyag | pH | savassag |tartalom - aktivitas
friss galluszsav/100 g
tartalom (%) (%) (mg/ iimoles) | friss gyiimolcs) (%)
100ml) | & gy
11,98-14,98 3'313- 3,87-4,99 | 3,8-12,1 0,0-41,3 117-407 71,15-78,99

A kokény gylimolesének antimikrobidlis tulajdonsagait mar vizsgaltak, és a kutatasok
azt mutattdk, hogy a gylimoélcs kivonata, mar 0,25 mg/mL-es koncentracioban gatolta az
Escherichia coli, a Salmonella typhimurim, az Enterobacter aerogenes, az Enterococcus
faecalis és a Staphylococcus aureus baktériumokat. Ezen hatasért pedig valdszintlileg a

kivonatban talalhat6 flavonoidok (myrcitin, kvercetin, rutin) és fenolsavak felelések [32].

3.4 A homoktovis jellemzése
A homoktovis (Hippophae rhamnoides L.) (3. abra) egy az eziistfafélék csaladjaba

tartozo cserje. A mérsékeltszubtropusi dvezetben 6shonos, Nepalbodl terjedt el. Ezen ndvény

2-6 m magasra n0, levelei landzsa alaktiak, termése sarga szinii és a bogyok ovalis alakuak

[15].




3. dbra: A hom/okté'vis (Hiopae rhmnoides)

A homoktovis felhasznalasi moddjai igencsak széleskortiek, hiszen felhasznaljak a
gyogyszer- és €lelmiszeriparban is jotékony hatdsai miatt, tovabba a talajer6zié megeldzése
érdekében is iiltetik [16].

A homoktovis termése gazdag szénhidratokban, fehérjékben, szerves savakban, illetve
aminosavakban és vitaminokban (4. tablazat), igy a tapértéke nagyon magas [17]. Ebbdl is
kovetkezik, hogy a népi gyogyaszatban is kozkedvelt, am a gyogyszeriparban is szamos
terméket eldallitanak beldle. Borbetegségek, példaul pikkelysomor vagy ekcéma, sziv- €s
érrendszeri betegségek vagy égési sériilések kezelésére is hasznaljak. Ezen feliil alkalmas
emésztérendszeri zavarokra, gyulladasok csokkentésére és a rakos megbetegedések kezelésére
is [41]. A homoktovis olajat tengerimalacoknak adagoltak, ez pedig csokkentette a beiiltetett
daganatok tumorfejlédését. Ezen jotékony hatdsai 4ltal a homoktdvis olajat, mar
engedélyezték a korhazakban valo felhasznalasra Oroszorszagban, illetve Kinaban.

Tovabba a szépségiparban is kedvelt novény, mivel kivonata csokkenti a hajhullést és

serkenti a fejbor vérkeringését [42].
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4. tablazat: A homoktovis kémiai osszetétele

Osszetevo Erték
Szerves sav 2,6-4%

Cukrok és

alkoholok 3.5-7%
B1-vitamin 0,02-0,08 mg/100 g
B2-vitamin 0,03-0,056 mg/100 g

C-vitamin 150-1600 mg/100 g
Karotinoidok 6-28 mg/100 g

Folsav 0,79 mg/100 g

Flavonoidok 0,2-1,5%

A homoktévis magjainak antimikrobialis hatdsa mar ismert. A homoktdvis magok
metanolos kivonata erds antimikrobialis hatast mutatott a Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Bacillus coagulans és Bacillus subtilis baktériumokkal szemben. Ezzel
ellentétben a mikrobagatlo hatas joval alacsonyabb volt a Yersinia enterocolitica baktérium
esetében [33].

3.5 Riigykivonatok jétékony hatasai
A kiilonb6z6 ndvények jotékony hatdsai az emberi szervezetre mar évszazadok Ota

ismeretesek, nem véletlen, hogy a népi gyodgyaszatban szamos novényt alkalmaznak
kiilonb6z6 betegségek kezelésére.

Napjainkban mar egyre nagyobb figyelmet kapnak a riigyek, illetve hajtasok is, ami
nem véletlen, hiszen a riigyekben, illetve hajtasokban szamos az emberi szervezet szamara
hasznos anyag felgyiilemlik. Ezen okbol kifolydlag jelent meg a gemmoterapia is. A
gemmoterapia egy olyan, viszonylag 0j terapids modszer, mely kiilonb6z6é ndvények riigy és
bimbd kivonatainak jétékony hatasain alapul.

A kiilonboz6 riigyekbdl nyert extraktumok altalaban joval magasabb mértékben
tartalmaznak fenolokat, antioxidansokat, vitaminokat és egyéb bioaktiv anyagokat, mint a
ndvények mas részeibdl nyert kivonatok. A riigykivonatok jotékony hatasai kdzé sorolhatjuk
példaul a gyulladas- és stressz csokkentd hatast, az immunrendszer erdsitést, illetve a sziv- €s
érrendszeri betegségek kialakulasanak megel6zését [34].

A riigykivonatok jotékony hatdsaira egy nagyszerli példa a rdzsa riigykivonata,
melyrdl bizonyitottak, hogy hatékonyan gatolja a Staphylococcus aureus baktériumot, és ezt
alkalmazni lehet a sertéshus biztonsaganak fenntartasaban [35]. Tovabba a sarga festovirag

rigykivonatanak hatasai az emberi szervezetre is egy nagyon jo szemléltetdje a riigykivonatok
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pozitiv hatasainak. A sarga festdvirdg riigykivonata megel6zi az agy kognitiv funkcioinak a

csOkkenését. Az extraktum javitja a tanuldsi képességeket, illetve a memoriat [36].

4. Anyagok és modszerek

4.1 A kutatasban hasznalt anyagok és berendezések

A Kkutatds soran a f6 alapanyagok a kokény és homoktovis riigykivonatok voltak,
amelyek a PlantExtrakt cégnél lettek eldallitva 2023-ban. A riigyek a cég sajat iiltetvényérol
voltak begytijtve Kolozs megyébdl.

A mikrobiologiai vizsgalatokhoz harom Gram-pozitiv (Bacillus cereus B.00076),
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus B.01055), és két Gram-negativ (Salmonella
enterica sups. enterica B.00834, Escherichia coli B.00200) baktériumot hasznaltam, amelyek
a Mezbégazdasagi ¢€s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményébdl szarmaztak
Budapestrdl, tovabba Nutrient taplevest és Nutrient agart (VWR International, Debrecen)
alkalmaztam, mint tapkozeg. A polifenol tartalom meghatarozashoz TPTZ-t (2,4,6-trisz 23 (2-
piridil)-s-triazin, C1gH12Ns), natrium karbonatot (NaCOz3), metanolt (CH3OH), galluszsavat
(C7H60s), Folin-Ciocalteu reagenst és desztillalt vizet hasznaltam.

A mérések megvalositasahoz sziikségem volt UV/VIS spektrofotométerre (DR6000)

(4. abra), digitalis tolomércére és laboratoriumi inkubdatorra.

4. abra: DR6000 UV/VIS spektrofotométer (forras: sajat kép)

4.2 A kutatasban alkalmazott modszerek

4.2.1 A riigykivonatok eléallitasa
A Kivonatok eléallitasa az European Pharmacopoeia-ban leirt modszer alapjan tortént.

A begyljtott friss riigyek 1:1 ardnyu 96%-os (v/v) etanol és glicerin keverékében voltak

12



aztatva, ugy, hogy a szaraz novényi anyag €s olddszer ardnya 1:20. Ezt kovetden a keverék 20
napig razatva volt napi 2x20 percet, majd az id6 lejarta utan a szilard és a folyadék fazis el lett
valasztva, majd a szildrd részt préselésnek vetették ald, hogy a kihozatal ndvekedjen. A
vizsgalatokhoz az etanol el lett parologtatva rotavapor berendezés segitségével 40 “C-on és
200 mbar-on, elkeriilve ezaltal, hogy a bioaktiv komponensek karosodjanak. Az
elparologtatott etanol azonnal desztillalt vizzel lett helyettesitve és a kivonat felhasznalasig 4

°C-on volt tarolva (5. abra).

5. abra: Homoktovis (A) és kokény (B) riigykivonatok

4.2.2 Agar diffiziés médszer
Az agar diffizios modszer egy olyan vizsgalat melynek segitségével szamszerlisithetd

a kiilonbozd mikroba gatld anyagok hatékonysaga.

A vizsgélat sordn a baktériumokbdl fiziologids sodoldatban 1-es optikai siirliségl
szuszpenziot készitettem, majd 0,1 mL mennyiséget (kb. 108 TKE/mL) Nutrient agarra
sz€lesztettem és a kozepébe 8 mm atmérdjii lyukat vagtam, amelybe 0,1 mL, kiilonb6zo
¢és 37 “C-on inkubaltam 24 orat (6. abra). Az id6 letelte utan digitalis tolomércével lemértem a
lyuk koriil annak a zoénanak az 4tmérdjét, ahol nem fejlédtek ki a mikroorganizmusok (gatlasi
zOna, tartalmazza a lyuk atmérgjét is). Minél nagyobb volt a kor atmérdje, annal nagyobb

antimikrobidlis hatassal rendelkezett a vizsgalt kivonat [19].
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Mikrobatenyészet

6. dabra: Az agar diffuzios modszer vazlata (forrds: 51)

4.2.3 Taplevesben torténo tenyésztéses eljaras
A taplevesben torténd tenyésztéses modszer egy egyszerl vizsgalat az antimikrobialis

hatas kimutatdsadhoz. Lényege, hogy az -elkészitett tapleveshez adagoljuk az adott
mikroorganizmust, illetve az antimikrobidlis hatdst anyagot [20].

Ahhoz, hogy egyszerre tobb koncentracidoban vizsgalhassuk az antimikrobiélis anyag
hatasat mikrotitralé lemezben (7. abra) végeztem a kutatast, igy egyszerre tobb ismétlésben és

tobb koncentracioban vittem véghez ugyanazt a kisérletet.

Al
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7. abra: Mikrotitradlo lemez

Ezen modszer esetében kétféle vizsgalatrol lehet beszélni a MIC (minimalis gatld
koncentracio) és az MBC (minimalis baktericid koncentracid) meghatarozasarol.
A minimalis gatld koncentracié meghatdrozasahoz Agbeby és mtsai. (2022) illetve El.

Baabouaa ¢és mtsai. (2022) modszerét vettem alapul [47], [48]. A mikrotitrald lemezbe

crcr
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elkészitett kivonat). A higitas taplevessel tortént és a kivonat+tapleves mennyisége minden
esetben 100 uL volt. 24 o6ras mikrobatenyészetbol 1-es optikai denzitasi szuszpenzidt
°C-on 24 o6rat inkubaltam. Inkubalas utan 10 uL 0,01 mg/mL-es rezazurin oldatot adagoltam
¢s tovabbi 2 6rat inkubdltam 37 °C-on. A mikrobidlis novekedés kdvethetd volt a rezazurin
szinvaltozasabol, ugyanis kék szin esetén nem volt ndvekedés, mig a rozsaszin esetében a
mikrobak novekedtek. A minimalis gatlé koncentraci6 az a legkisebb kivonat koncentracio,

ahol mar nem volt névekedés, vagyis nem lett rozsaszin a keverék. (8. abra)

8. dbra: A rezazurin szinvaltozasa (N.K. — negativ kontroll, P.K. — pozitiv kontroll)

Annak érdekében, hogy pontosabb eredményeket kapjak az inkubalés utan higitasi sort
majd 24 ora inkubalas utan leszamoltam a telepeket (9. abra). Meghataroztam a kezdeti
baktériumszuszpenzio sejtszamat (TKE/mL) is, igy egy pontosabb képet kaptam, hogy milyen
iitemben ndvekedtek, illetve pusztultak el a baktériumok és ez altal a minimalis baktericid
koncentraciot (MBC) is meg tudtam hatarozni, amely lényegében az a legkisebb koncentracio,
ahonnan kiszélesztve nem jelennek meg baktériumtelepek, vagyis a kivonat teljesen megéli a

mikrobakat.
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9. abra: Staphylococcus aureus telepek

4.2.4 TPC modszer Folin Ciocalteu reagenssel
A TPC (Total Polyphenolic Content-Osszes polifenol tartalom) modszer 1ényege, hogy

a Folin Ciocélteu reagens tartalmaz sarga Mo (VI) ionokat, melyek az antioxidansok hatasara
Mo (V) ionokka redukalddnak, amely egy kék szinii vegyiilet (10. abra). Ez a kék szinii oldat

spektrofotométer (4. abra) segitségével 760 nm-en mérhet6 [21].

O _-OH coo”

I Folin reagens P Na,C04
n é O+ * ﬁ
I l [Mﬂ 64-] ',l‘_ b +MO > +2H
HO™ °Y "OH 0" Yy oM
OH o
Galluszsav Spektrofotométer

10. dbra: A szinkialakulas folyamata [50]

A mérés elvégzésehez sziikségem volt Folin-Ciocalteu reagensre, metanolra, natrium-
karbonatra, galluszsavra, a kivonatokra és desztillalt vizre.

Kezdetben elkészitettem a 0,7 M-0s Na-karbonat oldatot, amely soran 7,42 g Na-
karbonathoz 100 ml desztillalt vizet adagoltam, majd a metanolos oldatot készitettem el,
amely sordn 16 ml metanolhoz 4 ml desztillalt vizet adtam. A mintaelegyek esetében 250 pl
Folin-Ciocalteu reagenshez 20 ul kivonatot, 200 ul metanol oldatot, 1 ml Na-karbonat oldatot
¢és 5 ml desztillalt vizet adagoltam [49].

A kalibracids egyeneshez galluszsavbol készitett standardokat hoztam létre 5, 10, 15,
20 mg/ml koncentracidoban, majd a standardokat és a mintdkat A=760 nm hullamhosszon
lemértem.

Az eredményeket mg galluszsav/100 g szarazanyagban adtam meg.
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4.2.5. Statisztikai vizsgalatok

Minden mérést haromszor végeztem el, az eredmények atlag+szords formajaban
vannak kifejezve. Az agar diffizidos modszer esetében a kiilonb6zo gatlasi zonak kozti
Osszefiiggéseket IBM SPSS Statistics 26 programban tartam fel alkalmazva a
varianciaanalizis modszerét és a Tukey HSD tesztet. A kiilonb6zé koncentraciok altal

1étrehozott gatlasi zonakat akkor tekintettem szignifikansan eltéronek, amikor p < 0,05.

5. Eredmények és kiértékelésiik
5.1. Az agar diffizios modszer eredményei
Az agar diffiziés modszer alapjan a Salmonella enterica és az Escherichia coli
baktériumokat egyik kivonat sem gatolta, viszont a Bacillus cereus és a Staphylococcus
aureus baktériumokat mindkét extraktum gatolta (11. abra), illetve a Listeria monocytogenes-

el szemben a homoktovis kivonat mutatott mikrobagatlo hatast, a kokény nem (5. tablazat).

Bacillus cereus - homoktdvis 100% Staphylococcus aureus — homoktovis 100%

11. abra: A kivonatok altal létrehozott gatlasi zonak
A 11. dbran megfigyelhetoek kozépen a gatlasi zonak, lathatd, hogy a homoktovis a

Staphylococcus aureus esetében hatékonyabb, vagyis a gatlasi zona nagyobb, mint a Bacillus

cereus esetében.
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5. tablazat: Az agar diffuzios modszer eredményei

Kivonat
Baktérium Kivonat |koncentracidja Gatlasi zona (mm)
(%0)
100 9,88+0,46 ?
90 10,09+0,43 @
Kokény 80 9,74+0,26 °
70 9,84+0,21 2
60 0+0
100 12,44+0,44 9°
Bacillus cereus 90 13,39+1,03 "9
80 11,65+0,39 °':'e
v 70 11,85+0,68 ©%°
Homoktovis 60 10.9140.69 abe
50 10,84+0,97 2bc
40 10,71+0,13 2P¢
30 0+0
Escherichia |Kokény 100 0+0
coli Homoktdvis 100 040
Listeria [ 188 10 34ﬂ§)§g ab
monocytogenes | Homoktovis 90 040
100 12,53+1,5 ©
90 12,95+1,21 ©f
Kokény 80 11,79+0,96 ©9°
70 11,48+0,91 Pede
60 0+0
Staphylococcus 100 16,31+1,64
aureus 90 14,85+1,46 9
80 13,94+2,49 9
. 70 12,92+1,53 °®f
Homoktovis 60 11,6340.64 bcde
50 10,95+1,71 @bed
40 10,06+0,6 2
30 0+0
Salmonella | Kokény 100 0+0
enterica Homoktovis 100 0+0

Az 5. tablazat és 12. abra alapjan a homoktovis riigykivonat hatasosabbnak bizonyult,
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Az eredmények atlagtszorasban vannak kifejezve, a gatlasi zonak tartalmazzak a lyuk atméréjét is (8 mm). A
kiilonbozé szammal illetett értékek (*9) statisztikailag kiilonboznek egymastol (p < 0,05) a Tukey HSD tesztnek
megfelel6en.

vagyis nagyobb antimikrobialis hatast mutatott a kokény kivonatnal, tovabba megfigyelhetd,

hogy a koncentracio csokkenésével atlagosan csokken a gatlasi zona nagysaga is, amely a




csokkené bioaktiv komponens koncentracioval hozhatd 0Osszefliggésbe. Statisztikai
vizsgalatok alapjan szamos esetben nincs szignifikdns eltérés a kiilonboz6 kivonat
koncentraciok altal létrehozott gatlasi zondk nagysdgaban, ez azt jelenti, hogy példaul a
Bacillus cereus esetében a kokény riigykivonat koncentraciotol fliggetleniil azonos gatlasi
zonat hozott létre. A Tukey HSD teszt alapjan szdmos esetben megfigyelheté hasonlo
jelenség, amely lényegében azt jelenti, hogy a kiilonb6z6 kivonatok €s kivonat koncentraciok

kolcsonosen felcserélhetdk, hiszen hatasuk egyforma.

Bacillus cereus Staphylococcus aureus
20 20

E 15 g 15 ef efT
— T cde cde abc abc ,p. N2 T cdel Cde b.c.dedb.cd
< gl <
g L =
S 10 S 10
= 5 = 5
< &
) 0 &) 0

100 40 100 90

Kivonat koncentracio (%) Kivonat koncentracio (%)

B Kokény M Homoktovis

12. abra: Az agar diffuzios vizsgalat eredményei

5.2. A taplevesben torténd tenyésztéses modszer eredményei

A taplevesben torténd tenyésztéses eljards soran vizsgaltam a minimalis gatld- és
minimalis baktericid koncentracidkat (MIC ¢s MBC). A minimdlis gatld koncentracid
eredményeinél a kioltasos- és a rezazurinos modszer eredményei nem minden esetben
egyeztek meg, bizonyos esetekben a rezazurinos MIC érték nagyobb volt, mint a kioltasos
MIC érték, amely azzal magyarazhatd, hogy az inkubdlds alatt a mikrobdk végeztek
anyagcserefolyamatokat, szaporodtak, viszont a kivonat hatdsara el is pusztultak, igy inkabb a
kioltdsos modszert vettem figyelembe az eredmények Osszesitésénél. Osszességében a
homoktovis riigykivonat teljesitett jobban, ugyanis esetében mar az alacsonyabb kivonat
koncentraciok is gatoltak a baktériumok szaporodasat, példaul a Staphylococcus aureus
esetében mar 20%-0s kivonat sem engedte novekedni a mikrobakat. A kokény riigykivonat
esetében csak 30% folotti koncentraciok valtottak ki a gatld hatast (6. tablazat és 7. tdblazat).

A kioltdsos modszer esetében a sejtszamok logaritmalt értékeit a 6. tablazat

tartalmazza. A tablazatban kiemelten lathatoak azok az értékek, ahol a végso sejtszam kisebb,
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mint a kezdeti, vagyis a mikrobak mar nem szaporodtak. A tablazatban tovabba megtalalhatok
a MBC értékek is, amelyek azok a koncentraciok, ahol a végso sejtszam 0. A baktericid hatast
a kokény riigykivonat két mikroorganizmus (Listeria monocytogenes és Salmonella enterica)

esetében is elérte, mig a homoktdvis csak a Salmonella enterica esetében.

6. tablazat: A taplevesben torténd tenyésztéses eljardas eredmeényei

el Kokény Homoktovis
Koncentracio

(%) Kezdeti | Végso | Kezdeti | Végso

0 8,07 8,32 8,07 8,52

10 8,07 8,47 8,07 8,30

20 8,07 7,91 8,07 7,50

Staphylococcus 30 8,07 7,55 8,07 4,65
aureus 40 8,07 6,57 8,07 4,49
50 8,07 451 8,07 4,34

70 8,07 2,23 nt nt

100 8,07 1,54 8,07 6,47

0 6,87 7,73 6,89 781

10 6,87 7,25 6,89 7,04

i 20 6,87 6,93 nt nt
'iz‘r’éugs 30 6,87 | 644 | 689 | 6,64
40 6,87 6,38 6,89 6,70

90 6,87 6,40 nt nt

100 6,87 6,37 6,89 6,62

0 7,84 9,00 8,01 8,25

10 7,84 7,62 8,01 8,11

20 7,84 7,81 8,01 8,06

30 7,84 7,21 8,01 7,87

Listeria 40 7,84 6,66 8,01 7,78
monocytogenes 50 7,84 0,00 8,01 7,91
60 7,84 0,00 8,01 7,96

70 7,84 0,00 8,01 5

80 7,84 0,00 nt nt

90 7,84 0,00 nt nt

100 7,84 0,00 8,01 2

0 7,58 9,73 7,26 9,23

10 7,58 8,42 7,26 8,17

20 nt nt 7,26 8,26

Sal " 30 7,58 8,12 7,26 8,28
2nT§rri‘§aa 40 758 | 792 | 726 | 7,83
50 7,58 7,90 7,26 5,08

60 7,58 2,69 7,26 2,31

70 7,58 0,00 7,26 0,00

80 7,58 0,00 7,26 0,00
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90 758 | 000 | 7,26 | 0,00
100 758 | 000 | 7,26 | 0,00
0 781 | 1060 | 7,59 | 9,01
10 781 | 1054 | 759 | 8,99
20 nt nt 759 | 872
Cecherichi 30 nt nt 759 | 7.73
3¢ C%rl'ic a 40 nt nt 759 | 7.23
50 781 | 785 | 759 | 646
60 781 | 761 | 759 | 6,09
70 781 | 707 | 759 | 615
100 781 | 554 | 759 | 504

nt- nem tesztelt. A kezdeti és a végso sejtszamok tizes alapu logaritmusban vannak megadva.

A MIC ¢és az MBC értékek a 7. tablazatban vannak Osszesitve, tovabba a 13. abra

grafikusan abrazolja a Salmonella enterica baktériumra a homoktovis riigykivonat hatasat.

7. tablazat: A minimdlis gatlo- és minimdlis baktericid koncentraciok

Kokény riigykivonat II:Iiioml(()ilift(;)lr;st
Vizsgalt gy
mikroorganizmusok
MIC MBC MIC MBC
Bacillus cereus 30 - 30 -
Listeria 30 70 70 i
monocytogenes
Staphylococcus 30 i 20 i
aureus
Escherichia coli 70 - 40 -
Salmonella enterica 60 100 50 70
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Salmonella enterica - Homoktovis riigykivonat
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13. abra: A minimalis gatlo koncentrdcio és a minimalis baktericid koncentracio a
homoktovis riigykivonat esetében a Salmonella enterica baktériumra nézve

5.3. ATPC médszer eredményei
A TPC mobdszer alapjan a homoktovis riigy kivonatdban 342,99+8,06 mg

galluszsav/100 mL talalhatd, mig a kokényében 137,92+15,34 (8. tablazat). A
szakirodalomban nagyon kevés adat talalhat6 a riigykivonatok polifenol tartalmarol, egyeldre
meég a gylimolesok és a levelek vannak a vizsgalatok kozéppontjaban, igy az eredményeim
Osszehasonlitdsa mas kutatasokkal nehézkes. Dedi¢ és mtsai. (2021) kutatdsdban a szaraz
kokény levél polifenol tartalma 8,31+0,03 — 27,45+0,12 mg galluszsav/g szaraz level kozott
valtozott, mig Korekar és mtsai. (2011) esetében a homoktdvis polifenol tartalma 32,49+1,19
— 83,0743,66 kozotti értekeket mutatott. Ha Osszehasonlitjuk az én értékeimmel akkor
megfigyelhetd, hogy kozeliek az értékek, ami nem annyira meglepd, hiszen a levelek a
riigyekbdl alakulnak ki. Ezzel ellentétben a gyiimdlcsok esetében joval alacsonyabb értékeket
mértek, pl. Marceti¢ és mtsai. (2022) friss kokény gylimolcsok esetében 34,24+1,39 —
321,36+9,13 kozotti értékeket mértek 100 g gylimdlesre vonatkoztatva, tovabba Korekar és
mtsai. (2011) esetében a szaraz homoktovis gylimolcs polifenol tartalma 1666+61,40 —
4578+343,68 kozott valtozott 100 g gylimdlcsre viszonyitva, amelyet ha dsszehasonlitunk az
altalam meért értékekkel megfigyelhetd, hogy joval alacsonyabbak az értékek a gylimdlcsok
esetében. Ez valdsziniileg annak tulajdonithatd, hogy a gyiimdlcsdkben az érés soran bizonyos

polifenolok lebomlanak, atalakulnak, igy csokken a koncentraciojuk.

8. tablazat: Az dltalam mért polifenol koncentrdciok és a szakirodalomban fellelheto értékek

[44],[45],[46]
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Koncentracié Koncentracio Koncentracio Koncentracié Koncentracio
Minta neve| (mg galluszsav/ | (mg galluszsav/ | (mg galluszsav/ (mg galluszsav/ (mg galluszsav/
100 ml kivonat) | g szaraz riigy) g friss riigy) 100 g gyiimolcs) g szaraz levél)
34,24+1,39 — 8314003
321,36+9,13 27 4540.12
Kokény 137,92+15,34 26,39+2,93 23,75+2,64 (Marceti¢ és mtsai., LT
(Dedi¢ és mtsai.,
2022)
fri 2021)
riss
1666+61,40 — 32494119
4578+343,68 83 0743 66
Homoktovis 342,99+8,06 65,64+1,54 59,08+1,38 (Korekar és mtsai., T )
2011) (Korekar és mtsai.,
. 2011)
szaraz
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6. Kovetkeztetések

A kutatas soran szamos érdekes eredményre figyeltiink fel.

A homoktdvis kivonatban tobb polifenol volt mérhetd és ezzel parhuzamosan erésebb
antimikrobidlis hatdssal rendelkezett, mint a kdkény riigykivonat, ezaltal elmondhatd, hogy a
polifenolok hozzajarulnak az antimikrobialis hatas kialakulasahoz.

A taplevesben torténd tenyésztéses eljaras esetében egyértelmiien erésebb hatas volt
megfigyelhetd, mint az agardiffuziéos moddszer esetében. Ez azzal magyardzhato, hogy az
agardiffuziés modszernél nem érintkeznek a mikroorganizmusok kozvetleniil a kivonatokkal,
mig a tapleves esetében direkt érintkezés van, igy a kivonatokban taldlhaté antimikrobidlis
anyagok (fenolsavak, flavonoidok stb.) jobban ki tudjak fejteni a hatasukat.

Statisztikai vizsgalatok alapjan egyes kivonat koncentraciok azonos gatlé hatast
képesek elérni kiilonbozo baktériumok esetében, igy akar kdlcsondsen fel is cserélhetok.

Baktericid hatds csak kevés esetben volt megfigyelhetd a taplevesben torténd
tenyésztés soran, ezaltal megallapithatdo, hogy a kivonatoknak inkabb bakteriosztatikus
hatasuk van. Ennek el6nyeit egy antibiotikum kezelés soran is ki lehet hasznalni, ugyanis, ha
a kivonat nem engedi szaporodni a karos mikrobdkat akkor a sziikséges antibiotikumok

konnyebben és rovidebb 1d0 alatt lesznek képesek elpusztitani dket.

7. Osszefoglalas

Roviden 0sszefoglalva kutatdsom soran sikeriilt igazolnom a kdkény és a homoktovis
rigykivonatok antimikrobidlis hatasat egyes patogén mikroorganizmusokkal szemben. Ez U
eredménynek szamit, hiszen a riigykivonatok vizsgalata még nem elterjedt, nagyon kevés
szakirodalmi cikk taldlhaté a témaban. A kutatds jelentdségét tovabb nodveli, hogy
napjainkban az antibiotikum rezisztencia egy nagyon elterjedt és rengeteg problémat okozé
jelenség, igy minden olyan vizsgélat, amely arra iranyul, hogy 1ij antimikrobialis szereket
kutasson teljes mértékben iddszerli és eldremutatd. A riigykivonatok tovabbi elénye, mint
antimikrobialis szerek, hogy nem alakulhat ki rajuk antibiotikum rezisztencia, hiszen rengeteg
Osszetevd talalhato benniik.

A kutatds soran tovabba igazolodott, hogy mindkét extraktum magas polifenol
tartalommal rendelkezik, amely révén rengeteg pozitiv hatast képesek kifejteni az emberi
szervezetre.

A kutatds tovabbi célkitlizése, ezen riigykivonatok tejsavbaktériumokra gyakorolt

hatasanak vizsgalata és ez alapjan funkcionalis élelmiszerek fejlesztése.
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