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BEVEZETES

A dolgozat célja ujfajta, természetes eredetii, a biofilm képzést csokkentd gatldoszer keresése.
A fert6tlenitészereket a mikroorganizmusok elpusztitasdra hasznaljak az élelmiszeriparban. Ha a
alkalmas a sejtek megolésére. A mikroorganizmusok egy id0 utdn alkalmazkodni tudnak a
kiilonb6zo fertétlenitdszerekhez, illetve rezisztensé is valhatnak, ennek kovetkeztében a
fert6tlenitdszerek mar nem lesznek képesek az elvart hatast kifejteni.

A tudomany fejlédésével, a kutatasok révén az elmult évtizedekben egyre jobban valt
ismertté a mikroorganizmusok viselkedése és kornyezetiik rajuk gyakorolt hatdsa, mint példaul a
rezisztencia kifejlodése a kiillonb6zo fertbtlenitészerekre. Ki kell emelni a mikroorganizmusoknak
azt a képességét, hogy képesek a feliileten megtapadni €s egységet, biofilmet képezni, melynek
kovetkeztében még ellenallobba valnak a kornyezeti hatdsokkal szemben.

A biofilmek kialakuldsa komoly problémat jelent az élelmiszeriparban, mivel fertdzési
forrasok lehetnek: az eszkozok feliiletérdl atkeriilhetnek az élelmiszerek feliiletére és vica versa. A
biofilmek eltavolitasa nehéz, sokszor a surolas sem elegendd, a feliileti fertétlenité szereknek pedig
sokkal jobban ellenallnak, mint a szabad sejtek.

Dolgozatomban  kiilonb6z6é illdolajokat (fahéj, boroka, citrom) hasznaltam az
¢lelmiszeriparbdl szdrmazd feliileteken (miianyag és rozsdamentes acél) létrehozott bakterialis

biofilmek (Pseudomonas putida, Escherichia coli) szamanak csokkentésére, elpusztitasara.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Biofilm

Kiilonbozo feliiletekhez vald tapadéasi képessége szdmos baktériumnak van, és biofilm
alkoto képességiik f6 horderejii probléma a kiilonb6z6 iparoknal, féként az élelmiszeriparban, ahol
a biofilm a szennyezddések allandoé forrasa. A biofilm szerkezete nem csak a letapadasi feliilettdl,
hanem a baktérium sejttdl és a kornyezeti tényez6ktdl is fiigg (Van Houdt and Michiels, 2010). A
biofilm biologiailag aktiv matrixa a sejtek és az extracellularis anyagoknak a szilard feliilettel
alkotott egyiittese (Kumar and Anand, 1998).

A biofilm emellett technologiai problémat is okoz. Példaul sziirési folyamatokban le tudja
csokkenteni a membran ateresztOképességet, melynek kovetkeztében a sziirés nem megfeleld lesz
(Kumar and Anand, 1998).

A mikroorganizmusok feliilethez tapadasa egyfajta fizikokémiai folyamat, melyet a Van der
Waals erék, az elektrosztatikus erék hataroznak meg (Van Houdt and Michiels, 2010).

A biofilm képzés nagyon lasst folyamat, napok alatt néhany milliméter vékonysagot ér el,
mely fligg a kultura allapotatol. A megtapadas utdn a mikroorganizmusokhoz ujabbak csatlakoznak,
igy stirlibb lesz a biofilm, ennek kdvetkeztében erdsebb a koldnia tapadasa a feliilethez. A biofilm
heterogén, kiilonb6z6 faju mikroorganizmusok élnek egyiitt, melyeknek kiilonb6zé 1étfenntartasi
igényeik vannak. A heterogén biofilm siir(ibb és stabilabb, mint az azonos mikroorganizmusok altal
alkotott (Kumar and Anand, 1998). A baktériumoknal az ostor felelés a mozgasért. Emellett részt
vesz a kotdédésben is a biofilm matrixban. A pilusok segitségével a kotédés erdsebb (Simoes et al.,
2009).

A taplalék transzfer gyorsabb a biofilmben, mint a baktériumok vizes fazisaban. A
biofilmek megtalalhatok a rozsdamentes acélon, aluminiumon, tivegen, gumin, teflonbevonaton és
nylonon, ezek az anyagok egytdl egyig megtalalhatok az ¢lelmiszeriparban. A teflonbevonat és a
nylon sima feliiletd, de igy is képes biofilm kialakulni. A rozsdamentes acélon pedig szemmel nem
lathaté repedések vannak, melyekben konnyen megtapadnak a baktériumok (Kumar and Anand,
1998). Egy kisérlet soran az E. coli a rozsdamentes acélon (7,9x10%db/100pl), HDPE-n (nagy
stirtiségli polietilén) (7,56x103db/ 100ul) és a graniton (7,9X103db/ 100ul) tapadt meg és novekedett
legjobban. A Formica cég altal gyartott laminalt miianyag (4,6x10%db/100 ul) feliileten alacsonyabb
volt a biofilm sejtsiirtisége (Jun, W. et al., 2010).

A reverzibilis tapadas a felillethez van der Waals er6kkel, elektrosztatikus erével és
hidrosztatikus kolcsonhatasokkal lehetséges. Ebben a tapadasi fazisban a baktériumok Brown-
mozgast végeznek, ilyenkor konnyili eltavolitani 6ket Oblitéssel (Kumar and Anand, 1998).

A Brown-mozgés a gdzokban és folyadékokban szuszpendalt részecskék véletlenszerti, sziintelen


http://hu.wikipedia.org/wiki/G%C3%A1z
http://hu.wikipedia.org/wiki/Folyad%C3%A9k

mozgasa. Az oldoszer molekulak megfigyelhetetlen, de allandd6 hémozgasa kovetkeztében a

szuszpendalt részecskéket véletlenszeriien ide-oda 16kdosik (http://hu.wikipedia.org 2012).

A biofilm fejlédése kozben a tapadas visszafordithatatlan a dipol-dipol kolcsonhatas,

hidrogén-, ionos- és kovalens kotés miatt. Ilyenkor a baktérium populacié eltavolitaisadhoz nagyobb

erd kell, példaul a surolas. A kotédés pH és homérsékletfiiggé is: Pseudomonas fragi kotodésének a

pH optimuma 7-8, Yersinia enterocolitica hémérséklet optimuma 21°C, mig 35°C-on és 10°C-on

mar kevésbé képes biofilmet képezni rozsdamentes acélon. Deleya marina-nak 25°C a hémérsékleti

optimuma a biofilm képzésnél, ezzel szemben 19°C-on kevésbé képes ra, és 37°C-on a leggyengébb

ez a képessége (Kumar and Anand, 1998).

Biofilm keletkezés folyamata (1. abra):

a baktérium megtapad a feliileten

a baktériumok jeleket kiildenek egymasnak, hogy termeljenek EPS-t.

EPS -extracellular polymeric substances- a sejteket koriilvevé kotéanyag. Az EPS-t
poliszacharidok, proteinek, nukleinsavak, lipidek, foszfolipidek és huminsav
alkotjak. A proteinek €s poliszacharidok alkotjak a biofilm EPS komplexuméanak 75-
89 szazalékat. Az EPS matrix egy fal, mely védi a biofilmben [évo
mikroorganizmusokat a karos hatasoktol és felelds a sejtek kozotti kommunikacioért
is. A poliszacharidok és proteinek meghatarozzak a biofilm mechanikus stabilitasat.
is.

a tapanyag ¢és oxigén felvétel kozben egyre tobb baktérium tapad meg és egyre
nagyobb matrix (biofilm) alakul Ki

elérve egy kritikus sejtszamot, biofilm nagysagot, mikroorganizmusok valnak Ki a
matrixbol

a kivalt mikroorganizmusok Ujabb helyen megtapadnak és biofilmet képeznek

(Simoes et al., 2009)



1. abra Biofilm képzédés folyamata (Monroe D., 2007

Biofilm az élelmiszeriparban

A kiilonb6z6 szallitocsovekben meg tud tapadni a mikroorganizmus, melyekben a folyékony
anyagot szallitjdk egymast kovetd munkafolyamatokhoz, mint példaul a gyiimolcslé és tej
gyartasanal. A biofilmek a csovek atmeérdjét csokkenthetik, ezéltal az dramlas lassabb lesz, emellett
a szirok kapacitasat is csokkentik, akar el is tomithetik azokat.

A husfeldolgozas soran a biofilmmel szennyezett feliilettel érintkezd levagott allatok testét
keresztszennyezhetik a megtapadt és matrixot alkotd baktériumok. Ot fokon tartott posztmortem
csirke testen a Listeria monocytogenes tudott szaporodni. Emellett szarvasmarha hasnal is mutattak
ki L. monocytogenst és Pseudomonas fragit, melyek megtapadtak mar a hus feliiletén (Kumar and
Anand, 1998).

A baktériumok a biofilmben olyan kémiai és bioldgiai reakcidkat katalizalnak, melyek
hatasara korr6ziot tudnak okozni fém feliileteken (csérendszerben, tartdlyokban).

Tejipar esetén a nyers tejben a Pseudomonas fajok életmiikddésiik soran enzimeket
termelnek, melyek koziil néhany taléli a pasztorizalast, és miikodésiik kovetkeztében csokkennek a
termék érzékszervi tulajdonsagai és az eltarthatosagi id0 is. A masik Ut melyen keresztiil
befolyasolja a késztermék mindségét a Pseudomonas ssp., hogy utdpasztérozes utan is maradhatnak
¢letképes sejtek a csomagolt tejben, ezaltal fert6zott lesz a pasztorizalt tej (Simoes et al., 2009).

Pasztér6z0 rendszerben kialakult biofilm vizsgéalata soran a biofilm alkoté baktériumok
11%-a E. coli és 11% Shigella sp. volt. Kaviar feldolgozo egységben a biofilm alkotok 6%-a volt
Pseudomonas , mig rak feldolgozonal 66% Pseudomonas sp. volt (Simoes et al., 2009).

A Dbiofilm ndveli a mikrobioldgiai szennyezddések kockéazatat. Az ellenallobb
mikroorganizmusokra kevésbé hatnak a fertétlenitoszerek, ezek segitségével a megtapadas

konnyebb a tobbi mikroorganizmus szdmara a feliileten. Ezutan a sejtek mikrokolonidkat képeznek



és a quorum sensing (baktériumok egymas kozotti kommunikdcioja) segitségével pedig ujabb

biofilmet alakitanak ki (Shi and Zhua, 2009).

Biofilm megsziintetés médszerei

Kontrolalni lehet a biofilm képzddést kiilonféle megeldzd €s megsziintetd stratégiakkal
(higiéniai szabalyzatokkal, berendezések tervezésével, berendezés anyagaval és a megfeleld
tisztito/fert6tlenitdszer megfeleld fizikai modszer parositasaval) (Kumar and Anand, 1998).

A tisztitasi folyamatnak meg kell sziintetnie az EPS-t. Ennek az eltavolitisa soran a
mikroorganizmusok tobb mint 90 szazaléka elpusztul, de az ¢letben maradt mikroorganizmusok
mashol letelepedhetnek és uj biofilmet képezhetnek (Simoes et al., 2009).

Fizikai lehetdség példaul szuper nagy magneses tér vagy a magas pulzalo elektromos tér
alkalmazasa. Még hatasosabb, ha alacsony elektromos aramot kombindljuk antimikrobialis
szerekkel. Az ionizald sugarzas hatasosabb a Salmonella sp. biofilm sejteknél, mint a szabad
sejteknél. Ennek kovetkeztében hasznos fertdtlenitd modszer a kiilonb6zd élelmiszereknél és
ezekkel érintkez0 feliileteken. De ezen 1j modszerek mellett nem kell elhanyagolni a hagyomanyos
modszereket sem, mint a surolas (Van Houdt and Michiels, 2010).

Kémiai modszerek a kiilonb6zd fertétlenitészerek hasznélata. A kelét tartalmu szerek (béta-
aminoetil éter, EGTA) is segitik a biofilm megsziintetését. A kelatok megkdtik a kalcium és
magnézium ionokat, igy destabilizaljak a sejtek kiils0 membranjait. A monolaurin 50 pg/ml
koncentracioban 65°C-o0s, 5 perces hokezelés soran a L. monocytogenes biofilmet megsziintette
(Van Houdt and Michiels, 2010).

Az, hogy melyik fert6tlenit6szer hatasos, tobb tényez6tdl fligg, a fertdtlenitendd feliilettdl, a
Houdt and Michiels, 2010). A fertdtlenit6szereknek hatasosnak, biztonsagosnak és konnyen
hasznalhatonak kell lenniiik, valamint ledblithetének és nem toxikusnak (Simoes et al., 2009).

Néhany fertétlenitészer nem is hatdsos a biofilm ellen, mint a higany-klorid vagy a
formaldehid.

Az ¢lelmiszereredetli baktériumok rezisztenciaja a fertétlenitdszerekre tobb mint 24 6rés
biofilmnél nagyobb, mint a fiatalabb biofilmeknél. (Kumar and Anand, 1998)

A fertdtlenitdszerek leghatékonyabbak a szabad sejteknél. A kiilonb6z6 fert6tlenitszerek is
masképp hatnak a mikroorganizmusokra. A peroxisav hatasosabb, mint a klor a Pseudomonas fajok
¢s Listeria monocytogenes biofilm inaktivalasanal rozsdamentes acélon. A natrium-hipoklorit
hatasosabb az E. coli, P. fluorescens és a S. aureus pusztitasanal vagy eltavolitasanal, mint a PAA -
peroxiecetsav- a rozsdamentes acélon valé megtapadasnal. Az 6zon erés oxidaloszer, igy még tobb

mikroorganizmusra hat, mint a klor vagy mas fertdtlenitdszerek. Az 6zonnak az a tulajdonsaga,



hogy tobbféle baktériumra hat, igy nem csak a szabad sejteknél, hanem a biofilmnél is tudjak
hasznalni, mint fert6tlenitGszer. Az aktiv klor a legelterjedtebben hasznalt komponens, mivel
konnyt eldallitani és gazdasagos (Van Houdt and Michiels, 2010).

Biologiai vonatkozasban a bioaktiv komponenseket célszerli megemliteni, mint példaul a
nizin, amit a sajtgyartasnal a Clostridium botulinum sporak ellen hasznalnak. Egy tanulmany
kimutatta, hogy a feliileten 1év6 nizin hatasara kevesebb volt a L. monocytogenes szama (Kumar
and Anand, 1998). A baktérium altal termelt anyagcseretermékek, mint példaul a Bacillus subtilis
altal termelt surfactin feloldjak a biofilmet, példaul a Salmonella enterica, E. coli és Proteus
mirabilis baktériumoknal. A vaskdtd proteinek, mint a laktoferrin képesek gatolni az E. coli
novekedését. (Simoes et al., 2009)

Egyes enzimek, mint az alfa-amilaz és béta-glukonaz hatasos volt ipari biofilmnél a
papirgyartasban. Az livegrél és az anyag feliiletérdl a Staphylococcus-t és az E. colit az endo-béta-
N-acetil-glukozaminidaz eltavolitotta (Kumar and Anand, 1998).

Az enzim alapu tisztitdszerek: proteolitikus és glikolitikus enzimek szinergikus hatast
mutattak az E. coli biofilmre rozsdamentes acélon, 10 masodperc hat6id6 utan eltiint a biofilm 61-
96%-a (Simoes et al., 2009).

Nem mindegyik biofilm okoz problémat. Egyes biofilmek képesek biologiailag lebontani
szamos toxikus komponenst és a szennyez6dések rétegzodését is képesek csokkenteni (Kumar and
Anand, 1998).

Fagok  (virusok, melyek baktériumot gatolnak/pusztitanak) szabalyozzak a

mikroorganizmusokat és az altaluk képzett biofilmet is (Simoes et al., 2009).

1.2 Quorum sensing

A kornyezethez valdo alkalmazkodas nem egy baktériumtol fog fiiggeni, hanem a
kozosségtol, tehat csak kozosen tudnak alkalmazkodni a véltozdsokhoz. A kozosségben tul tudnak
¢Ini, ha 6sszehangoljak mechanizmusaikat. Az 6sszehangolasban jatszik szerepet a quorum sensing
(QS), vagyis ,,az egyedi sejtek kis molekulatomegii jelzé részecskék segitségével érzékelik, ha a
populécid elérte azt a minimalis egységet, vagy quoromot, amely az egész populéacidra hato valaszt
indukal. A sensing a koriilmények érzékelésére utal, ilyen példaul az egyedsiirliség, a tapoldat
Osszetétele, a kornyezet érzékelése vagy mas fajok egyedeinek jelenléte.” (http://aok.pte.hu 2012).

A baktérium jelzdmolekuldkat juttat a kornyezetbe, melyet az egység tobbi tagja a jel
receptoraval tudja érzékelni, majd feldolgozni és azonos moddon reagalni a kiilsé koriilményekre,

valtozasokra (2. abra). (Bassler, 1999)



Quorum sensing
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2. abra Quorum sensing mechanizmusa (http://lawrencekok.blogspot.hu 2012)

A QS segitségével a baktériumok nem csak alkalmazkodni tudnak a kornyezethez, de
képesek biofilmet kialakitani, a biofilm szerkezetét modositani és rezisztensé valni egyes anyagokra
(Whitehead et al., 2001).

A QS szamos fajnal tudja befolyasolni a biofilm képzddést, példaul az acil- homoszerin
lakton, (HSL) segitségével. Egyetlen enzim felelds a jel szintézisért, a jel maga az acil-HSL, mely
képes atdiffundalni a sejtmembranon ¢€s kdlcsonhatasba 1ép a citoplazmikus DNS-ko6to receptorral,
mely modositja a QS-szabalyozott gén kifejezddését. Ez a tipusu QS a Gram negativ
baktériumoknal fordul elé. Az acil-HSL alapt QS a vad tipusu Serratia liquefaciens-nél heterogén,
fennmaradoé sejtalkotok és a sejtek hosszu rostjai/szalai vannak jelen a biofilmben. Ezzel szemben
megvaltoztatott (mutalodott) acil-HSL kovetkeztében vékony, hianyos Osszetételii és szala biofilm
keletkezett. A quorum sensing gatlasa lehetséges megoldas lehet arra, hogy a biofilmbdl kivaljanak
a baktériumok, igy az elpusztitasuk is konnyebb lehet (Whitehead et al., 2001).

A QS-t lehet gatolni kiilonboz6 illoolajokkal (rozsa, levendula, rozmaring, muskatli,
fokhagyma, vanilia, fahéj). Emellett a koménymag metilalkoholos kivonata is gatolta a QS-t:

e zavarta az acil-homoszerin-lakton aktivitasat
e biofilm kialakulast és
e amozgasképességet.
Koéménymag kivonatban talalhato metil-eugenol 10pug/ml koncentracidban koriilbeliil 90%-

ban gatolta a biofilm kialakulast (Packiavathy et al., 2012).



1.3 Ill6olajok

Az illbolajok vizben nem oldodo, illékony folyadékok, melyeket novényi részekbdl (gyokér,
szar, kéreg, levél, virag, bibe) vonnak ki, foként vizgdz desztillacioval. Az illdolajok tobb
komponensbdl allnak, de foként par komponens a meghatdrozd, melyek 20-90 szazalékban
megtalalhatok benne (Burt, 2004).

Az illdolaj 0Osszetevdit nagyobb részben terpének és terpenoidok teszik ki, emellett
tartalmazhat még fenolt és szarmazékait, alifds szdrmazékokat és kén- €s nitrogéntartalmua
vegylileteket. Az illoolajokat foként élelmiszeripari, kozmetikai és gydgyaszati célokra hasznaljak.
Az illoolajok tobb mint 90%-at terpének (tobb izoprén egység Osszekapcsolodéasa) alkotjak.
Megkiilonboztetiink monoterpéneket (CigHig), szeszkviterpéneket (CisHag), diterpéneket (CooHsy),
triterpéneket (CsoHag) €s tetraterpéneket (CaoHss), attol fiiggéen, hogy hany izoprén egységbdl
allnak (Csap06 és Csaponé, 2003).

3. abra Limonén (CypHj6): monociklikus monoterpén, a bordka illoolaj egyik dsszetevdje

(Csap6 és Csaponé, 2003)

O
X H

4. abra Fah¢jaldehid (CgHgO): aromas vegyiilet, fenol szarmazék, a fahéj illoolaj egyik

Osszetevoje (Csapo és Csaponé, 2003)

Illoolajok torténete:

Az oOkor ota hasznaljdk a fliszereket és a bel6liik késziilt kivonatokat parfiimként,
izesit6szerként és tartositoszerként. Az illoolaj desztillacioval vald eldallitasa tobb mint 2000 évvel
ezelodtt elséként Keleten (Egyiptom, India és Perzsia) tortént. Az eljarast a 9. szazadban az arabok

tokéletesitettek. A 13. szdzadban az illdolajat a gyogyszertarak is eldallitottak és elemezték a



gyogyaszati hatasukat. Hasznalatuk azonban Eur6paban a 16. szazadig nem terjedt el széles korben.
A 17. szazadban a gyogyszertarakban 15-20 kiilonbozo illdolajat lehetett mar kapni (Burt, 2004).

Az illoolajok és mas noveényi kivonatok rendelkeznek antibakteridlis, antifungalis és
antiviralis hatassal, ezeket a tulajdonsdgokat probaljak kihasznélni jfajta mikroorganizmus elleni
szerekben és az élelmiszertartositasban (Solorzano-Santos et al., 2012).

Altalaban a f6 komponensek felelnek a biologiai hatasokért.

Az illoolajok koagulaljak a citoplazmat és rongaljak a lipideket €s a proteineket. A sériilt
sejtfal és membran kovetkeztében a makromolekulak kifolynak és feloldodnak a kdrnyezetben.
Emellett megvaltozik a membran ateresztOképessége, abnormalis ateresztést idéz eld, ami
kovetkeztében oxidativ stressz alakul ki és a kiils6 ¢és bels§ mitokondridlis membran
ateresztOképességének valtozasa miatt a sejt meghal nekrozisban.

A legtobb illdolaj nem fejt ki mutaciot a mikroorganizmusokban (Bakkali et al., 2008).

Az ill6olaj kihozatal fligg a ndvény fajtajatol és a novényi résztdl. Az illdolaj eldallitas
leggyakrabban a mar emlitett vizgéz desztillacioval torténik, de emellett mas eljarassal is ki lehet
nyerni az olajt (extrakcio, fermentacio) (Solorzano-Santos et al., 2012).

Vizgbz desztillacid soran az anyagot viz-géz bevezetésével forraljak. A forrasponton az
anyagbol eldallitott elegy ugy viselkedik, mintha az egymasban nem o0ldodé komponensek kiilon
volnanak jelen a rendszerben. Az elegy ¢és a tiszta komponens forrdspontja mads, a tiszta
komponensé magasabb. Az tiszta komponens (illoolaj) €és az elegy a rendszer kiilonb6zo részében
valik ki (Dr. Szabo et al., 1987).

Munkém soran harom fajta illdolajat hasznaltam: boroka, citrom és fahé;.

Bordkaolaj: A Juniperus communis albogy6jabol készitik, melybdl 2-3 szazalékot tudnak
kivonni vizgéz desztillacioval. Az illéolaj 40 szizaléka alfa-pinén, 12 szdzaléka mircén
(szénhidrogén monoterpén, mely kett6 5 szénatomos —izoprén - terpén Osszekapcsolodasa (Krisch,
2012)), 7 szazaléka béta-pinén, 6 szazaléka terpinén-4-ol, 5 szazaléka szabinén és 3 szazaléka
limonén. A boroka illdolaj szine szintelen illetve halvanysarga, illata jellemezden fliszeres, feny6-
¢s borsszerli. A bordka illdolaj pozitiv tulajdonsdga, hogy antimikrobidlis hatassal rendelkezik,
fert6tlenit, vizelethajto ¢és kronikus iziileti gyulladas esetén is hatdsos, emellett még
gyulladascsokkent6 is. (http://aromax.hu 2012)

Citromolaj: A Citrus limon az eurdpai citromfa gylimdlcsének héjabol nyerik ki 0,5-1,5
szazalékban. Kétféleképpen nyerhetd ki egyik a mar emlitett vizgdz desztillacid a masik eljaras a
préselés, mely soran a héjat préselik, a kifolyt folyadékot sziirik €és centrifugaljak. A citromolaj f6
komponense a limonén 60— 80 szazalékban (szénhidrogén monoterpén (Krisch, 2012)), emellett
megtaldlhatd még benne 10 szazalékban a béta- és gamma-pinén, minimalis mennyiségben (0,15-

0,25%) a bergaptén. Szine halvanysargéds, -zoldes, illata pedig a citromhéjra emlékeztetd.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166911006732
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166911006732

Elsdsorban az egészségligyben a 1égtér tisztitasara /fertOtlenitésére/ hasznaljak, igy antimikrobidlis
¢és antiviralis hatasa is van. A kozmetikai iparban is megjelenik egyes készitményekben, frissito
vagy nyugtatd hatasu osszetevoként (http://aromax.hu 2012).

Fahéjolaj: A fahéj illoolaj a fahéjfa, Cinnamomum zeylanicum kérgébdl szarmazik, melyet
0,5-4 sz4zalék mennyiségben tudnak kinyerni. Emellett a fahéjfa leveleibdl és hisosabb hajtasaibol
is nyerhetd ki olaj. A fahéj illolaj f6 komponensei (65-75%) a fahéjaldehid és az eugenol a
kéregbdl nyert olajban. Szine vildgossarga vagy sotétebb sarga, illata fliszeres, fahéjra jellemzd.
Elettani hatasai kozott megemlitendd, hogy antimikrobialis, fertStlenitd (fahéjaldehid), parazita és
virusellenes, borvordsitd, gyulladasgatlo, és bélmozgast serkentd. Alkalmazasanak legfontosabb
teriiletei a hiiléses megbetegedések, 1éguti fertdzések €s szajliregi gyulladdsok. A fahéjkéreg illdolaj
nem toxikus, kdzepesen irritald, nyalkahartya irritalo, nem fototoxikus (http://aromax.hu 2012).

Egy tanulmanyban E. colinal keresték a MIC-et (MIC: minimum inhibitory concentration:
minimum gatloé koncentracid: az illéolajok minimum mennyisége, mely 90 szdzalékban csokkenti a
populaci6 novekedését.), a bazsalikom és a koriander illdolaj bizonyult a leghatasosabbnak, ahol a
minimum gatldé koncentracid 2,5-5 ul/ml volt. A szegfiiszeg illdolajnal a MIC 2,5 ul/ml, az MBC 3
ul/ml (MBC: minimum baktericid concentration: minimum baktériumolé koncentracio: az illdolaj
minimalis koncentracidja, mely 99%-ban megoli a mikroorganizmusokat.) (Moreire et al., 2005)

A legtobb tanulmany alapjan a Gram pozitiv baktériumok kevésbé érzékenyek az
illéolajokra, mint a Gram negativak (Soldrzano-Santos et al., 2012).

Az E. coli rezisztens szamos antibiotikumra. Néhany tanulmany Kimutatta, hogy a
geraniolnak (monoterpén (Csapé és Csaponé, 2003)) jo hatasa volt néhany Gram negativ baktérium
gyogyszer rezisztencidjanak valtozasaban, a cél efflux mechanizmusban (a mechanizmus, mely a
komponenseket a sejten kiviilre pumpalja (Davidson and Harrison, 2002)), mint példaul az E. coli, a
Enterobacter aerogenes és P. aureginosa esetén. Emellett felilirta az efflux pumpat, igy valtozott a

torzsek gyogyszerekre valod érzékenysége (Solorzano-Santos et al., 2012).

1.4 Baktériumok rezisztenciaja

A baktériumok képesek alkalmazkodni a kornyezetiikhoz, majd a késébbiekben ezekre a
kornyezeti hatasokra rezisztenSsé valni. Néhany sejtnek azonban van természetes rezisztenciaja,
vagy ezt szerezhetnek késébb mutacion vagy genetikai valtozasokon keresztiil, és igy tulélnek és
nének. (A fejlodott rezisztenciat tigy nevezik, mint tolerancia, alkalmazkodas vagy hozzaszokas
attol figgbéen, hogy miképpen van kitéve a stressznek ¢és fiziologiai koriilményeknek a

mikroorganizmus.)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166911006732
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166911006732

Valtozésok a rezisztencia kovetkeztében:
¢ inaktivalasa vagy modositdsa a szereknek a sejten beliili enzimekkel,
e az enzimatikus vagy metabolikus 1épések hidnya,
e a gyengitett felvétele vagy effluxa a szereknek és
e acélhely valtozésa vagy a célmolekula taltermelése.

A mikroorganizmusok rezisztenciaja lehet o6roklott, latszolagos vagy szerzett. A
mikroorganizmusok fejleszthetnek szerzett rezisztenciat példaul a folyamatos klor kitettség altal.
Majd ez a szerzett rezisztencia a szaporodas kozben atoroklodik az utodokba (DNS-be van mar
belekodolva a rezisztencia).

A tisztitoszerekre valo rezisztenciat elsédlegesen az 6roklédés okozza.

Az 5. abran lathaté a baktérium rezisztens gének altal irdnyitott reakcidja az antibakterialis
szerekre. A sejt altal hasznalt mechanizmusok a kovetkezok lehetnek:

A 3 féle hatés:

o ATP-fliggd efflux pumpa: a baktérium a sejten kiviilre juttatja a szert
e enzimek segitségével lebontja a hatébanyagot

e enzimek atalakitjak a szereket, hogy ne tudjak gatolni a szaporodasukat.

Eux poro .ﬁ ®

Antieolic

’ AnsRiont

5. abra Baktérium reakcidja az antimikrobialis szerekre (http://enfo.agt.ome.hu 2012)

Mint barmely tartositasi technologia, a fert6tlenitészerckre vald érzékenység is fligg az
alkalmazott koriilményektol. A szerves savak képesek athatolni a mikroorganizmusok citoplazma
membranjan, hatasosabbak protonalt formaban, leghatasosabbak nem disszocialt formaban. Hogy

milyen formédban vannak, az a kérnyezeti pH-t6l fiigg.



Amikor a mikroorganizmusok kapcsolodnak a felillethez vagy a biofilmhez, még
rezisztensebbek lesznek az antimikrobialis szerekre, mint a szabadon mozgo sejtek.

Baromfibol izolalt L. monocytogenes rezisztenciat mutatott (MIC=16ug/ml) a kvaterner
ammonium tisztitoszerre és a benzalkonium kloérra. A rezisztencia plazmid eredeti volt. A plazmid

gének kodoltak az energia-fiiggd efflux rendszert (Davidson and Harrison, 2002).

1.5 A kisérletekben hasznalt baktériumok

Az ¢élelmiszer eredetli megbetegedéseknek/fertdzéseknek/mérgezéseknek okozoi gyakran
baktériumok. Ezek a baktériumok szarmazhatnak az alapanyagbol, a jo higiéniai gyakorlat be nem
tartasabol is. A zoonozist (allatrol emberre terjed) okozd baktériumok példaul a Salmonella
szerovariansok, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus. Talajbol,
ivovizbol bekeriild baktériumok, melyek élelmiszerromlast okozhatnak a Pseudomonas és
Acinetobacter (Laczy, 2008).

Pseudomonas putida: A Pseudomonas genus sporat nem termeld baktériumokbol all. A
Pseudomonas putida opportunista korokozo, hugyuti, 1éguti fertézést és szepszist okozhatnak
immunhianyos embereknél. Antimikrobialis készitményekre rezisztensek (Adam, 2006). Gram
negativ talajlaké baktérium, mely palcika alakt. Képes lebontani az organikus oldoszereket, mint a
toluolt (metilbenzolt), ezért hasznaljdk a bioremedaciodban, ahol a mikroorganizmusok bontjak le az
olajat. (http://en.wikipedia.org 2012). A baktériumot jo biofilm képz6 képessége miatt valasztottuk
modell szervezetnek.

Escherichia coli: a bélflora egyik normal lakoja, emellett a boron és a garat nyalkahartyajan
is megtalalhat6. Megakadélyozza a patogén mikroorganizmusok megtelepedését a bélben illetve a
vitamin ellatashoz is hozzajarul a B és K vitamin szintézisével. Elelmiszerben és vizben mar
patogén mikroorganizmusok, melyek fertézéseket okozhatnak. Az altaluk okozott koérkép lehet
kiilonb6z6 szervek megbetegitése illetve enterovirulens torzsek altali megbetegedés.

Enterovirulens E. coli torzsek:

o Enteropatogén E. coli (EPEC): csecsemdknél nyakos székletet okoz

o Enteroinvaziv E. coli (EIEC): véres hasmenést 0koz

o Enterotoxint termeld E. coli (ETEC): hasmenést okoz

o Enterohaemorrhagiat okozo E. coli (EHEC): véres széklet, gyerekeknél és iddseknél

életveszélyes szovodmények okozhat

. Enteroaggressziv E. coli (EaggEC): vizes hasmenést okoz (Adam, 2006).



1.6 Pasztazo elektronmikroszkop

A képalkotés egy targyrol kétféleképpen torténhet, leképezéssel (1atas) vagy pontonként valo
kirajzolassal-pasztazassal- (televizid). A pasztazd mikroszkoppal jobb mindségli kép késziilhet és
jobban korrigalhatok a leképezési hibak.

A pésztazd elektronmikroszkdpokban fokuszalt elektronsugarakat haszndlnak a kép
1étrehozasahoz. Az elektronok a minta atomjaival klcsdonhatasba 1épnek és ennek kovetkeztében az
atomok elektromos terén szétszorodhatnak, és masodlagos elektronokat tithetnek ki kiilonb6zo
elektronhéjakrol. Az igy megiiresedett alacsonyabb energiaszintii belsé héjra egy kiilsé héjrol
elektron 1ép at, és a héjak kozti energiakiilonbség karakterisztikus rontgensugarzas forméjaban
tavozik, vagy az energiakiilonbozetet elektronok viszik el (Auger elektronok).

A késziilékek az elektronnyalab-minta kdlcsonhatas soran a mintabol kilépd elektronokat és
sugarzast detektaljak. A pasztdzo elektronmikroszkopban foleg a visszaszort és szekunder
elektronok detektalasan alapuld képalkotast hasznaljak.

A pasztazd elektormikroszkop két fO részbol all az egyik a torony, melyben az
elektronsugarakat 1étrehozzak ¢és fokuszaljak kis pasztazd pontokka, emellett a szekunder és
visszaszort elektronokat is itt gylijtik be. A berendezés masik része az elektronikai vezérlé és
tapegység. Az elektronagyu stabilizalt nagyfesziiltséget, a katod fesziiltségét, a lencsetekercsek és
sugareltéritd tekercsek stabilizalt dramat, Gigyszintén a kiilonbozd szelepek, szivattyuk, ellendrzd
rendszerek aramellatasat, a villamos tapegységet végzi.

A mikroszkop elektronikai egységét vezérld szamitogépes programmal lehet bedllitani az
elektronnyaldb paramétereit, a fokuszalast, a nagyitast és a kép intenzitasat, kontrasztjat.

Az elektronagyuban (ahol a téremisszios katod van, mely az elektronforrast biztositja) ultra
nagy vakuumra van sziikség, hogy minél kevesebb gazmolekuléval talalkozzon az eletronnyalab.

A téremisszios katod legfontosabb része egy volfram, melyre nagyfesziiltséget (extracting
voltage) kapcsolva az elektronok a cstcs kozelében fellépd nagy elektromos térerdsség hatasara
hidegemisszioval 1épnek ki. Ezeket az elektronokat egy maésodik anddra kapcsolt gyorsitd
fesziiltséggel (accelerating voltage) gyorsithatd. A gyorsitott elektronok fokuszalasara
elektronlencséket haszndlnak. Az elektronagythoz kozeli lencse (kondenzor) az elektronnyaldbot
fokuszalja, mig a mintdhoz kozeli lencse (objektivlencse) pedig az elektronnyaldbot kiilonbozd
szintben fokuszalja, hogy a minta felszinére legyen beallitva a fokusz.

A stigmator, a lencserendszer asztigmatizmusa megnyilvanul, hogy az elektronnyaldabnak a
targysikba vetitddo kerek foltja ellipszis alakuva valik. Ilyenkor romlik a képmindség, csokken a
jelintenzitas. Ez az objektiv sikjdban elhelyezett stigmatorral (asztigmatizmus korrektorral)

kompenzalhato.



A pasztazas modja a felszin soronkénti letapogatdsa. Ezt egy gyors és egy lassi egymasra
merdleges flirészjel alaka rezgés dsszegeként lehet eldallitani. A szadmitogépes programmal generalt

két flirészjel egyidejlileg vezérli a toronyban 1éve pasztdzod rendszert €s a képernydre kirajzolt

crer

Elektronmikroszkop hasznalata

A felvétel készitése elott a mintat Ki kellett szaritani alkoholos oldatban illetve liofilezéssel
(fagyasztva szaritas). A kiszaritott mintat a mintakorongra ragasztottuk eziist pasztaval.

A mintakorongot ratekertilk a mintatartora, addig a magassagig, mig az megfelel a
mintamagassagi padnak.

A mintacseré¢ld kamra fellevegdztetése utan felcsavartuk a mintdt a mintatold rudra és
behelyeztiik a mintacseréld kamraba. A kamra zarasa utan vakuumot vezettiink be a kamraba, hogy
a mintakamra és a mintacseréldé kamra nyomasa kiegyenstulyozott legyen. Amikor elérte a
megfeleld értéket a két kamra kozotti ajtot kinyitottuk és a mintat betoltuk a helyére, majd a kamrak
kozotti zsilipet visszazartuk.

A minta behelyezése utan a nagyfesziiltség paramétereit beallitottuk és bekapcsoltuk, ezaltal
az anod ¢€s katdd kozé rakapcesolddott a fesziiltség.

Bedllitottuk a madsodlagos elektron detektort és fokuszt is. Elsdnek a nyaldbbeallitast
végeztilk, majd a célkereszt kozéppontjaba helyeztiink egy objektumot €s kozépen allo képet
kaptunk. Végiil a stigmat is beallitottuk, hogy a mérés soran végig alloképet kapjunk, ne mozogjon
a képmez0 (asztigmia kovetkeztében sem nytlik meg a kép).

Végiil a monitoron kerestiik a biofilmet a trackball mozgatasaval. Ha meg volt a megfeleld
kép tudtunk kicsinyiteni/nagyitani ra, majd végiil ,,pasztaztuk™ és lementddott a programba.

A minta kihuzésa eldtt kikapcsoltuk a nagyfesziiltséget €s mintacseréld kamraba levegot
adtunk, miutan bezartuk a zsilipet a két kamra kozott.

Ha a gépet mar 8 ordja hasznaltuk el kellett tavolitani a molekuladkat, melyek a katod
feliiletére abszorbealtak. Ilyenkor a katddra olyan dramot jutattunk, mely felfiiti és deszorbedlja a

molekulakat (Toth, 2006).



6. abra Hitachi S4700 pasztaz6 elektronmikroszkop a Szegedi Tudoméanyegyetemen
(http://titan.physx.u-szeged.hu 2012)



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletliink soran iparban hasznalt miianyag €s rozsdamentes acél lapocskakon 1évo
Escherichia coli és Pseudomonas putida biofilmet sziintettilk meg fahéj, bordka és citrom illdolaj
hasznalataval.

A kisérletiink 4 részbdl tevodott Gssze:

o MIC megallapitasa az ill6olajoknal,

° a hat6id6 megallapitasa,
o biofilm képzés gatlasa és
. elektronmikroszkopos felvételek.

2.1 MIC (minimalis gatlo koncentracié) keresése
A méréshez friss baktérium tenyészetet hasznaltunk. Ferde agarrol el6z6 nap atoltottunk
tapoldatba inokulumnyi baktériumot, melyet inkubaltunk 37°C-on 24 6ra hosszaig.
LB tapoldat (E. coli):
e 10 g natrium-klorid,
e 10 g kazein pepton,
e 5 ¢lesztd,

e 1000 ml desztillalt viz.

TGE tapoldat (P. putida):
e 10 g gliikoz,
e 5 ¢ huspepton,
o 2,50 ¢lesztd,
e 1000 ml desztillalt viz.

A friss baktérium tenyészet sejtszamat higitassal beallitottuk 10°%ml-re. A sejtszamolast
Biirker-kamraban végeztiik.
Az ill6olaj térzsoldatot is frissen készitettiik el steril, csavaros kupaku kémesdében.
Az ill6olaj térzsoldat:
e 4500 ul megfeleld tapoldat (E. coli - LB tapoldat, P. putida - TGE tapoldat),
e 500 pl ill6olaj (fahéj/citrom/boroka),
e 100 ul TWEEN 40.



A TWEEN 40-t azért hasznaltuk, mert segitette az ill6olaj (olajos fazis) és a tapoldat (vizes

fazis) keveredéseét.

A hasznalt eszkozok sterilizalasa kuktaban tortént, a fém és liveg eszkdzoket 20 percig

sterilizaltuk, miutan a kuktaban elértilk a kivant homérsékletet/nyomast, a milanyag eszkdzoket

pedig 15 percig.

Steril, csavaros kupaku kémcsovekben Osszekevertiik a baktérium tenyészetet, az illoolaj

torzsoldatot és a tapoldatot (1. tablazat) és inkubaltuk 24 oOran keresztil. P. putida esetén a

kisérletek soran nem volt sziikséges inkubator szekrényben hagyni az el6irt ideig, mivel

szobahOmeérsékleten is fel tud néni.

1. tablazat A MIC megallapitasdhoz hasznalt 6sszetevok mennyisége bordka €s citrom

illéolaj esetén

bordka €s citrom illoolaj

illoolaj koncentracid

tapoldat [pl/ml]

illoolaj torzsoldat

inokulum [pl/ml]

[ul/mi] [l/ml]
0 3900 0 100
1 3860 40 100
2 3820 80 100
4 3740 160 100
8 3580 320 100
16 3260 640 100
32 2620 1280 100
64 1340 2560 100




2. tablazat A MIC megallapitdsdhoz hasznalt 6sszetevok mennyisége fahéj illoolaj

esetén

fahéj illoolaj

ill6olaj koncentraciod tépoldat [ul/mi] ill6olaj torzsoldat inokulum [u/m]
[ul/ml] [ul/ml]
0 3900 0 100
0,25 3890 10 100
0,5 3880 20 100
1 3860 40 100
2 3820 80 100
4 3740 160 100

Inkubélas utan értékeltiik a két parhuzamos kémcsévet. Ha a kémcsdvekben van
zavarosodas, akkor a baktérium tudott ndvekedni, tehat az illéolaj nem volt hatisos. Ha a
kémcsében nem volt szemmel lathatd zavarosodas, akkor nem volt baktérium felndvekedés, igy
annal a koncentracio értéknél volt a minimalis gatloé koncentracio.

A MIC-et ellendriztiik, hogy statikus vagy cidikus volt-e a hatasa. Amelyik koncentracional
szuszpenziot. 24 oras 37°C-on 1évo inkubalas utan néztiik, hogy jelentek-e meg telepek a taptalajon.
Ha telepek jelentek meg a MIC csak statikus volt, tehat a szaporodast allitotta csak le, ha nem volt
telep, akkor cidikus, tehat a baktérium elpusztult az ill6olaj hatdsa miatt. A cidikus értéket MBC-

nek, minimalis baktericid koncentracionak nevezetiik.

2.2 Hat6idé megallapitas

A friss baktérium tenyészetet hasznaltunk itt is, melyet el6z6 nap megfeleld tdpoldatba
oltottunk at (E. coli —LB leves, P. putida- TGE leves). A friss tenyészetbdl kivettiink 30 ml-t és
hozzaadtuk az illoolajat az MBC értékében (E. coli: fahéj 2, bordka 32 ul/ml; P. putida: boroka,
citrom 64, fahéj 4 ul/ml). Az illdolaj hozzaadasa el6tt és utana 20, 40, 60, 120 perc elteltével mintat
vettiink ¢és tizedeld higitasi sort készitettiink, majd ezekbdl taptalajra szélesztettiink ¢és

megszamoltuk a telepek szamat. Kerestiik azt az 1d6t, ahol jelentds/teljes a baktériumpusztulas.

2.3 Biofilm képzés gatlasa
A kisérletnek ebben a fazisaban rozsdamentes acél és milanyag lapocskak feliiletére

biofilmet képeztiink, melyet illoolaj segitségével probaltunk megsziintetni az el6zéekben




megallapitott hatoidé segitségével. A kisérlet soran 2x2 cm-es rozsdamentes acél és milanyag
lapocskakat sterileztiink, melyeket steril f6z6poharba helyeztiink. A biofilm egyenletes eloszlasa
miatt, a lapocskakat elére megszilarditott agarba (2,5%) szartuk bele steril csipesszel, igy a lapok
mindkét oldalan tudott novekedni a biofilm.

A lapokat élelmiszeripari vallalattol kaptuk, a mlianyag (mlianyag és szovet keveréke) lap
szallitoszalagbol vald, mig a rozsdamentes fém (krém és molibdén 6tvozete) lap kiillonbozo
kiszolgalo gépekbdl szarmazik.

A fézbépoharban 1év6 lapocskdkhoz hozzdadtunk 50 milliliter tapoldatot és 100 pl friss
baktérium szuszpenzidt (7. abra). Az elegyet inkubator szekrénybe helyeztilk 24 orara illetve 1

hétre, hogy biofilm képzddjon.

7. abra F6z6poharban 1év6 baktérium-szuszpenzidban a milanyag és rozsdamentes fém

lapok

A biofilm képzési id6 utan a lapokat kivettiik steril csipesszel, majd steril vizzel ledblitettiik
ezutan a fert6tlenitd oldatba raktuk. A steril vizzel azért oblitettiik le a lapok feliiletét, hogy
eltdvolitsuk a szabad, nem a biofilmhez tartozé sejteket.

A fert6tlenitd oldat Gsszetétele:

e ill6olaj az MBC értékben (4. tablazat),
e fiziologias sdoldat,

e tween40.



8. abra Ill6olaj tartalmu oldatban 1évo lapocskak

A fert6tlenité oldatbol (8. abra) kivettiik a lapokat a hat6idé letelte utan, majd ismét
ledblitettiik Oket steril vizzel. Ezutan steril mintavevd palca segitségével a lapocskdk feliiletérdl
leszedtiik a baktériumot. A steril mintavevl palcat kézileg készitettiik. A hurkapalcak végére
vattabol fejeket gyurtunk, melyek alkalmasak voltak a mintavételre, ezutan a lombikba helyezve és
lefedve sterilizaltuk.

A mintavevé palcat 10 ml peptonos fiziologias sdoldatba tettiik, hogy a feliiletr6l leszedett
baktériumok az oldatba keriiljenek.

Pepton tartalmu séoldat dsszetétele:

e 1000 ml desztillalt viz,
e 9gNacl,
e 1 gpepton (E. coli esetén kazein pepton, P. putida- htispepton).

A peptonos sooldat oka, hogy a baktérium ne pusztuljon el, mivel desztillalt vizbe rakva
megnohet az ozmotikus nyomas és szétpukkanhat a baktérium.

A palcéakat eltorve tettiik a kémcsovekbe, ott tortiik el a palcat, ahol nem értiink hozza, ezzel
is elkeriilve az eredmények hiba kockazatat illetve, a minta keresztszennyezettségét. A mintavevo
palcat egy ora hosszaig hagytuk allni az oldatban (13. abra), majd steril tivegbot segitségével
kinyomkodtuk a palcat, ezaltal a tényleges sejtszamot kaptuk.

Végiil tizedeld higitasi sort készitettiink és taptalajra szélesztve néztikk az €16 baktérium

szamot 24 ora elteltével.



2.4 Elektronmikroszképos felvételek

A milanyagra felvitt biofilm minta szaritasa:

biofilm képzése a miianyagon (1 €s 5 napos)

a minta fixalasa: 2,5%-0s glutaraldehidben (0,05M kakodilat puffer-7,5 p H) 2 6ra
hosszaig

50%-0s EtOH oldatban 2x15 percig helyezve

70%-0s EtOH oldatban 2x15 percig

80%-0s EtOH oldatban 2x15 percig, a mintat egy éjszakara hiitébe lehetett tenni
80%-o0s EtOH oldatban, ha nincs elég id6 végigcsinalni a minta kiszaritasat egy nap
alatt

96%-0s EtOH oldatban 90 percig

100%-o0s EtOH oldatba tettiik a mintat 2 6ra hosszaig

t-butil-alkohol és 100% EtOH oldat 1:2 aranyba elkészitettik és a mintat 1
6rahosszaig benne hagytuk

t-bulit-alkohol : 100% EtOH 1:1 aranyu oldatban a minta 1 6érahosszaig
t-bulit-alkohol : 100% EtOH 2:1, 1 6ra

abszolut t-butil-alkoholba tettiik a mintat 2 6rahosszaig

liofilizaltuk (fagyasztva szaritas) a mintat a teljes kiszaradas elérése érdekében

a mintat a mintatartora eziistpasztaval rogzitettiik

a mintdt arany membrannal vontuk be, ha az arany membran nem allt
rendelkezésiinkre, akkor a mintatartét €és a mintat vezetd csikkal is egybe lehetett

kotni

A mintardl szaritas utan 5kV gyorsitd fesziiltségen felvételeket készitettiink a pasztazo

elektronmikroszkoppal. A felvételek 2000-szeres nagyitasban késziiltek biofilmek esetén, mig a

milanyag feliiletérél 300-szoros nagyitasu kép késziilt.



3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

3.1 Minimalis gatlo koncentracio

3. tablazat MIC (ul/ml) értékek

E. coli P. putida
fahé;j illoolaj 1 2
citrom illoolaj >32 32
boroka illdolaj 16 32

4. tablazat MBC (ul/ml) értékek

E. coli P. putida
fahéj illoolaj 2 4
citrom illoolaj >64 64
bordka illoolaj 32 64

Az E. colinal a citrom ill6olaj hatastalannak bizonyult, mert 64 ul/ml koncentracional is volt
zavarosodas, de itt nem az ill6olaj miatt. Ezt onnan allapitottuk meg, hogy van egy jellegzetes szaga
a baktériumnak és ez tisztan érezhetd volt a kémcsdben.

Az eredmény a tablazat (3. és 4. tablazat) adataibdl jol lathato, hogy a harom illdolaj koziil a
fahéj a leghatasosabb mind az Escherichia colinal és mind a Pseudomonas putidanal. A kisérletiink
tovabbi részeiben az Escherichia colinal csak fahéj és boroka illoolajat hasznaltunk, mig a

Pseudomonas putidanal mind a harom illoolajat (fahéj, bordka, citrom).

3.2 Hatoidok

5. tablazat: E. coli sejtszam (cfu/ml) az MBC-vel val6 kezelések utan az ido
fliggvényében
Hato6idé/illoolaj boroka fahé;j
0 1,4*10’ 9,8*10°
20 4,16*10° 5,92%10°
40 2,37*10° 1,88*10°
60 2,08*10° 2,5%10"
120 1,48*10° <10




A tablazatbol (5. tablazat) is jol lathato, hogy az E. coli bordka ill6olaj hatasara 120 perc
elteltével a mikroorganizmusok szama egy nagysagrenddel csokkent, mig a fahéj majdnem teljes
pusztulast okozott. Igy a tovabbi vizsgalatok soran a bordka illoolaj hatoidejére 120 percet és a

fahéj hat6idére pedig 60 percet hasznaltunk az E- coli-nal.

9. abra Fah¢j illoolaj hatasa E. colinal: kontroll (bal sz¢é1s6), 20 (els6 oszlop), 40 (2. 0.), 60
(3.0.) és 120 (4.0) perc hat6id6 utani mikroorganizmusok szamat 10-szeres (als6 sor), 100-szoros

(k6zéps6 s.) és 1000-szeres (felsd s.) higitasnal

6. tablazat: P. putida sejtszam (cfu/ml) az MBC-vel valo6 kezelés utan az id6
fliggvényében
Hat6id8 (min) boroka illbolaj citrom illoolaj fahéj illoolaj
0 3,9*10" 1,1%10° 2,1*10°

20 3*10* 9*10* 4*10*
40 4*10°? 7*10" 2*10°
60 <10 6*10" 7*10°
120 <10 5%10°* <10

A tablazatbol (6. tdblazat) jol lathatod, hogy a P. putidandl is a fahéj ill6olaj 120 perc

elteltével a mikroorganizmusok szama jelent6sen lecsokkent, illetve a boroka hatasara mar 60 perc
utan észlelhetd volt a teljes baktériumpusztulas. Ezzel ellentétben a citrom ill6olaj hatdsara nem
egészen egy nagysagrenddel csokkent a baktérium sejtszdma. Az eredmények alapjan a P. putidanal
az illbolajok hatoideje 40 perc volt. Mivel a fahéj és bordka illoolaj hatasara 40 perc hat6idé utan
két nagysagrenddel csokkent a sejtszam illetve a citrom esetén nem tortént nagysagrendi csokkenés,

igy emellett az id6 mellett dontéttiink a P. putida esetén.



A biofilm képzést gatld kisérlet soran a szabad sejteknél tapasztalt idoket és ezeknek a
dupléjat hasznaltuk, mivel a biofilmnél a sejtek egy matrixban vannak, igy tobb id6 kellett, hogy az
illoolaj kifejtse hatasat.

10. abra Fahé;j illoolaj hatasa: kontroll, 20, 40, 60 perc utan P. putida-nd!/

3.3 Biofilm gatlasa
7. tablazat E. coli 1 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a szabad sejteknél tapasztalt
hat61d6 utan:
1 nap
kontroll fahé;j illoolaj borodka illoolaj
Miianyag 9,6%10* 2,6%10* 4,3*10*
rozsdamentes fém 8,5*104 1,5*102 1,0*103
8. tablazat E. coli 7 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a szabad sejteknél tapasztalt
hat6id6 utan
7nap
kontroll fahé;j illoolaj boroka illdolaj
Miianyag 2*10* 2*10° 2*10°
rozsdamentes fém 7,6%10° 6*10° 1*10°

A tablazatban (7. és 8. tablazat) lathat6 eredményekbdl megallapithatd, hogy van hatés. Az 1
napos biofilm esetén a fahéj volt hatasosabb, mig a 7 napos biofilm esetén a boroka illdolaj volt

hatasosabb a szabad sejteknél tapasztalt hat6id6 alkalmazasa soran.




0. tablazat: E. coli 1 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a hat6id6 duplazasa utan (fahé;
120 min, bordka 240 min):

1 nap
kontroll fahéj illoolaj boroka illoolaj
Miianyag 1,6*10* 1,4*10° 6*10"
rozsdamentes fém 1,04*10* <10 <10

10.  tablazat E. coli 7 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a hat6id6 duplazasa utan (fahéj

120 min, bordka 240 min):

7 nap
kontroll fahé;j illoolaj boroka illoolaj
Miianyag 8*10* 5%10° 1,7*10°
rozsdamentes fém 2*10* 7,5"‘103 2,6*103

A dupla hat6idé alkalmazasa jobb eredményeket eredményezett, mivel itt a sejtszdm

jelentdsebben csokkent, mint az egyszeres hatdidénél. A 7 napos biofilm megsziintetés kisérlet

soran a baktérium sejtszam egy nagysagrenddel csokkent, mig az egy napos biofilm esetén

milanyagon kettd illetve harom nagysagrenddel is csokkent a sejtszam, rozsdamentes fémen pedig

négy nagysagrenddel csokkent a baktérium sejtszama.

A 9. ¢és 10. tablazat eredményei jol mutatjdk, hogy a bordka illdolaj bizonyult

leghatasosabbnak a biofilm gatlas esetén mind miianyag, mind rozsdamentes acél feliileten.

11. abra Boroka (bal oldali) és fahéj (jobb oldali) illdolaj hatasa E. coli milanyagon képzett

1 napos biofilmre. K6zéps6 csészében a kontroll minta talalhato (hat6ido bordka esetén 240 perc,

fahéj esetén 120 perc)




11.  tablazat: P. putida 1 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a szabad sejteknél tapasztalt

hat6id6 utan (40min):

1nap
kontroll fahéj illoolaj | Bordka illdolaj | citrom illoolaj
Miianyag 1,6*10 3,4*10° 4,5%10°
1,5%10°
rozsdamentes acél <10 <10 8*10*

12.  tablazat P. putida 7 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a szabad sejteknél tapasztalt

hat6idd utan (40min):
7 nap
kontroll fahéj illoolaj | poroka illoolaj | citrom illdolaj
Miianyag <10 3*10* 2,3* 10°
2,89*10° .
rozsdamentes acél 6*10 1,2*10° 2,49*10°

Az eredmények alapjan a Pseudomonas putida esetén az egyszeres hatdido esetén is volt

jelentds sejtszam-csokkenés. Egy napos biofilm esetén féleg a rozsdamentes acélon, mig a hét

napos biofilm esetén a fah¢j illdolaj hatasara harom nagysagrenddel csokkent a sejtszam.

Elmondhat6 a 11. és 12. tablazat adatai alapjan, hogy a szabad sejteknél tapasztalt hat6idd

alapjan a biofilm gatlasnal a fahéj illoolaj bizonyult leghatasosabbnak.

13.  tablazat P.putida 1 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a hat6idé kétszeresénél
(80min):
1 nap
kontroll fahéj illoolaj | bordka illdolaj | citrom illdolaj
Miianyag 3*10° 7*10° 5%10° 9*10°
rozsdamentes acél 3,5*10" 3*10? <10 <10

14.  tablazat P. putida 7 napos biofilm sejtszama (cfu/ml) a hat6id6 kétszeresénél
(80min):
7 nap
kontroll fahéj illoolaj | boroka illoolaj | citrom illoolaj
Miianyag 1,0*10* 1,3*10° 1,0*10° 5%10°
rozsdamentes acél 1,0*10° 5,5%10° 8*10° 1,0*10°




A biofilm képzésre jelentds hatdsa volt a hatdidé dupldzasdnak. A 13. és 14. tablazat
adataibdl jol lathatd, hogy a milanyag feliileten az 1 és 7 napos biofilm esetén a boroka illdolaj
bizonyult leghatasosabbnak. Mig a rozsdamentes acél feliiltén 1 napos biofilm esetén bordka és a
citrom illoolaj, 7 napos biofilm esetén pedig a fahéj és a bordka illdolaj volt leghatasosabb. A
citrom illoolaj ennél az egy kisérletnél bizonyult csak eléggé hatasos szernek, mivel a sejtszamot az
1 napos biofilmnél harom nagysagrenddel csokkentette rozsdamentes acél feliileten Pseudomonas

putida esetén.

12. abra Citrom, fahéj és boroka illoolaj hatasa P. putida rozsdamentes acélon képzett 1

napos biofilmre (alsé sor) 80 perces hat6idé utan (felsé sorban a kontrol minta)

A kisérletliinket Osszehasonlitottuk egy hasonld kutatassal, ahol ugyanligy iparban
hasznalatos rozsdamentes acél feliileten képeztek biofilmet. A kutatasuk soran citromfii illoolaj
segitségével tavolitottak el a Listeria monocytogenes biofilmet. A 3 6ras biofilm esetén a 15 perces
hat6id6 utan 40,28%-0s volt a sejtszam csokkenés, 60 perces hat6idd utan pedig 44,58%-0s volt. A
240 o6ras biofilm esetén a csokkenés 26,59%-o0s volt 15 perc hat6idénél, mig 60 percnél 72,51%-0s
volt a L. monocytogenes sejtszam csokkenése (de Oliveira et al., 2010). A mi kisérleteink soran az 1
(24 h) és 7 napos (168 h) P. putida biofilm esetén 80 perces kezelési id6 soran a sejtszam 99%-0s
csokkenése kovetkezett be. Egy napos E. coli biofilm esetén is 99% koriili a cs6kkenés, addig a 7
napos biofilmnél a fahéj illdolaj hatasara (120 perc) 62,5%-0s volt az E. coli sejtszam csokkenés,

mig a bordka illdolaj (240min) hatasara 87%-0s volt.



3.4 Elektronmikroszkopos felvételek

5.0kV 13. 2mm x2 00k SE

14. abra Pseudomonas putida 5 napos biofilm



5.0kV 12.0mm x2.00k SE(U)

16. abra E. coli 5 napos biofilm



5.0kV 12.0mm x30 SE(U)

17. abra A milanyag felszine

A pasztaz6 elektronmikroszkopos vizsgalatok szerint egy nap utan taldlhatok megtapadt
sejtek a milanyag feliileten. Az 6todik napon a sejtek szama jelentésen megndvekedett, és mar
lathatok a kialakuldé mikrotelepek a kozottiikk levé ragasztdanyaggal egyiitt (14. dbra jobb és bal
felsd sarok). Feltételezhetden a minta el6készités karositotta némileg a milanyag feliiletet, és a

levalo feliilettel a biofilm egy része is leszakadt.



4. OSSZEFOGLALAS

Célkitizésiink volt a baktérium biofilmek ellen hasznalhaté, természetes eredeti
antimikrobialis hatdanyagok kiprobalasa. Erre a célra fahéj, bordka és citrom illdolajt valasztottunk.
A kivalasztott illoolajokat kiprobaltuk az élelmiszeriparban hasznalatos miianyag és rozsdamentes
acél feliileten 1év6 E. coli és P. putida biofilmek kezelésére.

A biofilmek nagy gondot tudnak okozni az élelmiszeriparban, mivel megné a mikrobioldgiai
kockézat, ezaltal nagyobb az esélye a kiilonb6z6 ¢lelmiszereredetli megbetegedéseknek, masrészt
pedig a technologia hatasossagat is csokkentik, a sziirok eltomitddésével, a berendezések hatasanak
csokkentésével €s a korr6zio kialakulasahoz valo hozzajarulassal. A rezisztens mikroorganizmusok
képesek takaritds utan a feliileteken megtapadva maradni, igy a készterméket fertézni a kovetkezod
gyartas soran.

Munkank soran megkerestiik a minimalis baktericid koncentraciot az egyes baktérumokra (2
— 64 ul/ml), és a biofilmek kezelésénél ezt a koncentraciot alkalmaztuk.

A hat6idé a masik lényeges tényezé az illoolaj koncentracidja mellett. Elég-e a szabad
sejteknél tapaszalt 1d6 vagy célszerli a hat6idoét duplazni/négyszerezni a biofilm ellenallé képessége
miatt. Az eredményekbdl jol 1athatd, hogy a hatéidonek minimum kétszeresének kell lenni, mint
amit a szabad sejteknél tapasztaltunk, mivel igy nagyobb baktérium szam csokkenést érhetiink el.

A munkank eredménye, hogy volt hatdsa az ill6olajoknak a biofilmekre. Féként a boroka
illoolaj hatott legtobb esetben, a mikrobaszam ketté illetve harom nagysagrenddel vald
csokkentésével, de a fahéj ill6olaj hatdsa sem elhanyagolhato.

A javaslatunk, hogy ezt a kutatast ki kell terjeszteni tobb mikroorganizmusra, ezaltal egy 1j
lehetéségeket kidolgozni, melyeket széles korben lehetne alkalmazni az élelmiszeriparban. A
jovobeni munkdnk céljai kozott szerepel illdolaj keverékek hatdsat vizsgalni a kiilonbozo
mikroorganizmusokra. Kérdéses az illoolaj keverékben a két illoola; egymdasra gyakorolt hatasa,

azaz egymas hatdsat erdsitik vagy gyengitik.
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