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I. A MUNKA ELOZMENYEI

A csiperkegomba termesztés dinamikusan fejlédé agazat nem csak
Magyarorszagon, hanem szerte a vilagon. A kivaldo mindség eléréséhez
elengedhetetlen a jo alapanyag, vagyis a gombakomposzt eldallitasa. A
komposzt blzaszalma, 16-, illetve baromfitragya, gipsz és viz keveréke,
amelyben Osszetett biologiai és mikrobioldgiai folyamatok zajlanak le; ezen
valtozasok eredményeképpen jon létre a gombakomposzt. A hdkezelési
szakaszt kovetden a komposztot gombacsiraval oltjak be, amelyen kis id6
elteltével megjelennek a gombafejek és ezutan elkezdddik a letermesztés
fazisa. Konnyen belathato, ha a gombakomposzt mindsége nem megfeleld,
akkor terméscsokkenés, rosszabb esetben terméskiesés kovetkezhet be.

Mindségromlast idézhetnek elé bizonyos komposzton eléfordulod
fertézések, amelyek korai észlelésére sziikség van. A mindség meglrzése
mellett fontos szempont a komposzton megjelend fertézések megel6zése,
clkeriilése, hiszen a csiperkegomba rendkiviil érzékeny kiilonféle
megbetegedésekre (virusos, bakterialis, penészes) ¢és kartevokre.

Az egyes penészes fert6zések iddbeli detektalasa dont6 fontossagu a
komposzt és a gomba mindségének megdrzése céljabol. Jelenleg hazankban
még nem mikddik olyan online analitikai rendszer, amellyel a penészes
fert6zés kimutathatd lenne anélkiil, hogy az adott sarzsbol mintat vennénk.
Megoldast jelenthet a szilard-fazisu mikroextrakcios szal (SPME), amellyel a
minta feletti 1égtérbol detektalhatd a penész jelenléte.

A SPME eszkozzel végzett mintavételt altalaban valamilyen analitikai
rendszer koveti. Amennyiben a minta feletti illékony komponensek
megkotése a cél, akkor GC-MS kapcsolt technikat érdemes térsitani az
eljarashoz. A mddszer elénye, hogy gyors, viszonylag egyszerii ¢s megfelel6
ismeretekkel pontos képet kaphatunk az egyes penészek altal termelt
mikrobidlis eredetli illékony szerves vegyiiletekr6l (MVOC). A
mikroorganizmusok online azonositasdhoz egy olyan adatbazisra van
sziikség, amely tartalmazza mindazokat a marker vegyiileteket, amelyekkel az
adott penész jelenléte gyorsan kimutathatd, esetleg a penészes fertdzés
idépontja is elérejelezhets. Egy ilyen adatbazis, a tovabbiakban egyéb mas
kérokozok illékony vegyiileteivel is bovithetd, ezaltal kiterjeszthetdvé valik
kiilonboz6 érleld tarolokban €s szabalyozott légterli tarolokban eléforduld
mikroorganizmusok kimutatasara.



I1. A KITUZOTT CELOK

Doktori dolgozatomban 1) a gombakomposztot karositd penészek illékony
anyagcseremarkereinek feltrdsat, 2) a gombatermesztésben leginkabb
kartékony z6ldpenész (Trichoderma aggressivum f. europaeum) kiilonb6z6
szénhidratforrasii tapagaron torténé vizsgalatat és 3) gyors statisztikai
elkiilonitési technika kidolgozasat tiiztem ki célul.

1. A gombatermesztésben kartékony  penészek  illékony
anyagcseremarkereinek detektilisara és monitorozasara alkalmas
moédszer fejlesztése soran fobb célkitiizéseim a kovetkezok voltak:

e Gyors analitikai modszer kidolgozasa
Trichoderma aggressivum f. europaeum illékony komponenseinek
detektalasara; megfelelden alkalmazhaté retenciés idd standardok
kivalasztasa és alkalmazhatosaganak kidolgozasa.

e A kidolgozott modszer alkalmazasaval a gombatermesztésben eléforduld
kartékony  penészek illékony  anyagcseremarkereineck  (MVOC)
meghatarozdsa ¢és monitorozdsa, valamint a mikroorganizmusok
eletkoranak™ becslése a kibocsatott MVOC vegyiiletek alapjan.

e Az egyes kartékony penészek tobbvaltozos statisztikai modszerekkel
torténé megerdsito elkiilonitése.

2. Trichoderma aggressivum f. europaeum kiilonb6zé szénhidratforrasu

tapagaron torténé vizsgalata soran fobb célkitilizéseim voltak:

e A T. aggressivum MVOC mintazatanak feltérképezése, valamint
ndvekedésének vizsgalata kiillonboz6 tapagarokon.

e A T. aggressivum illékony anyagcseremarkereinek meghatarozasa és
azonositasa kiilonféle tapagarokon, valamint megfeleld kiértékeld eljaras
kidolgozasa a kiilonb6z6 intenzitas értékkel rendelkezé komponensek minél
pontosabb azonositasara.

e A komposztos tdpagar Osszetételének modositasa tovabbi marker
vegyliletek fellelése érdekében.

3. A gombatermesztésben kartékony penészek elkiilonitési lehetoségeinek

vizsgalata soran fébb célkitiizéseim voltak:

o Kemometriai eljarasok alkalmazasa (DFA, PCA, CA) a vizsgalt kartékony
penészek egymastol valo elkiilonitésére, amelyek hasznalataval kivalthatok
a hagyomanyos, sokszor iddigényes kiértékelési eljarasok.



111. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mikroorganizmusok és mintak

A gombatermesztésben kartékony penészgombak koziill a Mycogone
perniciosa (nedves molé betegség), a Lecanicillium fungicola (szaraz moélé
betegség), valamint a Trichoderma aggressivum f. europaeum (z6ld penész
betegség) és Trichoderma DOFE (z6ld penész betegség, pontos faja nem
ismert, termeszténél izolalt) mikroorganizmusokat vizsgaltam. Kisérleteim
soran a kétsporas csiperkegombat (Agaricus bisporus A15) szintén
megvizsgaltam annak érdekében, hogy dsszehasonlitsam a csiperkegomba és
a csiperkét fertéz6 penészek illékony szerves vegyiileteit. A
mikroorganizmusokat a Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi
Kardnak, Zoldség- ¢és  Gombatermesztési  Tanszéke  bocsatotta
rendelkezésemre.

Az alkalmazott statisztikai modszerek (DFA, PCA) tesztelése érdekében
olyan mintékat is bevontam a vizsgélatokba, amelyek nagymértékben eltérnek
a vizsgalni kivant mintaktél (outlier, kiugré mintak): kereskedelmi
forgalomban kaphaté vorosbor (Sauska Siller, Villany/2011), illetve
gombakomposzt (Biofungi Kft.).

3.2. Tapagarok

A csiperkegomba és a penész mintakat kezdetben egy gyari PDA (potato-
dextrose agar, burgonya-dextroz agar, 39 g/L koncentracioban) tapagar
feliiletére oltottam at (1. abra). A tapagar burgonya-peptont (4 g/L), gliikdzt
(20 g/L) és agart (15 g/L) tartalmazott. Az elkészitett leoltasokat fedél nélkiil
egy 0,5 L térfogatii mintavevé edénybe helyeztem, amelyet azonnal lezartam.

l.4bra: Az 6t kiilonboz6 tenyészet és a harom parhuzamos leoltas

(Forras: sajat foto)



Ujabb  kisérleti sorozatban a zdldpenészt négy kiilonbozd
tapagarra oltottam le, amely tapagarokat szintén a Zoldség- ¢és
Gombatermesztési Tanszéken allitottam eld. A zoldpenész vizsgalata soran a
mikrobat MEA (malt extract agar, malatakivonatos agar), PDA (potato-
dextrose agar, burgonya dextréz agar), KA (komposzt agar), valamint
tapanyagban szegény VA (viz agar) feliiletére oltottam le. Kisérleteim
masodik részéhez a szaritott gombakomposzt alapi tapagart (KA)
modositottam  kiilonb6zé hozzdadott szénhidratokkal (dextréz, maltdz,
mannit). A tapagarokat az 1. tablazatban talalhato recept alapjan készitettem
el. A méréseket taptalajonként harom parhuzamosban, valamint kontroll
(tapagar penész leoltas nélkiil) minta vizsgalataval végeztem.

1. tablazat: Tapagarok Osszetétele 500 mL agar elkészitéséhez. MEA
(malatakivonatos agar), PDA (burgonya dextroz agar), KA (komposzt agar),
VA (viz agar)

7,5 g malata kivonat 8,049 500 mL
19,5 g PDA agar 500 mL
5,0 g szaritott

gombakomposzt 809 500 mL
i 80g 500 mL

5,0 g szaritott 109
komposzt dextroz 8,09 500 mL

5,0 g szaritott 1,09
komposzt maltéz 809 500 mL
5,0 g szaritott 109 .- —

komposzt mannit Vg

3.3. SPME mintavétel

Az illékony vegyiiletek kinyerésére harom kiilonbozé SPME szalat
hasznaltam, 100 um PDMS (polydimethylsiloxane), 65 um PDMS/DVB
(polydimethylsiloxane/divinylbenzene) és 85 um PA (polyacrylate) szalakat.
A mintavétel a 2. abran lathat6 sematikus abra alapjan tortént.



—

SPME eszkoz

Szeptum

SPME mintavevd szal |

Leoltott minta
Mintavevo edény
”-| Fozépohar

2. abra: A mintavétel sematikus abraja

A kiugré mintak feletti 1égtér mintazasahoz 0,3 L vorosbort és 0,1 kg
gombakomposztot tettem a mintavevd edényekbe, majd az edények lezarasa
utan egy nap elteltével végeztem el a mintavételt. A vizsgélatok soran nem
csak analitikai, hanem biolégiai parhuzamosokat is mértem az egyes
mintakbal (3. bra). A mintavétel minden esetben 23 °C-on tortént 15 percig.

analitikai parhuzamos
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( 1. leoltas 2. leoltas 3. leoltas )

biologiai parhuzamos

3. abra: Az analitikai és biologiai parhuzamos mérések szemléltetése

3.4. Retencids id6 standardok

A retencios id6k kézbentartasahoz kiilonboz6 alkan standardokat,
n-heptant (C7: C7His), n-nonant (C9: CgoHao), tetradekant (C14: CiaHso),
pentadekant (C15: CisHs2) és heptadekant (C17: CizHss) (Sigma-Aldrich)
alkalmaztam a kisérleteim soran.



3.5. Mérési paraméterek

A méréseket Agilent 6890 tipust gazkromatograf és 5975 C MSD tipusu
tomegspektrométer kapcsolt technikaval végeztem el. Vivogazként 6.0
hidrogént hasznaltam. A hidrogén aramlasi sebessége 1,2 ml/perc volt. Az
elvalasztast HP-5MS Kapillaris oszloppal végeztem, amelynek Gsszetétele 5%
fenil és 95% metilpolisziloxan. A fiitési program paramétereit optimalizaltam,
az optimalt flitési program a kovetkezok szerint alakult:

Az oszlop kezdeti hémérséklete 50 °C volt. A flitési program soran 20
°C/perc sebességgel emeltem a kolonnatér hémérsékletét 150 °C-ra, majd 40
°C/perc sebességgel 170 °C-ra. Ezt kovetden 25 °C/perc sebességgel nott a
hémérséklet 190 °C-ra, ahonnan 40 °C/perc sebességgel flitdttem az oszlopot
280 °C-ra, végiil 50 °C/perc sebességgel 300°C-ra. Ezen a homérsékleten 2
percig tartottam a rendszert annak érdekében, hogy az oszloprol minden
komponenst lefiitsek a kovetkezé mérés eldtt. Az injektalds splitless
tizemmodban tortént, az inlet hémérséklete 250 °C volt.

A tomegspektrométerben minden mérés esetén 230 °C volt az ionforras
hémérséklete, mig a kvadrupol hémérséklete 150 °C volt. EI ionforrast
hasznéltam pozitiv lizemmodban, ahol a molekulakat 70 eV-0s Kinetikus
energiaval rendelkezd elektronokkal iitkoztettem. A tomegspektrométert
naponta finomhangoltam (tune-oltam) perfluortributil-aminnal (PFTBA). A
gazkromatografot és tomegspektrométert Osszekotd tgynevezett transzfer
line hémérsékletét 300 °C-ra allitottam be (ez megegyezik az oszlop
véghomérsékletével). A vizsgalt m/z (toltésegységre esd tomeg) tartomany
33-500 m/z kozé esett.

3.2.6. Felhasznalt szoftverek

Agilent Enhanced MSD ChemStation szoftvert hasznaltam a GC-MS
kapcsolt rendszer paramétereinek vezérlésére. Agilent Enhanced Data
Analysis és Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00 szoftvereket
hasznaltam a komponensek kereséséhez, a tomegspektrumok elemzéséhez és
az adatok tovabbi kiértékeléséhez (dekonvolucid, hattérkorrekcio), valamint
a kromatogramok teljes korli dsszehasonlitasahoz. A kapott komponensek
azonositasat a NIST (NIST 2011, Wiley 10" edition) tdmegspektrum
konyvtarral hajtottam végre. Fékomponens elemzés, linearis diszkriminancia
elemzés és parcialis legkisebb négyzetek elvén alapuld regressziod
elvégzéséhez XL-Stat statisztikai programcsomagot hasznaltam. A
»csusztatott ablakos” DFA (deternded fluctuation analysis, detrendelt
fluktuacio elemzés) futtatasahoz a Physionet statisztikai szoftvert hasznaltam,
mig a tovabbi szamitasokat az R-project 3.0.2 verzidjan végeztem el.



IV. EREDMENYEK

4.1. Médszerfejlesztés a gombatermesztésben kartékony penészek
anyagcseremarkereinek detektalasara és monitorozasara

A kromatografias elvalasztas optimalizalasa soran
Trichoderma aggressivum f. europaeum penésszel végeztem a kisérleteket. A
felfiitési program optimalizalasa soran végiil egy kozel 11 perces, hatékony
kromatografias  elvélasztashoz  jutottam. A mikroorganizmusok
mintavételezése soran harom kiilonboz6 SPME szalat vizsgéaltam, melyek
koziil a 65 pm PDMS/DVB szal bizonyult a legalkalmasabbnak.

Az optimalis mintavételi id6 meghatarozasahoz a mintavétel idejét 10 és
50 perc kozott vizsgaltam. Eredményeim alapjan az egyensuly 30-40 perces
mintavétel utin beallt, azonban a gyors analizishez révidebb, 15 perces
mintavételi id6t alkalmaztam, hiszen a legtobb illékony vegyiilet mindségi
vizsgalata mar lehet6vé valik.

A mindségbiztositasi szempontokat szem el6tt tartva, kezdetben a
méréseim soran retencios id6 standardot is hasznéaltam a kromatogramok
rogzitése érdekében. Négy standard vegyiiletet valasztottam ki (n-nonan,
tetradekdn, pentadekdn és heptadekan), amelyek a kromatogram egy
komponensekben ,,szegényebb” szakaszan elualodtak. A mintavevd rendszer
memoriahatsat kihasznalva biztositottam a retencios id6 standard jelet, igy
nem kellett a mintahoz hozzaadagolni kiilén a standardokat. Ez a technika
retencids id6 standard jelet biztositott a kromatogramon megkozelitSleg 4

napig.

4.2. Gombatermesztésben el6fordulé kartékony penészek illékony
anyagcseremarkereinek meghatarozasa

A kidolgozott modszer alkalmazasaval lehetové valt a gombakomposzt
eldallitasa soran el6forduld kartékony mikroorganizmusok (Trichoderma
aggressivum, Mycogone perniciosa, Lecanicillium fungicola) altal kibocsatott
illékony szerves vegyiiletek feltérképezése, azonositasa. A tovabbiakban
fontos feladat volt meghatarozni az egyes mikroorganizmusokra egyénileg
jellemz6, tgynevezett marker vegyiileteket. A marker vegyiiletek
egyértelmiien jellemzik az adott mikroorganizmust, igy csak akkor jelennek
meg a kromatogramon, ha az adott penészt vizsgaljuk (4. abra). A 2. tablazat
tartalmazza a gombakomposztot karositd mikroorganizmusok altal termelt
marker vegyiiletek listajat.
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Intenzitas (x 10°)

Retencios ido (perc)

4. dbra: A leoltast kovetd harmadik napon kapott TIC kromatogramok
Osszehasonlitasa, amely megadja az egyes penészekre jellemzé MVOC
mintazatot. (a) T. aggressivum, (b) T. DOFE**, (c) L. fungicola, (d)
M. perniciosa, () A. bisporus. Az egyes jelolt komponensek a 2. tablazat
,csucs ID” oszlopaban taldlhatok. ** Termeldnél izollt zold penész, melynek

pontos faja nem ismert

2. tablazat: Gombakomposztot karositd mikroorganizmusok altal termelt
marker vegyiiletek listaja. Cstcs ID: az egyes mintak roviditését, kodjat
tartalmazza (Ta: T. aggressivum f. europaeum, TD: T. DOFE, L: L. fungicola,
M: M. perniciosa, A: A. bisporus) illetve a talalt komponensek sorszdmat;
*jeloli azokat a komponenseket, amelyek tomegspektruma a melléklet 2.3.-

2.5. 4brajan lathatok.

Minta CTBCS (r'r[:i?n) Komponens neve
Ta-1 2,21 * unknown
Ta-2 3,41 D-limonene
Ta-3 3,70 * 4-nonanone
Ta-4 3,84 2-nonanone
Tas5 4,93 (lﬁ)ihe;;i—:r:r;ylidene—3a—methy|—2,4,5,6,7,7a—hexahydro—
Ta-6 4,98 1,1,4,4-tetramethyl-2,5-dimethylene-cyclohexane
i Ta-7 5,12 2-ethylidene-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptane
Trlchod?rma 1,6,6-trimethyl-7-(3-oxobut-1-enyl)-3,8-
aggressivum Ta-8 543 dioxatricyclo[5.1.0.0(2,4)]octan-5-one
f.europaeum 1,9 5,70 n-decanoic acid
Ta-10 5,86 furfuryl alcohol
Ta-11 6,15 (E)-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid; (icosapent)
Ta-12 6,27 6-pentyl-2H-pyran-2-one
Ta-13 6,37 5,6-dihydro-6-pentyl-2H-pyran-2-one
Ta-14 6,46 tetrahydro-6-pentyl-2H-pyran-2-one
Ta-15 8,31 unidentified diterpenoid
Ta-16 9,01 * unknown
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TD-1 1,23 2-methyl-1-propanol

TD-2 1,48 3-hydroxy-2-butanone (acetoin)
TD-3 1,56 3-methyl-1-butanol
TD-4 1,75 unidentified alcohol (butanediol)
TD-5 1,80 2,3-butanediol
TD-6 5,00 unidentified pyran compound
i TD-7 5,10 cycloocta-2,4-dien-1-ol
Trichoderma TD-8 5,23 (10R)-10-methyl-2-oxecanone
DOFE** .
TD-9 592 (R)-1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis-(1-
! methylethenyl)cyclohexane
TD-10 6,24 (E)-12-methyloxacyclododec-9-en-2-one
TD-11 6,33 (2)-8-methyl-9-tetradecenoic acid
3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1H-2-benzopyran-1-
TD-12 6.74 one; (3?/4—dihydr{)—8—h))l/droxy—3¥methylisocour?]yarin)
3R-(30,3ap,7p,8aa)]-2,3,4,7,8,8a-hexahydro-3,6,8,8-
TD-13 7,49 t[etrar(nethyflI-f—3a,7)—]methanoazuIene (cegr—s—ene)
L-1 1,84 cyclopentanone
Lecanicillum  L-2 2,22 2-dodecanone
fungicola L-3 3,47 methyl 2-ethylhexanoate
L-4 6,63 unknown
M-1 3,59 unidentified alkane compound
:;ga?gi%r;g M-2 4,49 unknown
M-3 6,23 unknown
A-1 1,15 acetic acid
A-2 1,32 1-chlorobutane
Agaricus A-3 3,06  3-octenone
bisporus A-4 5,59 1,2,3-triacetoxypropane (triacetin)
A5 7.02 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (sinapinic

acid)

** Zoldpenész, pontos faja nem ismert, a penészt egy gombatermelonél izolaltuk

4.3. A gombatermesztésben eléforduléo kartékony penészek
illékony anyagcseremarkereinek megfigyelése, monitorozasa

A mikroorganizmusok élettevékenységiik soran hifa fonalakat
novesztettek radialis iranyban. Amint a mikroorganizmus elérte a taptalaj
szélét sporakat termelt a megvaltozott kornyezeti feltételek miatt. A
novekedés soran termelt marker komponensek segitségével megallapithato,
hogy a vizsgalt penész melyik novekedési szakaszban van.

A marker vegyiiletek monitorozasa soran megallapitottam, hogy a
legtobb csiperkegomba marker vegyiilet intenzitisa névekvd tendenciat
mutatott a vizsgélat soran. A M. perniciosa és L. fungicola penészek legtobb
marker vegyiiletiiket a harmadik és negyedik vizsgalati napon emittaltak. A
leoltastol szamitott hetedik napon a legtobb marker termelédése lecsdkkent
vagy megallt, vagyis ezek a fajok féként a micéliumndvekedés szakaszaban
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bocsatottak ki marker vegyiiletet (5. abra g) h). A Trichoderma fajok ebbdl a
szempontbol eltérd tendenciat mutattak a tobbi vizsgalt penészhez képest. A
z0ldpenész legtobb marker vegyiilete a hetedik nap utan jelentds intenzitas
novekedést mutatott (5. dbra b) c). A markerek megjelenése és intenzitasuk
novekedése éppen akkorra tehetd, amikor a z6ld spora megjelent a leoltott
penészmintakon.

- a ~+TD-1, (IR=1,23 perc) ~+TD-2, (IR=1,48 perc) €|
- A-3,(tR=3,06 perc) =B A-4, (tR=5,50 perc) TD-3, (tR-1,56 perc)
g 4*10% A"109 1.5, (tR=1,80
-5, (tR=1,80 perc)
B =]
= >
< 2
=
- E| 5ok
3
] +Ta-9,tR=570perc)  #+Ta-12, (tR=6,27 perc) b E “*=TD-6, (tR=5,00perc)  ~*TD-7, (tR=5,10 perc) .f
+Ta-14, (tR=6,46 perc) = .
64106 (15100
= I
3 R
) X—f
§ 5 HEN /\/‘\'\‘ e
£
E *Ta-10, (tR=5,86 perc) ] ~0-M-1, (tR=3,59 perc)  —*M-2, (tR=4,49 perc)
4 clz g
§ 6°109 =
2
I
HE § .
3 R =
3 + |=
R :
= —4-Ta-3, (tR=3,70 perc) —+Ta-4, (tR=3,84 per d|e —+1-3, (tR=3,47 perc) 14, (tr=6,63 perc) hf
910" 3
2 3108
2l =
S8
5§ T
£ B St S
L =0 =0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1
Leoltastol eltelt idé [nap] Leoltastdl eltelt idé [nap]

5. abra: Anyagcseremarkerek intenzitasvaltozasa a leoltastol szamitott 1-15.
napon. Az egyes komponensek jel6lését a 2. tablazat ,,Cstics ID” oszlopa
tartalmazza

A penészek marker vegyiileteinek meghatarozasaval elvileg
egyértelmiien el tudjuk kiiloniteni az egyes penész fajokat. Azokban az
esetekben, amikor nincs vagy nagyon kevés marker vegyiilet all
rendelkezéslinkre, kemometriai modszerek segitségével kiilonithetjiik el a
vizsgalt mintakat.

Kezdetben fékomponens elemzést (principal component analysis, PCA)
hasznaltam a mintak elkiilonitésére (57 kozos vegylilet integralt cstcs alatti
teriilet értékével).

A statisztikai elemzés eldtt ellendriztem a PCA feltételeit. PCA elso
harom fékomponense 76,51 % varianciat magyaraz. A PC1 a napok szerinti
eltéréseket, mig a PC2 a mintdk kozotti kiilonbségeket magyardzza. A
harmadik fékomponens szintén a mintak kozotti kiillonbségeket irja le, ezaltal
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pontositva a PC2 altal magyarazott eltéréseket. A fokomponensekben szerepet
jatszo valtozok vizsgalata soran megallapitottam, hogy a 7. perc koriil érkezé
vegyiiletek felelések a mintak kozotti eltérésekért. A PCA nem tudta
maradéktalanul elkiiloniteni a mintakat, meg kell azonban nem is ez volt a
modszer elsédleges célja, hanem az id6 és a mintak elkiiloniilésében szerepet
jatszo valtozok meghatarozasa.

Masodik 1épésben linearis diszkriminancia elemzést (linear discriminant
analysis, LDA) alkalmaztam a mintdk egymas kozotti és id6beli
kiilonbségeinek feltarasara. El6szor a fajok csoportositasat végeztem el (6.
abra). A minték elkiilonitése az LDA alkalmazasaval sikeresnek bizonyult a
legt6bb esetben, azonban volt egy minta (M. perniciosa, elsé napon), amely a
csoportjatdl eltérden a csiprke mintdhoz keriilt nagyon kozel.

10
Trichoderma Mycogone
6 | aggressivum pernicosa
< Agaricus
X :
S 2 bisporus
8 :
& 2 Lecanicillium
~ fungicola
L -6
10 Trichoderma
DOFE
-14 -
25  -15 -5 5 15 25
F1 (52,76 %)

6. abra: A vizsgalt penészfajok LDA elkiilonitése a mintak szerint. A
mintak jelolése a kdvetkezOk szerint tortént: napok szdma, faj neve, imétlés
szama. F1, F2: els6, masodik diszkriminalé fiiggvény

Masodszor pedig a leoltastol eltelt id6 (napok) alapjan torténd
elkiilonitésre alkalmaztam az LDA modellt. Az eredmények alapjan a
negyedik napig a leoltastdl eltelt napok szama jol elkiilonithetd, majd ezt
kovetden a modell nem tudott kiilonbséget tenni a leoltastol eltelt napok
kozott.

4.4. A leoltastol eltelt napok szamanak becslése PLS-R modellel

Parcialis legkisebb négyzetek elvén alapuld regresszios modellt (partial
least squares regression, PLS-R) hasznaltam a leoltastol, vagyis a fert6zést6l
eltelt napok szamanak elérejelzésére. Elsé 1épésben meghataroztam a tanuld
adatsort, aminek segitségével a PLS-R modellt felépitettem. Ez esetben a
modell el6rejelzi adott mintara a leoltastol eltelt napok szamat, azonban az
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adott minta leoltastol eltelt ideje ismert, igy az eldrejelzés és az ismert
adatokbol a kiilonbség szamithat6. Ez a kiilonbség megadja a modell hibajat
(MSE), amib6l a modell hibajanak gyoke (RMSE) szamithat6. Ugyanezt
elvégezziik a modell szamara addig még ismeretlen predikcios adathalmazon.
fgy az elbrejelzés és az ismert adatok kiilonbségébsl megkapjuk a predikciods
adathalmazra felallitott modell hibajat (MSEP), aminek gydke szintén a
modell szorasat adja meg (RMSEP). A vizsgalat soran hasznalt paramétereket
és a regresszios modell eredményét az egyes penész fajokra, illetve az
A. bisporus csiperkegombara a 3. tablazat foglalja ssze.

3. tablazat: Paraméterck és a PLS-R modell atlagos négyzetes hiba gydkének
(RMSE: root mean square error) értéke az egyes penészfajokra és
csiperkegomba micéliuméra. R?: determindcids egyiitthatd, MSE: atlagos
négyzetes hiba (mean square error), RMSE: atlagos négyzetes hiba gyoke,
RMSERP: a predikci6 atlagos négyzetes hiba gydke (root mean square error
of prediction), Nganule): mintak szama a tréning adathalmazban, npredikcios):
mintak szama a predikcios adathalmazban, LV: latens valtozok szama

Mintak R? MSE RMSE RMSEP N(tanuls) N(predikciés) LV
(nap) (nap)

Agaricus 0,992 0117 0306 0,342 16 7 3
bisporus
fLeca‘.”'C'"'”m 0091 0187 0432 0654 20 9 5
ungicola
Mycogone 0,901 1897 1377 1,381 17 8 2
perniciosa
Trichoderma 979 0417 0,646 0,651 18 10 2
aggressivum
Trichoderma 983 0334 0578 0771 18 8 3

DOFE

A modell magas R? és alacsony atlagos négyzetes hiba (mean square
error, MSE) értékeket mutatott. Az RMSE értékek azt jelzik, hogy milyen
hibaval tudja a PLS-R modell elérejelezni egy adott minta leoltastol eltelt
napjainak szamat. A tanuldé adathalmaz vizsgalata soran hasonld
eredményeket kaptam (RMSE), mint a predikcios adathalmaz vizsgalata soran
(RMSEP), emellett az értékek egymassal szoros pozitiv korrelacioban alltak,
ezért a modell alkalmas ismeretlen mintak , koranak™ azaz a leoltastol eltelt
idének a becslésére.

4.5. A Trichoderma aggressivum novekedésének vizsgalata

Munkam soran nyomonkovettem a T. aggressivum altal kibocsatott
illékony anyagcseretermékeket kiilonb6zé tapagarokon. T. aggressivum
15



penészminta altal kibocsatott illékony komponenseket hét napig
monitoroztam és vizsgaltam a penész fejlodése soran torténd valtozasokat. A
kezdeti micéliumképzést kovetéen zold sporak jelentek meg a micéliumgyep
sz¢élén, majd a vizsgalt idészak végére ellepték a fehér micéliumot is. A
tapanyagban szegény tapagarokon a micéliumnovekedés jelentéktelen volt, a
sporaképzés sokkal gyorsabbnak bizonyult (7. abra).

7. abra: Trichoderma aggressivum a leoltastol eltelt hatodik napon.
Taptalajok balrol jobbra: PDA (burgonya-dextr6z agar), KA (komposzt
agar), MEA (malata-extrakt agar), VA (viz agar) (Forras: sajat fotd)

4.6. Trichoderma aggressivum illékony anyagcseremarkereinek
azonositasa

Meéréseim soran a manudlis kiértékeléssel kapott komponenseket
csoportokba rendeztem intenzitas értékeik alapjan (8. abra), majd kiilonb6z6
eljarasokat dolgoztam ki a vizsgalt komponensek megfeleld kiértékelésére.

Nagy intenzitasu
komponens
v

Kozepes intenzitasi
komponens
v

Kis intenzitasi
komponensek
v

NN UV
301 303 305 562 57 578 60 61 62
Retencios idd [perc]

8. dbra: Nagy- (> 4*10), kozepes- (1,2-3*10%) és kis (< 10°) intenzitast
komponensek

Intenzitas (10°)

A manualis azonositds soran a kellden ,nagy intenzitdssal” bird
komponensek azonositdsa tomegspektrum konyvtarak alkalmazasaval
egyszerlien megoldhato volt. Az azonositas soran megbizhaté eredményeket
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kaptam. A ,.kozepes intenzitasu” komponensek esetén hattérkorrekciot kellett
alkalmazni, melynek eredményeként elértem, hogy a komponens
tomegspektrumat a hattérben 1évé egyéb komponensek fragmensei ne
zavarjak. Az igy kapott hattérzajtol mentes tomegspektrum mar megfelelden
azonosithato volt tomegspektrum konyvtar segitségével. Az azonositas soran
a legnagyobb kihivast a ,.kis intenzitasi” komponensek jelentették. Ezekben
az esetekben manualis dekonvoluciot alkalmaztam a komponensek
megtalalasahoz. Az azonositas soran gondot okozhat, hogy a vizsgaland6
komponens fragmenseinek intenzitdsa nem sokkal nagyobb, mint a hattérben
1év6 zavard fragmensek intenzitasa, igy a hattér tomegspektrum kivonasaval
elveszithetjiik a komponensbdl szarmazo, azonositashoz nélkiilozhetetlen
fragmensionokat is a tomegspektrumrol. Ebben az esetben megerdsitd
azonositasokat végeztem a helyes eredmény érdekében.

4.7. Trichoderma aggressivum marker komponenseinek
vizsgalata

A zOldpenész vizsgalata soran kezdetben az MVOC mintazatot
vizsgaltam minden kiilonb6z6 tapagarra tortént leoltasok esetében. Ezen
kisérletek eredményeként Osszesen mintegy 150 komponenst talaltam,
melyek koziil végiil 44 vegyiiletet soroltam a T.aggressivum marker
komponensei kozé (4. tablazat). A kivalasztott 44 marker vegyiiletb6l 3 olyan
vegyliletet talaltam, amelyek taptalajtol fliggetleniil minden tenyésztett
penész esetében megjelentek. A tdpanyagban gazdag tapagarokon (PDA,
MEA) tortént leoltasnal 18 olyan vegyiiletet sikeriilt azonositanom, amelyek
tapanyagban gazdag tapagarra leoltva jellemzik a vizsgalt mikroorganizmust.

A 21 (18+3) koz6s markerkomponensen feliill 10 olyan vegyiiletet
talaltam, amelyek csak a PDA tdpagarra leoltott T. aggressivum fejlédése
soran termelddtek, illetve 13 olyan vegyiiletet, amelyek csak a MEA
tapagaron tenyésztett penész esetében keletkeztek. Ezeket a vegyiileteket
taptalaj-/szubsztrat fliggd markerekként emlitem a tovabbiakban.
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4. tablazat: Marker vegyiiletek csoportositasa kiillonb6z6 tapagarra (MEA,
PDA, KA, és VA) tortént leoltasok szerint. * jeloli azt az azonositatlan

vegyiiletet, amely a MEA és PDA téaptalajon kiviil a viz agaron is megjelent

Marker vegyiiletek
Szubsztrat
Szubsztrat fiiggé markerek MFTA,-!:DA m arker,ek fiiggetlen
(micéliumnovekedés) markerek
2-propanone; isobutyl octane; adamantan-2-
chloride; L 4 s
1-propanol, 2-methyl; Ioh’ P; rorrllo-, ?'S'd
PDA longifolene; alpha-numulene, cear-
. A 8-ene;beta-cubebene;
ismeretlen vegyiiletek bet -bet
(t==5,38; 5,48; 5,58; 5,76; ylaengec_"g:tec’;%u; o
J.81és 5’84.p erc) (52)-5-pentadecen-7- 1,2-
benzeneethanamine; tyrene; yne: dimethyl
tetracy((:jlod[5.3.1._1(b2,:3).0(4,9) ledane; gamma- benzene;
]do eﬁalr:e, 'gi-l elemene; 3-octanone;
caryopnyiien; ,11- (2Z,6E)-farnesol; 2-pinen-4-
octadecadiynoic acid, methyl ;
tor- 4-(2 2-dimethvl-6 azonositatlan CisHye ol
MEA ester; 4-(2,2-dimethyl-6- szarmazékok (t:=6,30
methylenecyclohexyl)butanal s 6.33
; azo;:tosz’tatllan 2H-pirdn perc):i SrT,leretlen
szarmazék (t;=4,68 .. - i
X . vegyiiletek (1;=3,10;
perc),ismeretlen vegyiiletek 336% 6.26 és 7.67
(tr=4,33; 4,61; 5,15; 6,16; U pérc) ’
6,48 és 7,32 perc)
KA
VA

A sikeres azonositast kovetéen megvizsgaltam a marker vegyiiletek
intenzitasanak idébeli valtozasat (9. abra).

Intenzitas (x10°)
- N w = o o

Rétenciés id6 (perc)

Retencios id6 (perc)

9. abra: MEA (malatakivonatos agar) tapagar feliiletére oltott zoldpenész
altal kibocsatott cedr-8-ene vegyiilet intenzitdsanak véltozasa a vizsgalt
napok fliggvényében
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Az intenzitas értékek valtozasaban bekdvetkezd tendencidk alapjan az
egyes marker vegylileteket kiilonb6z6 csoportoka soroltam (monoton
novekvd, maximumot mutatd, monoton csokkend vagy fluktualodo
tendenciat mutato).

A monitorozas soran figyelemmel kisértem a kiilonboz6 tapagarra oltott
penészek novekedését is (10. abra).

4. nap . nap

AL

10. abra: A zoldpenész ndvekedése MEA tapagaron. (Forras: sajat foto)

A kiilonb6z6 csoportokba sorolt marker vegyiiletek a mikroorganizmus
kiilonb6zé novekedési fazisaban jelentek meg. Ezek alapjan arra
kovetkeztettem, hogy az els6é napokban termel6dott illékony
anyagcseremarkerek foleg a zOldpenész micéliumndvekedése soran
termelddtek. A zoldpenész sporaképzédéséhez kothetdk azok a vegyiiletek,
amelyek intenzitdismaximumukat a 3.-4. nap utan értékék el.

4.8. Marker komponensek vizsgalata médositott tipagaron

A komposztos taptalajt kiilonb6z6 cukrok (mannit, maltdz, dextrdz)
hozzaadaséaval dusitottam, és ezekre a modositott tdpagarokra ujra leoltottam
a T. aggressivumot, majd ismét megvizsgaltam a megjelend illékony
anyagcseretermékeket.

A vart gyorsabb novekedés helyett ismét zold sporatelepek képz8dését
tapasztaltam. Megéllapitottam, hogy a modositott tapagarra oltott penész
tovabbi két olyan vegyiiletet emittalt (tyrene és 3-octanol), amelyek
egyértelmlien a T. aggressivum jelenlétéhez kothetdk, tehat annak marker
vegyiiletei.
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4.9. Gombatermesztésben eléfordulé kartékony penészek MVOC
adatbazisa

HS-SPME-GC-MS kapcsolt technika segitségével 1étrehoztam egy olyan
adatbazist, amely az adott mikroorganizmusra jellemzo
anyagcseremarkereket tartalmazza. Az adatbazis segitségével a kés6bbi
mérések soran egy-egy fertézés megjelenése gyorsan indikalhatova, esetleg
(penészfaj szinten) azonosithatova valik. Az adatbazis bovitése soran egy-egy
uj vegyiilet felvétele hosszadalmas kiértékelési folyamatot igényel, igy a
tovabbiakban megoldast kerestem arra, hogyan tudnam kivaltani ezt a
bonyolult, id6igényes folyamatot

4.10. A gombatermesztésben kartékony penészek elkiilonitésének
lehetosége detrendelt fluktuaciéelemzéssel

A kiilonboz6 mintdk elkiilonitése soran elsé 1épésben vizualisan
értékeljiik a TIC kromatogramokat (11. abra) és megprobaljuk kisziirni azokat
a komponenseket, amelyek az elkiilonitésben szerepet jatszhatnak. Ezt
kovetéen megtorténik a kiértékelés, ahol az elvarasainknak megfeleléen
megkeressiik a két minta kdzotti kiillonbségeket.

6

)

a
A. bisporus Komposzt
S R ﬂ_ P B ORI |- ol .
[ S S

0

GL M. perniciosa
0 1

6

[

Boiitésszam [x109]

PR S -

T. aggressivum 6 ‘ ‘ Vorisbor
) J

1 2 3 4 s I3 7 76 1 2 3 4 s 6 7 76
Retenciés idé [perc] Retenciés idd [perc]

11. dbra: a) TIC kromatogramok a vizsgalt harom mikroorganizmus
(A. bisporus, M. perniciosa és T. aggressivum) esetében, b) A vizsgalt
kiugro mintak (vérosbor, gombakomposzt) TIC kromatogramjai

A 11 é4bran a kiilonbséget okozd (akar biomarkereket)
komponenseket nehéz észrevenni, vagyis vizualis Gton nehéz kiilonbséget
tenni a mintak kozott, igy nem lehet nagy bizonyossaggal meghatarozni a
marker vegyiileteket. A mintak kielégitd elkiilonitéséhez sokszor id6igényes
feldolgozasra, adatok kinyerésére van sziikség. Az elemzési id6 roviditése
érdekében kiilonbozd statisztikai modszereket hasznaltam a még nyers, ki
nem értékelt TIC kromatogramokon. Els6 1épésben detrendelt fluktuacid
elemzést alkalmaztam az adatokra. Mivel a DFA nem egy hagyomanyos
kiértékelési eljaras, ezért az eredményeket egy sokkal ismertebb ¢és

20




megszokottabb statisztikai modszerrel, a fokomponens elemzéssel (PCA)
validaltam. Ezutan klaszter elemzést (cluster analysis, CA) futtattam mind a
PCA szkorokra (scores), mind pedig a DFA koefficiensekre (coefficients). Az
ilyen modon kapott dendrogramok mar elegendé informaciot szolgaltattak a
két modszer megbizhatd Gsszehasonlitisahoz, tehat a DFA validalasahoz (12.
abra).

(1]
e @
o

[
-]

Vindshor @

omposzl

13 14 15 L6
Szogkoefficiens (a;)

Fékomponens
[ ORI

wo oo

Ki 2t
ompasaty

Komposzt

12. dbra: Az egyes mintdk elhelyezkedése a) kétdimenzids térben, melyeket
a1 és a2 exponensekkel allitottam eld DFA esetében €s ¢) harom dimenzids
térben, melyeket PCA szkorok segitségével allitottam eld. b) a1 és a2
exponensekre, mig d) PCA szkorokra futtatott klaszter elemzés
dendrogramja.

Megallapitottam, hogy a DFA jol elkiilonitette a mintakat, mig a PCA
nem tudott megfeleléen kiilonbséget tenni az A. bisporus és a M. perniciosa
penész mintak kozott. A DFA modszere tehat alkalmasabbnak bizonyult
kiértékeletlen, feldolgozatlan teljes ion kromatogramok alapjan torténd gyors
elkiilonitésre, mint a PCA. Kisérleteim soran bizonyitékot nyert tehat, hogy a
fentiekben ismertetett statisztikai modszerek segitségével lehet6ség nyilik a
mintdk gyors elkiilonitésére, akar online modon is, kivaltva ezaltal az
id6igényes, bonyolult kiértékelési 1épéseket.
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1)

2)

3)

4)

5)

V. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kidolgoztam egy gyors, szilard-fazisi mikroextrakcidos mintavételi
technikdval ~ kombinalt  gazkromatografids  tomegspektrometriai
(HS-SPME-GC-MS) eljarast, amellyel kimutathaté a penész jelenléte
gombakomposzt  eldallito és  gombatermeld  lizemekben. A
modszerfejlesztés soran egy Uj eljarast, nevezetesen memoriaeffektuson
alapuld retencios id6 standard hasznalatat vezettem be.

Meghataroztam a gombatermesztésben el6fordulé harom kartékony
penész  (Trichoderma aggressivum, Mycogone perniciosa ¢és
Lecanicillium  fungicola) mikrobidlis eredetli illékony szerves
anyagcseretermékeit (MVOC), tovabba az egyes vizsgalt penészekhez
kothet6 MVOC mintazatot in vitro koriilmények kozott. PLS-R
statisztikai eljarason alapuld elérejelzést dolgoztam ki, amely az MVOC
vegyliletek alapjan alkalmas a penészes fertdzés ,koranak”, azaz a
leoltastol eltelt napok szamanak meghatarozasara.

Meghataroztam a legf6bb kartevd penész (Trichoderma aggressivum f.
europaeum) ndvekedése soran termelt taptalajfiiggd, ujjlenyomatszerii
MVOC mintézatat, valamint feltérképeztem a vizsgalt penész kiillonbozo
szénhidratforrdst  tdpagaron torténd illékony anyagcseremarker
kibocsatasat.

Meghataroztam a gombatermesztésben kartékony harom vizsgalt penész
(Trichoderma aggressivum, Mycogone perniciosa és Lecanicillium
fungicola) marker vegyiileteit — kozel 80 vegyiiletet - , amelyek minden
esetben egyértelmiien jelzik az adott mikroba jelenlétét. Ezt kdvetéen
létrehoztam egy olyan szerves illékony anyagcseremarkerekbdl allo
adatbazist, amely segitségével a hasonld koriilmények kozott vizsgalt
penészek jelenléte konnyen eldrejelezhetd a minta feletti 1égtérbol.

Kidolgoztam egy uj eljarast, amely segitségével a feldolgozatlan
(kiértékeletlen) teljes ion kromatogramok (TIC) 6sszehasonlitasa alapjan
kiilonithetdk el az egyes vizsgalt penész mintak. Megallapitottam, hogy
bonyolult és id6éigényes kiértékelési folyamat nélkiil idGsorelemzést
alkalmazva az egyes mintdk megkiilonboztethetdk, ezaltal a kidolgozott
moddszer integralhatova valik a légtér folyamatos monitorozasat végzo
online rendszerekbe.
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V1. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Doktori munkam soran egy olyan analitikai modszer kidolgozasara
torekedtem, amely a gombatermesztésben kartékony penészek indikalasara
képes a minta feletti 1égtérbdl. Az penészekre egyedileg jellemzé marker
vegyliletek ismeretében lehetdségiink nyilik a mikrobak azonositasara,
kemometriai  modszerekkel ~az  egyes penészek elkiilonitésére,
csoportositasara, vagy azok ,¢letkoranak” elGrejelzésére.  Pontos
tomegmérésen alapuld analitikai eljarasokkal a moédszer fejleszthetd, nagy
felbontasu késziilékek bevonasaval az azonositas pontossaga javithato.

Munkam soran létrehoztam egy olyan adatbazist, amelyet online
rendszerekbe integralva a komposzt feletti 1égtér monitorozasa soran a
penészes jelenlét kimutatasara alkalmazhatd. Az adatbazis bovitésével a
penészes romlas széles korben kimutathatova valik az élelmiszeripar barmely
teriiletén.

A kidolgozott HS-SPME-GC-MS modszer alkalmas lehet kiilonbozd
¢élemiszer hamisitasok kimutatdsara. Péld4ul az aszii borok el6allitdsa soran
nélkiilozhetetlen a Botrytis cinerea penész a sz6l0szemeken, amely a
sz6l0szem aszusodasat idézi eld. Amennyiben a kdrnyezeti paraméterek nem
megfeleléek a penész szamara, elmarad az aszisodés folyamata, vagyis az
adott évbdl szarmazo asza boroknak feltlintetett termék mindsége kérdéses. A
szesziparban tovabbi alkalmazasi teriilet lehet a penészes gylimolesokbol
késziilt parlatok azonositasa is.

Mindezeken feliil a technika nem csak az élelmiszeriparban megjelend
penészek detektalasara, hanem példaul ugynevezett beteg épiilet szindromat
(Sick Building Syndrome, SBS) okozé beltéri penészek vizsgalatara is
alkalmas. A modszer tehat kiterjesztheté az élelmiszer vizsgalatokrol a
kornyezet monitorozasara is, ezaltal megelézhetd lehet szamos egészségre
karos betegség (példaul allergia és asztma) kialakulasa.

A HS-SPME-GC-MS technika felkeltette az orvostudomany
érdeklddését is. A legfrissebb kutatdsokban a kiilonbdz6 emberi testen/testben
elszaporodott mikroorganizmusok kimutatisat vizsgaljak leheletb6l,
vizeletbOl. A lehelet vizsgalataval a torokban, garatban illetve gyomorban
vagy az ezeket Osszekoté emésztérendszerben megtapadt és elszaporodott
mikrobakat lehet kimutatni (példaul fogszuvasodas vagy cukorbetegség
detektalasa). Kiillonboz6 borgombasodast okozé mikroorganizmusok (példaul
Trichophyton rubrum vagy Candida intertrigo) kimutatisara is alkalmassa
valhat a technika megfelel$ adatbazis kiépitése utan.
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