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1. BEVEZETES

A csiperkegomba termesztés dinamikusan fejlédé agazat nem csak Magyarorszagon, hanem
szerte a vilagon. A kivald minOség eléréséhez elengedhetetlen a jo alapanyag, vagyis a
gombakomposzt eléallitasa. A komposzt biizaszalma, 16-, illetve baromfitragya, gipsz és viz keveréke,
amelyben Osszetett biologiai és mikrobiologiai folyamatok zajlanak le; ezen valtozasok
eredményeképpen jon létre a gombakomposzt. A hokezelési szakaszt kovetden a komposztot
gombacsiraval oltjak be, amelyen kis id6 elteltével megjelennek a gombafejek és ezutan elkezdddik a
letermesztés fazisa. Konnyen beldthatdo, ha a gombakomposzt mindsége nem megfeleld, akkor

terméscsokkenés, rosszabb esetben terméskiesés kovetkezhet be.

Mindségromlast idézhetnek eld bizonyos komposzton esetlegesen eldfordulo fertézések,
amelyek korai észlelésére sziikség van. Az érlel6helységekben ugyanis egyszerre tobb tonna
komposzt is jelen van, igy ha megtelepedik egy kisebb fert6zés, az hamar atterjedhet a komposzt teljes
mennyiségére, amelynek igen jelent6s gazdasagi kovetkezményei lehetnek. A mindség megorzése
mellett fontos szempont a komposzton megjelend fertézések megelézése, elkeriilése, hiszen a
csiperkegomba rendkiviil érzékeny kiilonféle megbetegedésekre (virusos, bakteridlis, penészes) és

kartevokre.

Az egyes penészes fertdézések idobeli detektalasa dontd fontossag a komposzt és a gomba
mindségének megdrzése céljabol. Magyarorszagon jelenleg foleg mikrobiologiai tesztekkel végzik a
fertézések detektalasat. Jelenleg hazankban még nem mikodik olyan online analitikai rendszer,
amellyel a penészes fertézés kimutathatd lenne anélkiil, hogy az adott sarzsbdl mintat vennénk.
Megoldast jelenthet a szilard-fazisi mikroextrakcios szal (SPME), amellyel a minta feletti 1égtérbol
iIs detektalnatd a penész jelenléte, akar gombakomposzt taroldo helységekben, akar

gyiimolcstarolokban is.

A SPME eszkozzel végzett mintavételt altaldban valamilyen analitikai rendszer koveti.
Amennyiben a minta feletti illékony komponensek megkdtése a cél, akkor GC-MS kapcsolt technikat
érdemes tarsitani az eljarashoz. A moddszer eldnye, hogy gyors, viszonylag egyszeri és megfeleld
ismeretekkel pontos képet kaphatunk az egyes penészek altal termelt mikrobialis eredetli illékony
szerves vegyiiletekr6l (MVOC). A mikroorganizmusok online azonositasahoz egy olyan adatbazisra
van sziikség, amely tartalmazza mindazokat a marker vegyiileteket, amelyekkel az adott penész

jelenléte gyorsan kimutathatd, esetleg a penészes fert6zés idépontja is eldrejelezhets. Egy ilyen
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adatbazis, a tovabbiakban egyéb mas korokozok illékony vegyiileteivel is bovithetd, ezaltal
kiterjeszthetdvé valik kiilonboz6 érleld tarolokban és szabalyozott 1égterti tarolokban eléfordulod

mikroorganizmusok kimutatasara.

Doktori munkam soran moédszert fejlesztettem a gombatermesztésben kartékony penészek
MVOC termékeinek feltérképezésére a minta feletti 1égtérb6l. A vizsgalt penészek koziil a
Trichoderma nemzetséget mar szamos kutatd vizsgalta, azonban a T. aggressivum f. europaeum
illékony vegyiileteinek atfogd vizsgalatara eddig még nem keriilt sor. A masik két vizsgalt penész
(Mycogone perniciosa, Lecanicillium fungicola) MVOC vegyiileteit még egyaltalan nem vizsgaltak

SPME mintavételi eljarassal.

Munkam soran 0sszegyiijtottem az egyes penészekre egyedileg jellemz6 tgynevezett marker
vegyiileteket. A T. aggressivum zoldpenész illékony vegyiileteir6l kevés irodalmi adat all
rendelkezésre, annak ellenére, hogy a gombatermesztés egyik legkartékonyabb penésze. Ebbdl
adodoan elvégeztem annak részletes vizsgalatat tobb tapagaron, ami lehetoséget adott az MVOC
vegyiiletek feltérképezésére és a kiilonb6z6 szénhidratforras hasznositasa soran kibocsatott illékony
vegyiiletek vizsgalatara. A vizsgalt mikroorganizmusok ¢és kiilonbozo tapagarra oltott penészek
illékony anyagcserevegyiileteinek meghatarozasa soran nyert adathalmazbol egy olyan adatbazist

hoztam 1étre, amely tartalmazza a penészek azonositasahoz sziikséges egyedi marker vegyiileteket.

Doktori dolgozatomban tovabba egy 1j eljarast is bemutatok, amellyel kemometriai
modszerek alkalmazasaval hosszadalmas kiértékelési folyamat nélkiil hatékonyan elkiilonithetdk az

egyes vizsgalt penész mintak.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Illbanyagok az élelmiszerekben

A zamat (flavour) a taplalék fogyasztasakor kialakuld tobbféle érzet Osszessége, ennek
megfeleléen az iz és az illat érzékelésének egyiittese hatdrozza meg az ételek, italok zamatat. Az iz
kialakitasaban szerepet jatsz6 anyagok tobbnyire nem illékonyak szobahOmérsékleten, ugyanakkor
egy termék illatat kialakité élelmiszeralkotok mar illékony molekulak, amelyeket aromaanyagoknak
neveziink. Az iz- és az aromaanyag kategoridk nem atjarhatatlanok, egyes vegyliletek mindkét fajta
érzetet képesek kivaltani. (Belitz et al. 2009).

Az illékony anyagok koncentracioja az élelmiszereinkben alacsony (koriilbeliil 10-15 mg/kg),
ezen vegyliletek szama viszont nagy. Azok az élelmiszerek, amelyek példaul hokezeléssel (kavé) vagy
fermentacioval (tea) késziilnek, tobb mint 800 illékony komponenst tartalmaznak. Ezeket az
¢lelmiszerekre jellemz6 komponenseket mar sokféleképpen csoportositottak. Nijssen és munkatarsai
1999-ben t6bb mint 7100 illékony komponenst irtak le koriilbeliil 450 élelmiszertermékbdl (Nijssen
et al. 1999). Ezek a vegyiiletek korlatozott szamban vesznek azonban csak részt az aroma
kialakitasaban, az aroma-aktiv anyagok koziil is csak azok, amelyek az illatkiiszob feletti
mennyiségben vannak jelen. Arra is talalhatunk példat, hogy tobb kiiszobérték alatti koncentracidban
jelenlévd illoanyag egyiittesen mar képes kialakitani a termékre jellemz0d aromat. Szamos adalékanyag
hozzaadasaval azonban elérhetd, hogy a kiiszobérték alatti koncentracidban 1évé illoanyag aromat
alakitson Kki. Kulcsfontossag illatanyagoknak (key odorants) nevezziik azokat a molekulakat,
amelyek egy adott élelmiszerre vonatkozod jellegzetes illat kialakitasaban donté szerepet jatszanak;
meghatarozzak a termék illatat, aromajellegét. Ilyen kulcsfontossagu illatanyagok példaul a limonén,
ami a narancslevek citrusos jellegét, az 1-oktén-3-0l, ami a gombak vagy a camembert sajt gomba
illatat, illetve a benzaldehid, ami a mandula, cseresznye, szilva kesernyés, mandulas illatat adja (Belitz

et al. 2009).
2.2. Aroma komponensek

Az élelmiszerekben azonositott tobb mint 7000 illékony vegyiiletnek csupan koézel 5 %-a

aroma, a tobbi vegylilet aromaértéke (aroma value, definialt élelmiszerben az adott komponens

crer

az kiiszob-érték (threshold value) szintet, ahonnan mar éreznénk Oket, tehat nem aromaakitv

vegyliletek. Magas aromaértékkel bird vegyiiletek fogjak az adott €lelmiszer jellemzd aromajat
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meghatarozni. Ezek az illékony vegyiiletek keletkezhetnek enzimatikus vagy nem enzimatikus Gton

is (Belitz et al. 2009).
2.2.1. Nem enzimatikus reakciok soran keletkezo illékony vegyiiletek

Egy illékony vegyiilet aroméaban torténd kifejezodéséhez sziikséges koncentracidja fligg
enzimatikus reakciok szobahdmérsékleten is okozhatnak aromavaltozast, melyet hosszu tarolasi id6
utan lehet észrevenni. Ebben részt vesz példaul a lipid peroxidacié, Maillard reakcié és az ehhez
kapcsolodo aminosavak Strecker degradacioja, amelyek jelentés valtozast okozhatnak akar alacsony
hémérsékleten is, amennyiben a tarolasi id6 elegendéen hosszi. A nem enzimes barnulas (Maillard
reakcid) sok élelmiszer-technologiai folyamat (kavéporkolés, kenyérsiités) soran elényds, mas
esetben (szaritott, piritott élelmiszerek tarolasa) viszont hatranyos, kOszonhetéen a szin és az
aromavaltozasnak, melyeket minden esetben fehérjeveszteség is kisér (Fennema 1985; Milton 1985;
Teranishi és Buttery 1985). Ezek a nem enzimatikus folyamatok felgyorsulhatnak hékezelés hatasara.
Hokezelés soran a termék feliilete kiszarad, majd a szénhidratok, fehérjék, zsirok és egyéb mas
Osszetevok (példaul fenolos savak) pirolizise jatszodik le, aminek koszonhet6en mas egyéb
komponensek mellett illatanyagok termelédnek. A nem enzimatikus reakciok egyik jellegzetessége,
hogy egy vagy tobb Osszetevd degradaciojabol nagyszamu illékony komponens keletkezhet.
Mindazonaltal a 1étrejott aroma-aktiv anyagok koncentracidja gyakran még erdteljes kezelések esetén
sem ¢éri el az illatkiiszob-értéket, tehat hokezelés hatasara keletkez6 szamos illékony komponens koziil
csupan néhany vegyiilet lesz aromaaktiv (Belitz et al. 2009; Milton 1985; Teranishi és Buttery 1985).
Nem enzimatikus rekaciobol keletkez6é vegyliletek lehetnek karbonil komponensek, piranon vagy
furanon vegyiiletek, tiolok, tiol-észterek, di- és tri-szulfidok, tiazolok, piridinek és pirrolok, pirazinok,
aminok és fenolok. (Belitz et al. 2009).

2.4.2. Enzimatikus reakciok soran keletkezo illékony vegyiiletek

Allatok, novények és mikroorganizmusok élettevékenységiik soran képesek illékony
aromakomponensek termelésére normal metabolizmusuk 4ltal. Enzimatikus reakciot valt ki tovabba
a szovet szétesése is, példaul gylimdlesok, zoldségek darabolasa esetén. Enzimek indirekt modon is
hozzajarulhatnak az aromaképzéshez, példaul aminosavak kibocsatasa soran az elérhetd fehérjébdl
vagy cukor felszabaditasaval poliszaharidokbol. Ezek a vegyiiletek a tovabbiakban nem enzimatikus

folyamatok soran képesek atalakulni aromakomponensekké (Belitz et al. 2009). Ilyen enzimatikus
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reakciokbol szarmazd aromakomponensek lehetnek a karbonil komponensek és alkoholok. A
gyliimolcesok és zoldségek telitetlen szénhidrogéneket tartalmaznak, amelyek fontos szerepet jatszanak
az aroma kialakitasaban. Szamos gylimdlcs szignifikans aromakomponensei lehetnek észterek is,
amelyeket csak ép, sértetlen sejtek képesek eléallitani (Belitz et al. 2009). Tébb aromaaktiv lakton
vegytilet is fontos lehet ebbdl a szempontbol, amelyek legtobbszor kellemes illatak, ezért
¢lelmiszerek aromatizald szereként is felkeltette a kutatok figyelmét. Egyes zoldségek
illatosszetételéért illékony kénvegyiiletek felelések, példaul a hagyma illetve fokhagyma
szeletelésénél felszabaduld allicin vegyiilet, amely jellemzé szards illattal rendelkezik (Belitz et al.
2009).

A terpének izoprénvazas vegyiiletek, melyeknek kozos jellemzdje, hogy molekulaikat, vagy
azoknak vazat izoprén egységek (2-metil-1,3-butadién, 1. abra) épitik fel.

CH,

H,C—C—CH—CH,

1. abra: Izoprén egység (2-metil-1,3-butadién), terpének alapvazaul szolgal6 egység

A terpének szintén enzimatikus illetve mikrobialis uton keletkezhetnek. Sokféle névényben, foként
viragzatokban ¢és gyilimolcsokben, tovabba zoldségben, fiiszerekben, gyogyndvényekben, de még
borokban is eléfordulhatnak. A terpéneket a kapcsolodd izoprén egységek szama szerint szokas

csoportositani (1. tablazat).

1. tablazat: Terpének csoportositasa izoprén egységek szama alapjan.

Nev Képlet [zoprén egység
monoterpén C1oH16 2
szeszkviterpén  CisHos 3

diterpén C20H32 4

triterpén CaoHas 6

tetraterpén CaoHeas 8

politerpén (CsHg)n n>8

A terpének lehetnek aciklikus (nyilt forma), monociklikus (egy gyiri), vagy biciklusos
szerkezetliek. Monociklusos monoterpén példaul a mentol, limonén, és menton, aciklikus diterpén

példaul az A-vitamin. Aciklikus triterpénként csupan egyetlen vegyiiletet tartanak szamon, a szkvalént
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[C3oHs0], mig aciklikus tetraterpének kozé tartozik tobbek kozott a likopin és a B-karotin, ami az
A-vitamin elGanyaga. A Szeszkviterpének kozé tobb mint 1000 féle vegyiilet tartozik, amelyek
tobbsége még illékony vegylilet, mig a tobb izoprén (>3) egységbdl allo terpének mar nem illékonyak.
A legtdbb terpén egy vagy tobb kiralitds centrummal rendelkezik. Kiilonb6zé novények esetében
eléfordulhat a terpének optikailag inaktiv forméaja és az L- vagy D-forma is. Ez azért fontos, mert az
enantiomerek ¢és diasztereoizomerek illatkarakterisztikaja eltéré a legtobb esetben. Erre példa a
mentol, amelynek L-formaja frissitd borsmenta aromaji, mig a D-formaja kellemetlen, fenolos,

gyogyszeres, dohos illatra emlékeztet (Belitz et al. 2009).
2.3. Illékony szerves vegyiiletek (VOC)

2.3.1. VOC vegyiiletek

A kibocsatott illékony szerves vegyiiletek (VOCs: volatile oganic compounds) fontos
gazdasagi ¢€s fiziologiai szerepet jatszanak szamos szerves organizmus esetén. A VOC vegyiiletek
altalaban kiilonboz6 bioszintetikus utvonalokon keletkez6 kis molekulaju lipofil komponensek,
amelyek illékonyak atmoszférikus nyomason és szobahémérsékleten. A VOC vegyiiletek altalaban
kozepesen oldodnak vizben és gyakran jellegzetes illattal rendelkeznek (Herrmann 2010). A
természetben a VOC vegyiiletek felelések az inter- és intra-organizmikus kommunikécioért, a
noveények kozotti szamtalan kolesonhatasért, antagonista és mutualista szimbidzis kialakulasaért akar
a fold feletti vagy alatti részekben (Maffei 2010; Maffei et al. 2011; Garbeva et al. 2014; Lemfack et
al. 2014; Kanchiswamy et al. 2015a). A szerves illékony vegyiiletek képesek messze elkeriilni
termelddésiik helyétdl levegOben szél altal, vizben vagy a talajban, lehetévé téve a rovid- és
hosszutavu intercellularis és szervezeti kdlcsonhatasok vizsgalatat (Maffei et al. 2011).

Az élelmiszeriparban rendkiviil sok VOC vegyiilettel talalkozhatunk, amelyek almafajtakhoz
(Song és Bangerth 1996; Altisent et al. 2009; Lopez et al. 2000; Karlshgj et al. 2007), eperhez (Watson
et al. 2002), szilvafajtakhoz (Gonzalez-Cebrino et al. 2016; Louw és Theron 2012; Pino és Quijano
2012; Nunes et al. 2008), esetleg kiilonb6z6 gombakhoz (Pennerman et al. 2015; Misharina et al.
2009; Ouzouni et al. 2009) kotheték. Amennyiben a VOC mintazat faj vagy okologiai csoport
specifikus, biomarkerekként vagy okologiai mutatokként hasznalhatok kiilonb6zé gombacsoportok

vagy fajok jellemzésére és azonositasara (Miiller et al. 2013).
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2.3.2. MVOC vegyiiletek

A mikrobialis eredetli illékony szerves vegyiiletek (MVOCs: microbial volatile organic
compounds) a VOC vegyiiletek azon fajtaja, amelyet mikroorganizmusok termelnek metabolikus
folyamataik soran. Ezek a vegyiiletek kiilonb6z6 metabolikus utvonalaknak koztes- ¢és
végtermékeiként keletkeznek. Az MVOC vegyiiletek egyfajta kémiai ablaknak is tekinthetok,
amelyen keresztiil alapvetd infroméciot nyerhetiink a mikrobidlis aktivitds molekularis alapjair6l
(Korpi et al. 2009; Thorn és Greenman 2012). Mindemelett szamos MVOC vegyiilet faj-specifikus,
tehat marker vegyiiletekként is szolgalhatnak kiilonb6z6 gomba vagy bakterialis eredetli kornyezeti
valtozasoknal (Fiedler et al. 2001). Mas formaban ugyan, de a méregtelenitési folyamatok soran is
feltiinhetnek (Marmulla és Harder 2014). A kisérleti adatok Osszehasonlité elemzése szerint az
illékony metabolitok sokkal jobban hozzajarulnak a mikrobialis interakcidkhoz, mint a nem illékony
metabolitok. Szamos mikroorganizmus termel ugyanis illékony anyagokat az egymas kozotti
kolesonhatasok kialakitdsdhoz, amely folyamatok gyakran eldfordulnak a természetben (Tirranen és
Gitelson 2006). A mikroorganizmusok anyagcserefolyamatainak megértésében segitségiinkre
lehetnek az MVOC vizsgalatok (Liang et al. 2008). A szakirodalom szerint a furfurol, a butansav, a
propansav, az 5-hidroximetil-furfurol, a -kariofillén, a geozmin, a 2-metil izoborneol, az 1-oktén-3-
ol, az a-pinén, a kamfan, a kamfor, a metanol és az acetaldehid (2. abra) a leggyakrabban emittalt
vegyitiletek a mikrobialis anyagcsere-folyamatok soran (Sundberg et al. 2013; Song és Bangerth 1996;
Perl et al. 2011; Wenke et al. 2010).

= OH 0 o)
Vi
Q—O \/\(l_)lx HOJ.K/ 07\U/\OH

i i 5-hidroximetil-
furfurol butansav propansav furfirol

S-kariofillén geozmin 2-metil izoborneol 1-oktén-3-ol

bW A -~

a-pinén kamfan kémfor metanol  acetaldehid

2. abra: Mikrobialis tevékenység soran felszabadul6 leggyakoribb illékony szerves vegyiiletek

(Forras: Kanchiswamy et al. 2015b)
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A mikrobialis eredetii illékony szerves vegyiiletek kozé tartoznak a penészek altal kibocsatott

vegyliletek is, amelyek szamos szerkezeti osztidlyba sorolhatok: mono- ¢és szeszkviterpének,

alkoholok, ketonok, laktonok, észterek, sth. 2013-ban Lemfack és munkatarsai Iétrehoztak egy oriasi

MVOC adatbazist (Lemfack et al. 2014); hatalmas mennyiségii irodalmi adatot feldolgozva

Osszegyljtottek a legtobb baktérium és penészgomba eredeti MVOC vegyiiletet. Az adatbazis

koriilbeliil 10000 faj kibocsatott illékony vegyiileteit tartalmazza, amely online hozzaférhetd és

bévithetd (internet 1).

2.3.3. Penészek illékony anyagcseretermékei

A Kiilonboz6 penészek altal termelt illékony vegyiiletek témakore még sok szempontbol

ismeretlen teriilet, megismerésében azonban jo tampontot adhatnak az ismert metabolikus folyamatok

(3. abra).

glikolizis

szeszkiterpének

oxalacetat

2-metil-1-propanol

mono és TCA ciklus

aszpartat
l T metionin

etanol +— piruvat —* leucin—s 3-metil-1-butanol

mevalondt +—— acetilCop, —» ISirsavak

alkinok

alkének
metil-ketonok és
masodrendd ketonok

1-oktén-3-ol és
CB-vegyiiletek

threonin l elsdrendid alkoholok
kén tartalmu
2-metil-1-butanol vegyuletek eszterek és laktonok

3. abra: Penészgombkak fobb metabolikus utvonalainak attekintése
(Forras: Sagi-Kiss 2012)

Szamos vegyiiletetet tartunk szdmon, mint penészek altal kibocsatott MVOC vegyliletet:

izobutil-metil-éter, izopentil-metil-éter, etanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, heptan, nonan,

dekan, undekan, 3-metil-1-heptén, izoprén, 2,4-hexadién, 2-metil-1,3-pentadién (Fiedler et al. 2001),

2-metil-butansav-metil-észter, 2,3-dimetil-butansav-metil-észter, 4,4-dimetil-pentansav-metil-észter,

6-metil-heptanon, 3-oktanon, 8-4-karén, a-kurkumén (Fischer et al. 1999).

A penészek altal kibocsatott anyagcseretermékek alapjan az egyes penészfajok esetleges

azonositasa is lehetové valik (Zhang et al. 2014). Példaként emlitem az Ampelomyces spp. és
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Cladosporium spp. penészeket, melyeknek f6 aktiv illékony komponensei az m-krezol és a metil-
benzoat (4. abra). Ezek a vegyiiletek segitik az Arabidopsis ISR penészt a patogén Pseudomonas

syringae pv. tomato DC3000 penésszel szemben (Naznin et al. 2014).

S N e =

I
m-krezol metil- 3-oktanon 3-oktanol sztirol y-murolén
benzodt

- @W{%}%Q‘%

germakrén A longifolén  o-bizabolén  [p-akoradién szativén  longipinén

iic;bﬁtill- iz?ﬁeﬁﬁll' farnezén  3-cikloheptén- 3.5-dimetil- 3-metil-
alkoho alxono 1-on anizol anizol
AN o

epizoranén  y-szelinén S-femilpropan- o vianegn g-bergamotén 14-dimetil-

1-ol adamantédn

€ Ty OG0y &

biciklogermakrén  zingiberén  B-szeszkifellandrén  valencén  1.2.3-trimetil
benzol

7[_)< &/‘\OL\/\/\ iﬁ\/\\ﬁ\
° \

_tetrahidro- 2-fenil-

2,2,5,,5-te,trametll- dehidro- etil-oktanodt 2-oxo-p-jonol 3.4,5,6-tetrametil-
furan aromadendrén piridin

4. abra: Penészek altal termelt legfobb bioaktiv illékony komponensek

(Forras: Kanchiswam et al. 2015)

A Fomes fomentarius penész altal kibocsatott illékony vegyiiletek kdzott szerepel példaul az
1-oktén-3-0l (2. abra), a 3-oktanon és a 3-oktanol (4. abra), amelyek szokatlan viselkedést idéztek el
a penészgombakat fogyasztd Bolitophagus reticulatus bogarnal az olfaktometrids biologiai

vizsgalatok soran (Holighaus et al. 2014). A Trichoderma penészgombak MVOC vegyiiletei Sok
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esetben antibiotikus hatast fejtenek ki a ndvénypatogén penészek ellen, illetve ndovényi novekedést
serkentd hatasuk is van. Rendszeres védelmet biztositanak a novényeknek azaltal, hogy kevésbé
sebezhetdvé teszik azokat gombas korokozokkal szemben (Stoppacher et al. 2010).
Trichoderma viride Petri csészére oltott vizsgalata soran izobutil-alkoholt, izopentil-alkoholt,
farnezént (4. abra) és 3-metil-butanalt, valamint geranilacetont talaltak. A kisérlet soran a penész
mellé ludfiivet (Arabidopsis) helyeztek gy, hogy fizikai kontaktus nem volt a penész és a novény
kozott. A kisérlet végére a penész mellé helyezett ndvény magasabbra nétt, kordbban viragzott és
gyokere stirlibb oldalagat novesztett, mint a kontroll minta. Feltételezhetéen a penész altal kibocsatott
MVOC vegyiiletek idézték el6 a pozitiv valtozasokat a novény novekedésében (Hung et al., 2015).
Szamos kutatas foglalkozott mar a Trichoderma penészgombak illékony vegyiileteinek
feltérképezésével, féleg T. atroviride (2-heptanon, 1-oktén-3-ol, 3-oktanon, 2-pentil-furan, 3-oktanol,
6-a-fellandrén, a-terpinén, p-fellandrén, 2-nonanon, feniletil-alkohol, p-farnezén, a-kurkumén
(Stoppacher et al. 2010) és T.harzianum (etil-butirat, 2-metil-etil-butirat, feniletanol,
2,6-dimetil-2,4,6-oktatrién (Fiedler et al. 2001) penészekkel foglalkoztak. Kifejezetten a
Trichoderma aggressivum illékony anyagcseremarkereit azonban eddig még kevesen vizsgaltak.
Krupke és munkatarsai a Th4-es biotipussal (Trichoderma aggressivum f. aggressivum) folytatott
vizsgalatai soran taldltak egy, a csiperke novekedését gatldo inhibitor vegyiiletet
(3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-izokumarin). A vegyiilet egyetlen nem-aggressziv T. harzianum fajnal
sem jelent meg (Krupke et al, 2003). Annak ellenére, hogy a T.aggressivum szamos, példaul
komposztbol izolalt baktériumra rezisztens, néhany izoldtum mégis hatassal van ra. A megfigyelések
alapjan egy, a Bacillus subtilis-t és lipopeptidjeit tartalmazé biofungicid, amit a sz6l6iiltetvények
Botrytis fenyegetettsége ellen sikeresen hasznalnak, T. aggressivum esetében is sikeresnek bizonyult
(Largeteau és Savoie, 2010).
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2.4. Gombakomposzt gydrtds, gombatermesztés és a jellemzden eldfordulo

megbetegedések

2.4.1. Gombatermesztés az Europai Unioban

A Kkétsporas csiperkegomba (Agaricus bisporus), a shiitake (Lentinula edodes), a
laskagombafélék (Pleurotus ostreatus), illetve a Tavol-Keleten népszerii judasfiillgomba-félék
(Auricularia spp.) a legfontosabb termesztett gombafajok kozé tartoznak vilagszerte (Chang 1999;
Bratek et al. 2010; Largeteau és Savoie 2010). A gombatermesztés méretének novekedését
tapasztalhatjuk az elmult 30 évben az egész vilagon; 1997-re a tervezett gomba mennyisége
meghaladta kozel a 2 millid tonnat. Bar a termesztett gombak kozott csokkent a csiperkegomba
aranya, mégis még mindig a legnagyobb mennyiségben termesztett gombafajként tartjdk szamon
(Chang és Miles 2004). A csiperkegombat a vilag tobb mint 100 orszagaban termesztik és a leginkabb
kedvelt —gombafajként tartjak szamon Nyugat-Eurépaban és  Eszak-Amerikdban s
(Chang és Miles 2004). Az ENSZ (Egyesiilt Nemzetek Szervezete) Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi
Vilagszervezetének (Food and Agriculture Organization - FAO) adatai szerint a vilag
gombatermesztése jelenleg évente megkozeliti a 8 millid tonnat, amelynek 75-80 széazaléka
csiperkegomba. A vilagban termesztett csiperkegomba kortilbeliil 6tode az Eurdpai Uniobol (EU)
szarmazik. A tagorszagokat tekintve Kelet-, illetve Kozép-Eurdpaba helyezddott 4t a termesztés
volumene. Az EU legnagyobb csiperkegomba-termel6je Lengyelorszag (Stummer 2014), igy nem
meglepd, hogy a legnagyobb gomba-exportérok kdzé soroljak Hollandiaval egytitt (Stummer 2015).
Kiemelked6 gomba-importérok az Egyesiilt Kiralysag, Németorszag valamint Franciaorszag

(Stummer 2014).
2.4.2. Csiperkegomba-termesztés Magyarorszagon

A KSH (Kozponti Statisztikai Hivatal) adatai szerint Magyarorszdgon kozel 20 ezer tonna a

termesztett gomba mennyisége (5. abra) (Stummer 2014).
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19 184 18,3 | ~718,73

Termesztett mennyiség (1000 t)
[N
\I

5. abra: Termesztett gombafélék mennyisége Magyarorszagon

(Forras: Eurostat adatbazis, lekérdezés ideje: 2016. januar 15.) (internet 2)

Magyarorszagon a gombatermesztésben foként a csiperkegomba (mintegy 90 %-os aranyban)
dominal, a fennmardd hanyad elsdsorban laskagomba, de termelnek kisebb mennyiségben példaul
shiitakét is (Stummer 2015). Az EU 2014 ¢és 2020 kozotti Gj pénziigyi idoszakaban célként tlizték ki
a gombatermesztd kapacitds 50 ezer tonnara emelését. Eldrevetitették tovabba 60 gombatermesztd
farm 1étesitését, 100 gombakomposzt-eléallitod és hokezeld egység felépitését, valamint 15 ezer tonna
gombakonzerv készitésére alkalmas feldolgozoi kapacitas 1étesitését (Stummer 2014). Hazankban a
gombat jelenleg is csak minden masodik haztartds vasarolja, igy a fogyasztds elmarad az eurdpai

atlagtol, ami 1,5 kg/f6/év (Stummer 2014).
2.4.3. Gombatermesztés folyamata

A gombatermesztok jol ismerik azt a problémat, hogy a gombakomposzt mindsége gyakran
kiszamithatatlan; valtozo, rossz mindségii alapanyaggal pedig szinte lehetetlen magas termésatlagot
elérni. A gombakomposzt eldallitisa soran ugyanis nehéz a komposzt minéségét az iddjaras
viszontagsagaitol és a folytonosan valtozo alapanyagoktdl fiiggetleniteni. Az egyes nyersanyagok
(buzaszalma, 16-, illetve baromfitragya, gipsz ¢€s viz) Osszetett bioldgiai €s mikrobiologiai
folyamatainak valtakozasa eredményeképpen jon létre a gombakomposzt, amelyet egy hdokezelési
1épést kdvetden gombacsiraval oltanak be.

A csiperkegomba és mas termdtesttel rendelkezd gombak fejlédési ciklusat két részre lehet

osztani: vegetativ ¢életszakasz (micélium novekedése, fejlodése) €s generativ €letszakasz (termétestek
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képzddése). A csiperkegomba termesztésnél a csiraszemekbdl kifejlodéo micélium el0szor a
komposztot szovi at, majd a takarast kovetden a micélium a takardanyag rétegébe is belend (vegetativ
szakasz), végiil a takaras, illetve a kdrnyezeti paraméterek jelentés valtoztatasanak hatasara 1ép at a

folyamat a termétestképz6dés (generativ szakasz) fazisaba (Gyorfi 2013b).

A modern gombatermesztésben hét f6 szakaszt kiilonithetiink el, melyek rendre a kovetkezok:
I. szakasz: A komposzt alapanyagainak homogén Osszekeverése és elokészitése.
Il.szakasz: A nyers (I. fazisu) komposzt hékezel6 alagutakba keriil, amelyekben a komposztalodasi
folyamatok befejezédnek. A hokezelésen atesett komposzt korokozoktol és kartevoktol mentes,
valamint megfeleld tapanyagforrast jelent a gomba szdmara. A hdékezelt komposzton (II. fazisa) a
becsirazast kovetéen megindulnak a gomba novekedéséhez sziikséges bioldgiai és kémiai reakciok.
Il. szakasz: A II. fazist gombakomposztot visszatermelik egy ujabb hdkezeld alagutba, ahol
megtorténik az atszovetés. Az atszdvetés fazisdban a gombacsira 0sszefliggo ,,gyokérrendszereként”
szerepld micéliumszalak atszovik a komposztot, és ,,feltarjak™ a benne 1€vo tapanyagokat.
IV. szakasz: Az atszovetett komposztot takaroanyaggal fedik be és amint megjelennek a takaréanyag
feliiletén a borsdszemnyi nagysagu termétestek, elkezdddik az intenziv 6ntdzési iddszak.
V. szakasz: Lappangasi idének nevezziik a takarastol a termdtestek megjelenéséig tartd idészakot.
VI. szaksz: A takaras utani 6-9. napon végezik a borzolast, ami a takardanyagban levo
micéliumkdtegek széttordelését jelenti.
VII. szakasz: A , letermesztés” fazisaban a komposzt és termhelység hdmérsékletét csokkentik, majd
a hiités megkezdésétdl szamitott 9-10. naptdl kezdve lehet szedni a gombat. A letermett
gombakomposzt talajdusitoként jrahasznosithatd a kertészetekben, kikiiszobolve a mellékterméekek

okozta kérnyezeti problémat (Gyorfi 2013a; Gy6rfi 2013b, internet 3).
2.4.4. Gombatermesztésben el6fordulé mikrobialis megbetegedések

A csiperkegomba (Agaricus bisporus - kétsporas csiperkegomba) termesztése soran a
termel6knek nehéz feladatuk van, hiszen gondosan kézben kell tartaniuk a termesztés koriilményeit
(paratartalom, homérséklet, ventillacio), illetve tigyelniiik kell a gombakomposzt megfeleld
mindségére. A csiperkegomba ezen kiviil kiilondsen érzékeny kiilonféle virusokra (virus X disease),
gomba  okozta  megbetegedésekre (Lecanicillium fungicola, Mycogene perniciosa,
Trichoderma aggressivum), baktériumokra (Pseudomonas spp.) és bizonyos egyéb kartevokre

(Pygmephorus sellnicki-paprika atka, Heteropeza spp.-cecid legyek) is (Fletcher 1990). Baktériumok
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jelenléte negativan befolyasolhatja a gombatermesztés mindségét, foként gombafoltosodast, enyhe
rothadast okoznak a gomba termdtesten. Ilyen baktériumok lehetnek példaul a Pseudomonas spp.,
Burkholderia gladioli pv. agaricicola, Janthinobacterium agaricidamnosum sp. nov., (Lo Cantore €s
lacobellis 2004; Geels et al. 1994).

A csiperketermesztés barmely szakaszaban kifejlodhetnek nemkivanatos penészek a gomban
vagy a gombakomposzton, amelyek kedvezotleniil befolyasolhatjak a termesztést. Két f6 csoportot
kiilonboztethetliink meg: a kompetitiv (versengd) és a parazita penészeket. A versengé penészek a
komposztban, a takar6anyagban vagy mindkettdben, a csiperkegomba micéliumaval a tdpanyagokért,
a vizért, valamint az élettérért versenyeznek. Ilyen mikoroorganizmusok a Chaetomin olivaceum —
olajzold penész, Sepedonium chrysospermum — ,sepedonium sarga penész”. A parazita penészek
bizonyos mértékig szintén versenyeznek a taplalékért, de emellett a termesztett gombat kozvetlentil is
karosithatjak (Bratek et al. 2010). Amennyiben ezek a karos mikroorganizmusok megtelepednek a
komposzton, ugy a micéliumndvekedést gatolhatjak, igy a késébbiekben a terméshozamot csékkentik.
A komposzt Osszetételének és mindségének megdrzéséhez ezen mikroorganizmusok eléfordulasat
idében észlelni, a komposzt mindségét pedig folyamatosan ellendrizni kell. A pasztdrizalas soran

kiilonb6z6 paraméterek pontos beallitdsaval a versengd patogén mikroorganizmusok elpusztithatok

(Seaby 1996a; Rinker és Alm 2000; Boiko et al. 2009).
2.4.4.1. A termdtesten éloskodo parazita penészek

Szamos egyeb fertézés okozhat karokat a gombatermesztés sordn, foleg az atszovetés
id6tartama alatt, ilyenek a kiilonb6z6 parazita penészek; Cladobotryum dendroides — pokhalos
penész, Mycogone perniciosa — nedves molé, Lecanicillium fungicola — szaraz moélé (Lincoln et al.
1991; Lincoln et al. 1999; Gill és Tsuneda 1997).

A nedves molé betegség korokozdja a Mycogone perniciosa, jelentds terméscsokkenést okoz
(Gea et al. 2010). Féként a micéliumot fert6zi, igy a tiinetekre elsésorban a ,,puffancsképz6dés”
jellemz6, amelyek késébb nedvesen megrohadnak (Szili 2008). A mikoparazita hatasara az
Agaricus bisporus termétestje nem differencialodik tonkre és kalapra, csak egy alaktalan, karfiol-
szerli gombatomeg képzodik (Gea et al. 2010). A ,,puffancs” feliilete elészor sirti, barsonyos, fehér
szinli penészgyeppel fedett, amely néhdny napon beliil barnira szinezddik. A ,puffancs”
kialakulasaval egyiitt a penészgyep feliiletén kezdetben kicsi, borostyansarga, majd egyre nagyobb,
sOtétebb barnara szinez0d6 folyadékcseppek jelennek meg, amelyek a nedves molébetegség jellemzai.

A beteg termdétest 1agy tapintast és kellemetleniil biizos szagu (Bratek et al. 2010).
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A szaraz moélé betegség korokozoja a Verticillium fungicola var. fungicola (tjabb nevén:
Lecanicillium fungicola var. fungicola), amely minden orszagban, ahol csiperkegombat termesztenek
stlyos, rendszeresen eléforduld betegséget okoz. A Lecanicillium fungicola var. fungicola a
csiperkegomban a Mycogone perniciosa penésztél eltéréen valtozatos tiineteket okoz (,,puffancsok™,
részleges deformacio, stb.). A fertdzott termotestek feliiletét finom, sziirkés-fehér szinli micéliumgyep
boritja, mig a penészgyep alatti szovetek elszinezédnek (Bratek et al. 2010; Bailey et al. 2013).

A szaraz és a nedves molé betegség esetén elsddleges fert6zési forrasok lehetnek az lizembe érkezo
milanyag ladak, amikor azokat fert6tlenités nélkiil rogton a szedés alatt alld termesztd helyiségekbe
viszik. Takardanyag Osszetevok is lehetnek forrasai egy késobb kialakulo fertézésnek, ugyanis
takaraskor kiillonosen megnd a veszélye a levegOben szallo porszemek okozta fertdzésnek. A
fert6zottnek vélt takardanyagot célszerti hdkezelni. A korokozok terjesztésének az ontdzoviz az egyik
legfontosabb forrésa, ezért csak akkor szabad 6nt6zni, amikor a beteg termdtesteket mar dsszeszedték

(Bratek et al. 2010).
2.4.4.2. Trichoderma-fajok a csiperketermesztésben

A Trichoderma fajok imperfekt, talajlaké fonalasgombak. Egyes fajaikat a zoldpenész
betegség korokozojaként tartjak szamon, amely jelentds terméskiesést okozhat példaul a csiperke
termesztésében. A csiperkegomba termesztésekor szamtalan Trichoderma-fajt lehet a komposztbol, a
takar6anyagbol, a termétestekrdl kitenyészteni. (Kredics et al. 2011). A Trichoderma-fajok kozos
jellemzdje, hogy nagyszamu sporat képeznek (Bratek et al. 2010). A z6ldpenész betegség korokozoja,
Trichoderma aggressivum, nem csak a gombatesten, hanem mar a komposzton is képes karokat
okozni, hiszen mar akar a micélium atszovetés fazisaban megtdmadja a csiperkegombat, jelentds
karokat okozva ezzel (Sindin és Hauser 1954). T. aggressivum emellett eredményesen verseng a
tapanyagokert €s a teriiletért; tovabba extracellularis enzimeket, toxikus szekunder metabolitokat és
illékony szerves vegyiileteket termel, amivel nemcsak magat a gombat, hanem a gombakomposztot is
jelentdsen karositja (Kredics et al. 2011). Felismerését neheziti, hogy vegetativ novekedési fazisa
sokaig tart, a penészgyep kezdetben fehér, majd csak 2-4 nap mulva, a sporak képzddése miatt valik
z0ld szintivé (Bratek et al. 2010; Kredics et al. 2011; Largeteau és Savoie 2010), igy a kezdeti fazisban
szinte lehetetlen szemmel észrevenni a betegséget. Krupke és munkatarsai azonositottak egy
metabolitot T. aggressivum penészbdl in vitro koriilmények kozott, ami gatolja egyes gombak
novekedését. Ez a gombaellenes vegyiilet a 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metil-izokumarin, amely nem

termelddik a nem agressziv Trichoderma izolatumok esetében (Krupke et al. 2003). A
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komposztkolonizaldo Trichoderma biotipusoknak novekedésiikhoz sziikségiik van a csiperke
micéliumanak jelenlétére is (Kredics et al. 2011; Largeteau ¢s Savoie 2010). A Trichoderma fajok
elleni védekezés nehéz, foleg akkor, amikor mar elterjedt az izemben. A termesztés soran a levegd
mozgasa, az emberek tevékenysége, illetve egyéb allati kartevok, gépek hozzajarulhatnak a korokozok
terjedéséhez (Bratek et al. 2010), igy a legfontosabb feladat a fert6zés megel6zése, nem pedig kezelése
(Kredics et al. 2011).

2.5. Trichoderma nemzetség jellemzo tulajdonsdgai

2.5.1. A zdldpenészes fert6zés megjelenése

A zdldpenészes fert6zés mar tobb mint fél évszazada ismert betegség a gombatermesztésben.
A fert6zott komposzton a Trichoderma nemzetség képviseldi terméskiesést okoztak, azonban ezt csak
olyan jelentéktelen problémaként tartottdk szdmon, amellyel kifejezetten nem foglalkoztak, csupan a
tartottak. A betegséggel 1985-86-ban kitord észak-irorszagi zoldpenész jarvany kovetkeztében
kezdtek el igazdn foglalkozni, amely jarvany az 1990-91-es években a Brit-szigeteken is kitort. Az
eset 3-4 milli6 angol font veszteséget okozott a gombatermesztésben (Fletcher 1990; Doyle 1991;
Seaby 1996a; Seaby 1996b). Koézel harom év elteltével a fert6zés megjelent Hollandidban is
(Geels 1997).

Eszak-Amerikaban az 1990-es évek elején iitotte fel a fejét a zoldpenész betegség, ahol a
veszteség a 30 millio dollart is meghaladta. A megbetegedést Alberta, Brit Kolumbia, Ontario
tartomanyokbol, tovabba Pennsylvania allambol jelentették (Rinker 1993; Castle et al. 1998; Ospina-
Giraldo et al. 1998; Spillman 2002). A késébbi években, Hollandiat kovetéen Eurdpa két masik
orszagaban is feliitotte fejét a betegség. 1996-ban Spanyolorszagban, egy évvel késébb pedig
Franciaorszagban jelent meg a z6ldpenészes fertdzés a csiperketermeszetésben (Hermosa et al. 1999;
Mamoun et al. 2000a).

Az elmult évtizedekben a z6ldpenészes megbetegedés tovabb terjedt és Kozép-Eurdpaban is
megjelent. Hazankban Kredics és munkatarsai illetve Hatvani és munkatarsai szamoltak be a csiperkét
karositdo megbetegedés megjelenésérdl (Hatvani et al. 2007; Kredics et al. 2011), mig a lengyelorszagi
eseteket Szchech és munkatarsai, valamint Btaszczyk és munkatarsai irtak le (Szchech et al. 2008;
Blaszczyk et al. 2011). A betegség késobb a délebbi teriileteken, Horvatorszag farmjain is feliitotte a
fejét (Hatvani et al. 2010). Eurdopan kiviill megjelent még a fertézés Mexikoban, Iranban és
Ausztraliaban is (Vahabi 2005; Clift és Shamshad 2009; Romero-Arenas et al. 2009).
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2.5.2. Trichoderma nemzetség jellemzése

A nemzetség képviseldinek megjelenése az élovilagban igen valtozatos. Egyes fajai, mint a
T. reesei jelent6sek ipari szempontbol, a masodik generacios biolizemanyag eldallitasaban jatszanak
szerepet (Gusakov 2011).

Mas fajai képesek nodvénypatogén gombakat antagonizalni, amely hatast kiilonbozo
sejtfalbontd enzimek mikodésével érik el mikoparazita tulajdonsagokat kifejezve (Benitez et al.
2004). Antibiotikumok termelésével képesek mas szervezet életfolyamainak gatlasara is. Ezen kiviil
az antagonista fajok jo versengdk a kiilonb6z6 tapanyagokért és élhetobb teriiletekért. Antagonista
tulajdonsagaikat a n6vény novekedésére gyakorolt pozitiv hatassal is kifejthetik. Kozremiikodésiikkel
a kiilonbdz6 asvanyi anyagok €s nyomelemek felvétele konnyebben megy végbe a novény szamara,
valamint a védekezési reakciokat is erésithetik (Benitez et al. 2004).

Druzhinina és munkatarsai vizsgalatokat folytattak egyes Trichoderma fajok emberi
egészségre gyakorolt hatdsara is. Megallapitottdk, hogy a nemzetségnek vannak olyan képviseldi,
amelyek feltételes korokozok lehetnek az emberek szamara (Druzhinina et al. 2008). Tovabba egyes
fajai a gombatermesztésben jelennek meg kiilonboz6 termesztett gombak korokozoiként, amelyek a
zoldpenészes megbetegedésért felelsek (Kredics et al. 2011).

Vilagszerte szamos tudoményos intézményben folytatnak kutatdsokat, amelyek a
Trichoderma nemzetség potencialisan veszélyes fajainak a csiperke és laskafarmokrol torténd
kiszoritasat célozzak meg. Kiilonboz6 tanulmanyok lattak napvilagot a Trichoderma fajok
gombatermesztésben eléforduld tagjainak fejloddésével, identifikalasaval, osztalyozasaval
kapcsolatban. Vizsgaltdk a nemzetség egyes képviseldit biologiai, filopatologiai és molekularis
szinteken a legfrissebb analitikai és szamitogépes technikakat alkalmazva (Gorski et al. 2014).
Korabban a fertdzést jelentéktelen problémakeént tartottak szamon, amely csak 1d6szakosan jelent meg
a rossz mindségii komposztban. Bizonyitékot nyert azonban, hogy a patogén Trichoderma fajok mind
a gomban, mind a j6 mindségii komposzton is fejlddnek, igy a gombatest-képzddés teljes megsziinését
is okozhatjak (Chen et al. 2003).

Gorski ¢és tarsai kisérleteket végeztek kiilonboz6é Trichoderma fajok hatasat vizsgalva
kiilonbdz6 Agaricus bisporus torzsekre. Bizonyitottak, hogy a T.viridie, a T. aureoviride, a
T. psedokoninggii és a T. hamatum fajok relativ alacsony korokozo képességgel rendelkeznek. Ezzel
szemben a Trichoderma aggressivum f. europaeum nagyon aggressziv.

A T. aggressivum f. europaeum izolatum erésen korlatozza a csiperkegomba térzsek hozamat és a
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novekedésben is akadalyozza a gombat (Gorski et al. 2014). Gorski és tarsainak eredményei

megegyeznek Seaby és Williams altal leirtakkal (Seaby 1996a; Williams et al. 2003).
2.5.3. Trichoderma fajok biokontroll vonatkozasai

A Dbioldgiai kontroll folyamatok hasznos organizmusoknak vagy az azok altal termelt
anyagoknak a novényre gyakorolt pozitiv hatasat jelentik. Az organizmusok élettevékenységiik soran
negativ hatast fejtenek ki a ndvényt kérosité korokozokra vagy magara a novényre gyakorolnak
jotékony hatast. A Trichoderma nemzetség tobb torzse is jelentds figyelmet kapott, mint biokontroll
agens (Siddiquee 2014).

A BCAs (biocontrol agents-biokontroll agensek) és a patogén gombak kozotti
kolcsonhatasokban {6 szerepet jatszanak az antagonisztikus folyamatok, antibiotikus hatasa VOC
vegyiiletek termelése altal. Emellett a biokontroll dgensek hatdsukat a mikoparazitizmus vagy
hiperparazitizmus ¢€s a tapanyagokért, valamint az élettérért vald sikeres versengés soran fejtik ki
(Siddiquee 2014). A Trichoderma fajok masodlagos anyagcseretermékei (secondary metabolites —
SMs) antimikrobas aktivitast mutatnak baktériumok, élesztok és penészek egy jelentds hanyadara
(Vizcaino et al. 2005). Jelentés biofungicid hatasuknak koszonhetéen széles korben hasznaljak
penészgombak elleni védekezésben (Verma et al. 2007).

A Trichodermak altal termelt masodlagos metabolitokat mar kordbban is vizsgaltak és az
egyes vegyiileteket kiilonboz6 csoportokba rendezték (peptaibolok, gliotoxinok, gliovirinek,
poliketidek, pironok és terpének) (Xiao-Yan et al. 2006; Vinale et al. 2008; Vinale et al. 2009). Az
elsé Trichoderma metabolitot, a gliotoxint 1944-ben irtak le elészor (Brian 1944), majd késdbb
kideriilt, hogy ez a metabolit képes megakadalyozni a Rhizoctonia solani szaporodasat (Howell és
Stipanovic 1983).

Trichoderma fajok altal termelt kiilonb6z6 peptaibolok képesek gatolni kiilonb6z6 patogén
penészgombak (Schirmbock et al. 1994) példaul a kakaot fertézé Moniliophthora perniciosa penész
novekedését. Ez utobbiért a Trichoderma stromaticum faj altal termelt trichostromaticin A-E vegytilet
felelds (Samuels et al. 2000; Aime és Phillips-Mora 2005). Furasium oxysporum névekedését is képes
gatolni példaul a T. pseudokoningii altal termelt trichokonin VI (Shi et al. 2012). Egyes baktériumok
szaporodasara, novekedésére szintén Karos hatassal vannak a peptaboilok, példaul Bacillus cinerea
baktériumot gatolja a trichorzianin TA és TB (Lorito et al. 1996).

A kiilonb6z6é pironok (leginkabb ismert képviseléje a 6-fenil-2H-piran-2-on, 6-PP)
antagonista hatast fejtenek ki példaul fitopatogén gombakra, R. solani (Claydon et al. 1987),
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F. oxysporum (Scarselletti és Faull 1994) és Botritys fajokra (Poole és Whitmore 1997). Néhany éve

fedeztek fel egy 1) metabolitot, a cerinolaktont, amelyet a Trichoderma cerinium penészbdl izolaltak
és képes aktivitast mutatni B. cinerea, R. solani és Pythium ultimum fajok ellen (Vinale et al. 2012).
A Trichoderma fajok legnagyobb mennyiségben terpéneket termelnek (Reino et al. 2008;
Cardoza et al. 2011). A kialakuld6 kondenzalt szénlancok és gytrik épitokovei az IPP
(izopentenil-pirofoszfat) és izomerje, a DMAP (dimetil-allil-pirofoszfat). A prekurzor vegyiiletekbol
(geranil-pirofoszfat-GPP, farnezil-pirofoszfat-FPP, geranil-geranil-pirofoszfat-GGPP) nagyszamu
vegylilet szintetizalodik, a 1épéseket specifikus enzimek katalizaljak, amelyeknek csak egy része
ismert. A terpének bioszintézisét mutatja be a 6. abra. Egyes szeszqviterpének (példaul
3,4-dihidroxi-karotan és lignorén) antimikrobas aktivitast fejtenek ki a Bacillus subtilis, a
Mycobacterium smegmatis ¢s a Pseudomonas aureginosa ellen, mig anti¢lesztds aktivitast mutatnak

Sporobolomyces salmonicolor és Rhodotorula rubra ellen (Berg et al. 2004).

acetat mevalonat IPP
DMAPP
| ~———IPP
. ® @
monoterpének GPP
Ol
szeszkviterpének & F;P > triterpének
(szteroidok)
_——IPP
diterpének g @ '@ . tetraterpének
(gyantasavak) CGPP (karotenoidok)

polioterpenoidok
(gumik)

6. abra: Terpének bioszintézise az igynevezett mevalonat utvonalon.
Prekurzorok: IPP = izopentenil-pirofoszfat, DMAP = dimetil-allil-pirofoszfat, GPP = geranil-pirofoszfat, FPP = farnezil-
pirofoszfat, GGPP = geranil-geranil-pirofoszfat. Enzimek: | = IPP-izomeraz, 2,4,6 = prenil-transzferaz kiilonb6z6
valtozatai, 3,4,7 = ciklaz-enzimek, 5,8,9 = egy¢€b, részben ismeretlen enzimek.

(Forras: Baradat et al. 1991; Hermosa et al. 2014)
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2.5.4. A zoldpenészes megbetegedésért felelos Trichoderma aggressivum

A gombatermesztésben ndvekedési szubsztratnak alkalmazott gombakomposzton a
Trichoderma aggressivum jol képes novekedni és szaporodni, a kolonizacid késbi fazisaban pedig
z01d szinli konidiumokat (ivartalan sporakat) képez mind a komposztban, mind a fert6zott teriileteken.
Ennek koOszonhet6en kapta nevét: z6ldpenész fert6zédés vagy Trichoderma komposzt penész. A
T. aggressivum altal benépesitett teriileteken a gomba termétestek képzddése retardalt, és a kifejlodo
gombatestek is rossz minéségiiek lehetnek (O’Brien et al. 2014).

Talajlaké gomba révén, szamos Trichoderma faj izolalhaté gombakomposztbdl, tigy mint
T. crassum, T. hamatum, T. koningii. A zoldpenészes megbetegedést okozd jarvanyokkal azonban
csak a T. harzianum fajt hoztak eddig kapcsolatba (Doyle 1991). A Brit-szigeteken torténd
jarvanykitorést kovetden a T. harzianum izolatumokat harom kiilonb6z6 biotipusba soroltak. A Thl,
Th2 és Th3 biotipusok ndvekedésiik sebességében, konidiumképzési mintdzatukban és a kolonizacios
képességeikben térnek el egymastol, emellett telepmorfoldgidjukban és mikromorfoldgiajukban is
kiilonbozbéek. A Th2-es biotipus mezofil, tehat jol ndvekszik 24-27 °C-os hémérsékleten, gyapotszerii
légmicélium-réteget képez, a konidiumképzes pedig jellemzden a ndovekedés 3-4. napjan indul meg,
z61d koncentrikus telepek kialakulasaval (Seaby 1996a).

Kiilonb6z6 molekularis bioldgiai technikakkal (példaul RFLP (restriction fragment length
polymorphism — restrikciés fragmentumhossz polimorfizmus) és RAPD (random amplified
polymorphic DNA — véletlen primerekkel torténé DNS-amplifikacio) csoportositottak és vizsgaltak a
brit-szigeteki jarvanyok soran Osszegy(ijtott, valamint késébb az észak-amerikai teriiletekrol
begyiijtott izolatumokat (Castle et al. 1998).

A mitokondrialis DNS felépitésének tanulmanyozasa soran megallapitottak, hogy az ir és a
brit torzsek kozott kiillonbozo eltérések mutatkoznak. Ez alapjan megkiilonboztették a brit-szigeteki
agressziv Th2-es tipust az észak-irorszagi Th4-es korokozotol (Muthumeenakshi et al. 1994;
Muthumeenakshi et al. 1998). A Th4-es torzsek genetikailag egységesnek tiintek, ami arra utal, hogy
a Th4 biotipus is egyetlen forrasbol eredeztethetd. Az ITS1 régio szekvenciaelemzése alapjan 5
bazisparnyi kiilonbség mutatkozott a Th2 és Th4 biotipusok k6zott, valamint mindkét biotipus kozeli
filogenetikai rokonsagot mutatott a T. harzianum Th1 biotipusaval (Muthumeenakshi et al. 1998). A
Th4 biotipus szintén képes a 1égmicélium képzésre, savokban jonnek 1étre konidiumai, hulldmos széli
telepeket alkotva (Seaby 1996a). Az eredmények bizonyitottak, hogy a brit-szigeteki és az észak-
amerikai zoldpenészes jarvanykitorésért kiilonbozo torzsek voltak felelések, amelyek kialakulasahoz

a korabbi formak mutacioi/adaptacioi vezettek (Kredics et al. 2011).
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A Th2-es és a Th4-es biotipus fert6z6 tulajdonsagainak felismerését kovetden felmeriilt a
kérdés, hogy a ndvénypatogén gombdk ellen nagy sikerrel alkalmazott biokontroll fajok, mint a
T. harzianum képviseldi okozhatnak-e zoldpenészes megbetegedéseket. Rinker és munkatarsainak
illetve Romaine és kutatotarsainak vizsgalatai alapjan kidertilt, hogy a T. harzianum torzsei valamint
a Thl-es biotipus nem képesek a csiperkét megtamadni, szemben a Th4-es biotipussal (Rinker és Alm
2000; Ospina-Giraldo et al. 1998). Osszességében elmondhatd, hogy a zdldpenészes betegség
kialakulasaért mind a Th2-es (Fletcher 1990; Doyle 1991; Seaby 1996a), mind pedig a Th4-es (Rinker
et al. 1997; Ospina-Giraldo et al. 1998) biotipus felelds. Tovabbi molekularis mikrobioldgiai
vizsgalatok alapjan valamint a kismértékben eltéré morfologiai jellegeik alapjan Samuels €s tarsai a
Th2-es biotipust ~ T.aggressivum f. europaeum-ként, a  Thd-es biotipust pedig
T. aggressivum f. aggressivum- ként irtak le, mint két agressziv biotipust (Samuels et al. 2002).

T. aggressivum f. europaeum (Th2-es biotipus) foként Eurdpaban okoz zoldpenészes
megbetegedéseket, mig a kanadai, amerikai és mexikoi fertézésekért a T. aggressivum f. aggressivum
(Th4-es biotipus) a felelés. Lane és munkatarsai 2007 telén angliai farmokon kezdtek vizsgalatokat,
amelynek soran 6k nem azonositottdk a Th4-es biotipust (Lane 2008). A
T. aggressivum f. aggressivum Europaba keriilése jabb mutacios lehetdségeket hordoz magaban,
melynek karos kovetkezményeit a szakemberek egyelére nem tudjak megjosolni. Az Ausztralidban
sulyos terméskieséssel jar6 zoldpenészes megbetegedésért a Th4-es biotipust tették feleldssé, igy nem
zarhatd ki annak az esélye sem, hogy Eurdpaban is feliiti fejét az észak-amerikai biotipusnak
tulajdonithat6 z6ldpenészes fertézés (Kredics et al. 2011).

A vizsgalatok soran a T. aggressivum f. europaeum és a T. aggressivum f. aggressivum
novekedése és telepképzddése kozott minimalis kiillonbségeket fedeztek fel, morfologiai jegyek
alapjan a két biotipus nem igazan kiilonboztetheté meg egymastol (Kredics et al. 2011). Az eurdpai
Th2 agressziv biotipus azonban a Thl biotipussal ellentétben illékony antifungalis metabolitokat
képes termelni (Krupke et al. 2003).

2.5.5. Trichoderma aggressivum és csiperke kozotti kélcsonhatasok

A kétsporas csiperke és a Trichoderma aggressivum fajok kozotti versengésben kiilonb6z6
kémiai kolcsonhatasok jatszanak szerepet. A két kultira egyiittes vizsgalata azt mutatta, hogy a
gombamicélium jelenléte elengedhetetlen ahhoz, hogy a Th2-es biotipus intenziv sporaképzdédése
megkezdddjon a komposztban. Mindkét organizmus esetében megfigyelheté volt a szimultan

novekedés, de amint a sporulacié megkezdddott a Trichoderma aggressivum penésznél, a csiperke

|oldal 29



10.14751/SZIE.2016.064

novekedésének mértéke nagymértékben lecsokkent €s a zoldpenész fejlddése hirtelen megindult
elnyomva ezzel a csiperkegomba kifejlodott micéliumait (Mamoun et al. 2000a; Mamoun et al.
2000b). A csiperke micéliumai olyan metabolitokat bocsatanak ki, amelyek folyékony kozegben a
Th2-es biotipus novekedését stimulaljak, azonban a kevésbé aggressziv T. atroviride és T. harzianum
Th1l-es biotipus fajok novekedését gatoljak (Mumpuni et al. 1998).

A fertézés konnyen terjed mas termelési teriiletre ventillacié soran, rovarok vagy humén
kozvetités altal; mechanikai vektorokkal és egyéb, a termesztés soran hasznalt eszkozokkel (Krupke
et al. 2003). A zoldpenésszel fertézott teriileten megjelené gombak feliiletén vilagos barna foltok
keletkeznek (7. abra).

crer

folyamatokban jatszik szerepet. Ennek kovetkeztében a fert6z6dés hatasara a gomban barna
foltosodas jelenik meg, amely a sejtfal roncsolodasahoz vezet (Soler-Rivas et al. 2000; Anderson et
al. 2001).

2.5.6. Trichoderma fajok anyagcseréje

A Trichoderma fajok kiemelkedd talélési képessége metabolikus kapacitasuk
kiilonbozéségének és természetes versenyképes agresszivitasuknak tulajdonithat6. A Trichoderma
olyan metabolikus szabalyozast fejlesztett ki, amellyel képes a kiilonboz6 kornyezeti valtozasokra és
a tapanyaghianyra reagalni. Egyes fajoknak még oxigénszegény kornyezetben is van esélyiik a
tulélésre, masodlagos anyagcseretermékeiket ugyanis az oxigén jelenlétének fliggvényében tudjak
valtoztatni (Silva et al. 2014). Emellett a Trichoderma fajok szamos olyan karosité enzimet termelnek,
amelyek sziikségesek a tulélési folyamataikhoz. Néhany fajuk antibiotikum- és toxin-termeld, mas

fajuk képes a szerves klortartalmi vegyiiletek lebontasara (pl.: DDT). Emellett képesek talélni
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kiilonboz6 fémek nagy koncentracioju jelenlétét is (réz, cink és kadmium). Ennek kovetkeztében az
egyes fajok evolucidja az élhetetlennek tiind helyeken is kimutathato (Silva et al. 2014).
A Trichoderma fajok sokfélesége jol reflektalhato a fajok metabolikus profiljaban, példaul a
T. harzianum penészgombaéban. A T. harzianum szamos taptalaj forrason jol fejlédik, példaul
fenilalanin, N-acetil-mann6zamin, arabitol, arbutin, vagy szorbit alapu taptalajon. A T. atroviride jol
novekszik laktuldz és maltotrioz alapt taptalajokon, mig a T. asperellum szachar6z, raffindz, maltitol,
melezitoz, dextrin, melibidz, D-gliikkoz és eritritol alapu taptalajon is képes életben maradni (Gupta et
al. 2014).

Erdekességként megemliteném, hogy a Trichoderma fajok altal termelt bizonyos vegyiiletek
(heptadekansav-16-dimetil-észter,  9,12-oktadekansav ~ és  cisz-9-oktadekansav)  hatasosnak
bizonyultak egy, a bérrakot okoz6 fehérje ellen (Kandasamy et al. 2012). Emellett a Trichoderma
fajok a Gram-pozitiv baktériumok ellen hatasos peptaibol (példaul hidroxi-L-leucin, vagy f-alanin)
molekulak termelésére is képesek (Silva et al. 2014).

A Trichoderma fajok szamos olyan homopoliszacharid és heteropoliszacharid enzimet
termelnek, melyek sziikségesek a tilélési folyamataikhoz. Ezek az enzimek foleg glikozid hidrolazok
(glycoside hydrolases - GHs). A glikozid hidrolazok katalizaljak az 6sszetett szénhidratok hidrolizisét
kisebb cukrokra. Ezeknek az enzimeknek rendkiviili szerepiik van példaul a biomassza
felhasznalasanal (cellul6z és hemicellul6z bontas), antibakterialis védelmi stratégidkban (pl. lizozim)
patogének elleni mehanizmusokban (mikoparazitdk enzimei) €s a normal celluléris folyamatokban. A
GHs-ek a glikoziltranszferazokkal egyiitt a glikozidos kotések szintézisének és bontasdnak {6
katalitikus kozremiik6déi (Silva et al. 2014).

A komposzt nagy mennyiségli lignint és cellulozt tartalmaz. A gomba extracellularis
enzimein keresztiil szénforrasként tudja hasznositani ezen szubsztratokat (Krupke et al. 2003).
Komon-Zelazowska és tarsai vizsgalatokat végeztek az egyes Trichoderma fajok szénforras
hasznositasaval kapcsolatban. A Trichoderma fajok leginkabb D-manniton, L-eritriten, glicerinen,
fruktézon, fukodzon, L-arabindzon, D-galaktozon és xilit tapkozegen néttek, mig példaul az L-prolin,
a putreszcin, a turandz vagy az a-ketoglutarat nem biztositotta a novekedésiiket. Megallapitasuk
szerint a Trichoderma aggressivum mas Trichoderma fajokhoz képest lényegesen jobban
hasznositotta a N-acetil-D-gliikkozamint, kinasavat (quinic acid) és az a-D-gliik6z forrasokat (Kubicek
et al. 2003; Komon-Zelazowska et al. 2007).

Sobieralski és munkatarsai kutatasokat végeztek 22 T. aggressivum f. europaeum izolatum
felhasznalasaval. A micéliumok ndvekedését kisérték figyelemmel kiilonb6zé homérsékleteken,

hagyomanyos tadpkozegekben és szerves komposzton. Kutatdsaik sordn megallapitottdk, hogy a
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micéliumok 25 és 30 °C- on néttek legnagyobb mértékben. Ennek kdvetkeztében nyilvanvalova valt,
hogy a z6ldpenész eldfordulasanak észlelése és kézbentartasa a gombatermesztés soran igen nehézkes,
hiszen a termesztett gombak micélium ndvekedésének is éppen 25 °C az optimalis hdmérséklete.
Sobieralski és tarsai arrdl is beszamoltak, hogy a komposztagaron gyorsabban fejlodtek a zoldpenész
gomba micéliumai (Sobieralski et al. 2009).

Samuels ¢és tarsai hasonld vizsgalatokat végeztek PDA (potato dextrose agar - burgonya
dextr6z agar) tapagaron, amelynek soran hasonlé eredményekre jutottak, mint Sobieralski és
munkatarsai. Esetiikben azonban az alacsony tapanyagtartalmt agaron végzett micélium ndvekedés
kisebb mértékii volt, mint Samuel és tarsai csOkkentett szénhidrat tartalmua taptalajon torténd
tenyészetei esetén (Samuels et al. 2002; Sobieralski et al. 2009). Az agressziv Th2-es biotipus tovabba
jobban nétt PDA téaptalajon, mint tapanyagszegény SNA (Synthetischer Ndhrstoffarmer Agar-
szintetikus tdpanyagszegény agar) taptalajon. Eredményeik szerint az agressziv fajok novekedése

30 °C-os hémérsékleten volt a legintenzivebb (Samuels et al. 2002).

A fent leirtakbol kovetkezik, hogy a gombatermesztoknek sziikségiik van olyan mindség ellendrzési
technikara, amellyel képesek a gombatermesztésben eléforduld mikroorganizmusokat detektalni,
jelenlétiiket esetleg elbre jelezni, hogy a sziikséges 1épéseket megtehessék a termesztett gomba

egészségének megorzése érdekében.
2.6. Illékony szerves vegyiiletek vizsgdlatanak lehetdségei

2.6.1. Goztér analizis

Elelmiszermintak elékészitése illékony komponenseinek gazkromatografids méréséhez
altalaban igen munkaigényes folyamat. A mintaelékészités elsd 1épései altalaban a
mintahomogenizalas, tobbszords folyadék-folyadék extrakcid, centrifugalas, szaritds vagy
parologtatas, esetleg szarmazékképzés (derivatizalas) (Wilkes et al. 2000; Baker et al. 1987; Souza
Tette et al. 2016; Caballero-Casero et al. 2016), amelyek sziikségesek a mintakomponensek
illékonysaganak novelése, az anyagok termikus stabilitdsanak ndvelése, a cstcsatfedések
csokkentése, illetve a detektalhatosag novelése érdekében. Ezek a folyamatok mind id6- és
koltségigényesek, terhelik a kornyezetet ¢€s esetenként egészségre artalmasak lehetnek.
Alternativaként ma mar egyre jobban elterjedtek a kiilonb6z6 oldoszermentes vizsgalatok, amelyek
mentesek a fent leirt karos hatasoktol. Ilyen technika lehet a géztéranalizis (headspace, HS)
(Hovanszki et al. 2006).
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2.6.1.1. Statikus HS analizis

A minta feletti g6ztér elemzése lecsokkenti ugyan a mérheté6 komponensek korét, de ez a
szelektivitas eldnyt is jelenthet a vizsgalatok soran (Sagi-Kiss 2012). Bonyolult mintak esetén a
headspace mintavétel a leggyorsabb és legtisztabb modja az illékony szerves vegyiiletek elemzésére.
A HS-gazkromatografia (headspace-gaschromatography, HS-GC) viszonylag egyszerti technika,
népszeriisége az elmult évek sordn egyre novekedett és mostanra vilagszerte elfogadotta valt. A
statikus g6ztérbdl torténd elemzéssel id6 €s koltség takarithatd meg azaltal, hogy direkt mintavétellel
a gOztérbol az illékony komponensek mérhetok, tovabba nincs sziikség oldoszerekre és megfeleld
koriiltekintéssel végezve az eljarast hasonldoan megbizhat6 eredményt nyujt, mint a hagyomanyos
elokészitésen alapuld vizsgalatok (Restek Corporation 2000). Az élelmiszermintat elsé 1épésben
légmentesen zarddo taroldoedénybe helyezziik, majd a megfeleld homérsékletre felfiitve megvarjuk,
amig beall az egyensuly a matrixban kotott és a 1égtérben 1évé illékony komponensek koézott. Ezt
kovetden gazfecskenddvel mintat vesziink a légtérbdl, majd injektaljuk a gazkromatografba. A
modszer hatranya, hogy csupan a {6 illékony komponenseket lehet detektalni, &m ha az érkezd fobb
illékony vegyiileteket olfaktometridsan azonositani is tudjuk, a modszer kivaldan alkalmazhat6 a fobb

vegyiiletek illatanak azonositasara (Belitz et al. 2009).
2.6.1.2. Dinamikus HS analizis — SPME

A gOztéranalizis egy masik gyakran hasznalt fajtdja a ,kihajtds” ¢és ,,csapdazas”
(purge and trap, P&T), ezeket mas néven dinamikus g6ztér extrakcionak is nevezik. A statikus goztér
analizis nem feltétleniil kompatibilis a modern gazkromatografia tomegspektrométer
(gas chromatograph-mass spectrometer, GC-MS) technikaval, mivel nagy mennyiségii vizet, illetve
magas forrasponta szerves gézoket visznek magukkal, amelyek beszennyezik a mintat, illetve az
ionforrast is korrodalhatjak. Sziikségessé valt tehat, egy olyan mintael6készitési modszer kidolgozasa,
amely kompatibilis a GC-MS technikaval is. Ilyen mintael6készitési modszernek/mintael6készitést
nem igénylé mintavevd eszkoznek igérkezett az oldoszermentes, szilard-fazisi mikroextrakcios
mintavételi technika (SPME: solid-phase microextraction) (Costin 2004), amelynek kifejlesztése
Arthur és Pawliszyn nevéhez fiz6dik (Arthur és Pawliszyn 1990).

A Kklasszikus analitikai mérés a mintavételezés, a mintaeclokészités, az elvalasztas, a
meghatdrozas és az adatelemzés folyamataibol all. Az analizisid6 tobb mint 80 %-at a mintavétel és a
mintaelOkészités teszi ki. A SPME mintavételi technika lényegében gyors, oldoszermentes

alternativaja a hagyomanyos extrakcios technikédknak (de Koning et al. 2009; Vas és Vékey 2004),
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amely jol kombinalhatdé GC-MS rendszerrel is. A vizsgalando anyagok szorbealodnak a SPME szal
feliiletén, majd onnan deszorbealddnak a gazkromatograf injektordban. Ebben a mintael6készitési
technikaban egy kvarciiveg szal kiilsejét vontak be a megfeleld alloéfazissal (szorbens réteggel). A
vizsgalandd komponenst a mintabol kozvetleniil extrahaljuk és koncentraljuk erre a szalbevonatra. Az
extrakciot kovetden a GC injektoraban megtorténik a deszorpcid, amely soran a vizsgalt minta az
oszlopra keriil. Mivel oldészer injektdlds nem torténik és az illékony komponensek gyorsan
deszorbealodnak a GC injektorban, rovid és kis belsé atmérdjii kapillaris oszlopokat is lehet hasznalni.
Ez a technika nem csak a vizsgalati id6t csokkenti, de javitja a kimutatasi hatart is, a felbontas

megorzése mellett (de Koning et al. 2009; Bak 2011).
2.6.2. SPME mintavevo eszkoz

Maga az SPME eszkoz egy szaltartobol és egy szal szerelvénybdl all. A védelem érdekében
egy tiiben talalhat6 a beépitett szal. A széltartod egy rugds dugattyibol, egy rozsdamentes acéltartobol
¢és egy allithaté mélységii miiszerbdl all (8. abra). Az eszkozt Gigy tervezték, hogy a szal ujra és Gjra,
tobbszor felhasznalhatd, majd végiil cserélhetd legyen. A kvarciiveg szal egy vékony filmréteggel van
bevonva, amelyre a mintamatrixbol a szerves vizsgalando anyagok szorpcids folyamatok altal képesek

koncentralodni (Kataoka et al. 2000).

Dugattyud

Hengres test
Dugattyurogzité csavar

Z alakua vajat

- Allithaté tiivezets

Rugé

Tomités

Tl

Szalcsatlakoztaté rad

SPME-szal

8. abra: Kereskedelmi forgalomban kaphato SPME eszk6z felépitése (Forras: Shirey 2012)
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Az SPME mara rutinszertien kapcsolhatdé GC-MS technikéhoz, széles kortien alkalmazzék a
legkiilonbozobb vegyiiletek, kiilondsen az illékony és fél-illékony szerves vegyiiletek kinyerésére
kornyezeti, bioldgiai és élelmiszer mintakbol, akar komplex matrixok esetén is (Arthur és Pawliszyn

1990; Kataoka et al. 2000).
2.6.2.1. SPME mintavételi tipusok

Az SPME mintavétel gyakran alkalmazott moddszerei a kozvetlen bemeritéses extrakcid
(DI-SPME, DI: direct immersion), a géztérextrakcio (HS-SPME, HS: headspace) és a ritkabban
hasznalt membran védett SPME (9. abra).

Minta gbztere SPME szal Membran

[l B

N 5

Szalbevonat Minta Szalbevonat ‘ Minta
(a) (b) (c) |

_J >

9. abra: SPME miikodési modok: (a) DI-SPME, (b) HS-SPME, (¢) membran-védett SPME
(Forras: de Koning et al. 2009)

A HS-SPME mintavétel esetén a folyékony vagy szilard minta feletti g6ztérbdl torténik a
mintavétel, mig a DI-SPME mintavétel esetén a szal kozvetleniil a folyadék mintdba meriil. A
DI-SPME egy nagyon egyszerli technika, &m a szal torékenysége ¢és Kkitettsége miatt egyre
népszeriibbé valt a HS-SPME mod, amely elssorban arra szolgal, hogy az illékony komponenseket
vizsgalja a gbéztérbdl, megvédve ezzel a szalbevonatot a nagy molekulatomegii anyagoknak
tulajdonithato karosodasoktdl, igy annak élettartama jelentésen hosszabb (Hovanszki et al. 2006; de
Koning et al. 2009). A minta adagolasanak automatizalasaval az injektalasok reprodukalhatosaga is

jelentésen javult a korabbi manualis injektalashoz képest (Spietelun et al. 2013).
2.6.2.2. Az extrakcio hatékonysagat befolyasolo paraméterek

A SPME hatékonysagat leginkabb a szalbevonatok tipusa hatarozza meg. A SPME szélakat a

szébevonat polaritdsa ¢és filmvastagsdga szerint csoportositjuk. Folyékony fazisok kozil a
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leggyakrabban alkalmazott szalbevonat a nem-polaros polidimetil-sziloxan (polydimethyl-siloxane,
PDMS). A 2. tablazat mutatja a kereskedelmi forgalomban kaphat6 kiilonb6z6é SPME szaltipuspokat,
koztik az eltérd vastagsaghi (7 um, 30 um és 100 um) PDMS szalakat.

2. tablazat: Kereskedelmi forgalomban kaphato SPME szalbevonatok tipusai.
PDMS: polidimetil-sziloxan, PA: poliakrilat, CW: carbowax, DVB: divinil-benzol (Forras: Shirey 2012)

7 pm PDMS abszorpcid nem-polaros
30 um PDMS abszorpcio nem-polaros
100 pm PDMS abszorpcid nem-polaros
85 um PA abszorpcio polaros

60 pm CW abszorpcio polaros

15 pm Carbopack Z-PDMS adszorpcio bipolaros

65 pm PDMS/DVB, adszorpcio bipolaros

55 um/30 pum DVB/CAR/PDMS adszorpcio bipolaros
85 um CAR/PDMS adszorpcio bipolaros

Minél vastagabb a szalbevonat, annal tobb analitot képes megkdtni, azonban az extrakcio ideje
is hosszabb, mig a vékonyabb szalbevonatok hasznalataval az extrakcios id6 csokkenthetd, azonban
az extrahalt komponensek mennyisége is kisebb lesz. A poliakrilat (polyacrylate, PA) és a carbowax
(CW) szalbevonatok polaros tulajdonsaggal birnak. A poliakrilat egy merev, rideg anyag, aminek
koszonhetéen az adott komponens be/ki térténd migracidja jelentdsen lassabb, igy az alkalmazando
extrakcios 1d0 ennél a szalbevonatnal a leghosszabb. Ehhez hozzajarul az is, hogy magasabb
homérsékleten kell a megkotott komponenseket deszorbealni a GC injektoraba. A carbowax
szalbevonat tipust mérsékelt polaritas jellemzi. Fontos megjegyezni, hogy ez a szalbevonat vizben
eldszor felduzzad, majd feloldodik, igy vizes matrixok esetén ennek a szaltipusnak a hasznalata nem
javasolt. Ezen problémak kikiiszobolésére erésen keresztkotott (highly crosslinked) carbowax
szalbevonatot szintetizaltak, amely mar nem oldddik vizben és kevésbé képes felduzzadni,
kismértékben azonban a polaritasa is csokkent (Shirey 1999).

Porusos részecske keverékekbdl is készitenek szalbevonatokat, ilyen példaul a divinilbenzol
(divinylbenzene, DVB). A poérusos tulajdonsaga miatt ez a szalbevonat tipus képes fizikailag
visszatartani a vizsgalt komponenst, ami szorosabb, stabilabb retenciét eredményez azoknal a
komponenseknél, amelyek beleférnek a porusos szerkezet lyukaiba. A DVB szalbevonat éppen ezért
alkalmasabb kis méretti és mennyiségii komponens (trace level) megkotésére (ppm, ppb vagy ppt
mértékben). A DVB szalbevonat fajlagos felillete megkozelitdleg 750 m?/g, amely tartalmaz
makropérusokat (> 500 A), mezopdrusokat (20-500 A) és mikroporusokat (2-20 A) is. A mezopordzus
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részek idealisak 6-15 szénatomszamu (Ce-Cis) vegyliletek szorpcidjara, habar a DVB képes nagyobb
molekulak hatékony megkotésére is. A divinilbenzol szilard porusos szemcsékbdl allo anyag, ezért a
szalra valo felvitelhez sziikség van egy folyadék halmazallapotii szalbevonatra is, lehetéleg oly
modon, hogy a keverékben mindkét szaltipus elonyeit kihasznalhassuk. A carbowax és DVB keveréke
(CW/DVB) néveli a szal polaritasat és noveli a megkothetd molekula mérettartomanyat is. A DVB
réteg felvihetd PDMS szalbevonatra is (PDMS/DVB). Ez a kombinacié kissé jobb visszatartast
biztosit a kis komponensek szamara, mint a PDMS és mutat némi affinitast egyes polaris vegyiiletek
irant. Ezen keverék szalbevonatok hatranya, hogy torékenyebbek és nem megfeleld koriilmények
kozott képesek levalni a szalrdl, tehat nagyobb koriiltekintést igényel a hasznalatuk. A carboxen
(CAR) szaltipus szamos kedvez6 tulajdonsaggal bir, amelyet ha PDMS szalbevonattal kombinalunk
olyan bipolaros fazist kapunk, amely képes kisebb molekuldk megkotésére. Ezek kozé a kedvezo
tulajdonsagok kozé sorolhatjuk a porusos lyukak méretét, azok eloszlasat, térfogatat és alakjat. A
carboxen elsdsorban egy szintetikus szénsorbol allé szalbevonat, amelynek jellegzetes podrusos
szerkezete van makro-, mezo- ¢és mikropordzus részekkel (10. abra). Ennek a porusos szerkezetének
koszonhetden kivaldan alkalmazhatd kis molekulatomegli vegyiiletek megkotésére. A carboxen
szalbevonat fajlagos feliilete megkozelitéleg 720 m?/g, amelyet szintetikus uton allitanak eld, igy a
porus térfogatok és méretek pontosan kézben tarthatok és ellendrizhetdk. A porus alakja jelentdsen

befolyasolhatja a szorpcids folyamatokat (Shirey 1999).

Makroporus

Mezopdrus
.--"""'-F.

In,

,

.
Mikropérus

10. abra: Carboxen szalbevonat egyedi porusos szerkezetének sematikus abraja.
(Forras: Shirey 1999)

A kereskedelmi forgalomban kaphaté szalbevonatok tipusai azonban meglehetésen
korlatozottak, és ezek nem mindig felelnek meg a gyakorlatban fontos elvarasoknak. Az extrakcids
szalaknak tovabbi hianyossaguk, hogy hére bomlékonyak ¢s mechanikailag meglehetdsen gyengék és

sériilékenyek (Kataoka et al. 2000; Spietelun et al. 2013). A kereskedelmi forgalomban kaphato
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extrakcios szalak alkalmazhatosaga is korlatozott, igy elétérbe keriiltek a teljesen 1) szorpcids
anyagok szintetizalasan alapulé szalbevonatok, ugymint: vezetd polimerek: polipirrol és annak
szarmazékai, molekularis lenyomata polimerek, szol-gél szorbensek, ionos folyadékok (polimer ionos
folyadékok), nanocsovek, valamint egyéb tipust szalbevonatok (polikristalyos grafit, poliszilikon
fullerének, mezoporézusos szilikatok) (Spietelun et al. 2013).

Az extrakcid6 moddja is jelentésen befolydsolja az illékony komponensek kinyerésének
hatékonysagat. Az extrakcids mod kivalasztasa a célkomponensek illékonysaga és azok affinitasa
alapjan torténik. Altalanossagban elmondhato, hogy a direkt immerzio (DI-SPME) érzékenyebb
mintavételi technika, mint a goéztéranalizis (HS-SPME), ugyanakkor a HS-SPME alacsonyabb
hattérzajjal rendelkezik és alkalmas a legtobb illékony vegyiilet extrakcidjara gaz, folyékony és szilard
mintakbol is. A HS mintavétel csokkenti a szennyezOdések kockazatat és az extrakcids szal
karosodasat, tovabba szelektivitasa feliilmulja a kozvetlen mintavételét (de Koning et al. 2009).

Az extrakcids id6 az az idGtartam, amig az egyenstly beall a minta feletti fazis és a matrixban
1évé komponens koncentracioja kozott, valamint a légtérben 1évé és a SPME szal bevonatan
megkdtddott komponens koncentracioja kozott. Az extrakcios id6t szamos tényez6 befolyasolja, mint
példaul az extrakcid tipusa, a minta hdmérséklete, a minta koncentracioja, a szalbevonat tipusa és
vastagsaga stb. (Lorito et al. 1996; Spietelun et al. 2013). Mindazonaltal a gyakorlatban az egyensuly
elérését ritkan varjak meg, elsésorban annak nagy idéigénye miatt, igy az extrakciot gyakran végzik
nem egyensulyi allapotban, de optimalizalt extrakcios koriillmények kozott (Spietelun et al. 2013).

A mintatérfogat szintén befolyasolja a SPME mintavétel hatékonysagat. Goztér analizis esetén
az extrakcio hatékonysaga fligg a géztér mennyiségétdl is. A HS mintavétel érzékenysége akkor a
legjobb, ha kicsi a goztér térfogata, igy nagyobb a minta koncentracidja a légtérben, ezaltal
gyorsabban és nagyobb hatékonysaggal torténik az extrakcio (Spietelun et al. 2013).

A minta keverése noveli az anyagatmenetet a két fazis kozott, lerdviditve ezaltal az extrakcios
id6t, javitva esetleg a reprodukalhatosagot is. Egyes vizsgalatok szerint azonban a HS
mintavételezésnél a minta kevertetése nem javitja szignifikdnsan az extrakcidé hatékonysagat (Sagi-
Kiss 2012).

Kis mennyiségii s6 hozzaadasa (kis6zas) javithatja az extrakcio hatékonysagat, azaltal, hogy
az ionerdsséget ndvelve megvaltoztatja — csokkenti — a vizsgélt komponens oldhatdsagat a
mintamatrixban (Shirey 2012).

Abban az esetben, amikor a vizsgaland6 anyag kismértékii affinitdssal rendelkezik az
extrahalo fazisra nézve, a hatékonysag javitasanak j6 modja lehet a szarmazékképzés. A szdrmazékok

eltérd kémiai szerkezettel és tulajdonsdggal rendelkeznek, igy nagyobb affinitdssal kotddnek az
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extrakcids fazishoz, tehat kedvezObb a megoszlasi egylitthatojuk. A szarmazékképzés akkor lehet
leginkabb mellékreakcioktol mentes, ha a SPME szalon torténik, ugyanis, az eredeti mintaban

végezve a folyamatot mellékreakciok bekovetkeztével kell szamolnunk (Spietelun et al. 2013).
2.6.2.3. A deszorpcio hatékonysdgdt befolydasolo paraméterek

A GC injektoraban a termikus deszorpci6 folyamata fiigg a vizsgalandé minta illékonysagatol,
a szalbevonat vastagsagatol, az injektalds mélységétdl, az injektor homérsékletétdl és az expozicid
idOtartamatol. A szl expozicid mélységét ugy kell bedllitani, hogy az a forrd injektor kdzepén
helyezkedjen el és lehetéleg éppen a GC oszlopra fokuszaljon. A legtobb injektor (modern GC
esetében) alkalmas a szal kozvetlen befogadasara, ahol a liner térfogata befolyasolja a kromatografias
csticsok alakjat. Split/Splitless injektorokat splitless tizemmodban célszeri mitkkodtetni. Az injektor
hémérsékletét ugy kell beallitani, hogy az optimalis deszorpcids hdmérséklet megkdzelitdleg azonos
legyen a legkevésbé illékony komponens forraspontjaval. A maximalis deszorpcios hdmérsékletet a
SPME mintavevd szal tipusatol fliggden kell megvalasztani, amelyet a gyarto a terméken feltiintet. A
csucsszélesedés megakadalyozdsa érdekében a kezdeti oszlop hédmérsékletet alacsony értéken

érdemes tartani (Kataoka et al. 2000; Shirey 2012).
2.6.3. Gazkromatograf-tomegspektrométer kapcsolt analitikai rendszer

A GC-MS-DS miiszerrendszer fobb egységei a gazkromatograf (gas chromatograph, GC), a
tomegspektrométer vakuumrendszerrel (mass spectrometer, MS), valamint szamitogép (data system,
DS). A GC 16 feladata a minta alkotoinak elvalasztasa, az MS végzi az elvalasztott alkotok jellemzd
tomegspektrumanak felvételét, végiil a DS vezérli a teljes milszerrendszer mitkddését, osszegytijti az

adatokat, majd segiti az adatok feldolgozasat, értelmezését és archivalasat (Balla 2006).
2.6.3.1. Gazkromatogrdfia

A gazkromatografia bomlas nélkiil elparologtathatd, illékony, vagy illékonnya tehetd, hdstabil
anyagok elvalasztisara alkalmas analitikai moddszer. Kozvetleniil 200-300 moléris tomegii
vegyliletekig alkalmazhatd, de szdrmazékképzéssel ez a tartomany akar 600 molaris tomegii
vegytiletekig is novelheté (Lakatos et al. 2009). A gazkromatografias modszereket ma mar az
¢lelmiszeranalizis sok teriiletén alkalmazzék, tobbek kozott gadzkromatografiaval hatarozzak meg az

antioxidansokat, a tartdsitoszereket, a szermaradvanyokat, az iz- és aromaanyagokat, valamint az ill6
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vagy illova teheté komponenseket (alkoholok, aldehidek, zsirsavak, észterek), valamint hasznalhat6
aminosav-meghatarozasra is az aminosavak analizise soran (Kovacs és Csap6 2015).

A gézkromagtéafias technikdndl az elvalasztds a gézkromatografids kolonnan torténik. Az
elucids technika soran, az allofazison nagy tisztasagh vivogazt (He, Ar, Nz és Hz) aramoltatunk
folyamatosan (Pokol et al. 2011), alland6 aramlasi sebességgel, majd ebbe az aramba juttatjuk be
pillanatszeriien a mintat, amely dugoszertien halad tovabb az alléfazison, ahol az eltérd fajlagos
szorpciok kovetkeztében a minta alkotoi idében elvalnak egymastol. A mintaadagolas pillanatszeriien
torténik és a folyadékminta a gyors felfitésnek koszonhetden azonnal gaz halmazallapotba keriil. Az
elvalasztand6 minta az allo6fazissal kiilonbozo tipust €s mértéki fizikai kolcsonhatasokat alakit ki, igy
az allofazisban eltérd ideig tartozkodnak a komponensek (retencids ido, tr) (Balla 2006; Bak 2011).

A detektorok tulnyomo tobbsége a detektorba jutd anyag pillanatnyi mennyiségével aranyos
jelet szolgaltatjdk. A kromatogram magaban hordozza a két legfontosabb analitikai informéciot, a
mennyiségi (gorbék csucs alatti teriilete) és mindségi (retencios idd) informaciokat (Balla 2006). A
leghasznalhatobb csoportositds a miikddési elv szerint torténhet, mely szerint megkiilonboztetiink
ionizacios  detektorokat, fotometrids detektorokat, hdvezetéképesség-mérd  detektorokat,

molekulaszelektiv, vagy tomegspektrometrias detektorokat (Balla, 2006; Pokol et al. 2011).
2.6.3.2. Témegspektrometria

A tomegspektrometria olyan vizsgalati modszer, amelynél ionos részecskéket valasztunk el
fajlagos tomegiik (m/z) szerint, csokkentett nyomason. Az elvalasztott ionok intenzitasat
folyamatosan mérjiik, igy egy tOmegspektrumot (ionaram intenzitds - fajlagos tomeg
fiiggvénykapcsolat) kapunk. A tomegspektrométerben az ionforrds feladata, hogy a vizsgalando
molekuldbol energia segitségével ionokat hozzon 1étre €s ezeket lehetdleg egy nyalabban juttassa az
analizatorba. Az alkalmazott gerjesztési energiatdl fiiggden tobbféle ionforras 1étezik. A leggyakoribb
az elektroniitk6zéses ionizacio (electron impact/electron ionization, EI) (11. abra), amelyet széles
korben alkalmaznak GC-MS technika soran; emellett a kémiai ionizacio (chemical ionization, CI)

hasznalata is egyre terjed (Bak 2011).
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11. dbra: Az elektron {itk6zéses ionforras sematikus abraja (Forras: Boros et al. 2010)

Az EI ionforrasban egy izzoszalon (filament) aramot vezetiink keresztiil, amelynek hatasara
az felizzik és elektronok Iépnek ki beldle. A minta molekulai a gyors elektronokkal talalkozva
Osszelitkoznek, majd ionizalodhatnak és a képz0ddd ionok egy repellernek nevezett taszité potencial
hatasara elhagyjak az ionforrast, ahogy a 11. abra is mutatja. A gyakorlatban 70 V-o0s
gyorsitofesziiltséget alkalmaznak, ennek kovetkezményeként az elektronnyaldb energidja kozelitdleg
70 eV. Szerves molekuldkat feltételezve az ionizéciora mintegy 10—12 eV, mig gerjesztésre néhany
eV forditddik. A maradék tobblet energianak kdszonhetden fragmentalodik a molekula, amely
szerkezeti informaciot szolgaltat. Ionizacidhoz szerves analitikaban féként 70 eV energiat szokas
hasznalni, mivel ez esetben karakterisztikus tomegspektrumot kapunk, ami minden molekulara egyedi
és a fragmenskép csupan minimalis eltérést mutat (Tholl et al. 2006; de Hoffmann és Stroobant 2007).
Az adatbankokban 0sszegyljtott tomegspektrumok 95%-a 70 eV-0s El ionforrassal késziilt.
Kiméletesebb ionizacidés megoldasok lehetnek a kémiai-, a foto-, a 1ézer deszorpcids, az elektromos
stb. ionizaciok (Balla 2006).

A tomegspektrométeren fragmentacidé nélkiil végighaladd ionokat molekulaionnak
(gyokkation (M™)), mig az ,.elreagaldodott” ionokat fragmensionnak nevezziik. Az El-ionforrasban
els6é 1épésben képz6d6 ionok mindig gydkionok, hiszen egy elektron elvesztésével képzédnek. Az
ionizacids energia csokkentésével a tomgspektrumon kirajzolddd fragmensek intenzitds értékei is
jelentdsen csokkennek, gyakorlatilag ez az oka, hogy nem hasznaljdk ezt a fajta megoldast a
molekulaion megtalalasara.

Az analizator elvalasztja az ionforrasbol nagy sebességgel érkezd ionokat fajlagos tomegiik
szerint. Az elvalasztas alapjan megkiilonboztetiink: repiilési id6 elvén alapulo, elektromos (példaul

kvadrupol), radiofrekvencias, ioncsapdas, magneses, elektrosztatikus, kettés fokuszalasu
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tomegspektrométereket, illetve tandem analizatorokat (Balla 2006; de Hoffmann és Stroobant 2007).
A GC-MS kombinacidkban azonban foként a kvadrupol és az ioncsapda analizatorok terjedtek el. A
kvadrupdl négy rudbdl allo (kettd-kettd ellentétes egyenfesziiltségre kapcsolt) tomegspektrométer.
Paronkénti frekvenciavaltoztatassal vandoroltatjuk az ionokat a rudak kozott, igy azok meghatarozott
palyan futnak végig €s az adott tomeg, kivalasztott ion bekeriil a detektorba. A detektor f6 feladata
az egyes ionok szamaval ardnyos intenzitasu jel szolgaltatidsa. Az ionsokszorozd vagy fotosokszorozé
detektorok terjedtek el leginkabb. A detektor altal eldallitott és tovabbitott jel lehetévé teszi az
elvalasztott komponensek azonositasat (kvalitativ analizis) €s mennyiségiilk meghatarozasat
(kvantitativ analizis) (Balla 2006). A tomegspektrométerek mitkodésének 1ényeges eleme a legalabb
kétfokozatli vakuumrendszer. Az elsé fokozatnal tobbnyire olajrotacios szivattyut hasznalnak, amely
biztositja az olajdiffuzios szivattyizas eldvakuumat, végiil kialakul a végvakuum 10°-10® kPa (Balla
2006).

2.6.4. Minoségi informacio - tomegspektrum

Amennyiben elektroniitkzéses ionforrassal ionizaltuk a molekuldkat (50-80 eV energiaju
ionizald elektronokkal), akkor az tugynevezett karakterisztikus spektrumot kapunk. Ezek a
tomegspektrumok hordozzdk azt a mindségi, szerkezeti informaciot, amely egy adott molekulat
jellemez.

Tomegspektrum konyvtar alkalmazasaval torténd azonositas soran sem jelent mindig
azonossagot a nagymeértékii hasonlosag, ezért a GC-MS technikaval foglalkozoknak is meg kell
ismerkedniiik a tomegspektrumok megfejtésének, értelmezésének elvi alapjaival. Ez annal inkébb
elkertilhetetlen, minél inkabb olyan mintacsoportok analizisére vallalkozik valaki, amelyek esetében
nem allnak rendelkezésre adatbazisok. Azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy 50-60 ezer, akar
120-130 ezer spektrumot is tartalmaz egy-egy tomegspektrum konyvtar, és még egy nagysagrenddel
nagyobb azon szerves vegyiiletek szama, amelyek vizsgalata potencialis kihivast jelenthet. A
spektrumfejtés alapszabdlyainak a megismerése ezért a legtobb gyakorlati feladat megoldasahoz
nélkiilozhetetlen lehet. A mikrobialis eredetii illékony szerves vegyiiletek (MVVOC) analizise is ilyen
feladat, ahol komponensek szazainak elemzése torténik standardok nélkiil (unknown screening).

A tomegspektrumban megjelend és az adott molekulara jellemz6 ionok dontd tobbsége az
ionforrasban keletkezik. Amennyiben az ionok keletkezésének ttjat ismerjiik, a spektrumban talalt
ionokbdl az adott szerkezetli molekula felépithetd. Ha a molekulaion bomlésa, fragmentacidja nagyon

gyors, monomolekularis, szimultan lejatsz6do reakcidk sorozata kovetkezik be. Ennek két {6
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lehetséges ttja van, a molekulaion hasadasa és atrendezédése. Ezen szimultan reakciok mindegyike
lejatszodik, de nem azonos valosziniiséggel. A legnagyobb mérvii energiacsokkenés iranyaba
lejatszodo reakceio termeli a legintenzivebb fragmens iont. A tomegspektrumok megfejtéséhez ezeken
kiviil még nagyon sok hasadasi és atrendezddési folyamat ismeretére van sziikség. Ez sajatos szakmai
ismereteket kivan. Az azonositasnak masik lehetséges utja spektrumkonyvtarak igénybevételéhez
kotédik, azaz a mért spektrum és az adatbazisban 1€vé tomegspektrum 0sszehasonlitasa. Ma mar a
szamitogépes adatbazisok internetes halozaton is hozzaférhetok. A legnagyobb ilyen adatbazis a NIST
(National Institute of Standards of USA), amely tobb mint 200 ezer tomegspektrumot tartalmaz,
melyek az egyes komponensek 70 eV-0s El ionizacidjanak hatasara keletkeztek (Balla 2006).

Az elvalasztott vegyiiletek azonositasa NIST tomegspektrum konyvtarral Ggy torténik, hogy
az altalunk mért ismeretlen komponens tomegspektrumat hasonlitjuk 6ssze az adatbazisban 1évé
Osszes tomegspektrummal és a hasonldsagok/kiilonbségek fiiggvényében meghatarozzuk a molekula
minéségét (12. abra).
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12. dbra: NIST konyvtarral torténd azonositas tomegspektrumok dsszevetése altal. Kékkel az
azonositani kivant, mig pirossal a spektrumkonyvtarban 1évo tomegspektrum lathato.

A kék elipszisek (a) a megegyez0, piros elipszisek (b) pedig az eltéré fragmenseket jelolik.

Az ismeretlen spektrum NIST tomegspektrum konyvtar segitségével torténd azonositasa soran
minden egyes spektrumhoz tarsul egy talalati szazalék érték. Tokéletes egyezOség esetén ez az érték
99,9 %. Tokéletes illeszkedést azonban csak akkor kapnank, ha a minta tomegspektrumaban fellelhetd
minden egyes tomegcsucs jelen lenne a kdnyvtar tomegspektrumaban is, és azok intenzitas aranya is
pontosan megegyezne. Altalanos utmutatasként, a 90,0 % vagy ennél nagyobb talalati érték kivald
egyezést jelent, a 80,0-90,0 % jo egyezést, a 70,0-80,0 % méltanyos egyezést, mig a kevesebb, mint

60,0 % szegényes egyezést mutat.
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2.6.3. VOC vegyiiletek vizsgalata a szakirodalomban

Kezdetben a SPME mintavételi modszert illékony vegyiiletek meghatarozasara hasznaltdk
kornyezeti mintakbol. Ma mar a technikat a biogyogyaszat teriiletén, az élelmiszerelemzésben,
tovabba kevésbé illékony vegyiiletek meghatarozasara is alkalmazzak (de Koning et al. 2009). Az
¢lelmiszeranalitikdban szamos komponens ¢€s szennyezdanyag vizsgalatira alkalmaznak SPME
modszert, ezek koziil a 100 um PDMS és 65 um PDMS/DVB szalak alkalmazasa terjedt el leginkabb
GC-MS vizsgalatok esetén (Martos és Pawliszyn 1997).

GC-MS kapcsolt technikaval vizsgaltak mar szarvasgombak (Pelusio et al. 1995), varganya
gombak (Aprea et al. 2015) illékony komponenseinek sszetételét. A szakirodalomban PDMS/DVB
szallal kerestek Osszefliggést eheté gombak atfogd aroma és illdanyag tartalma kozott (De Pinho et al.
2008), valamint elvégezték kiillonb6z6 gombak illékony komponenseinek mennyiségi meghatarozasat
is (Costa et al. 2013). Gombakon kiviil kiilonb6z6 hagymafélék (Jarvenpai et al. 1998), és mentol
mintak (Coleman és Lawson 1998) illékony szerves vegyiileteinek Osszetételét is vizsgaltak.
Kiilonboz6 gylimolesok, ugy mint almak (Song et al. 1997), citrusfélék (Nardini et al. 2013), és
barackok (Guillot et al. 2006) illékony komponenseit, aroma Osszetételét vizsgaltak HS-SPME
mintavételi technikdval. Mindezeken tul kiilonboz6 keverék citrus gylimoleslevek illékony
komponenseit is meghataroztak mar 6t kiilonb6z6 SPME szaltipussal (Barboni et al. 2009). Ezeken
kiviil kiilonb6z6 alkoholos italokat is vizsgaltak mar HS-SPME-GC-MS technikéval, gy mint soroket
(Jelen et al. 1998; Pinho et al. 2006), és gyiimolcs izesitésii malata italokat (Constant és Collier 1997).
Morales és munkatarsai kisérlettervet dolgoztak ki klorozott fenol és anizol illékony vegyiiletek
pontos meghatarozasara (Morales et al. 2012). Kiilonboz6 gyartotdl szarmazo kereskedelmi
forgalomban is kaphatd komposztot vizsgaltak HS-SPME-GC-MS technikaval (Kim et al. 2005). Az
¢lelmiszeripari termékek koziil a HS-SPME technikaval vizsgalt mintak legnagyobb csoportjat 2005
és 2011 kozott a borok tették ki. A fent leirtakon tal zoldségeket, gylimolesoket, tejtermékeket és
kiilonboz6 italokat, husokat, fliszereket, gyogynovényeket és egyéb élelmiszeripari termékeket

vizsgaltak ezzel a mintavételi technikaval (Jelen et al. 2012).
2.6.3. MVOC vegyiiletek vizsgalata a szakirodalomban

Szamos kutatas iranyult mar kiilonb6z6 MVOC vegyiiletek vizsgéalatdra 65 um PDMS/DVB
szal hasznalataval, példaul Beauveria bassiana enteropatogén gomba (Crespo et al. 2008) és vadon
term6 gombafajok (Malheiro et al. 2013) esetében. Norbert Stoppacher és munkatarsai kutatasuk

soran azt tapasztaltak, hogy a legnagyobb szamu illékony vegyiiletet a 65 pm PDMS/DVB
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szalbevonattal lehetett detektalni (Stoppacher et al. 2010), ugyanigy Sagi-Kiss Virag és munkatarsai
gylimolcsok penészes romlasanak eldrejelzésekor szintén 65 pm vastagsagt PDMS/DVB bevonati
szalat hasznaltak (Sagi-Kiss és Fodor 2011; Sagi-Kiss 2012). Wilkins és munkatarsai épitési
feliileteken (mint példaul gipszkarton) vizsgaltak kiilonb6z6 penészeket és azok mikrobiologiai
illékony szerves anyagcseretermékeit (Wilkins et al. 2000).

A szakirodalom szerint a SPME-GC-MS moddszert gyakran hasznaljak kiilonb6zo
mikroorganizmusok illékony vegyiileteinek vizsgalatara, példaul Fusarium poae vizsgalatara
malataban (Dong et al. 2015), Fusarium és Trichoderma fajok MVOC termékeinek meghatarozasara
(Kluger et al. 2013), illetve kiilonboz6 penészek MVOC vegyiileteinek vizsgalatara kiilonb6zo
taptalajokon (Matysik et al. 2008; Miiller et al. 2013). SPME-GC-MS mddszert hasznaltak beltéri
penészek (Van Lancker et al. 2008) vizsgalatara is, Aspergillus fajok marker vegyiileteinek
meghatarozasara beltéri kornyezetben (Polizzi et al. 2012b), illetve penészek MVOC termékeinek

vizsgalatara nedves épiiletanyagokon és szintetikus tapagaron (Claeson et al. 2002; Wady et al. 2003).
2.7. Kemometriai modszerek

A mar ismertetett mérések sordn kapott eredményeket sokszor célszerli valamilyen
megbizhato statisztikai modszerrel is alatdmasztani. Az analitikai kémiai mérések soran nyert adatok
statisztikai elemzésével foglalkozé tudoményag, a kemometria, amely magaban foglalja a kémiai
tudoményokon kiviill az alkalmazott matematikat, tobbvaltozos statisztikat illetve a
szamitastudomanyokat is. Multidiszciplinaris jellege miatt szamtalan problémara nyujtanak
megoldast a kemometriai mddszerek. A kemometriai problémdk jellemzdje, hogy egy nagyobb
adathalmazbol (akar tobb szaz valtozo €s eset) kell kinyerni azt az informacidt, amit felhasznalva és
kritikusan értelmezve juthatunk el a megfeleld kovetkeztetésekig (Hastie et al. 2011). A kemometria
fiatal tudomanyteriilet, a szamitogépek elterjedésével egyiitt keriilt a figyelem kozéppontjaba, mivel
az addigiaknal nagyobb adathalmazokat toredék idd alatt lehetett értékelni az 0j eszkozokkel,
modszerekkel (Brereton 2007). A kemometria elnevezés Svante Wold nevéhez kothet6, aki 1974-ben
hasznalta el6szor (Wold 1995).

A legelterjedtebb alkalmazasi teriiletek a csoportositas, a dimenzidcsokkentés €s regresszios
problémak megoldasara terjednek Ki. Az osztalyozo eljarasok soran a meglévd informaciok alapjan
az egyes esetek csoportokba sorolasa torténik kiilonb6zé szempontrendszerek szerint. Feliigyeletlen
algoritmusok segitségével ismeretlen csoportosulasok derithetok fel, mig feliigyelt moddszerek

alkalmazasaval ellendrizhetdk az eldzetesen megfogalmazott csoportba tartozasok, illetve ismeretlen
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mintak csoportositasa is elvégezhet6. Az osztalyozasi eljarasokat elsdsorban atfed6 (életlen), illetve
¢les csoportositasi eljarasok kozé sorolhatjuk. Az atfedé modellek lehetdséget adnak arra, hogy egy-
egy mintaelem egy bizonyos valdsziniiségi értékek mellett tobb csoport tagja is lehessen. Ezzel
szemben az ¢les csoportositds sordn egy mintaelem kizarolag egy csoportba tartozhat. Az éles

csoportositasok tovabb oszthatok a tanuldasi mod alapjan feliigyelt és feliigyeletlen modszerekre
(13. abra).
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13. abra: A csoportosito eljarasok felosztdsa Borosy nyoman (Forras: Borosy 2001)
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A feliigyelt és feliigyeletlen modszerek kozotti kiilonbség azon alapul, hogy a futtatott
modellek a tanulasi fazis soran ,,ismerik”-e az egyes esetek hovatartozasat, vagyis vannak-e elére
definialt csoportok. Ilyen moddszereket azokban az esetekben érdemes alkalmazni, amikor egy
ismeretlen mintat kell elére behatarolt csoportokba sorolni. Koktélparadicsom fajtdk lineéris
diszkriminancia elemzéssel (linear discriminant analysis-LDA) torténé csoportositasat mutattak be
Csambalik ¢és munkatarsai tanluméanyukban, amelynek sordn ~98 %-os pontossdggal tudtak
csoportositani az egyes fajtakat miiszeres és érzékszervi mindsitési eredményeik alapjan (Csambalik
et al. 2014). Mézek esetében Zhao és munkatarsai nagy hatékonysagti folyadékkromatografias (high
performance liquid chromatorgaphy, HPLC) mérésekbdl szarmazo adathalmazt elemeztek LDA
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modszerrel, majd a 36 minta alapjan elkészitett modellt 41 ismeretlen mintaval tesztelték.
Eredményeikben a 41 ismeretlen minta tipusat (azaz, hogy milyen viragbol késziilt a méz) sikeresen
beazonositottak (Zhao et al. 2016). Li és munkatarsai novényolajok vizsgalata soran tobb mas
modszerrel Osszehasonlitva szintén LDA elemzéssel vizsgaltdk a GC-MS mérésekbdl szarmazo
eredményeket, és arra keresték a valaszt, hogy a mintak illékony vegyiiletei alapjan lehetséges-e
csoportositani az olajokat fajtajuk szerint (Li et al. 2016). Ezek a kemometriai eljarasok a feliigyeletlen
modszerek kozé tartoznak, amelyek esetében nincsenek elére definidlt csoportok, jol hasznalhatok a
mintdk jellemzésére fontos valtozok sziirésére, a mintak kézotti hasonldsagok és kiilonbozoségek
leirasara (13. 4bra).

Logikai osztalyozéas végezheté dontési fa algoritmusok felhaszndlasaval, ahol kiilonb6zd
logikai szabalyok megfogalmazasaval, ugynevezett szabalyok létrehozasaval sorolhatok csoportokba
a mintak (Caetano et al. 2007). A bioldgiai neuronok mintajara megalkotott neuralis haldzatok
alkalmasak az tigynevezett ,,deep learning” vizsgalatok végzésére, amelyekkel komplex, tobbszintl
osztalyozasi problémak is megoldhatok. Szarazon pacolt sonkak érési idejének vizsgalatara
alkalmaztak mesterséges neuralis halozat alapi modellt Prevolnik és munkatarsai. Kozeli infravoros
spektroszkopiai adatokat felhasznalva 79,7 % pontossaggal tudtak meghatarozni az ismeretlen mintak
érlelési idejét (Prevolnik et al. 2014). Az egyes osztalyozasi eljarasok fobb eldnyeit és hatranyait Gere
¢s munkatarsai foglaltak 0ssze tablazatos formaban (Gere et al. 2016).

Dimenzidcsokkentd eljarasok alkalmazasa akkor javasolt, amikor nagyszamu, egymassal
erésen korreldld valtozd szerepel az adathalmazban. A korreldlt valtozokbol eldéllitott, nagy
informaciodtartalmu, korrelaltatlan f6 valtozok eldallitasaval pontosabb modellek, jobb vizualizacio és
hatékonyabb csoportositas érheté el. A dimenzidcsokkentd eljarasok egyik legismertebb modszere a
fokomponens elemzés, amelynek segitségével az erésen Kkorrelald valtozok linearis
allithatok eld, amelyek 1ényeges informacioveszteség nélkiil biztositjak a valtozok fliggetlenségét. A
magyarazovaltozok sorrendjétdl fliggetleniil, a fOkomponensek szorasa, azaz informacidtartalma
rendre csokken. Az egyes flkomponensek informaciotartalmat megkaphatjuk a magyarazovaltozok
korrelacidés matrixabol kiszamithato sajatértékként. Mivel altalaban néhany fékomponens mar jol
jellemzi a mintaban rejlé informaciot, a tobbi elhanyagolhato, szamuk csokkenthetd. Ekkor hasznos
megkonnyiti a faktorok felismerését. A transzformécid sokféleképpen elvégezhetd, kiillonbozo
kritériumoknak eleget tevé modszerek léteznek. Legaltalanosabban alkalmazott a varimax, amely a

kvadratikus faktorsulyok szorasnégyzetét maximalizalja. A faktoranalizis alkalmazasanak akkor van
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értelme, ha a valtozok redundans modon tartalmaznak informaciot, és mogottiik egy latens struktara
huzodik meg. A Bartlett-féle teszt és a Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) mutato segitségével vizsgalhatjuk
a fékomponens elemzés feltételeit. A Bartlett-féle proba azt vizsgalja, hogy a valtozok korrelacios
matrixa mennyire hasonlit egy egységmatrixhoz, vagyis a valtozok paronként korrelalatlanok-e. A
teszt egy y?>-proba, aminek nullhipotézise a korrelacios matrix és az egységmatrix egyezsége. A
Kaiser-Meyer-Olkin mutatdszam (0 és 1 kozé eso érték) az adatok osszefiiggd voltanak, a korrelaltsag
vizsgalatanak modszere. Ha ez a mutatészam 0,8-nal nagyobb, akkor ajanlott, ha ez a mutatoszdm
viszont 0,5-nél kisebb, akkor nem ajanlott a fokomponens elemzés végrehajtasa (Ketskeméty et al.
2011). A fékomponens elemzés széles korben alkalmazott technika, jartassagi vizsgalatokban (Skrbi¢
et al. 2013), elektronikus nyelv mérések értékelésénél (Sipos et al. 2013), preferencia-térképezésben
(Gereetal. 2014), vagy fiszerndvények vizsgalatanal (Bernhardt et al. 2015). Egy frissebb kutatasban
koreai kimcsi metabolomikai valtozasait vizsgaltak. FOkomponens elemzés segitségével GC-MS
vizsgalatok eredményeit értékelve mutattak be a kiilonb6z6 starterkultirdk kozotti hasonlosdgokat és
kiilonbségeket (Park et al. 2016). Agaricus bisporus gombak kiilonb6z6 szaritasi eljarasainak
vizsgélatara alkalmaztdk a fékomponens elemzést Pei és munkatarsai. Elemzésiik sordn a GC-MS és
elektronikus orr miszerek adatait értékelték ki a modszer segitségével. Az elektronikus orr adatain
futtatott fOkomponens elemzés segitéségével deritették fel a szaritdsi modszerek kozotti
hasonlosagokat és kiilonbozoségeket (Pei et al. 2016).

A regresszidelemzés soran egy vagy tobb ,.fliggetlen” (magyarazd) és egy filiggd valtozo
kozotti fiiggetlen kapcsolat keresése a cél. Regresszidoszamitas soran két vagy tobb véletlen valtozo
kozott fennallo kapcsolatot lehet modellezni, valamint tobb jellemz6 altal az eredményvaltozora
gyakorolt hatdsat lehet vizsgalni. A regresszids egyenletben a magyardzandd vagy mas néven
célvaltozot (Y)-t a magyarazé valtozok vagy regresszorok (X) mint fiiggetlen valtozok magyarazzak.
A regresszios modellek szerkesztésekor a legelsd feladat azoknak a valtozoknak a megkeresése,
amelyek az eredményvaltozoval szignifikans kapcsolatban allnak. Az eljarés arra ad vélaszt, hogy a
fliggetlen valtozok egységnyi valtozasa, a fliggd valtozo milyen mérvii megvaltozasat vonhatja maga
utan. A regresszios egyenlet fontos része a maradék vagy mas néven reziduum (modell altal nem
magyarazott rész). A regresszios modszerek feltételeinek ellendrzése soran a kérdés az, hogy a
regresszidra futtatott varianciaanalizis és az egyes regresszios paraméterek (f) szignifikdnsak-e,
illetve hogy a determinacios egyiitthato (R?) értéke kelléen magas-e. A reziduumok normalitdsdnak
vizsgalataval ellendrizhetd, hogy az elérejelzések soran a modell torzit-e (Sajtos és Mitev 2007). A
tobbvaltozos linearis regresszid kemometriai alkalmazasa soran a talillesztés problémaja jelentkezhet

olyan esetekben, amikor tobb valtozdval, mint esettel kell modelleket épiteni. Ilyen esetekben a
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modellek nagyon jol illeszkednek a tanulé adatokra, azonban a validalas sorén 0 adatokon torténd
futtataskor gyenge eredményt adnak. A probléma megoldasara fejlesztették ki a parcialis legkisebb
négyzetek elvén alapul6 regresszié modszerét (partial least square regression model, PLS-R), amely
a tobbvaltozos linearis regresszio kiterjesztésének is tekinthetd. A PLS-R mddszerrel a regresszios
egyenlet egyiitthatoit tigy becsiiljiik, hogy a megfigyelésekbdl szarmazo6 és a regressziofiiggvény
alapjan becsiilt fliggd valtozo értékek kiillonbségének eltérés-négyzetosszege a legkisebb. Ezaltal a
kapott egyiitthatok nem valéodi mért adatok egyiitthatéi, azok ugyanis nem ismertek. Az
egylitthatokbol a regresszios egyenlet segitéségével kiszamithatok az eredeti adatok, vagyis
megadhatd, hogy az ismert fiiggetlen valtozohoz milyen fiiggd valtozod értékek tartoznak (Adams
1995). Az eredmények értelmezése soran a kérdés szintén az, hogy az egyes regresszios paraméterek
() szignifikansak-e, illetve hogy a determinacios egyiitthatd (R?) értéke kellden magas-€. Az atlagos
négyzetes hiba gyoke szamithato a kalibracios és a predikcids adathalmazra is, melyeket RMSEC
(root mean square error of calibration) és RMSEP (root mean square error of prediction)
roviditésekkel jelolnek. Ezek ez értékek valdjaban azt adjdk meg, hogy mekkora hibaval terhelt az
elkésziilt modell. A regresszidos modszerek alkalmazasi teriilete igen széleskorti az érzékszervi
termékfejlesztéstol (Gere et al. 2015), az elektronikus nyelv adatok feldolgozasaig (Varvolgyi et al.
2014; Szollosi et al. 2012)

A nagymiiszeres analitikai kémiai mérések eredményei alapjan torténd minta-6sszehasonlitas
¢és minta-elkiilonités a legtobb esetben iddigényes folyamat. A legelterjedtebb modszer a
dekonvoluciés algoritmusokkal torténd elemzés és a tomegspektrumok elemzése kiilonbozd
spektrumtisztitd modszerek alkalmazasaval. A mintdk dsszehasonlitasa csak azutan tehetd meg, hogy
az egyes komponensek kiilonb6z6 referencia standardokkal torténé azonositdsa megvalosult
(Radvanyi et al. 2015). Az elemzési id6 ugy redukalhato egy kiértékelési folyamat soran, ha csupan a
nyers kromatogramokkal dolgozunk, mindenféle feldolgozasi miveletet kihagyva (dekonvoltcio,
csucs alatti teriiletek integracidja, azonositas, stb.). Varmuza és munkatarsai mutattak be az azonossag
elemzést (similarity analysis, SA), amelyben kiilonb6z6 infravords spektrumokat hasonlitottak dssze
hasonlosagi mértékeket felhasznalva (Varmuza et al. 2003). Egy szintén egyszerii, de hatékony
moddszer egy referencia minta és egy mért minta kromatogramjai kozotti korrelacids koefficiens
és/vagy szogkoszinusz értékeinek szamitasa (Tang et al. 2010; Wei et al. 2010; Jin et al. 2008).

Az SA mellett a klaszter elemzés modszerét (cluster analysis, CA) is széles korben
alkalmazzak kromatogramok 0sszehasonlitasara. A CA a mintak kozotti kapcsolatot tavolsagokban
(distance, D) adja meg, amely valdjaban az SA soran hasznalt azonossagi mértékek (korrelacios

koefficiensek (r)) inverze, dm ezek tartomanya eltéré: -1<r<+1l, mig 0<D<+w. A CA
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algoritmuséaval mintazatok kereshetdk, csoportok és kiugrd értékek azonosithatok. Az eredmények
dendrogramokban abrazolhatok, amelyek megkonnyitik az eredmények értelmezését (Yudthavorasit
et al. 2014). Tovabbi tobbvaltozos statisztikai modszerek (pl.: fokomponens elemzés, linearis
diszkriminancia elemzés, stb.) alkalmazasara is talalhato példa a kapcsolt analitikai rendszerekkel
foglalkoz6 nemzetkozi szakirodalomban, ahol a mért adatok alapjan el tudtak kiiléniteni a mintakat
(Berrueta et al. 2007).

Egy masik megkdozelités alapjan azonban a kromatogramok felfoghatok idésorokként is, mivel
az adatpontok rogzitése adott, egyenld hosszusagl idopillanatokban torténik. A kromatogramok ezen
tulajdonsagat Felinger 2011-ben alkalmazta ugy, hogy a kromatogramokon Fourier transzformaciot
hajtott végre (Felinger 2011). A detrendelt fluktuacié elemzés (detrended fluctuation analysis, DFA)
modszere széles korben alkalmazott idésorelemzési mddszer. Az elmult néhany évben sikeresen
alkalmaztak szivritmus elemzésre (Yeh et al. 2009), Austrocedrus Chilensis évgytriiinek elemzésére
(Telesca és Lovallo 2010) és szarvasgomba izesitésii olaj mintak elektronikus orr eredményeinek
értékelésére. A DFA nem minden esetben adott kielégitd eredményeket, igy a szarvasgombas izesitésii
olajok esetében Pacioni és munkatarsai tovabbi tobbvaltozds statisztikai modszerekkel kombinaltak

az eljarast (Pacioni et al. 2014).
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3. CELKITUZESEK

Doktori dolgozatomban 1) a gombakomposztot karositd penészek illékony anyagcseremarkereinek
feltarasat, 2) a gombatermesztésben leginkabb kartékony zoldpenész (Trichoderma aggressivum f.
europaeum) kiilonb6z6é szénhidratforrasu tapagaron torténé vizsgalatat és 3) gyors statisztikai

elkiilonitési technika kidolgozasat tliztem ki célul.

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

— Gyors analitikai moddszer kidolgozasa Trichoderma aggressivum f. europaeum illékony
komponenseinek detektalasara; megfelelden alkalmazhato retencios id6 standardok kivalasztasa €s
alkalmazhat6saganak kidolgozasa.

— A kidolgozott modszer alkalmazasaval a gombatermesztésben eléforduld kartékony penészek
illékony anyagcseremarkereinek (MVOC) meghatarozasa és monitorozasa, valamint a
mikroorganizmusok ,.¢életkoranak” becslése a kibocsatott MVOC vegyiiletek alapjan.

— Az egyes kartékony penészek tOobbvaltozos statisztikai modszerekkel torténé megerdsitd
elkiilonitése.

2. Trichoderma aggressivum f. europaeum Kkiilonb6zé szénhidratforrasa tapagaron torténd

vizsgalata soran fébb célkitiizéseim voltak:

— A T. aggressivum MVOC mintazatanak feltérképezése, valamint novekedésének vizsgalata
kiilonb6zd tapagarokon.

— A T. aggressivum illékony anyagcseremarkereinek meghatarozasa és azonositasa kiilonféle
tapagarokon, valamint megfeleld kiértékeld eljaras kidolgozésa a kiilonbdzd intenzitds értékkel
rendelkezé komponensek minél pontosabb azonositasara.

— A komposztos tapagar osszetételének modositasa tovabbi marker vegyiiletek fellelése érdekében.
3. A gombatermesztésben kartékony penészek elkiilonitési lehetoségeinek vizsgalata soran fobb
célkitiizéseim voltak:

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

kiértékelési eljarasok.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Az otodik fejezetben felhaszndlt anyagok és modszerek

4.1.1. Mikroorganizmusok

A gombatermesztésben kartékony penészgombak koziil a Mycogone perniciosa (nedves molé
betegség), a Verticillium fungicola var. fungicola, masnéven Lecanicillium fungicola (szaraz molé
betegség), valamint a Trichoderma aggressivum f. europaeum (zold penész betegség) és
Trichoderma DOFE (zold penész betegség, pontos faja nem ismert, termeszténél izolalt)
mikroorganizmusokat  vizsgaltam.  Kisérleteim soran a  kétspéras  csiperkegombat
(Agaricus bisporus A15) szintén megvizsgaltam annak érdekében, hogy Osszehasonlitsam a
csiperkegomba és a csiperkét fert6z6 penészek illékony szerves vegyiileteit. A mikroorganizmusokat
a Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi Karanak, Zoldség- és Gombatermesztési

Tanszéke bocsatotta rendelkezésemre.
4.1.2. Tapagar

A csiperkegomba és a penész mintak minden kisérletben 6t napos szilard tenyészetek voltak,
amelyeket egy gyari (Scharlau S.L.) PDA (potato-dextrose agar, burgonya-dextroz agar, 39 g/L
koncentracioban) tapagar feliiletére oltottam at kisméreti steril Petri csészékbe steril fiilke alatt, steril
oltdkacs hasznalataval. A tapagar burgonya-peptont (4 g/L), glikozt (20 g/L) és agart (15 g/L)
tartalmazott. A szilard tenyészetekbol kb. 8 mm atmérdjii lyukakat vagtam ki, amelyeket athelyeztem
egy ujabb, addig még nem hasznalt PDA tapagar kozepére, majd a PDA tapagart tartalmazo Petri
csészéket lezartam, ahogy a 14. abra is mutatja. Mindegyik tenyészetbdl harom-harom parhuzamos

leoltast készitettem.
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14.abra: Az 6t kiilonb6z6 tenyészet s a harom parhuzamos leoltas (Forras: sajat foto)

Az elkészitett leoltasokat ezutan steril flilke alatt felnyitottam majd fedél nélkiil egy 0,5 L
térfogatti mintavevd edénybe helyeztem, amelyet azonnal lezartam. A leoltas napjat tekintettem a
kisérleti sorozat nulladik napjanak, majd Borjesson és munkatarsai kutatasat véve alapul 15 napon
keresztiil (1. nap, 2. nap, 3. nap, 4. nap, 7. nap, 8. nap, 10. nap, 11. nap, 14. nap és 15. nap) vizsgaltam
a penészek ¢s a csiperkegomba altal kibocsatott illékony anyagcseremarkereket (Borjesson et al.
1989).

4.1.3. SPME mintavétel

A mintavétel soran SPME mintavételi technikat alkalmaztam, amely képes a légtérben 1évo
illékony és fél-illékony komponensek megkotésére. Az illékony vegyliletek kinyerésére harom
kiilonb6z6 SPME szalat hasznaltam, 100 um PDMS (polydimethylsiloxane), 65 um PDMS/DVB
(polydimethylsiloxane/divinylbenzene) és 85 um PA (polyacrylate) (Supelco, Bellafonte) szalakat.
Méréseim megkezdése elott mindegyik szalat a gyarto altal eléirt moédon kondicionaltam.

A PDA taptalajra leoltott mintakat egy 0,5 L térfogati mintavevé edénybe helyeztem egy
Kisebb méretli f6z6pohar tetejére, majd 1égmentesen lezartam a mintavevé edény tetejét. A kisérleti

elrendezés a 15. abran lathato.
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[—

SPME eszkdz

Tomszelence

Szeptum

SPME mintavevo szal |

Leoltott minta

Mintavevd edény |

/I Fézopohar

15. abra: A mintavétel sematikus abraja

A mintatartd iivegek kupakjait atfurtam és tomszelence segitségével rogzitettem ra a
szeptumot, amelyen keresztiil a SPME mintavételt végrehajtottam. A mintakat minden esetben 23 °C-
on taroltam. Az SPME mintavétel ideje 15 perc volt, a gazkromatograf injektoraban a deszorpcié 250

°C-on 4 percig zajlott.
4.1.4. Retencios idé standardok

A retencios id6k kézbentartasahoz kiilonbozé alkan standardokat, n-heptant (C7: C7Ha1s),
n-nonant (C9: CgHo), tetradekant (C14: CisHao), pentadekant (C15: CisHsz) és heptadekant
(C17: C17H3e) (Sigma-Aldrich) alkalmaztam a kisérleteim soran.

4.1.5. Mérési paraméterek

A méréseket Agilent 6890 tipusti gazkromatograf és 5975 C MSD tipust tomegspektrométer
kapcsolt technikaval végeztem el. Vivogazként 6.0 (99,9999% tisztasagti) hidrogént hasznaltam. A
hidrogén aramlasi sebessége 1,2 ml/perc volt. Az elvalasztast HP-5MS kapillaris oszloppal (30,0 m x
250 pm x 0,25 pum, Agilent Technologies) végeztem, amelynek osszetétele 5% fenil és 95%
metilpolisziloxan. A fiitési program paramétereit optimalizéltam, az optimalt fiitési program a
kovetkezOk szerint alakult:

Az oszlop kezdeti homérséklete 50 °C volt. A fiitési 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 hdémérséklet 190 °C-ra, ahonnan 40 °C/perc sebességgel fiitottem az

loldal 54



10.14751/SZIE.2016.064

oszlopot 280 °C-ra, végiil 50 °C/perc sebességgel 300°C-ra. Ezen a hémérsékleten 2 percig tartottam
a rendszert annak érdekében, hogy az oszloprol minden komponenst lefiitsek a kdvetkez6 mérés elott.

Az injektalas splitless lizemmodban tortént, az inlet hdmérséklete 250 °C volt.

A tomegspektrométerben minden mérés esetén 230 °C volt az ionforras homérséklete, mig a
kvadrup6l hémérséklete 150 °C volt. El ionforrast hasznaltam pozitiv lizemmodban, ahol a
molekulakat 70 eV-os kinetikus energidval rendelkezd elektronokkal iitkdztettem. A
tomegspektrométert naponta finomhangoltam (tune-oltam) perfluortributil-aminnal (PFTBA). A
gazkromatografot és tomegspektrométert Osszekoté ugynevezett transzfer line homérsékletét
300 °C-ra allitottam be (ez megegyezik az oszlop véghdmérsékletével). A vizsgalt m/z (t6ltésegységre
esO tomeg) tartomany 33-500 m/z kozé esett.

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, valamint a kromatogramok teljes kori
Osszehasonlitasahoz. A kromatografids cstucsok, azaz a kapott komponensek azonositasat a NIST
Mass Spectral Search (NIST/EPA/NIH/ Mass Spectral Library, Version 2.0.) tomegspektrum
konyvtarral hajtottam végre. Az ismeretlen spektrum azonositdsa sordn minden egyes spektrumhoz
hozzarendelhet egy talalati érték, amely az ismeretlen és az ismert spektrum hasonldsagat jellemzi
szazalékban kifejezve. Altaldnos Utmutatasként a 90,0 %, vagy ennél nagyobb érték kivalo egyezést,
a80,0-90,0 % jo6 egyezést, mig a 70,0-80,0 % egy méltanyos egyezést jelent. A kevesebb, mint 60,0 %
szegényes egyezést mutat. Az azonositas soran kapott komponensek neveit a NIST konyvtar alapjan
angolul tiintettem fel a teljes dolgozatban, az ismeretlen komponenseket pedig egységesen
,Lunknown’-nak neveztem el.

Fokomponens elemzést, linearis diszkriminancia elemzést és parcialis legkisebb négyzetek
elvén alapuld regressziot hasznaltam a mikrobak leoltastol eltelt napjai szerinti elkiilonitéshez és a
kozos komponensek statisztikai vizsgalatahoz XL-Stat statisztikai programcsomag MX modulja
segitségével (Wehrens 2011).

|oldal 55



10.14751/SZIE.2016.064

4.2. A hatodik fejezetben felhaszndalt anyagok és modszerek

4.2.1. Mikroorganizmusok

A hatodik fejezet mérései soran Trichoderma aggressivum f. europaeum zoldpenészfaj
sporaszuszpenzidjat (2,4*108 spora/500 uL) haszniltam. A sporaszuszpenzié eldallitdsat, a sporak
leszamolasat, valamint a penész leoltasat a Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi
Karanak Zoldség- és Gombatermesztési Tanszékén végeztem el. Az eldzetesen leoltott penész
megfelelé inkubacidja utan a kifejlodott telepekbdl lesziireteltem a sporakat, amelyeket steril
desztillalt vizbe kevertem. A kapott szuszpenzi6é sporatartalmat Biirker-kamraval ellendriztem

mikroszkop alatt.
4.2.2. Tapagarok

A zdldpenészt négy kiilonboz6 tapagarra oltottam le, amely tapagarokat szintén a Zoldség- és
Gombatermesztési Tanszéken allitottam elé. A zoldpenész vizsgalata soran a mikrobat MEA (malt
extract agar, malatakivonatos agar), PDA (potato-dextrose agar, burgonya dextroz agar), KA
(komposzt agar), valamint tapanyaghan szegény VA (viz agar) feliiletére oltottam le. Kisérleteim
masodik részéhez a szaritott gombakomposzt alapi tapagart (KA) modositottam, nevezetesen
kiilonboz6 szénhidratokkal (dextr6z, maltdéz, mannit) dusitottam. A tapagarokat a 3. tablazatban

talalhat6 recept alapjan készitettem el.

3. tablazat: Tapagarok dsszetétele 500 mL agar elkészitéséhez. MEA (malt-extract agar, malatakivonatos

agar), PDA (potato-dextrose agar, burgonya dextrdz agar)

7,502 g malata extrakt (Biolab) 8,008 g 500 mL

19,504 g PDA agar (Biolab) 500 mL
5,003 g szaritott gombakomposzt 8,007 g 500 mL
- 8,007 g 500 mL
5,010 g szaritott 1,015¢
komposzt dextroz B0y 500 mL
5,030 g szaritott 1,020 g
komposzt maltoz 8.000g S0 ik
5,020 g szaritott 1,015¢
komposzt mannit e S0l

A por alapu alapanyagokat desztillalt vizzel kevertem 0ssze, majd autoklavoztam a megfeleld

sterilitas elérése érdekében. A komposzt agar eldallitdsdhoz a Biofungi Kft. altal biztositott 1. fazist
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gombakomposztot szaritoszekrényben szaritottam tomegallandosagig 80 °C-on, majd finom porra
daraltam.

Az elkésziilt csiratlanitott, de még folyékony tapagarokbol steril fiilke alatt 5 mL
mennyiséget 20 mL-es eldzetesen szintén autoklavozott, sterilizalt HS (headspace) iivegcsékbe
mértem, majd hagytam ferde agarra szilardulni 6ket, ahogy a 16. dbra mutatja. Ezt kdovetden 500 pl
mennyiségii sporaszuszpenziot (2,4*108 spora/500 pl) pipettiztam a tipagarok feliiletére, majd
szeptummal légmentesen lezartam az livegeséket. A méréseket taptalajonként harom parhuzamosban,
valamint kontroll (tapagar penész leoltas nélkiil) minta vizsgalataval végeztem. Tapagaronként egy
negyedik parhuzamos leoltast is készitettem, amelyeket minddssze egyszer, az utols6 napon mértem

le.

16. abra: Taptalajok a kiontést kdvetden, steril fiilke alatt (Forras: sajat foto)

4.2.3. SPME mintavétel

A leoltast kovetéen hét napon keresztiil monitoroztam a zoldpenész altal kibocsatott illékony
anyagcseremarkereket. A leoltds napjat a kisérlet nulladik napjanak tekintettem, amelyen szintén
elvégeztem a méréseket, majd minden nap megmértem az emittalt illékony vegytileteket.

Korabbi méréseim, valamint Stoppacher és munkatarsainak mérései alapjan a minta feletti
gbztér extrakcidjahoz 65 pm Stable Flex™ PDMS/DVB szélat (Supelco, Bellafonte) valasztottam
(Stoppacher et al. 2010), mivel ezzel a mintavevd szallal tudtam a legtobb illékony vegyiiletet
megkdtni. A mintavételt 24 °C-on 15 percig végeztem (17. abra) a tapagaronkénti harom parhuzamos

leoltas esetében.
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17. dbra: HS-SPME mintavétel viz agarra oltott zoldpenész esetén (leoltastl eltelt 7. napon)

(Forras: sajat foto)

A méréseket taptalajonként harom parhuzamosban, valamint kontroll (tapagar penész leoltas
nélkiil) minta vizsgalataval végeztem. A teljes vizsgalati idészak alatt az tivegceséket enyhén dolt
helyzetben taroltam annak érdekében, hogy az iiveg aljan Osszegylilt szuszpenziobol kiindulva a
z0ldpenész egyenletes micélium gyepet tudjon képezni (melléklet 2.1. abra).

A mintavételt kdvetden a megkotott illékony komponensek a SPME szalrol kozvetleniil a GC
injektoraba kerliltek a 4 perces 250 °C-on torténé deszorpcié soran. A tapagaronkénti negyedik

parhuzamos leoltast egyszer, az utolsé napon mértem, hosszabb (60 perc) mintavételi id6vel.
4.2.4. Mérési paraméterek

A mérésekhez Agilent 6890 gazkromatografot és 5975 C MSD tomegspektrométert
hasznaltam. A bedllitott GC-MS paraméterek megegyeznek a 4.1.5. fejezetben leirt mérési
paraméterekkel. A kromatogramok teljeskorti kiértékeléséhez (dekonvoltcio, hattérkorrekcio,
integralas) Agilent Enhanced Data Analysis és Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.06.00
szoftvereket hasznaltam, az egyes komponensek azonositasaban NIST (NIST 2011,

Wiley 10" edition) tomegspektrum konyvtar volt segitségemre.
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4.3. A hetedik fejezetben felhasznalt anyagok és modszerek

4.3.1. Mintak

Vizsgalataimhoz Agaricus bisporus A15 kétsporas csiperkegombat és annak két f6 fert6z6
penészét (M. perniciosa és T. aggressivum) valasztottam ki. Az alkalmazott statisztikai modszer
tesztelése érdekében olyan mintakat is bevontam a vizsgalatokba, amelyek nagymértékben eltérnek a
vizsgalni kivant mintaktol (outlier, Kiugré mintak): kereskedelmi forgalomban kaphatd vorésbor
(Sauska Siller, Villany/2011), illetve gombakomposzt (Biofungi Kft.).

4.3.2. Tapagar

A penészgomba iS €s a csiperkegomba is minden kisérletben 6t napos szilard tenyészetek
voltak, amelyeket egy gyari PDA tapagar feliiletére oltottam at kisméretii Petri csészékbe steril flilke
alatt, steril oltokacs haszndlatdval. A szilard tenyészetekbdl kb. 8 mm atmérdjii lyukakat vagtam,
melyeket athelyeztem egy uj, steril PDA tapagar kozepére. A Petri csészékre oltott mintakat ezutdn
kiilon-kiilon egy 0,5 L trtartalmt mintavevé edényekbe helyeztem, majd lezartam azokat. Korabbi
méréseim sordn igazoltam, hogy ezen mintdk esetén mar a harmadik napon megjelennek a vizsgalni
kivant marker vegytiletek (Radvanyi et al. 2015), igy a harmadik napon tértént a mintavételezés harom

parhuzamos mérésben.

4.3.3. SPME mintavétel

A mikroorganizmus és a kiugré mintdk feletti légtér mintazaséhoz 65 pm Stable Flex™
PDMS/DVB SPME (Supelco, Bellafonte) szalat hasznaltam, amelyet a mérések megkezdése elétt a
gyarto javaslata alapjan kondicionaltam (250 °C-on 0,5 o6raig). Elsé 1épésben a SPME szalat 0,5 L
zart légteri ires mintavevé edénybe helyeztem, hattér kromatogram felvétele céljabol. A
Petri csészékre oltott mikroorganizmusot ugyanilyen 0,5 L-es mintavevé edénybe helyeztem kiilon-
kiilon. Lezartam a felettiik 1évd 1égteret, majd harom nap elteltével megvizsgaltam a kibocsatott
szerves illékony vegyiileteket. A kiugré mintdk vizsgalata soran 0,3 L vordsbort és 0,1 kg
gombakomposztot tettem a mintavevé edényekbe, majd az edények lezarasa utan egy nap elteltével

végeztem el a mintavételt. A mintavétel soran az extrakcios id6 15 perc volt szobahdmérsékleten.
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A vizsgalat soran nem csak analitikai, hanem bioldgiai parhuzamosokat is mértem az egyes
organizmusokbol, azaz amellett hogy egy leoltast tobb parhuzamosban is megmértem, ugyanazon

penész tobb parhuzamos leoltasat is megvizsgaltam, ahogy azt a 18. abra is mutatja.

analitikai parhuzamos

| 1. leoltas 2. leoltas 3. leoltas |

bioldgiai parhuzamos

18. abra: Az analitikai és biologiai parhuzamos mérések szemléltetése
4.3.4. Mérési paraméterek

A 4.1.5. fejezetben ismertetett mérési paramétereket hasznéltam az idésorelemzés soran a
vizsgalt mintdk méréséhez is. A kiértékeléshez a 4.1.5. fejezetben emlitett szoftvereken feliil a
,csusztatott ablakos” DFA (deternded fluctuation analysis, detrendelt fluktuacio elemzés)
futtatasahoz a Physionet statisztikai szoftvert hasznaltam, a tovabbi szamitasokat az R-project 3.0.2

verzidjan a stats és a cluster csomagokkal végeztem el.
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5. EREDMENYEK. MODSZERFEJLESZTES A GOMBATERMESZTESBEN
KARTEKONY PENESZEK ILLEKONY ANYAGCSEREMARKEREINEK
DETEKTALASARA ES MONITOROZASARA

Kozlés:

Radvanyi D., Gere A., Jokai Zs., Fodor P. 2015. Rapid evaluation technique to

differentiate mushroom disease-related moulds by detecting microbial volatile organic
compounds using HS-SPME-GC-MS. ANALYTICAL AND BIOANALYTICAL
CHEMISTRY, 407(2), pp.537-545.

DOI 10.1007/s00216-014-8302-x (IF: 3,436)
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5.1. HS-SPME-GC-MS moddszer fejlesztése gombatermesztésben kdartékony

penészek jelenlétének indikdlasara
5.1.1. A kromatografias modszer kidolgozasa

A kromatografias elvalasztas optimalizalasa soran Trichoderma aggressivum f. europaeum
penésszel végeztem a kisérleteket, mivel ez a fajta zoldpenész okozza a legnagyobb problémat a
gombakomposzt gyartasanal, illetve képes megfertézni a mar kinétt kalapos csiperkét is.

Kezdetben egy 40 perces kromatogramot vettem fel (19. abra a), amelyen megvizsgaltam mely
vegyiiletek, milyen retencids idonél érkeznek; valamint melyek azok a szakaszok, ahol ritkabb az
elcio, ezéltal lehet gyorsitani az elvalasztason. A kiindulasi kromatogram felvétele soran a hidrogén
aramlasi sebességét allando 1 mL/perc értékre allitottam be. Fokozatosan gyorsitva a fiitési programot,
ler6viditettem azokat a szakaszokat, ahol nem elualodott vegyiilet, ezzel szemben megnyujtottam

azokat a szakaszokat, ahol koeltcioé volt tapasztalhato (19. abra b).
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19. abra: a) T. aggressivum 40 perces TIC kromatogramja, b) T. aggressivum 11 perces TIC

kromatogramja (TIC: total ion chromatogram, teljes iondram kromatogram)

A 19. 4bra a) részén lathato, hogy a kromatogram elején stirtin, révid id6kozokkel jonnek a
komponensek. A 10. perctdl joval ritkabban érkezik vegyiilet, mig a 35. perc utan szinte alig

detektalhatd komponens. A felfiitési sebesség lassitasaval a siiriin egymast kovetd csucsok jobban
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elvalaszthatok a kromatogramon, mig a felflitési sebesség gyorsitasaval ,,stirlibben” elualodnak a
vegytiletek. Fontos azonban, hogy a felfiités sebessége addig novelhetd, amig az adott méréshez
szlikséges minimalis felbontoképesség megmarad. A flitési program optimalizalasa soran a 4.

tablazatban lathat6 felftitési programhoz, azaz hdmérsékletgradienshez jutottam.

4. tablazat: Kromatografids elvalasztas fejlesztése Sordn kapott 10,95 (~11) perces

hémérsékletgradiens program

Felfiitési sebesség Homérséklet Hontartas Futtatasi ido
(°C/ perc) (°O) (perc) (perc)
- 50 0 0
20 150 0 5
40 170 0 55
25 190 0 6,3
40 280 0 8,55
50 300 2 | 10,95

A vivégaz aramlasi sebességét ezutan 1,2 mL/percre moédositottam, mivel az aramlasi
sebesség novelése is gyorsabb elvalasztast eredményez. Az igy kapott 10,95 (~11) perces program a
kezdeti elvardsoknak megfeleléen alkalmassa tette a modszert a vizsgdlandd mintak illékony

vegyiileteinek, anyagcseretermékeinek megfeleld felbontasu, gyors elvéalasztasara.
5.1.2. A SPME mintavétel optimalizalasa
SPME szdl kivdlasztasa

A mikroorganizmusok mintavételezése soran harom kiilonb6z6 SPME szalat vizsgaltam: 100
um PDMS (polydimethylsiloxane), 65 um PDMS/DVB (polydimethylsiloxane/divinylbenzene) és 85
um PA (polyacrylate) SPME szalakat. A szal kivalasztasa soran a legfontosabb szempont a mintabol
szarmazo illékony komponensek szama és azok intenzitasa volt. A harom SPME szal koziil a Stable
Flex™ 65 um PDMS/DVB szal bizonyult a legalkalmasabbnak erre a feladatra, ennek alkalmazasaval
sikerlilt a legtobb kiértékelésre alkalmas intenzitdsu vegyiiletet detektdlnom. Az altalam kapott
eredményeket irodalmi adatok is alatamasztjak (Kluger et al. 2013; Stoppacher et al. 2010). Erdemes
azonban megjegyezni, hogy az ettdl eltéré mintak esetében ismét el kell végezni a szal kivalasztas
optimalizalasat, mivel nem biztos, hogy ez a SPME szal bizonyul a legjobbnak. A mérési sorozat el6tt
minden esetben kondicionaltam a szalakat a gyartd altal megadott paraméterek szerint (100 pm

PDMS: 250 °C-on 0,5 6ra; 65 um PDMS/DVB: 250 °C-on 0,5 6ra; 85 um PA: 280 °C-on 1 6ra).
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SPME kinetika

A gbztéranalizis soran két egyensulyi rendszerrel kell szamolnunk. Egyrészt egyensuly van a
matrixban kotott €s a 1égtérben 1évo illékony komponensek kozott, masrészt a légtérben 1évo illékony
komponensek és a SPME szalon kotott komponensek kozott. Az egyenstlyi allapot eléréséhez
azonban sokszor hosszu idére van sziikség, ami fligg a komponens mindségétol, a 1égtér térfogatatol,
hémérséklettdl, stb. A kdvetkezo 1épésben ezért a SPME kinetika optimalizalasat végeztem el, amely
soran meghataroztam az optimalis extrakcids id6t és hdmérsékletet.

Az optimalis mintavételi id6 meghatarozasahoz T. aggressivum zoldpenészt hasznaltam. A
vizsgalat soran a mintavétel idejét 10 és 50 perc kdzott vizsgaltam a tiz legintenzivebb vegyiilet esetén,
tobb parhuzamos mérésben. Méréseim eredményei alapjan megallapitottam, hogy 30-40 perces
mintavételi id6 mar elegendé valamennyi komponens esetén az egyensulyi allapot eléréséhez a szal
¢s a mintabol érkez6 komponensek kozott. Munkam célja azonban egy gyors analizis kidolgozasa

volt, igy rovidebb, 15 perces mintavételi id6t alkalmaztam minden mérés soran, hiszen a legtobb

illékony vegyiilet mindségi vizsgalata mar 15 perc utan is lehetdvé valik (20. ébra).

Intenzitas

*10perc *20perc ™30perc ™35perc ™40 perc ™50 perc

20. abra: SPME kinetika. Mintavételi id6 optimalizalasa 10 — 50 perc mintavételi 1d6 kozott

(6-pentyl-2H-pyran-2-one vegyiilet esetén, hatom parhuzamos mérés szorasat feltiintetve)
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5.1.3. Retencios id6 standardok hasznalata

A mindségbiztositasi szempontokat szem eldtt tartva, kezdetben a méréseim soran retencios
id6 standardot is hasznaltam a kromatogramok rogzitése érdekében. A Kovats-féle retencios index
szamitasa soran hasznalatos alkdn homolog sor tagjainak vizsgalataval (C7-C15 és C17) hataroztam
meg a megfeleld retencios idé standardokat. Miutan megallapitottam az egyes standardok retencios
idejét, kivalasztottam négyet koziiliik:

e n-nonan (C9: tr=2,46 perc, CoHzo, Sigma-Aldrich),
tetradekan (C14: tr=5,91 perc, C14Hso, Sigma-Aldrich),
pentadekan (C15: tr=6,42 perc, C1sHs2, Sigma-Aldrich),
heptadekan (C17: tr=7,25 perc, C17Hzs, Sigma-Aldrich),

amelyek a kromatogram egy komponensekben ,,szegényebb” szakaszan elualodtak. A mérések soran

standard mixet hasznaltam (2 ul C9, 50 ul C14, C15 és 100 pl C17) egy uj, eddigi ismereteim szerint
kevéssé hasznalt modon. A mintavevd rendszer memoriahatasat kihasznalva biztositottam ugyanis a
retencios id6 standard jelet, igy nem kellett a mintahoz hozzaadagolni kiilon a standardokat. Ezaltal
elkeriilhetdveé valt a standard és a mikroorganizmusok kozott kialakulo esetleges interakcio, amely
soran a mikrobdk altal termelt MVOC mintézat is valtozhat.

Els6 1épésben a standardokat kis fiolakba helyeztem, majd ezeket nagyobb, 0,5 L légterti
mintatartoba tettem. Masodik 1épésben a mintavételhez sziikséges szeptumokat (Thermogreen® LB-
2 Septa, 11 mm, Sigma-Aldrich) a kis fiolak mellé helyeztem a mintatartoba, végiil a mintatarto edényt
lezartam. 24 ora elteltével ezeket a szeptumokat hasznaltam a mintavételhez, amelyek mar
biztositottak szamomra a kivant retencios id6 standardokat, azok memoriahatasanak koszonhetben.
Ez a technika a fent leirt modon retencids idé standard jelet biztositott a kromatogramon
megkozelitéleg 4 napig (21. abra). Ezzel a modszerrel a manualis injektalas kovetkeztében esetlegesen
eléforduld retencios id6 cstiszasok (amelyek inkabb a kromatogram elsé par percére jellemzok)

ellendrizhetdk, korrigadlhatok a megbizhato eredmények elérése érdekében.
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21. abra: A mintavevo rendszer 0sszegzett memoriahatasa az eltelt 1d6 fliggvényében.

C9: n-nonan (tg=2,46 min, CoHz), C14: tetradekan (tr=5,91 min, C14H30), C15: pentadekan (tr=6,42 min, CisH3,),
C17: heptadekan (tg=7,25 min, C17Hzs)

5.2,

Gombatermesztésben

elofordulo

anyagcseremarkereinek meghatdarozasa

kartékony

penészek

illékony

A kidolgozott modszer alkalmazasaval lehetévé valt a gombakomposzt eldallitasa soran

eléforduld kartékony mikroorganizmusok (Trichoderma aggressivum, Mycogone perniciosa,

Lecanicillium fungicola) altal kibocsatott illékony vegyliletek feltérképezése, azonositasa. A

tovabbiakban fontos feladat volt meghatarozni az egyes mikroorganizmusokra egyénileg jellemzd,

ugynevezett marker vegylileteket, amelyek egyértelmiien azonositjak az adott mikrobat, ezaltal

lehet6ség nyilik arra, hogy viszonylag egyszeriien és gyorsan elkiilonithetok legyenek az egyes

penészek egymastol, valamint a csiperkegomba micéliumatol. A marker vegyiiletek meghatarozasa

soran az egyes penészek kromatogramjait Gsszehasonlitottam egymadssal, majd a kiilonbségeket

kiértékeltem, dsszevettem minden kromatogram esetében. Erre mutat példat az 22. abra, amelyen a

csiperkegombanak és azt leginkabb fert6z6 zoldpenészének dsszehasonlitdo kromatogramja lathato.
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Csiperkegomba micélium
(Agaricus bisporus)

T aggressivumf.

europaeum

Idd6 (perc)

22. abra: T. aggressivum f. europaeum és A. bisporus micélium illékony vegyiileteinek

Osszehasonlitasa a teljes ion kromatogramok (TIC) egymasra fektetésével.

* jeloli a T. aggressivum f. europaeum markervegyileteit

A marker vegyiiletek egyértelmiien jellemzik az adott mikroorganizmust, igy csak akkor

jelennek meg a kromatogramon, ha az adott penészt vizsgaljuk. A 23. abran lathatok az egyes vizsgalt

mikroorganizmusok és az Agaricus bisporus TIC kromatogramjai, melyek egy ujjlenyomatszerti,

adott penészre jellemz6 marker vegylilet mintazatot mutatnak. Mivel a 11 perces kromatogram

nyolcadik percét kovetden lényegi informaciot tartalmazé komponens mar nem érkezik (csupan az

oszlop ,,vérzését” jelzo sziloxan vegyiiletek), ezért az 23. dbran az Osszes kromatogram abrazolasa 8

percig tart (Trichoderma aggressivum eredeti TIC kromatogramjat a melléklet 2.2. abraja mutatja).

Az egyes penészekre jellemzé marker vegyiiletek listajat az 5. tablazat mutatja a ,,cstcs ID”

oszlopban.
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23. abra: A leoltast kdveté harmadik napon kapott TIC kromatogramok &sszehasonlitasa, amely

megadja az egyes penészekre jellemz6 MVOC mintazatot.
() T. aggressivum, (b) T. DOFE**, (c) L. fungicola, (d) M. perniciosa, (e) A. bisporus.

Az egyes jelolt komponensek az 5. tablazat ,,csics ID” oszlopaban talalhatok.

** Termel6nél izolalt z61d penész, melynek pontos faja nem ismert

A T. aggressivum élettevékenysége soran 16 marker vegyiiletet termelt valtozo intenzitassal

(23. abra), ahogy a masik Trichoderma zoldpenész (T. DOFE) is. A tobbi mikroorganizmus joval

kevesebb marker vegyiiletet bocsatott ki (23. abra és 5. tablazat). Az 5. tablazat tartalmazza a

gombakomposztot karosité mikroorganizmusok altal termelt marker vegyiiletek listajat és azok NIST

spektrumkonyvtarral torténd azonositasa soran kapott talalati szazalék értékét. Ezen marker

vegyiiletek ujjlenyomatszerien jellemzik az adott penészt, ezaltal lehetévé valt a mikrobdk

egyértelmill azonositasa, egymastol valod elkiilonitése.
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5. tablazat: Gombakomposztot karosité mikroorganizmusok altal termelt marker vegytiletek listaja.
ID%: talalati szazalék; NIST tomegspektrum-konyvtar alapjan; Csucs 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 sorszamat; *jel6li azokat a komponenseket, amelyek tomegspektruma a melléklet 2.3.-2.5. dbrajan lathatok.

Minta Cls;cs (nthi{n) Komponens neve I\IDIS;;
Ta-1 2,21 *unknown -
Ta-2 3,41 D-limonene 78%
Ta-3 3,70 * 4-nonanone 87%
Ta-4 3,84  2-nonanone 90%
Ta-5 4,93  (3E)-3-ethylidene-3a-methyl-2,4,5,6,7,7a-hexahydro-1H-indene 79%
Ta-6 4,98 1,14 4-tetramethyl-2,5-dimethylene-cyclohexane 73%
Ta-7 5,12  2-ethylidene-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptane 75%
Trichoderma Ta-8 543 1,6,6-trimethyl-7-(3-oxobut-1-enyl)-3,8-dioxatricyclo[5.1.0.0(2,4)]octan-
aggressivum f. a& ' 5-one 71%
europaeum Ta-9 5,70 n-decanoic acid 92%
Ta-10 5,86  furfuryl alcohol 73%
Ta-11 6,15  (E)-5,8,11,14,17-eicosapentaenoic acid; (icosapent) 86%
Ta-12 6,27 6-pentyl-2H-pyran-2-one 91%
Ta-13 6,37  5,6-dihydro-6-pentyl-2H-pyran-2-one 69%
Ta-14 6,46  tetrahydro-6-pentyl-2H-pyran-2-one 96%
Ta-15 8,31  unidentified diterpenoid -
Ta-16 9,01 * unknown -
TD-1 1,23 2-methyl-1-propanol 91%
TD-2 1,48  3-hydroxy-2-butanone (acetoin) 95%
TD-3 1,56  3-methyl-1-butanol 91%
TD-4 1,75  unidentified alcohol (butanediol) -
TD-5 1,80  2,3-butanediol 81%
TD-6 5,00  unidentified pyran compound -
. TD-7 5,10  cycloocta-2,4-dien-1-ol 79%
Trlljcglo:dgg] a TD-8 5,23  (10R)-10-methyl-2-oxecanone 91%
TD-9 592  (R)-1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis-(1-methylethenyl)cyclohexane 78%
TD-10 6,24  (E)-12-methyloxacyclododec-9-en-2-one 70%
TD-11 6,33  (Z2)-8-methyl-9-tetradecenoic acid 81%
TD-12 674 3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1H-2-benzopyran-1-one; (3,4-dihydro-8-
) ' hydroxy-3-methylisocoumarin) 92%
TD-13 7 49 [3R-(3a,3apB,7p,8aa)]-2,3,4,7,8,8a-hexahydro-3,6,8,8-tetramethyl-1H-
' 3a,7-methanoazulene (cedr-8-ene) 84%
L-1 1,84  cyclopentanone 56%
Lecanicillum L-2 2,22 2-dodecanone 56%
fungicola L-3 3,47  methyl 2-ethylhexanoate 94%
L-4 6,63 unknown -
Mycogone M-1 3,59  unidentified alkane compound -
perniciosa M-2 4,49 unknown -
M-3 6,23 unknown -
A-1 1,15  acetic acid 55%
. A-2 1,32 1-chlorobutane 56%
ﬁg;gfgss A-3 3,06 3-octen9ne o 82%
A-4 559  1,2,3-triacetoxypropane (triacetin) 88%
A-5 7,02 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (sinapinic acid) 70%

** Zoldpenész, pontos faja nem ismert, a penészt egy gombatermeldnél izolaltuk
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5.3. A gombatermesztésben eldfordulo  kartékony penészek illékony

anyagcseremarkereinek megfigyelése, monitorozasa

5.3.1. Anyagcseremarkerek intenzitasértékeinek idébeli valtozasa

A mikroorganizmusok élettevékenysége sordn a leoltast kovetden a sporabol hifa fonalak
néttek ki radialis iranyban, ezaltal a micéliumnovekedés terjedése a taptalajon kor alaka volt. Amint
a mikroorganizmus elérte a taptalaj sz¢I€t, a taptalajban szegény kornyezet hatdsara sporakat termelt
a megvaltozott kornyezeti feltételek miatt. A novekedés soran termelt marker komponensek
segitségével megallapithatd, hogy a vizsgalt penész melyik stddiumban van az elébb emlitett
novekedési szakaszok koziil.

Az 5. tablazatban bemutatott marker vegyiileteket monitoroztam a leoltastol szamitott 1-15
nap kozott. Megallapithato volt, hogy a legtobb csiperkegomba marker vegyiilet intenzitasa novekvo
tendenciat mutatott a vizsgalat soran. Kivételt képzett a triacetin és sinapinic acid, amelyek
intenzitasértékei csokkentek a leoltastol eltelt napok el6rehaladtaval (24. abra a). A 3-octenone
vegyiilet egy hét elteltével jelent meg a 1égtérben, amikor is a csiperkegomba micéliuma elérte a PDA
taptalaj sz¢lét. Ezt a vegyiiletet mar korabban is azonositottak vad gombafajok vizsgalata soran,
szintén HS-SPME-GC-MS technika alkalmazasaval (Malheiro et al. 2013b).

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
lecsokkent vagy megallt, vagyis ezek a fajok foként a micéliumndvekedés szakaszaban bocsatottak ki

marker vegyiiletet (24. abra g) h).
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24. abra: Anyagcseremarkerek intenzitasvaltozasa a leoltastol szamitott 1-15. napon.

Az egyes komponensek jeldlését (penész nevének roviditése - sorszam) az 5. tablazat ,,Cstcs ID” oszlopa tartalmazza

A Trichoderma fajok ebbdl a szempontbol eltéré tendenciat mutattak a tobbi vizsgalt
penészhez képest. A T.aggressivum penész legtobb marker vegyiilete (n-decanoic acid; furfuryl
alcohol; 6-pentyl-2H-pyran-2-one; tetrahydro-6-pentyl-2H-pyran-2-one) a hetedik nap utan jelent6s
intenzitas novekedést mutatott (24. abra b) c). A markerek megjelenése és intenzitasuk novekedése
éppen akkorra tehet6, amikor a zold spora megjelent a leoltott penészmintakon. Ezen vegyiiletek
intenzitas értéke a tizedik napon érte el a maximumot, ezutan csdokkenésnek indult. Néhany vegyiilet
a leoltastol eltel id6 fiiggvényében csokkend intenzitas értéket mutatott: D-limonene; (3E)-3-
ethylidene-3a-methyl-2,4,5,6,7,7a-hexahydro-1H-indene;
2-ethylidene-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptane. Ezzel szemben a 4-nonanone és 2-nonanone
vegytiletek épp ellenkezbleg, hatarozottan ndvekvd intenzitas értékekkel voltak jellemezheték a
vizsgalt iddszakban (24. dbra d). A 2-nonanone vegyiiletet mar korabban is leirtak T. atroviride

vizsgalata soran (Bruce et al. 2000), ugyanigy a 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP) vegyiiletet is (Polizzi
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et al. 2011), amelyeket a légtérbdl vizsgaltak szintén HS-SPME-GC-MS technika hasznalataval
(Stoppacher et al. 2010).

A termesztonél izolalt zold penész (Trichoderma DOFE) esetében az alabbi vegyiileteket
soroltam a micélium névekedés fazisaba:
3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1H-2-benzopyran-1-one; (10R)-10-methyl-2-oxecanone;
cycloocta-2,4-dien-1-ol; unidentified pyran. A zdld sporak termelddését az alabbi vegyiiletek
intenzitas értékének novekedése jelezte: 2-methy-1-propanol; acetoin; 3-methyl-1-butanol; és 2,3-

butanediol.
5.3.2. Kemometriai mdédszerek alkalmazasa penészek elkiilonitésére

A penészek marker vegyiileteinek meghatarozasaval elvileg egyértelmiien el tudjuk kiiloniteni
az egyes penész fajokat, azonban sok esetben kevés, mindossze harom-négy marker vegyiiletet
talaltam a vizsgalat soran. Azokban az esetekben, amikor nincs vagy nagyon kevés marker vegyiilet
all rendelkezésiinkre, kemometriai modszerek segitségével valaszthatok ki azok a vegyiiletek,
amelyek a mintdk (esetemben penész fajok) kozotti kiillonbségeket a legjobban magyarazzak.
Dimenzidcsokkentd eljaras alkalmazéasaval olyan kémiai vegyiileteket kerestem, amelyek minden
mintdban jelen vannak, azonban intenzitds értékiik kiilonb6zd. A dimenzidcsokkentd eljarasok
csaladjabol a fékomponens elemzés (principal component analysis, PCA) segitségével értékeltem az
eredményeimet. Olyan vegyiileteket hasznaltam a PCA futtatasakor, amelyek minden vizsgalt penész
mintaban jelen voltak, ezért kozos vegyiileteknek tekintettem Oket. A fOkomponens elemzés
terminologidja miatt a kovetkezOkben a kémiai komponensekre vegyiiletként, mig a kémiai
vegyiiletekbdl képzett valtozok korrelalatlan, linearis kombinaci6jabol eldallitott statisztikai értékekre

fékomponensként fogok hivatkozni.
5.3.2.1. Penészek elkiilonitése fokomponens elemzéssel

Elsd 1épésben megkerestem a vizsgalt 4 penész €s a csiperkegomba Osszes olyan vegyiiletét,
amelyek minden TIC kromatogramon megjelentek (57 vegyiilet), ezeket kozos vegyiileteknek
neveztem el. Ezutan fékomponens elemzést hajtottam végre az igy meghatarozott k6zos vegyiiletek
integralt cstcs alatti teriiletértékeire.

A statisztikai elemzés el6tt ellendriztem a PCA feltételeit. Az adatokra futtatott Pearson-féle
korrelacios tablazat szamos valtozopar esetén magas (> 0,4) és szignifikans Kkorrelacios

koefficienseket (r) tartalmazott. A korrelaciés matrixot ezt kdvetden Bartlett-féle szfericitas
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vizsgalatnak is alavetettem, amely a korreladcios matrixot egy korrelalatlan valtozokbol eldallitott
korrelacids matrixhoz hasonlitja. A teszt eredménye szignifikdnsnak adodott (o = 0,05), igy a PCA
azon feltétele, hogy szignifikansan korrelalo valtozokon futtathatd, teljesiilt. A PCA 6sszesitett KMO
(Kaiser-Meyer-0OIkin) értéke 0,816-nak adodott, ami ,,nagyon j6”’-nak nevezheté a KMO értékelési
tablazat alapjan. A KMO ¢és a korrelacios koefficiensek alapjan kivalasztott 22 kémiai vegyiilet
alapjan futtatott PCA els6 harom fékomponense 76,51 % (PCl = 44,78 %, PC2 = 18,65 %,
PC3 = 13,07 %) varianciat magyaraz (PC: fékomponens, principal component).

A PCA els6 és masodik fokomponensébdl (PC1 és PC2) generalt szkér abran (25. abra)
mutatom be a vizsgalt penész és a csiperkegomba mintakat. A PC1 a napok szerinti eltéréseket, mig
a PC2 a mintak kozotti kiilonbségeket magyarazza. A harmadik fokomponens szintén a mintak kozotti

kiilonbségeket irja le, ezaltal pontositva a PC2 altal magyarazott eltéréseket.

a) 6
<
92
)
\a)
AN
O
)

-6

-6 -2 2 6 10
PC1 (44,78 %) PC1 (44,78 %)

25. abra: Az egyes penészek PCA szkor dbréja, az a) dbra a teljes teret, mig a b) abra az a) abra also

felét emeli ki.

A mintak jel6lése a kovetkezOk szerint tortént: napok szama (1-15), faj neve (T: Trichoderma aggressivum, M:
Micogone perniciosa, V: Lecanicillium fungocola, D: Trichoderma DOFE, C: Agaricus bisporus), imétlések szama

(1-3). Példaul: méréstdl eltelt negyedik napon a T. agressivum masodik parhuzamos mérése: 4T2.

A Trichoderma minték joval tavolabb helyezkednek el az abran a tobbi mért penésztdl, foleg
a harmadik-negyedik nap utan (25. ébra a). Emiatt a hatarozott kiilonbség miatt azonban a skala
Osszenyomodik €s az abrakon nehezebben kivehetd a tobbi minta egymashoz viszonyitott helyzete. A
25. abra b) részén az Osszestritett terliletet nagyitottam ki, hogy jobban lathatova valjanak a

kiilonbségek.
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A fékomponensekben szerepet jatszo valtozok vizsgalata soran megallapitottam, hogy a
7. perc koriil érkez6 vegyiiletek felelések a mintak kozotti eltérésekért (6. tablazat). A mintavétel elsd
napjai magas pozitiv PC1 értékekkel rendelkeztek és 0 koriili PC2 értékekkel. A mintavételi 1d6
novekedésével a PC1 értéke csokkent. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a PC1 fokomponensben
szerepet jatszd valtozok felel6sek az id6beli kiilonbségekért, a mintak id6beli valtozasaért. Ezt az
iddbeli tendenciat szemlélteti a 25. dbra b) része is. A PC1-ben nagy sullyal szerepet jatszo valtozok
(azaz vegyiiletek) a kovetkezok voltak: c4, c7-c9, ¢13-c22. A valtozok kodolasat a 6. tablazat
tartalmazza.

A 25. abran bemutatott PCA szkor abra alapjan a PC2 felel6s a mintak kozotti kiillonbségekért.
A feliigyeletlen PCA nem volt képes teljes mértékben elkiiloniteni a penészeket, azonban egyfajta
tendencia mégis Kirajzolodott. A Lecanicillium fungicola mintak jellemzéen magasabb, mig a T.
DOFE mintdk alacsonyabb PC2 értékekkel rendelkeztek. A legmagasabb PC2 értékeket a T.
aggressivum penészminta, mig a legalacsonyabb értékeket a csiperkegomba minta kapta. A PC2-ben
nagy sullyal szerepet jatsz6 komponensek a kdvetkezok voltak: ¢2,¢3,¢5,c6,c11. A valtozok kodolasat
szintén a 6. tablazat tartalmazza.

Lathato, hogy a kisérleti id6szak kezdetén a mintak jobban, majd a negyedik-6todik nap utan
mar kevésbé kiiloniiltek el egymastol. A PCA nem tudta maradéktalanul elkiiloniteni a mintakat, meg
kell azonban jegyezni, hogy nem is ez volt a modszer elsédleges célja, hanem az id6 és a mintak
elkiiloniilésében szerepet jatszoé valtozok meghatarozasa (6. tablazat). A tablazatban félkovérrel
szedett értékek az adott valtozo magasabb négyzetes koszinusz értékeit jelolik, tehat azt mutatjak meg,

mekkora szerepet toltenek be az adott fékomponesben.
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6. tablazat: A PCA fékomponenseit (PC1, PC2, PC3) meghatarozo6 valtozok, azaz komponensek. tr:

retencios id6 (perc). A félkovérrel szedett értékek az adott valtozo magasabb négyzetes koszinusz értékeit jelolik.

k‘(’,fc‘ll(:;’;s"a tx(perc)y PCL  PC2  PC3 Vegyiilet név
cl 2,29 0,178 0,059 0,163 p-xylene
c2 2,39 0,183 0,634 0,012 oxime-, methoxy-phenyl-
c3 2,42 0,121 0,366 0,236 unknown
c4 3,36 0,286 0,124 0,116 1-hexanol, 2-ethyl-
c5 3,69 0,154 0,676 0,004 unknown
c6 3,89 0,153 0,234 0,174 unknown
c/ 3,93 0,339 0,037 0,146 unknown
c8 473 0,677 0,031 0,209 unknown
c9 5,05 0,301 0,132 0,091 unknown
cl0 5,14 0,181 0,245 0,393 unknown
cll 5,69 0,156 0,637 0,063 unknown
cl2 6,41 0,039 0,024 0,833 unknown
c13 6,86 0,429 0,148 0,129 7-methyl-Z-tetradecen-1-ol acetate
cl4 7,25 0,895 0,069 0,003 unknown
cl5 7,27 0,853 0,075 0,024 unknown
cl6 7,41 0,815 0,098 0,059 unknown
cl7 7,42 0,819 0,080 0,033 unknown
cl8 7,44 0,846 0,067 0,033 unknown
c19 7,45 0,619 0,076 0,103 unknown
c20 752 0,702 0119 0000  1,1'-biphenyl, 34-diethyl-
c21l 7,60 0,600 0,083 0,000 unknown
c22 7,86 0,506 0,090 0,052 unknown

5.3.2.2. Csoportositas linearis diszkriminanciaelemzéssel

Linearis diszkriminancia elemzést (linear discriminant analysis, LDA) alkalmaztam az 6sszes
(57) kdzos valtozon a mintak egymas kozotti és idobeli kiillonbségeinek feltarasara. Az LDA futtatasa
eldtt a valtozok normalitasat is megvizsgaltam, és megtettem a sziikséges transzformacios lépéseket,
tovabba az alkalmazott egyszeres beléptetéses (stepwise forward) valtozokivalasztassal futtatott
LDA-t véletlenszdmokkal validaltam.
Els6 1épésben a fajok csoportositasat végeztem el (26. abra a). Az abran az egyes mintacsoportok
csoportkdzéppontjait (centroidjait) sarga korrel jeloltem. A centroid koré egy 95 %-os konfidencia
ellipszist rajzolva lathatd, hogy a mintak 95 %-a mekkora teriiletre esik. A mintak elkiilonitése az
LDA alkalmazasaval sikeresnek bizonyult a legtobb esetben, azonban volt egy minta (M. perniciosa,

els6 napon), amely a csoportjatol eltéréen a csiprke mintahoz keriilt nagyon koézel, igy kiugré adatként

|oldal 75



10.14751/SZIE.2016.064
kezeltem. Az egyszereses beléptetéses LDA soran az alabbi valtozokat valasztotta ki a modszer a
modell felallitasahoz: tr= 2,25 perc; 2,42 perc; 2,73 perc; 3,06 perc; 3,36 perc; 3,70 perc; 3,74 perc;
4,63 perc; 4,73 perc; 5,05 perc; 5,14 perc; 5,32 perc; 5,69 perc; 5,73 perc; 5,77 perc; 6,41 perc; 6,53
perc; 6,86 perc; 7,27 perc; 7,41 perc; 7,44 perc; 7,45 perc; 7,60 perc; és 7,83 perc.

104 b)
Trichoderma 0 Mycogone
6 aggressivum  + pernicosa 6

m | Agaricus
A bisporus 2
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o\o T T /\? T o\o
8 -2 Lecanicillium S
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-6

[y
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DOFE
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26. abra: A vizsgalt penészfajok LDA elkiilonitése a) mintdk szerint, b) leoltastdl eltelt id6 (nap)

szerint. A mintak jelolése a kovetkezOk szerint tortént: napok szama, faj neve, imétlés szama. F1, F2: elsd, masodik

diszkriminalo fiiggvény

Masodik Iépésben a leoltastol eltelt id6 (napok) alapjan torténd elkiilonitésre alkalmaztam az
LDA modellt. Az eredmények alapjan a negyedik napig a leoltastol eltelt napok szama jol
elkiilonithetd (26. abra b), majd ezt kovetéen a modell nem tudott kiilonbséget tenni a leoltastol eltelt
napok kozott. A modell validalasahoz alkalmazott keresztellendrzés soran az elsé négy naprol
szarmaz6 mintak leoltastol eltelt napjainak szamat jol prediktalta a modell, azonban a leoltastol eltelt
7-15. napon mért mintakat rendre eltévesztette. Ezek alapjan a modellel jol csoportosithatok a mintak
a leoltastol eltelt 1d6 alapjan az elsé négy napig. Az egyszereses beléptetéses LDA soran az alabbi
valtozokat valasztotta ki a modszer a modell felallitasahoz: tr= 1,18 perc; 1,86 perc; 2,25 perc; 2,29
perc; 2,42 perc; 3,36 perc; 3,74 perc; 3,89 perc; 4,63 perc; 4,73 perc; 5,32 perc; 5,77 perc; 5,89 perc;
6,53 perc; 7,25 perc; 7,44 perc; 7,45 perc; 7,52 perc; 7,6 perc; 7,83 perc; és 7,86 perc.

loldal 76



10.14751/SZIE.2016.064

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

Az 5. tablazatban felsorolt marker vegyiiletek jelzik a penészek jelenlétét, azonban kevés
informéciot szolgéltatnak az adott penész ,¢letkorat” illetden, azaz a leoltdstol eltelt napok/orak
szamarol. Eppen ezért a parciélis legkisebb négyzetek elvén alapuld regresszios modellt (partial least
squares regression, PLS-R) hasznaltam a leoltastol, vagyis a fert6zéstél eltelt napok szamanak
elorejelzésére. A PLS-R  modellt minden mintara kiilon-kiilon  futtatam, mivel a
prediktorok/magyaraz6 valtozok (kémiai vegyiiletek) szama az egyes mintaknal kiilonbozott.
Osszesen 34 kozos, nagy intenzitasi komponenst valasztottam Ki az 57 kozds komponenst tartalmazo
MVOC profilbol. Els6 1épésben meghataroztam a tanuld adatsort, aminek segitségével a PLS-R
modellt felépitettem. Ez esetben a modell elérejelzi adott mintara a leoltastdl eltelt napok szamat
(példaul T. aggressivum penészmintanal a leoltastol szamitva 2,4 nap telt el). Mivel azonban az adott
minta leoltastol eltelt ideje ismert (példaul ugyanennél a T. aggressivum penészmintanal a leoltastol
pontosan 2,0 nap telt el), igy az eldrejelzés és az ismert adatokbol a kiilonbség szamithato (példaul
2,4 — 2,0 nap = 0,4 nap). Ez a kiilonbség megadja a modell hibajat (a hibak négyzetre emelésével és
atlagolasaval megkapjuk az MSE értéket), amibol a modell hibdjanak gyoke (RMSE) szamithatd, amit
szorasként értelmezhetiink (példaul T. aggressivum esetében a modell altal becsiilt ,,kor”: 2,4 + 0,2
nap). Ugyanezt elvégezziik a modell szaméra addig még ismeretlen predikciés adathalmazon. Igy az
eldrejelzés és az ismert adatok kiilonbségébdl megkapjuk a predikcios adathalmazra felallitott modell
hibajat (MSEP), aminek gyoke szintén a modell szérasat adja meg (RMSEP). A vizsgalat soran
hasznalt paramétereket és a regressziés modell eredményét az egyes penész fajokra, illetve az

A. bisporus csiperkegombara a 7. tablazat foglalja ssze.

7. tablazat: Paraméterek és a PLS-R modell atlagos négyzetes hiba gyokének (RMSE: root mean

square error) értéke az egyes penészfajokra és csiperkegomba micéliumara. R determinacios egyiitthato,
MSE: atlagos négyzetes hiba (mean square error), RMSE: atlagos négyzetes hiba gyoke, RMSEP: a predikci6 atlagos
négyzetes hiba gydke (root mean square error of prediction), Nuanus): mintak szama a tréning adathalmazban, Nepredikeiss):

mintak szdma a predikcios adathalmazban, LV: latens valtozok szama

Mintak R? MSE RMSE (nap) RMSEP (nap) Nganuws) Nepredikeissy LV
Agaricus bisporus 0,992 0,117 0,306 0,342 16 7 3
Lecanicillium fungicola 0,991 0,187 0,432 0,654 20 9 5
Mycogone perniciosa 0,901 1,897 1,377 1,381 17 8 2
Trichoderma aggressivum 0,979 0,417 0,646 0,651 18 10 2
Trichoderma DOFE 0,983 0,334 0,578 0,771 18 8 3
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A modell magas R? és alacsony atlagos négyzetes hiba (mean square error, MSE) értékeket
mutatott. Soronkénti egyszeres kihagydsos keresztellendrzést hasznaltam a PLS modell latens
valtozoinak (LV) meghatarozasadhoz. A PLS modell épitéséhez sziikséges latens valtozok szama
harom az Agaricus bisporus és a termesztonél izolalt z6ld penész (Trichoderma DOFE), mig 6t a
Lecanicillium fungicola és kett6 a Mycogone perniciosa és Trichoderma aggressivum penészek
esetében. A legmagasabb RMSE érték 1,377 nap a M. perniciosa penésznél, mig a legalacsonyabb
értéket — 0,306 nap — az A. bisporus csiperke esetén kaptam. Ezek az értékek azt jelzik, hogy milyen
hibaval tudja a PLS-R modell elérejelezni egy adott minta leoltastol eltelt napjainak szamat. A tanuld
adathalmaz vizsgalata soran hasonl6 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 idonek a becslésére. A kapott
RMSE és RMSEP értékek megfeleld korrelacioban alltak a mikroorganizmusok tényleges koraval,
azaz a fert6zéstol eltelt napok szamaval. A kapott értékek alapjan az alkalmazott kapcsolt technika

PLS regresszids modellel alkalmas az egyes penészek ,,életkoranak™ megfeleld elorejelzésére.

Az eddigiekben ismertetett mérések €s vizsgalatok altalanos képet adnak az egyes kartékony
penészekrdl, azok detektalhatosdgarol ¢€s elkiilonithetdségérdl, azonban a penészek pontos
feltérképezéséhez fajspecifikus elemzésekre van sziikség. Eppen ezért indokolt a gombatermesztésben

leginkabb kartékony zdldpenész tovabbi vizsgalatara kiilon hangsulyt helyezni.
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6. EREDMENYEK. TRICHODERMA AGGRESSIVUM F. EUROPAEUM
KULONBOZO SZENHIDRATFORRASU TAPAGARON TORTENO
VIZSGALATA

Kozlemény szerkesztés alatt:

Radvanyi D., Juhasz L., Jokai Zs., Fodor P. Examination of Trichoderma aggressivum’s
metabolomic pathways on four different substrata

Célfolyoirat: Talanta (IF: 3,545)
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6.1. A Trichoderma aggressivum MVOC mintazata

Az el6z6 fejezetben ismertetett kisérletek soran azonositottam és nyomonkovettem a kiilonféle
penészek altal kibocsatott MVOC vegyiileteket. Ebben a fejezetben azokat az eredményeimet
mutatom be, amelynek a gombatermesztésben leginkabb karos penész, a zoldpenész volt a kisérleti
alanya. Megvizsgaltam, hogy élettevékenysége soran milyen eltéré vegyiileteket képes kibocsatani a
penész kiilonb6zo tapagarokon.

Munkdm soran nyomonkovettem a T. aggressivum altal kibocsatott illékony
anyagcseretermékeket kiilonbozé tapagarokon, gombakomposzton és a csiperkegomban is. A 27.
abran lathato a 2013-2016 kozott végzett mérések reprodukalhatosaga. A SPME szalbol érkezo
sziloxan vegyiiletek (tr=1,3 perc; 3,0 perc; 4,2 perc; 55 perc; és 6,4 perc) retencios idejének
nyomonkdvetésével megallapitottam, hogy a TIC kromatogramok jol kézben tarthatok, nem
,csuszkalnak”, hiszen ezek a vegyiletek mintatol filiggetleniil mindig jelen vannak.

Végeredményképpen 6t ponton rogzitett, stabil kromatogramokat kaptam.

Lol
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27. abra: Trichoderma aggressivum f. europaeum penész kilenc kiillonb6z6 tapagarra torténd
leoltasa sordn kapott MVOC mintézat. A vizsgilt tipagarok: a) PDA (elsé mérési kor, 2013) b) PDA (masodik

mérési kor, 2016) ¢) MEA d) viz agar €) komposztos agar f) modositott komposztos agar (hozzaadott mannit) g)
modositott komposztos agar (hozzaadott maltdéz) h) modositott komposztos agar (hozzaadott dextroz) i) gombakomposzt

j) csiperkegomba k) vak SPME szal
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6.2. A Trichoderma aggressivum ndvekedésének vizsgdalata négy kiilonbozd

tapagaron

A kisérletek soran ugyanabbdl a torzsbdl szarmazo T. aggressivum penészmintat vizsgaltam,
frissen leoltott tenyészetekbdl. A friss tenyészetek sporaszuszpenzidjat hasznaltam fel a kisérletek
elvégzéséhez. Ezutan hét napig monitoroztam a mikroorganizmus altal kibocsatott illékony
komponenseket, és vizsgaltam a penész fejlodése soran torténd valtozasokat (micéliumképzés,
sporazas, stb.).

Elsé Iépésben, a kezdeti feltételezésnek megfelelden megbizonyosodtam arrél, hogy a
tapanyagban gazdag taptalajon tudtak gyorsabban néni a penészek. A kezdeti micéliumképzést
kovetden zold sporak jelentek meg a micéliumgyep sz€1én, majd a vizsgalt idészak végére ellepték a

fehér micéliumot is (28. abra).

28. abra: Trichoderma aggressivum a leoltastol eltelt hatodik napon.
Taptalajok balrol jobbra: PDA (burgonya-dextroz agar), KA (komposzt agar), MEA (malata-extrakt agar), VA (viz agar)

(Forras: sajat fotd)

Viarakozasaimnak megfelelden a megfeleld hdmérséklet és tapagar Osszetétel kedvezett a
penész novekedésének (Samuels et al. 2002; Sobieralski et al. 2009; Stoppacher et al. 2010), a
tapanyagban gazdag agaron a masodik napon mar megindult a micéliumképzés. A tapanyagban
szegény tapagarokon a micéliumnovekedés jelentéktelen volt, csupan foltokban jelent meg, amely
megjelend foltokon a sporaképzés sokkal gyorsabbnak bizonyult. A zdldpenész a PDA és MEA
tapagarokon nétt a legjobban, igy nem meglepd, hogy a miiszeres vizsgalat soran is ezen a két
tapagaron novesztett penész bocsatotta ki a legtobb illékony anyagcsereterméket. A penészgombakra
leginkabb jellemz6 vegyiiletek, a terpének (Reino et al. 2008; Cardoza et al. 2011; Hermosa et al.
2014) a kromatogramon foleg 6 perc koriil elualodtak (29. abra).
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Komposzt agar

Intenzitas (10°)

| L_L_LJ
1 2 3 4 5 ~5 7 8

Retencios ido [perc]

29. abra: T. aggressivum MVOC mintazata a kiilonb6z6 tapagarokon. Sziirke ellipszis jelzi az

anyagcseremarkerek érkezésének idejét (~ 6 perc) a kromatogramon.

Az eredeti TIC kromatogramok a melléklet 2.6. abrajan lathatok.
6.3. Trichoderma aggressivum illékony anyagcseremarkereinek azonositdisa

Mikroorganizmus illékony vegyiileteinek vizsgalatanal az alapveté gondot az egyes
vegyiiletek , kis (< 10°) intenzitas™ értéke jelentette. A gyors kromatografias elemzés érdekében gyors
mintavételi technikat alkalmaztam. Noha a mintavétel hatékonysaga a homérséklet emelésével
novelhetd lenne, azonban a magas homérséklet jelentds hatassal van a penészek élettevékenységére,
szaporodasara, tehat bizonyos hdmérséklet felett mar nem volt értelme a mintavételt végrehajtani.
Emiatt a vizsgalatok soran az SPME-GC-MS méréseknél megszokott 107-108 nagysagrendtdl eltéro,
Kisebb intenzitas értékeket kaptam. Megfeleléen ,,nagy (~4*10°) intenzitdssal” bird komponensek
azonositasat és a cstcsok integralasat automatikus kiértékel6 szoftverekkel el lehet végezni (példaul
Mass Hunter Unknown Analysis), esetemben azonban a ,.kis intenzitas” értékek miatt a szoftver még
dekonvoltcids algoritmussal sem talalta meg megfeleléen a komponenseket, amelyeket viszont
megtalalt, azokat tobb esetben helyteleniil azonositotta vagy integralta.

Méréseim soran a vizsgalandd komponensek intenzitas értékei alig érték el a 10°-en
nagysagrendet, igy automatikus kiértékelést nem tudtam alkalmazni. A manualis kiértékeléssel kapott
komponenseket csoportokba rendeztem intenzitas értékeik alapjan, majd kiilonbozo eljarasokat
dolgoztam ki a vizsgalt komponensek megfeleld kiértékelésére. ,,Nagy intenzitasu” komponensek
kdzé soroltam a > 4*10° intenzitds értékkel rendelkezé vegyiileteket. A komponensek tobbsége

azonban a ,,kozepes intenzitasu” komponensek (1,2-3*10° intenzitas érték), illetve a , kis intenzitasu”
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komponensek (kdzel alapvonalban 1évé komponensek, < 10°%) csoportjaba tartozott (30. abra).

Osszehasonlitasként emliteném, hogy a SPME-GC-MS intenzitas értékek sokszor megkdzelitik vagy
meghaladjik a 107-10® nagysagrendes értéket is.

Intenzitas (10°)

Nagy intenzitdsi
komponens
v

Kozepes intenzitisi
komponens
v
Kis intenzitasu
komponensek
v
&W\j\h—‘wp-/
301 303 305 3562 57 3578 60 61 62

Retencios id6 [perc]

30. abra: Nagy- (> 4*10°), kdzepes- (1,2-3*10°) és kis (< 10°) intenzitasu komponensek

6.3.1. ,,Nagy intenzitasi” komponensek egylépéses azonositasa

A manuélis azonositas soran a kell8en ,,nagy intenzitassal” bir6 komponensek (4*10° vagy

anndl nagyobb intenzitds érték)

tomegspektruma hattérspektrummal kevéssé zavart,

igy

tomegspektrum konyvtarak alkalmazasaval azonositasuk egyszertien megoldhato volt. Az azonositas

soran megbizhat6 eredményeket kaptam, ugyanis az 0sszes parhuzamos mérésnél hasonl6an magas

taldlati ardnnyal ugyanazon vegyiiletekként azonositottam NIST spektrumkdnyvtar segitségével az

azonos retencios idonél érkez6 komponenseket. Ezek a ,,nagy intenzitassal” bird vegyiiletek

automatikus kiértékeld szoftverek segitségével is konnyedén azonosithatok voltak (példaul:

MassHunter Unknown Analysis,

kdszonhetden a komponens nagy intenzitasu

MassHunter Quantitative Analysis,

fragmenseinek (31. abra).
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31. abra: Octanone azonositasa hattérkorrekcio (kivonas) nélkiil, illetve hattérkorrekcioval

(kivonassal). ID%: NIST kényvtarban kapott talalati szazalék.
6.3.2. Komponensek azonositasa egylépéses hattérkorrekcioval

A, kbzepes 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
azonosithat6 volt tomegspektrum konyvtar segitségével. Az azonositas soran csak azokat a talalatokat
fogadtam el, amelyek talalati szazaléka meghaladta a 60 %-ot (ID % > 60 %). Ezen ért¢k alatti
talalatokndl a komponens nevét feltételekkel fogadtam el, azok pontos azonositasdhoz tovabbi
kiegészit6 eljarasok voltak sziikségesek (példaul a komponens retencids indexének vizsgalata).

Az utols6 mérési napon, eredményeimet megerdsitendd, a harom parhuzamos méres mellett
az addig még nem mintavételezett negyedik parhuzamos leoltast is megvizsgaltam (32. abra). Az
addig még nem vizsgalt negyedik péarhuzamos vizsgilata sordn a hosszabb mintavételnek
koszonhet6en a kromatogramon megjelend komponensek joval nagyobb intenzitassal birtak, igy azok
felhasznalhatok voltak az azonositas megerdsitése érdekében, hiszen a nagyobb intenzitas értéknek

koszonhetden biztosabb talalatot (nagyobb talalati értéket) kaptam.
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32. abra: A leoltastol eltelt hetedik napon vett parhuzamos mérések szemléltetése

6.3.3. ,,Kis intenzitasi” komponensek tobb 1épéses azonositasa

Az azonositas soran a legnagyobb kihivast a ,.kis intenzitdsa” komponensek jelentették (30.
abra), kiilonosképpen azok, amelyek a kimutatasi hatarérték koriili intenzitassal rendelkeztek.
Automatikus kiértékeld szoftverek ilyen ,kis intenzitissal” bir6 komponensek esetén nem voltak
hasznalhatok megfelel6en jo biztonsaggal. A ,Kis intenzitasi” komponensek cstcs alatti teriileteinek
meghatarozasa sordn az integralasi algoritmus helyteleniil akar tobb komponenst is egybe integralt,
vagy az alapzajtol nem tudta elkiiloniteni a jelet, tehat nem talalt értékelhet6 csucsot. Ezekben az
esetekben manudlis dekonvoluciot alkalmaztam a komponensek megtalalasahoz. Eredményeimet
megerdsitendd, szintén az utolsé mérési napon megvizsgalt negyedik parhuzamos leoltast hasznaltam,
amelynek kiértékelését az el6zdekben leirtak szerint végeztem el. Ez esetben is rendelkezésemre allt
az elsé harom parhuzamos mérésb6l szarmazd azonositas taldlati szazaléka, illetve a negyedik
parhuzamos biztosabb, azaz magasabb taldlati szdzalékkal rendelkezd azonositdsa, igy a
komponenseket a négy parhuzamos mérés eredményei alapjan hataroztam meg.

A kis intenzitasi” komponensek kiértékelését tobb oldalrol kozelitettem meg. Eldszor
megvizsgaltam a komponens tomegspektrumat (hattérzaj lehetséges), majd a tobb pontrél vett
hattérzajokat kivontam a komponens tomegspektrumabol, hogy minél kevésbé zavart
tomegspektrumot kapjak, ami mar jo megkozelitéssel a komponensre jellemz6 fragmensekbdl allt. A
33. abran egy hattérkorrekcios eljaras lathatd, amelynek eredményeként a beta-copane vegyiiletet

sikeriilt azonositanom. Jollehet a kivonas nélkiili azonositds soran magasabb talalati szazalékkal (ID
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%) azonositottam a beta-caryophyllen vegyiiletet, azonban a negyedik parhuzamos mérés (illetve a

hosszabb mintavételi id6) alkalmazasaval kapott eredményekkel igazoltam, hogy a 3,12 percnél

érkez6 vegyiilet nem a korabban azonositott beta-caryophyllen, hanem a beta-copane (1ID% = 86,2%).

Intenzitas (10 3)

8/ 161.1 Kivonas nélkiil — beta-caryophyllen, 1D%: 77,90 %
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33. abra: 3,12 percnél elualddé komponens azonositasa hattérkorrekcio (kivonas) nélkiil, illetve

hattérkorrekcioval (kivonéssal). ID%: NIST konyvtarban kapott talalati szazalék.

v : helyes azonositas, X : helytelen azonositas

Problémat jelentett azonban, hogy a ,kis intenzitasi” komponensek azonositasa soran

sokszor hibat kovethetiink el ha hattérkorrekciot alkalmazunk, mint ahogy azt a 34. abra mutatja.

4 11 Kivonas nélkiil — ledane, ID%: 73,69 %
79.0 910
+

‘ ‘ ‘ ‘ 22-0 135 5 149, 2160 11700 M
o ‘ M H Wil H ‘\ \Hh | ‘H m ‘ | \‘\ ‘ 20‘6'0 300'7\
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=
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34. abra: 6,25 percnél elualddé komponens azonositasa hattérkorrekcio (kivonas) nélkiil, illetve

hattérkorrekcioval (kivondssal). ID%: ID%: NIST kényvtarban kapott talélati szézalék.

v : helyes azonositas, X : helytelen azonositds

,,Kis intenzitasu” komponensek azonositasa soran gondot okozhat, hogy a vizsgalando

komponens fragmenseinek intenzitdsa nem sokkal nagyobb, mint a hattérben 1év6 zavar6 fragmensek

intenzitasa, igy a hattér tomegspektrum kivonasaval elveszithetjilk a komponensbdl szdrmazo,
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azonositashoz nélkiilozhetetlen fragmensionokat is a tomegspektrumrol. Ebben az esetben
el6fordulhat, hogy azonositasként nem a megfelelé komponenst kapjuk, mint ahogyan a 34. abran is
lathato, a perillene (54,88 %) azonositasa esetén. Jelen esetben a helyes azonositashoz (ledane) nem
volt sziikség hattérkorrekcios eljarasra. A komponens pontos meghatarozasahoz ebben az esetben is
a negyedik parhuzamos mérés soran, hosszabb mintavételi idé utan kapott mérési eredményeket
vettem alapul.

Egyes esetekben a kismértékben koeludlodé komponensek azonositdsa soran is hasonlo
tobblépéses hattérkorrekciot végeztem, azaz a tobb pontrdl vett hattérzajt kivontam a komponens
tomegspektrumabol a megfeleld azonositas érdekében.

Ismeretlen vegyiiletek azonositasanal (unknown screening), a tomegspektrum elemzésekor
jo kiindulo pontot jelenthet a molekulaion jelenléte (34. abra), amelynek m/z értéke segithet az
azonositasi folyamatban. Tudvan, hogy a szerves molekuldk ionizacidjara az ionforrasban 10-12 eV,
mig gerjesztésre csupan néhany eV forditdédik a 70 eV-bol, addig a maradék tobblet energia ( ~ 50
Emiatt a legtobb szerves molekula teljesen elfragmentalodik az ionforrasban, am el6fordulnak olyan
molekulak is, amelyeknek gyokkationja, tehat egy elektronvesztéssel keletkezd molekulaionja, [M™]
mégis lathat6 a tomegspektrumban. A molekulaion jelenléte mellett tovabbi timpontként szolgalhat a
vizsgalt vegyiilet retencids indexe (RI) is.

Az azonositaskor a NIST konyvtar bizonyos szazalékkal (ID %) megadja, hogy a vizsgalt
molekula tomegspektruma milyen mas vegyiilet tomegspektrumara hasonlit a legjobban a
konyvtarban. A legtobb vegyiiletnél talalhato egy (vagy tobb) konyvtari retencios index is, amely
érték(ek) gazkromatografias oszlophoz és fiitési programhoz van(nak) rendelve (internet 4). A
konyvtarban 1évo RI értékeket Osszevetettem az altalam mért komponensek szamolt RI értékével is
az azonositds megerdsitése érdekében. A linearis flitési program szerint szamolt retencids index
értekek szadmitasa soran kapott értékek helyenként eltérhetnek a NIST konyvtarban 1évd retencios
index értékektdl (foként annak szamitdsi modja miatt), igy a retencids 1dok Osszevetése tajekoztato
jellegti.

Unknown screening vizsgalatoknal tovabbi tampontként szolgalhat a nemzetkdzi
szakirodalom ismerete is, ugyanis a tomegspektumok vizsgédlata soran azokat az azonositasi
talalatokat konnyen kizarhatjuk, amely vegyiiletek egyaltalan nem jellemzdk a vizsgalt mintara, jelen

esetben a penészgombakra.
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6.4. Trichoderma aggressivum marker komponenseinek vizsgdlata

6.4.1. Marker komponensek meghatarozasa, csoportositasa

A Trichoderma aggressivum zoldpenész vizsgalata soran kezdetben az MVOC mintazatot
vizsgaltam minden kiilonb6z6 tapagarra tortént leoltasok esetében. Ezen kisérletek eredményeként
osszesen mintegy 150 komponenst talaltam. Ezek koziil a vegyiiletek koziil kivettem azokat, amelyek
a SPME szalrdl vagy az oszloprol érkeztek, tehat nem kotheték a mintahoz, és megkerestem azokat,
amelyek kifejezetten a Trichoderma aggressivum jelenlétre utalnak (56 vegyiilet). Az 56 komponens
kozott még mindig akadtak olyanok (12 vegyiilet), amelyeket nem tudtam egyértelmiien a penész
jelenlétéhez kotni (példaul egyes kontroll mérések is tartalmaztak az adott vegyiiletet). Osszességében
végiil 44 vegyiiletet soroltam a T. aggressivum marker komponensei kozé, vagyis ezek azok a
vegyiiletek, amelyek egyértelmiien jelzik a T.aggressivum jelenlétét MEA, PDA, KA vagy VA
taptalajokon. A 35. dbra a fent emlitett vegyiiletek meghatarozadsanak sematikus folyamatabrajat

mutatja.

T T
K6z6s MEA-PDA markerek

ww
Ty W 0L A bompesn v

= | | == | =

Marker komponensek

Feltételes markerek Szubsztratfiiggd MEA és PDA
markerek
o e — " Narancs: PDA
- : - Barna: MEA

Kromatogramon
megjelend dsszes csucs

.

e T

35. dbra: A Trichoderma aggressivum penészre egyértelmiien jellemz6 anyagcseremarkerek

meghatarozasanak folyamata. A folyamatbran a kezdeti 150 komponens, majd a sziirt marker vegyiiletek (58

komponens), végiil ezek csoportositasa (k6zos-, taptalajfiiggd- és ,,feltételes” markerek) lathato.
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A Kkivalasztott 44 marker vegyiiletbdl 3 olyan vegyiiletet (1,2-dimethyl benzene; 3-octanone;
2-pinen-4-ol) talaltam, amelyek taptalajtol fiiggetleniil minden tenyésztett penész esetében
megjelentek. A tapanyagban gazdag tapagarokon (PDA, MEA) tortént leoltasnal mar sokkal tobb
kozos marker vegyliletet talaltam; 18 olyan vegyiiletet sikeriilt azonositanom, amelyek tapanyagban
gazdag tapagarra leoltva jellemzik a vizsgalt mikroorganizmust (7. tablazat, MEA-PDA markerek). A
tovabbiakban a fent emlitett 21 (3+18) vegyiiletre k6z6s marker komponensként hivatkozom az
egyértelmil terminologia érdekében.

A 21 koz6s markerkomponensen feliil 10 olyan vegyiiletet talaltam, amelyek csak a PDA
tapagarra leoltott T. aggressivum fejlédése soran termelddtek, illetve 13 olyan vegyiiletet, amelyek
csak a MEA tapagaron tenyésztett penész esetében keletkeztek (7.tablazat, Szubsztrat fiiggd
markerek). Ezeket a vegylileteket taptalaj-/szubsztrat fliggé markerekként emlitem a tovabbiakban.

Az azonositas soran az egyértelmiiség kedvéért minden vegyiiletet a NIST spektrumkonyvtar
azonositasa alapjan angol nevén neveztem meg. Az azonositott vegyiiletek koziil a 60 % feletti talalati
szazalékkal (3 parhuzamos mérésbol szarmazod komponensek azonositdsa soran kapott taldlati
szazalékok atlaga) rendelkezd vegyiileteket fogadtam el.

A fent emlitett egyértelmii marker vegyiileteken feliil meghataroztam 12 olyan vegytiletet,
amelyek akar a penész jelenlétére is utalhatnak. Bizonyos parhuzamos mérések esetén megtalaltam
ezeket a komponenseket, maskor viszont nem, néhol kis intenzitassal a vak mintaban is fellelhetok
voltak vagy az azonositas soran 60% alatti talalati szazalékkal azonositottam 6ket. Ezen , feltételes”

marker vegyiiletek esetében a sikeres azonositashoz tovabbi megerésitd vizsgalatok sziikségesek.
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7. tablazat: Marker vegyiiletek csoportositdsa kiilonb6z0 tapagarra (MEA, PDA, KA, és VA) tortént

leoltasok szerint. * jeldli azt az azonositatlan vegyiiletet, amely a MEA és PDA taptalajon kiviil a viz agaron is

megjelent
Marker vegytiletek
Szubsztrat
Szubsztrat filggé markerek ME.A,_I.DDA m arker’ek fiiggetlen
(micéliumnovekedés)
markerek
2-propanone; isobutyl chloride; octane; adamantan-2-ol, 4-
PDA 1-propanol, 2-methyl; longifolene; bromo-, cis;
ismeretlen vegyiiletek (t=5,38; 5,48; alpha-humulene;cedr-8-
5,58; 5,76; 5,81és 5,84 perc) ene;beta-cubebene; beta-
benzeneethanamine; tyrene; copaene;beta-ylange;
tetracyclo[5.3.1.1(2,6).0(4,9)]dodecane; patchoulane; 1,2-dimethyl
beta-caryophyllen; 8,11- (52)-5-pentadecen-7-yne; benzene;
octadecadiynoic acid, methyl ester; 4- ledane; gamma-elemene; 3-octanone;
MEA (2,2-dimethyl-6- (2Z,6E)-farnesol; 2-pinen-4-ol
methylenecyclohexyl)butanal; azonositatlan CisHas
azonositatlan 2H-piran szarmazék szarmazékok (tr=6,30 és 6,33
(tr=4,68 perc);ismeretlen vegyiiletek perc);ismeretlen vegyiiletek
(te=4,33; 4,61; 5,15, 6,16; 6,48 és 7,32 | (tr=3,10; 3,36*; 6,26 és 7,67
perc) perc)
KA
VA
HFeltételes” markerek:
ethylbenzene; 2-nitroterephthalamide; ethyl (1-adamantylamino)carbothioylcarbamate;
benzenesulfonamide,  N-(bicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-yImethyl)-4-(5-oxo-3-pyrrolidinyl)-;  3-formyl-N-
methyl-9-[ phenylethynyl]dibenzo[2,3-a : 5,6-a'] (1,4)-thiazine; 2-nonynoic acid; beta-resorcyclic acid;
unknown (tr= 2,93, 3,60; 4,88, 6,01 és 7,40 perc)

Az azonositott anyagcseremarkereket Osszevetettem a szakirodalmi adatokkal, olyan

vegyiileteket kerestem, amelyek mar bizonyitottan Trichoderma spp. jelenlétére utalhatnak. Osszesen

hét olyan vegyiiletet talaltam (2-methyl-1-propanol; octane; ethylbenzene; 1,2-diethyl-benzene; 3-

octanone; beta-elemene; beta-caryophyllene), amelyek irodalomi adatok szerint is Trichoderma spp.

jelenlétéhez kothetok. Trichoderma spp. nemzetségre jellemz6 tovabbi komponenseket Siddiguee és

munkatarsai publikaltak le, akik 479 jellemz6 komponenst gytijtottek 6ssze (Siddiquee 2014).

A tovabbi altalam azonositott vegyiileteket is Osszevetettem a Szakirodalmi adatokkal,

amelynek eredményét a 8. tablazat mutatja. Megallapitottam, hogy a mérések soran kapott illékony

vegyliletek egy részét korabban mar azonositottak mas penészek esetén is, igy ezek a vegyiiletek

feltehet6en nemzettségtdl fiiggetleniil penészes jelenlétre utalhatnak.
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8. tablazat: Ko6z0s, penész jelenlétére utaldo anyagcseremarkerek az irodalomban. A Trichoderma spp.

anyagcseremarkerei vastagon szedve lathatok.

Vegyiilet Mikroorganizmus Forras
Penicillium chrysogenum IBT 15996, Stachybotris chartarum .
IBT 14915, T.viride IBT 8866, Penicillium palitans IBT 15899 (Wilkins et al. 2000)
Penicillium chrysogenum IBT 15921 (Wilkins et al. 2003)
2-methyl-1- | T. atroviride CCM F536 (Nemcovic et al. 2008)
propanol | Alternaria alternata, Ulocladium chartarum (Van Lancker et al. 2008)
Aspergillus niger, A. f_umlgatus, Penicillium expansum, P. (Matysik et al. 2009)
chrysogenum, P. brevicompactum
common volatile compounds produced by fungi (Morath et al. 2012)
octane Aspergillus versicolor IBT16000 (Wilkins et al. 2000)

T. harzianum FA1132

(Siddiquee et al. 2012)

ethylbenzene

T. harzianum FA1132

(Siddiquee et al. 2012)

1,§-d|ethyl- T. harzianum FA1132 (Siddiquee et al. 2012)
enzene
Penicillium palitans IBT 15899 (Wilkins et al. 2000)
Penicillium palitans IBT 15899, P. chrysogenum IBT 15921 (Wilkins et al. 2003)
Penicillium expansumm P. chrysogenum, Aspergillus
versicolor, A. niger, A. fumigatus, Cladosporium (Matysik et al. 2008)
cladosporoides
3-octanone Alternaria alternata, Penicillium variabile (Van Lancker et al. 2008)
T. atroviride CCM F536 (Nemcovic et al. 2008)
Aspergﬂlug versicolor, Per_1|C|II|um expansum, P. chrysogenum, (Matysik et al. 2009)
Cladosporium cladosporoides
$ Z:;gx:::gz ATCC 74058 (Stoppacher et al. 2010)
Penicillium polonicum, Aspergillus ustus, Periconia britannica (Polizzi et al. 2012a)
alfa/beta- Aspergillus ustus, Penicillium decumbens (Polizzi et al. 2012a)
copaene

alfa-cububene

Aspergullus ustus

(Polizzi et al. 2012a)

alfa-ylangene

Aspergullus ustus

(Polizzi et al. 2012a)

beta-elemene

T. virens

(Polizzi et al. 2012a)

Aspergullus ustus, Periconia britannica, Penicillium decumbens

(Polizzi et al. 2012a)

beta-
caryophyllene

T. virens

(Zhang et al. 2008)

Fusarium oxysporum MSA 35

(Minerdi et al. 2011)

altalanos penélszek altal termelt vegyiilet

(Morath et al. 2012)

Periconia britannica

(Polizzi et al. 2012b)

beta-cedrene

Periconia britannica

(Polizzi et al. 2012b)

beta-
patchoulene

Penicillium roqueforti

(Van Lancker et al.

2008)

Trametes versicolor

(Drilling és Dettner 2009)

beta-elemene

Penicillium roqueforti

(Van Lancker et al.

2008)
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6.4.2. Marker komponensek monitorozasa

A sikeres azonositdst kovetden megvizsgaltam a talalt marker vegyiiletek intenzitdsanak
iddbeli valtozasat a hét napos vizsgalati idétartam alatt. EQy, a MEA és PDA tapagaron is termel6dott
marker vegyiileten, a cedr-8-ene vegyiileten mutatom be a komponens intenzitasanak idébeli

valtozasat (36. abra).

Cedr-8-ene

6 {MEA
'S 51 ggs-
o —
=~ 41 X 41
N4 0
s 37 g3
o) S
g 2] 3.
— = 2

[l
14
1 kontroll

606 6.08
Retencios id6 (perc)

36. abra: MEA (malatakivonatos agar) tapagar feliiletére oltott z6ldpenész altal kibocsatott

cedr-8-ene vegyiilet intenzitasanak valtozasa a vizsgalt napok fliggvényében

A leoltastdl szamitott els6 napon mar megjelent a TIC kromatogramon a cedr-8-ene vegyiilet,
intenzitasa nétt a masodik napig, ahogy a penész is ndvekedett a tapagaron. Ezt kovetden intenzitas
értéke folyamatosan csokkent, a hetedik napon mar alig volt detektalhato. Hasonl6 tendenciat lehetett
megfigyelni a legtobb marker vegyiilet esetében is. Voltak azonban ett6l eltéré tendenciat mutato
illékony marker komponensek is a monitorozas soran. Az intenzités értékek valtozasaban bekdvetkezd
tendenciak alapjan az egyes marker vegyiileteket kiilonb6z6 csoportoka soroltam (monoton ndvekvo,

maximumot mutatd, monoton csdkkend vagy fluktualodod tendenciat mutato).
6.4.2.1. MEA-PDA és kozos markervegyiiletek intenzitasvaltozasa

A 9. tablazat mutatja a PDA és MEA tapagarra oltott T. aggressivum altal kibocsatott illékony
anyagcseremarkereket, valamint a k6zos markereket, amelyek minden tapagarra oltott penésznél
megjelentek. Ezen marker vegyiiletek nevét, retencios idejét és retencids indexét valamint az egyes
vegyiiletekhez tartozd Osszegképletet, CAS-szamot és molekulatomeget foglalja 0ssze a kovetkezo

tablazat.
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9. tablazat: PDA ¢és MEA taptalajra oltott T. aggressivum altal kibocsatott (18 vegyiilet) illetve az

Osszes tapagarra leoltott zoldpenész kozos (3) marker vegyiiletei, 1D%: azonositéas soran kapott talélati érték,
RI 1.: retencids index adatbazisbol, Rl 2.: szamolt retenciés index, KA: komposzt agar, VA: vizagar. * jeloli azt a két

azonositatlan CisHs szarmazékot, amelyek tomegspektruma a melléklet 2.7. és 2.8. abrajan lathatok.

tr . 0sszeg- , molekula PDA MEA 1D%
# | (perc) nev képlegt A s i tomeg ID% ID% |KA VA
1 | 183 octane CeHis | na 767 111-65-9 1141 76 61 -
2 2,27 | 1,2-dimethyl benzene CsH1o na. 848 95-47-6 106,1 67 67 67 69
3 | 237 | ddamantan-2-ol4- ) o RO | 1326 864 | 33782-47-7 230 64 64 -
bromo-, cis
473,04 3-octanone CeHieO | na. 962 106-68-3 128,1 94 79 66 66
5 3,10 unknown - - 970 - - - - -
6 | 334 2-pinen-4-ol CwH1O | na. 1003 |  473-67-6 152,1 60 64 |62 60
7 3,36 unknown - - 1006 - - - - -
8 | 5,89 alpha-humulene CisHa | ma 1358 |  6753-98-6 204.2 64 66 -
9 | 6,07 cedr-8-ene CisHos | 1403 1390 | 50894-66-1 204,2 76 83 -
10 6,08 beta-cubebene CisH2a 1339 1392 13744-15-5 204,2 83 78 -
11 6,12 beta-copaene CisH2a 1216 1399 | 2000212-54-2 204,2 59 87 -
12| 76,13 beta-ylange CisHos | 1216 1401 | 2000212-54-1 | 204,2 84 82 -
13| 6,17 patchoulane CisHae | 1393 1409 | 25491-20-7 206,2 81 78 -
14| 621 (52)'5"[’3;:2‘1303”'7' CisHzs | 1538 1418 | 74744-50-6 | 2062 77 80 ;
15 | 76,25 ledane CisHzs | 1380 1426 | 28580-43-0 206,2 78 78 -
16 6,26 unknown - - 1428 - - - - -
17| 630 | ””'ge”.“f'e.d Cashas | ¢ iz . 1437 - 206,2 - ; ;
erivatives
18 | 633 | umdentfied Gt | oo | - 144 . 206,2 - . .
erivatives
19 6,55 gamma-elemene CisH2a 1431 1489 29873-99-2 204,2 87 79 -
20 | 7,22 | (2Z.6E)-farnesol | CisHxsO | na. 1652 | 4602-84-0 222,2 65 67 -
21 7,67 unknown - - 1779 - - - - -

A péarhuzamos leoltdsok vizsgalata soran kapott komponensek integralt cslcs alatti
teriileteinek atlag értékeivel dolgoztam a tovabbiakban. Ezen atlag értékeket vizsgaltam €s abrazoltam
a leoltastol eltelt napok fiiggvényében, ahol az eredmények alapjan az egyes markereket ismét kiilon
csoportokba rendeztem intenzitasvaltozasuk alapjan. A kovetkez6 csoportositasban szerepld vastagon
szedett vegyiiletek tapagartodl fiiggetleniil mindenhol megjelend k6z6s markerek.

e Monoton névekvé intenzitasértéket mutatd komponensek PDA tapagaron az octane (tr=1,83
perc) (37. abra a) és a 3-octanone (tr=3,04 perc).

e Masodik napi intenzitdismaximummal rendelkez6 vegyiiletek az adamantan-2-ol, 4-bromo-,
cis (tr=2,37 perc); a 2-pinen-4-ol (tr=3,34 perc); két ismeretlen (unknown) vegyiilet 3,36 percnél és
6,26 percnél, az alpha-humulene (tr=5,89 perc), a cedr-8-ene (tr=6,07 perc ), a beta-cubebene
(tr=6,08 perc), a patchulene (tr=6,17 perc) és a ledane (37. abra b) (tr=6,25 perc), amelyek MEA és

PDA tapagarok esetében is megjelentek. Ezen vegyiiletek termelddése az elsé napon elkezd6dott, de
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a masodik napon érte el a legnagyobb intenzitasértéket, ezt kovetden pedig folyamatosan csokkent a
vegyiiletek intenzitasa.

e Masodik-harmadik napi intenzitismaximummal volt jellemezhet6 az 1,2-dimethyl-benzene
(37. ébra c) (tr=2,27 perc); a beta-copaene (tr=6,12 perc); a beta-ylangene (tr=6,13 perc); egy
azonositatlan C1sH26 szarmazék (unidentified C1sHos derivatives) (tr=6,3 perc); az (5Z)-5-pentadecen-
7-yne (tr=6,21 perc); a (2Z,6E)-farnesol (tr=7,22 perc) és a gamma-elemene (tr=6,55 perc). Ebbe a
csoportba olyan vegyiileteket soroltam, amelyek intenzitdismaximuma a masodik vagy a harmadik
napon volt, illetve azokat, amelyek intenzitdsmaximum értéke nagy eltéréseket mutatott attol fiiggden,
milyen tapagarra (MEA/PDA) volt leoltva a penész. Egyes vegyiiletek gyorsabban és/vagy nagyobb
mennyiségben szintetizalodtak kiilonbozo tapagarok esetén. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy ha egy
adott vegyiilet korabban jelenik meg az egyik tapagarra oltott penész esetében, mint masik tapagarra
oltott esetében, akkor az el6bbi tapagaron feltételezhetden gyorsabb anyagceserét folytat a mikroba, a
tapanyagok konnyebben hozzaférhetok és hasznosithatok a penész szamadra, igy a szaporodasa,
telepfejlodése is felgyorsul.

e Valtozo, fluktualodo intenzitasvaltozast mutatott két ismeretlen (unknown) vegyiilet (tr=3,10
(37. abra d) és tr=7,67 perc), és egy azonositatlan C15Hze szarmazék (unidentified C1sH26 derivatives)

(tr=6,33 perc). Ezen vegyiiletek mérési eredményeihez altalanossagban nagy szoras értékek is

tarsultak.

5.E+04 _—

4E-04 _ "E —e—PDA
® 7 % —e—MEA
S 3E04 — -
S 2E04 f'*'/ =
S 1LE04 ‘/' E

0.E+00 =

o 1 2 3 4 5 6 7 3 4 5
a) Id6 (nap) b) 1dd (nap)
- .

B0 ,i 3E04
= [ g &
= | 7a B 2E+04
q 2B AR - kS
o // Ng =
2 1o .. i == g e %i
= 8/ £ — N g

0E+00 &= 0,E+00 = i

o 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

) Ido (nap) d) Idé (nap)

37. abra: Marker vegyiiletek monitorozasa kdzben tapasztalt intenzitasvaltozadsok harom

parhuzamos altagérték alapjan. a) monoton ndvekvd intenzitasérték, octane b) masodik napi intenzitdsmaximum,
ledane, ¢) masodik-harmadik napi intenzitasmaximum, 1,2-dimethyl-benzene d) fluktual6dé intenzitasvaltozas,

ismeretlen vegyiilet (tr=3,10 perc)
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A monitorozas soran figyelemmel kisértem a kiilonb6z6é tapagarra oltott penészek

novekedését is (38. abra).

38. abra: A z6ldpenész novekedése MEA tapagaron. Micéliumndvekedés a 2. napon, illetve sporaképzodés a

4. naptol. Az utolso fotd a monitorozas utolso napjan (7. nap) tapasztalt fejlddési allapotot mutatja be. (Forras: sajat

foto)

A kapott eredményekbdl és a megvizsgalt zoldpenész ndovekedésébdl arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy a masodik és harmadik napon megjelend marker vegyiiletek feltehetden a micélium
novekedés szakaszaban termelddtek, hiszen a masodik-harmadik napon volt leginkabb tapasztalhato
a micéliumnovekedés is (38. abra). A monoton ndvekvé intenzitast vegyiiletek koziil azok, amelyek
intenzitasa a leoltastol eltelt 3. naptdl kezdve ugrasszeriien né (példaul 3-octanone, 39. abra),

feltehetéen a sporaképzéshez kothetok.

5.E+05
4.E+05
3,E+05

2,E+05

Intenzitas

1.E+05

0,E+00

o 1 2 3 4 5 6 17
Id6 (nap)

39. abra: 3-octanone markervegyiilet megjelenése a leoltastol szamitott harmadik naptol
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6.4.2.2. Taptalajfiiggé markerek és azok monitorozasa

PDA taptalajfiiged anyagcseremarkerek

A PDA tapagarra oltott T. aggressivum tiz jellemz6 illékony anyagcseremarkert bocsatott ki
(10. tablazat), amelyek csak erre a tapagarra oltott penész MVOC osszetételében jelentek meg. A
megjelend marker vegyiiletek koziil négyet sikeresen azonositottam, ezek rendre a 2-propanone; az

isobutyl chloride; az 1-propanol, 2-methyl; valamint a longifolene.

10. tablazat: PDA taptalajra oltott T. aggressivum altal kibocsatott illékony anyagcseremarkerek.

ID%: azonositas soran kapott talalati érték, RI: retencios index, n.a.: nincs adat

PDA
tr . osszeg- RI RI CAS molekula
# | (perc) nev képlegt adatbazis | szamolt | szam tomeg .
11 1,01 2-propanone C3HsO n.a. - 67-64-1 58 67
2| 1,19 |isobutyl chloride | C4sHoCI n.a. - 513-36-0 92 79
5| 122 1‘”&2?&2" 2 | CaHwO na. - | 78831 | 741 71
4| 5,38 unknown - - 1276 - - -
5| 5,48 unknown - - 1289 - - -
6| 5,58 unknown - - 1303 - - -
7|1 570 longifolene CisHo4 n.a. 1324 | 475-20-7 204,2 82
8| 5,76 unknown - - 1335 - - -
9| 5,81 unknown - - 1344 - - -
10( 5,84 unknown - - 1349 - - -

A PDA tapagarfiiggé markereket is csoportositottam a vizsgalt idészakban bekovetkezett
intenzitasértékeik alapjan.

e Monoton ndvekvé intenzitasértéket mutattak az alabbi vegyiiletek: 2-propanone (tr=1,01
perc); longifolene (5,70 perc); ismeretlen (unknown) (tr=5,48 perc) vegyiilet. A monoton ndvekvd
komponensek ez esetben is jelezhetik a sporaképzddés kezdetét, hiszen az 5,48 percnél elualodo
ismeretlen vegyiiletet (40. abra a) és a longifolene (40. abra b) marker vegyiilet is a leoltastol szamitott
negyedik naptél mutatott jelentds intenzitasérték noveledést, éppen mikor a zold spordk is

megjelentek a leoltott penészen.
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40. abra: Monoton névekvo intenzitasértékeket mutatd marker vegyiiletek.

a) ismeretlen vegyiilet (tz=5,48 perc), b) longifolene

e Masodik napi intenzitismaxumum volt jellemz6 az isobutyl chloride (tr=1,19 perc); és az 1-

porpanol, 2-methyl (tr=1,22 perc) vegyiiletekre.
e Valtakozo, fluktualodd intenzitasvaltozast mutatott a tobbi PDA markerként definialt

vegyiilet, amelyek féleg ismeretlen vegytiletek (tr=5,38; 5,58; 5,76; 5,81 és 5,84 perc) voltak.

MEA taptalajfiiced anvageseremarkerek

A malatakivonatos tapagarra oltott T. aggressivum 13 kiilonboz6é anyageseremarkert bocsatott
ki a vizsalt idészakban. Az azonositast nehezitette, hogy ezek a komponensek igen kis intenzitassal
(< 10°) rendelkeztek, még hosszabb mintavételi idd esetén sem tudtam sikeresen azonositani minden

anyagcseremarkert. Végiil hat marker vegyiiletet sikeriilt azonositanom, amelyeket a 11. tablazat

foglal 6ssze.
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11. tablazat: MEA taptalajra oltott T. aggressivum altal kibocsatott illékony anyagcseremarkerek.

ID%: azonositas soran kapott talalati érték, RI: retencios index

MEA
R néy oOsszeg- RI RI CAS | molekula D%
# | (perc) képlet | adatbazis | szimolt | szidm tomeg
1| 2,90 benzeneethanamine CoH1sN n.a. 950 60-15-1 135,1 65
2| 433 unknown - - 1133 - - -
3| 461 unknown - - 1168 - - -
4] 4,68 unidentified 2H-pyran derivatives - - 1176 - - -
5] 5,15 unknown - - 1241 - - -
6| 556 tyrene C7/HsCls0 1468 1300 | 87-40-1 194,2 62
7 | 5,98 | tetracyclo[5.3.1.1(2,6).0(4,9)]dodecane | Ci2H17D n.a. 1374 20g(§0599 163,1 68
8| 6,16 unknown - - 1407 - - -
9] 6,23 beta-caryophyllen CisH24 n.a. 1422 | 87-44-5 204,2 73
10| 6,48 unknown - - 1474 - - -
11| 7,00 | 8,11-octadecadiynoic acid, methyl ester | CigH300; 2112 1599 152;32’082 i 290,2 70
4-(2,2-dimethyl-6- 95452-
121 7.25 methylenecyclohexyl)butanal CasHzs0 1468 1662 13-4 194,2 67
13| 7,32 unknown - - 1680 - - -
A MEA tipagarfiiggd markereket is csoportositottam a vizsgalt iddszakban mutatott

intenzitasvaltozasuk alapjan.

e Masodik napi intenzitdsmaximum volt rendelheté a benzeneethanamine; harom ismeretlen

(unknown) vegyiilet (tr=4,33 perc, tr=5,15 perc és tr=6,16 perc) (41. abra a); és egy azonositatlan 2-
H-piran szarmazék (unidentified 2H-pyran derivatives) (tr=4,68 perc) vegyiiletekhez. Szintén ide
sorolhatd a beta-caryophyllen és a tyrene vegyiiletek, azonban esetiikben némi fluktuaci6 is
megfigyelhetd a masodik napot kovetden.

e Masodik-harmadik napi intenzitasmaximum volt jellemz6é két ismeretlen vegyiiletre
(tr=6,48 (41. b) tr=7,32 perc),
4-(2,2-dimethyl-6-methylenecyclohexyl)butanal vegyiiletre.

(unknown) abra €s valamint a
e Vailtozo, fluktualodéd intenzitasvaltozast mutatott a 8,11-octadecadiynoic acid, methyl ester
(41. abra c). Ezen kiviil, ahogy mar emlitettem a beta-caryophyllen és a tyrene vegyiiletek esetén is
megfigyelhetd volt némi fluktuacié a masodik naptol kezdve.
o Egyéb intenzitasvaltozas, nevezetesen monoton csokkend intenzitas volt megfigyelhetd egy
ismeretlen (unknown) vegyiilet (tr=4,61 perc) (41. abra di) esetében, illetve els6 napi

intenzitasmaximumot mutatott a tetracyclo[5.3.1.1(2,6).0(4,9)]dodecane (41. abra d2) vegyiilet.
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41. abra:

MEA tapagarra oltott T. aggressivum anyagcseremarkerinek intenzitasvaltozasa.
Csoportositas: a) masodik napi intenzitismaximum (ismeretlen, tr=4,33 perc),

b) masodik-harmadik napi intenzitasmaximum (ismeretlen, tz=6,48 perc),

¢) fluktualddo intenzitasvaltozas (8,11-octadecadiynoic acid, methyl ester, tr=7,00 perc),

d1 ) monoton csdkkend intenzitasvaltozas (ismeretlen, tr=4,61 perc),

d2 ) els6 napi intenzitdsmaximum (tetracyclo[5.3.1.1(2,6).0(4,9)]dodecane, tr=5,98 perc)

A kiilonb6zd csoportokba sorolt marker vegyliletek a mikroorganizmus kiilonb6z6

novekedési fazisaban jelentek meg. Ezek alapjan arra kovetkeztettem, hogy az elsé napokban

termel6dott illékony anyagcseremarkerek foleg a zoldpenész micéliumnovekedése soran termelddtek.

A zdldpenész sporaképzddéséhez kothetok azok a vegyiiletek, amelyek intenzitdsmaximumukat a 3.-

4. nap utan értékek el.
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6.4.2.3. ,, Feltételes” marker vegyiiletek

A 6.4.1. fejezetben leirtak alapjan a biztosan marker vegyiileteknek vélt komponenseken feliil
talaltam 12 olyan vegyiiletet, amelyek akar a penész jelenlétére is utalhatnak: ethylbenzene;
2-nitroterephthalamide;
ethyl (1-adamantylamino) carbothioylcarbamate;
benzenesulfonamide, N-(bicyclo[2.2.1] hept-5-en-2-ylmethyl)-4-(5-oxo0-3-pyrrolidinyl)-;
3-formyl-N-methyl-9-[phenylethynyl]dibenzo[2,3-a: 5,6-a] (1,4)-thiazine;
2-nonynoic acid; beta-resorcyclic acid; unknown (tR= 2,93; 3,60; 4,88, 6,01 és 7,40 perc)

Bizonyos parhuzamos mérések esetén megtalaltam ezeket a vegyiileteket, mas esetekben
viszont nem. Néhol kis intenzitassal a vak mintaban is fellelhetok voltak vagy az azonositas soran 60
% alatti talalati szazalékkal azonositottam Oket. Ezen ,.feltételes” marker vegyiiletek esetében a
sikeres azonositashoz tovabbi megerdsité vizsgalatok lehetnek sziikségesek, akar statisztikai

(fékomponens elemzés), akar analitikai (ismételt mérések, spektrumfejtés, dekonvoldcio) oldalrol is.
6.4.3. Marker komponensek vizsgalata modositott tipagaron

A PDA ¢és MEA tapagarra leoltott T. aggressivum intenziv novekedésébdl arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a penész nyilvanvaloan a tdpanyagokban gazdag agaron fejlodott az
elvartaknak megfeleléen. A vizagaron nem szamitottam kiilondsebb telepképzésre, azonban a
komposztos agaron elmaradt a vart mikroba szaporodas. Ez érdekes tapasztalat volt, tekintve, hogy a
gombatermesztésben foként a gombakomposzton jelenik meg a zoldpenész betegség, tehat arra
szamitottam, hogy a komposztos agaron is jelentés névekedést fogok tapasztalni.

A PDA ¢és MEA tapagarra oltott penészek esetében néhdny marker vegyiilet idoben egymastol
kisebb eltolodassal érkezett (2. napi helyett 3. napi intenzitdsmaximum), igy arra a kdvetkeztetésre
jutottam, hogy a szénhidrtaforrasbeli kiilonbség és annak hozzaférhetdsége okozhatta ezt az
eltolodast. Ebbdl kiindulva a komposztos taptalajt kiilonbozé cukrok (mannit, maltdz, dextrdz)
hozzaadasaval disitottam, és ezekre a modositott tapagarokra ujra leoltottam a T. aggressivumot, majd
ismét megvizsgaltam a megjelend illékony anyagcseretermékeket. Irodalmi adatok alapjan a
mérésekhez olyan cukrokat hasznaltam fel, amelyeket a penészgomba jol tud hasznositani (Kubicek
et al. 2003; Komon-Zelazowska et al. 2007). Végiil szaritott komposztbol és dextrozbol (PDA
tapagarra hasonlit), valamint szaritott komposztbol és maltozbol (MEA tapagarra hasonlit)

készitettem taptalajokat, amelyeket kiegészitettem egy harmadik, szaritott komposztbdl és mannitbol
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allo tapagarral (42. abra). Ez utobbit azért allitottam Ossze, hogy megvizsgaljam, milyen mértékben

tudja hasznositani a mikroba a cukoralkoholokat a mono- és diszacharidokhoz képest.

42. abra: Trichoderma aggressivum fejlédése (balrdl) dextrozzal, maltdzzal és mannittal disitott

komposztos tapagaron (Forris: sajit foto)

A leoltast kovetéen szintén hét napig vizsgaltam a zoldpenész ndvekedését. A vart gyors
novekedés helyett azonban ismét zold sporatelepek képzddését tapasztaltam foltokban a tapagar
kiilonb6z6 oldalain. Az eredeti, cukor nélkiili komposztos tapagarhoz képest ugyan tobb vegyiiletet
emittalt a mikroba, de még mindig alulmulta a vart mennyiséget.

Mindharom modositott taptalajon megjelentek a 3-octanone; a 3-octanol és a tyrene
vegyiiletek (tr= 3,04 perc; 3,10 perc és 5,56 perc), valamint a maltdzzal dusitott tdptalajon az 1,2-
dimethyl benzene (tr=2,27 perc) és a 2-pinen-4-ol (tr=3,34 perc) is. Ezen komponensek koziil a tyrene
eddig csak a MEA tapagarra oltott penész esetében volt tapasztalhatd, mig a 3,10 percnél érkezd
ismeretlen (unknown) marker vegyiilet mind a MEA, mind pedig a PDA tapagarokra oltott z6ldpenész
esetén megtalalhato volt, amelyeket ebben a mérési sorozatban sikeriilt azonositani 3-octanol néven.
Megallapitottam, hogy a modositott tapagarra oltott penész tovabbi két olyan vegyiiletet emittalt
(tyrene ¢és 3-octanol), amelyek egyértelmiien a T. aggressivum jelenlétéhez kothetok, tehat annak

marker vegyiiletei.
6.5. Gombatermesztésben eldfordulo kartékony penészek MVOC adatbazisa

HS-SPME-GC-MS kapcsolt technika segitségével 1étrehoztam egy olyan adatbazist (12.
tablazat), amely az adott mikroorganizmusra jellemzd anyagcseremarkereket tartalmazza. A
tablazatban feltiintetett vegyiiletek neve mogott szerepel még azok retencios indeje/indexe, talalati

szazaléka, jellemzd fragmensionjainak tomege, esetleg a molekulaion tomege. Igy az altalam felépitett
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adatbazis jelen koriilmények kozott teljesnek tekinthetd. A tablazat segitségével a késobbi mérések

sordn egy-egy fertdzés megjelenése gyorsan indikalhatova, esetleg (penészfaj szinten) azonosithatova

valik.

12. tédblazat: Anyagcsere markerek adatbazisa a mikroorganizmusok és a leoltasi taptalaj tipusa

szerint. PDA 1 az elsé mérési kort, PDA_2 a masodik mérési kort jelenti. PDA: burgonya-dextréz agar, MEA: malata

kivonat agar, KA: komposzt agar, VA: viz agar. A sziirkével kiemelt vegyiiletek fellelhetdk voltak az els6 €s masodik

PDA mérési korben is.

PDA 1

PDA_2 MEA

KA

VA

D-limonene;  4-nonanone;  2-nonanone;  (3E)-3-
ethylidene-3a-methyl-2,4,5,6,7,7a-hexahydro-1H-
indene; 1,1,4 4-tetramethyl-2,5-dimethylene-

benzeneethanamine;
tetracyclo[5.3.1.1(2,6).0(4,9)]dod
ecane; beta-caryophyllen; 8,11

2-propanone;
isobutyl chloride;

cyclohexane; 2-ethylidene-1,7,7- #&L?ﬁ?no" 25 octadecadiynoic  acid, methy
trimethylbicyclo[2.2.1]heptane;  1,6,6-trimethyl-7-(3- Iongifo,lene' ester; 4-(2,2-dimethyl-6] i
£ oxobut-1-enyl)-3,8-dioxatricyclo[5.1.0.0(2,4)]octan-5- unknown ’ methylenecyclohexyl)butanal;
2 one; n-decanoic acid; furfuryl alcohol; icosapent; 6- (=538 5.48; unidentified 2H-pyran derivative:
a pentyl-2H-pyran-2-one; 5,6-dihydro-6-pentyl-2H- 5 58- ' 5 ’76' 5 81’ (tr=4,68 min), unknown (tr=4,33
S pyran-2-one; tetrahydro-6-pentyl-2H-pyran-2-one; ahd;SSLi min)’ 4,61; 5,15; 6,16; 6,48 and 7,39
& unidentified diterpenoid; unknown (tr=2,21 and 9,01 ' min)
g | min) PDA-MEA kizés markerek: octane;
E T. DOFE: 2-methyl-1-propanol; 3-hydroxy-2-butanone; | adamantan-2-ol, 4-bromo-, cis; alpha-humulene;
S 3-methyl-1-butanol; unidentified alcohol (butanediol); | cedr-8-ene; beta-cubebene; beta-copaene; beta-
2 2,3-butanediol;  unidentified pyran  compound; | ylange; patchoulane; (5Z)-5-pentadecen-7-yne; - -
= cycloocta-2,4-dien-1-ol; (10R)-10-methyl-2-oxecanone; | ledane; gamma-elemene; (2Z,6E)-farnesol;
(R)-1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis-(1- unidentified CisHz6 derivatives (tr=6,30 and 6,33
methylethenyl)cyclohexane; (E)-12- | min), unknown (tr=3,36; 6,26 and 7,67 min)
methyloxacyclododec-9-en-2-one; (2)-8-methyl-9- | Szubsztrit fiiggetlen markerek:
tetradecenoic acid; 3,4-dihydro-8-hydroxy-3- | 1,2-dimethyl benzene; 3-octanone; 2-pinen-4-ol; tyrene;
methylisocoumarin; cedr-8-ene 3-octanol
23
% :g unidentified alkane compound; ) i i i
© £ | unknown (tr=4,49 and 6,23 min)
=38
1S
2 < | cyclopentanone;
S 8 | 2-dodecanone; i ) ) )
'g 2 | methyl 2-ethylhexanoate;
8 2 | unknown (tr=6,63 min)
§ g acetic acid; 1-chlorobutane; ) ) ) )
% & | 3-octenone; triacetin; sinapinic acid
<< o

Az adatbazis bovitéséhez tovabbi mérésekre lehet sziikség esetlegesen még tobb feliilet

(tdpagar) vizsgalataval. A bdvités sordn egy-egy 0j vegylilet felvétele hosszadalmas kiértékelési

folyamatot igényel. Ebb6l adoddan a tovabbiakban megoldast kerestem arra, hogyan tudnam kivaltani

ezt a bonyolult, idéigényes folyamatot.
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7. EREDMENYEK. A GOMBATERMESZTESBEN KARTEKONY
PENESZEK ELKULONITESENEK LEHETOSEGE DETRENDELT
FLUKTUACIOELEMZESSEL

*GOztér-SPME
mintavétel
*GC-MS elemzés
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*Detrendeelt
fluktudcio elemzés
E'IC +Sikeres elkulonités
omatogramok
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1.1. A detrendelt fluktudcioelemzés modszerének ismertetése

Az el6z6 fejezetekben bemutatott mérések kiértékelése bonyolult és sokszor iddigényes.
Abban az esetben, ha a mintédkat csupan elkiiloniteni szeretnénk, szamos statisztikai modszer koziil
valogathatunk. Az alabbi fejezetben egy, az idésorelemzésen alapuld elkiilonitési eljarast mutatok be.
Els6 1épésben az eljaras alapjait ismertetem, hiszen a kordbbi PCA és LDA modszerekhez képest a
detrendelt fluktuacié elemzés (detrended fluctuation analysis, DFA) kevésbé ismert és nem igazan
rutinszertien alkalmazott eljaras sem az ¢lelmiszeranalitika sem pedig a kemometria teriiletén.

A detrendelt fluktuacio elemzés alapjait 1992-ben Peng és munkatarsai fektették le (Peng et
al. 1992) ¢és fluktuacidelemzés néven kozolték. A DFA modszere azonban (ahogy neve is mutatja)
kissé eltér a fluktuacidelemzéstdl mivel az idésorbol eltavolitja a lokalis trendeket. Az eredeti DFA
négy 1épésbdl all. Tegyiik fel, hogy adott egy N elembdl allg, adott intervallumokban rogzitett (x;)
iddsor.

Az elso 1épésben meghatarozzuk az idésor kumulativ 6sszegeit (profiljait):

j
Y, =% ,(i=1,...,N) 1. egyenlet
i-1
Ebbdl fakaddan egy N értékbdl 4ll6 uj sorozatot kapunk az 1. egyenletbdl, mivel az eredeti iddsor elsd
J elemének Osszege Yj/y1 = X1; Y2 = X1 + X2; Y3 = X1 + X2 + X3 és igy tovabb/.

A masodik 1épésben a profilt adott, |-hosszusagl részekre osztjuk, igy az S Szegmensek

N
maximalis szama S = {—} , ahol f(x) = [X] adja az als6 egészrész fliggvényt (megadja az X-nél nem

nagyobb legnagyobb integer értékét). Mivel N nem sziikséges, hogy | egész szamu tobbszordse
legyen, a legtobb esetben a profil végén egy rovidebb szakasz marad. A problémat Ugy lehet
megoldani, hogy a folyamatot megismételjiik a profil mésik végérdl is (egyiittesen 2 S szegmenst
alkalmazunk).

A harmadik Iépésben a profil lokalis trendjeit szamitjuk ( yEF'T’ ) minden szegmensre kiilon-
kiilon a legkisebb négyzetek illesztése alapjan, ahol az r a k-adik szegmensben (k = 1, ..., 2s) talalhato
adott id6pillanatot jeldli, ahogy az 1. egyenletben bemutattam. Legyen p az illesztett polinom foka.

Ez alapjan megadhato az | szegmens hosszara az idésor detrendelt profilja:

2P =y —yFD 2. egyenlet

Az illesztett polinomialis fok alapjan a modszert DFA-1-nek (elséfoku polinom) vagy DFA-2-nek

(mésodfoku polinom), illetve altalanosan DFA-p-nek nevezhetjiik.
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A negyedik 1épésben minden 1-hosszisagl k szegmens fluktuacioja szamithato az i profil

varianciaja alapjan, a p polinom szerint (Peng et al. 1993; Peng et al. 1994; Kantelhardt et al. 2001):

2

1 |
5P = I_Z[Z((kp)l)Hi:I 3. egyenlet
i=1

Végiil az |-hosszon atlagoljuk az 6sszes szegmenst, majd négyzetgyokot vonva megkapjuk az

ugynevezett | és p szerinti DFA fluktuaciot:

2s
o = /%ng(m 4. egyenlet
Sia

A szogkoefficiensek megadasahoz definialjuk az f(x) gorbét, ahol , x = logio (1), tehat f(x) = logio
(F|( IO)) . Ennélfogva egy elsérendil, legkisebb négyzetek alapjan illesztett polinomot szamitunk f(x) x

értékeire az 4 <1< 16 alapjan. Ennek az elsérendii polinomnak a szogkoefficiense az a1. Ezt a 1épést
X értékeire ismételjiik ugy, hogy 16 <I <N (ahol N valtoz6 tartalmazza a beiitésszamokat, hossza
pedig 2012 esetiinkben). Ennek a polinomnak a szogkoefficiensét pedig az -nek nevezziik (Almeida
et al. 2013). Amennyiben a hossza és rovid tava exponensek (a1 és a2) értékei magasabbak mint 0,5,
ugy hosszu tavu memoria talalhatéd az idosorban.

2001-ben Kantelhardt és munkatarsai (Kantelhardt et al. 2001) bemutattak azt a modositott
DFA algoritmust, amely eltavolitja a skalazasbol ered6 eltéréseket, melyek erésebbek lehetnek
magasabb rendli DFA révid idésorokon torténd alkalmazasakor. A DFA alkalmazasakor felléphetnek
nemkivanatos hatasok iS. Amennyiben a jel hossza nem az ablak hosszanak tobbszordse, akkor
legaldbb egy ablakban kevesebb minta lesz, mint a tobbiben és megszakitdsok keletkeznek a
detrendelt jelen minden ablak szélén. Mindkét probléma kikiiszobolheté a ,,csusztatott ablak”
megkozelités alkalmazasaval, amelyet Almeida és munkatarsai mutattak be 2013-ban (Almeida et al.
2013).
A ,.csusztatott ablakos™ (sliding window) megkozelités alapjan az eredeti DFA masodik 1épésében a
profilt szegmenseken atfed6 I-hosszisagira osztjuk, ahol s =N — | + 1. A negyedik 1épésben a profil

variancidja az aldbbiak szerint szamithato:

2

|
5P = %Z [z(‘f,’l)ﬂ] 5. egyenlet
i=1

Nyilvanvaldéan a DFA fluktuacio utolséd 1€épése csak a szegmensre lesz kiszamitva. Ennélfogva egy
finomitott trend jelet kapunk és a detrendelt jelbdl a megszakitasok eltiintethetdk. Kutatdsomban a

masodfokt polinom ,,cstisztatott ablakos” DFA mddszert alkalmaztam. Jellegébdl adoddan a DFA a
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kromatogramokat idésorként kezeli; nem megfigyelésekbdl és valtozokbol allé matrixként, ahogy a
fokomponens elemzés. Ennélfogva a DFA nem csak a két adathalmaz hasonlosdgait és
kiilonbozoségeit vizsgalja, hanem informacidt szolgaltat a fluktuaciokrol, illetve arrol is, hogy az
adatok miként kovetik a hatvanytorvényt. Euklideszi tavolsagot és Ward modszerét alkalmaztam a
mintazatok, csoportok, hasonld elemek, kiugrd adatok vizsgélatara. A csusztatott ablakos DFA
futtatasa a Physionet statisztikai szoftverrel tortént (Goldberger et al. 2000), a tovabbi szamitasokat

az R-projekt 3.0.2 stats és cluster csomagjaival végeztem el.
1.2. Teljes ionkromatogramok (TIC) vizudlis dsszehasonlitisa

A Kiilonb6z6 mintak elkiilonitése soran elsé 1épésben vizualisan értékeljik a TIC
kromatogramokat és megprobaljuk kisziirni azokat a komponenseket, amelyek az elkiilonitésben
szerepet jatszhatnak. Ezt kdvetéen megtorténik a kiértékelés, ahol az elvarasainknak megfelelden
megkeressiik a két minta kozotti kiilonbségeket.

A 43. abra a) része mutatja a vizsgalt mikroorganizmusok mikrobialis eredeti illékony szerves

vegyiileteinek (microbial volatile organic compound, MVOC) mintazatat A. bisporus, M. perniciosa
¢és T. aggressivum esetében.

6 a . 61 b
A. bisporus Komposzt
g g
2 SR EPUUUU NDURTY W N S T .
% 0— X0 :
Es M. perniciosa | £
N N
7] w
w0 w
gl L o oo |2
@6 T. aggressiviim | m 5J_L\ . Vorssbor
0 0 ) . 1
1 2 3 4 5 6 7 7.6 1 2 3 4 5 6 7 7.6
Retencios idd [perc] Retencits id6 [perc]

43. abra: a) TIC kromatogramok a vizsgalt harom mikroorganizmus (A. bisporus, M. perniciosa és
T. aggressivum) esetében, b) A vizsgalt kiugré mintak (vorosbor, gombakomposzt) TIC

kromatogramjai

A 43. abra a) része alapjan elmondhat6, hogy a harom minta MVOC mintdzata hasonld
egymashoz. Erdemes megjegyezni, hogy a harom minta TIC kromatogramjanak intenzitas tartomanya
megegyezik, igy a kisebb intenzitasi, dm mégis kiillonbséget okoz6 (akar biomarkereket)

komponenseket nehéz észrevenni, vagyis vizualis uton nehéz kiilonbséget tenni a mintak kozott, igy
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nem lehet nagy bizonyossaggal meghatarozni a marker vegyiileteket. Ezaltal a mintak azonositasa,
elkiilonitése nem valosithatd meg. A mintdk kielégitd elkiilonitéséhez sokszor iddigényes
feldolgozasra, adatok kinyerésére van sziikség. Az MVOC vegyiileteket el kell valasztani egymastol,
majd megfeleld standardok segitségével azonositani kell 6ket. Ha nem allnak rendelkezésre a
megfeleld standard vegyliletek, akkor tiszta komponens tomegspektrumok és tomegspektrum
konyvtar segitségével is elvégezhetd az azonositas. Annak érdekében, hogy egy komponens esetén
tiszta tomegspektrum alljon rendelkezésre dekonvolucids algoritmust kell hasznalni, illetve tovabbi
tomegspektrum tisztitasi eljaras is alkalmazhatd. A fent emlitett technikdk mindegyike sokszor
optimalis beallitasokat igényel, amelyek megvaldsitasa szintén igen idGigényes. Egy altalanosan
Stoppacher és munkatarsai (Stoppacher et al. 2010), valamint Weingart és munkatarsai (Weingart et
al. 2012) publikacidjukban. Abbol a célbdl, hogy elkeriiljem ezt a hosszadalmas és bonyolult
kiértékelési eljarast, kiilonboz0 statisztikai modszereket teszteltem a mintak elkiilonitésére. A 43. abra
b) része mutatja a kiugré mintak VOC mintazatat, ahol jol lathato a koztiik 1év6 kiilonbség. A vordsbor
rendelkezik néhany igen jol elkiilonithetd intenziv csticcsal, igy a kiugré mintak elkiilonitése
konnyebb feladat, akar vizualis modon is. Erdemes megjegyezni azonban, hogy a masik kiugré minta
(komposzt) TIC kromatogramjan talalhato, de szabad szemmel alig lathatd, kis intenzitasu csucsok
jelentdsen megnehezitik a kiértékelési feladatot.

A fent leirtakbol adododan az egyes mintak osszehasonlito/elkiilonité elemzése soran érdemes
a kiilonbozd statisztikai modszerek kinalta lehetdségek koziil kivalasztani azt, amelyik a legjobban

megfelel a céljainknak.
7.3. Idosorelemzés detrendelt fluktudcioelemzés segitségével

Az elemzési 1d6 roviditése érdekében kiilonbozo statisztikai modszereket hasznaltam a még
nyers, ki nem értékelt TIC kromatogramokon. Elsd 1épésben detrendelt fluktudcié elemzést
alkalmaztam az adatokra. Mivel a DFA nem egy hagyomanyos kiértékelési eljaras, ezért az
eredményeket egy sokkal ismertebb és megszokottabb statisztikai mddszerrel, a fokomponens

elemzéssel (PCA) validaltam.
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A PCA futtatasa el6tt a valtozok standardizalasa érdekében autdskalazast és centralast alkalmaztam.
Az autoskéladzds (vagy z-transzformacid) sordn a valtoz6 minden mintaclemébdl kivonjuk a

mintaelemek atlagat, majd osztjuk a valtoz6 szorasaval az aldbbi képlet lapjan:

Xi—)?
zZ="= 6. egyenlet

, ahol X; a vizsgalt mintaelem. Centralas soran pedig a valtozo minden mintaclemébdl kivonjuk a
mintaelemek atlagat.

Mindkét alkalmazott moédszerrel (DFA, PCA) kétdimenzios abrakat lehetett 1étrehozni,
amelyeket csupan vizualis uton nem lehetett megfeleléen nagy biztonsaggal Gsszehasonlitani. Ebbol
adodoan klaszter elemzést (cluster analysis, CA) futtattam mind a PCA szkorokra (scores), mind
pedig a DFA koefficiensekre (coefficients). Az ilyen mdodon kapott dendrogramok mar elegendd
informaciot szolgaltattak a két modszer megbizhatod 6sszehasonlitasahoz, tehat a DFA validalasahoz.

DFA modszert hasznaltam a hossz (a1) és a rovid (a2) tava exponensek eléallitasahoz,
,csusztatott ablak megkdzelitést” hasznalva, ahogy azt a 7.1. fejezetben részletesen leirtam. Az a1 és
a2 exponensek abrazolasaval egy kétdimenzios teret kaptam, amelyet a 46. abra a) része mutat. Ezen
vizsgaltam a hasonldsagokat és az eltéréseket az egyes vizsgalt mintak kozott. A kiugréd mintak koziil
a komposzt a bal als6 negyedben, mig a vorosbor a jobb oldalon taldlhat6 az abran. A penészek koziil
a T.aggressivum az abra felsé felében, mig a M. perniciosa és a csiperkegomba (A. bisporus
micéliuma) egyiitt a bal alsd6 negyedben talalhatok, ahol az utobbi két minta szintén elkiiloniil
egymastol. A modszerrel tehat a mintak jol elkiilonithetok (szemrevételezéssel), tovabba mind az
analitikai, mind a bioldgiai parhuzamosok kozel vannak egy-egy mintan belill, ahogy arra

szamitottam.
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44. abra: Az egyes mintak elhelyezkedése a) kétdimenzios térben, melyeket a1 és ar exponensekkel
allitottam eld DFA esetében €s ¢) harom dimenzios térben, melyeket PCA szkorok segitségével
allitottam eld. b) a1 €s a2 exponensekre, mig d) PCA szkorokra futtatott klaszter elemzés

dendrogramja. A mintik neve mogott talalhatd “b” jelzi a bioldgiai, mig “a” az analitikai ismétléseket.

A DFA altal adott csoportositdst ezutan Osszevetettem a PCA eredményeivel. A
fokomponenseket (PC) az Osszes magyardzott variancia alapjan valasztottam (PC1 =75,98 %,
PC2=11,13 %, PC3 = 7,55 %, tehat az 0sszes magyardzott variancia: 94,66 %). A PCA hegyomlas

diagramjat a 45. 4bra mutatja, ami magyardzza a fékomponensek szdmanak valasztasat.
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45. abra: PCA hegyomlas diagramja, ami segit a fokomponensek szaménak kivalasztasadban.

A PCA eredmények azt mutatjak, hogy a kiugré mintak (vorésbor minta, komposzt minta) jol
elkiilontiltek (44. abra c). Az A. bisporus és M. perniciosa mintak azonban koézel keriiltek egymashoz
az abran, a minta csoportok atlapolnak nem csak az elsé kettd, de az els6 harom fokomponens mentén
is (melléklet 2.9. abra). A T. aggressivum penészmintak a 44. abra c) részén a diagram kozepén
helyezkedtek el, jol elkiiloniilve a tobbi mikroorganizmustol. Osszeségében ez annyit jelent, hogy a
PCA jo6 elkiilonitést adott a kiugréo mintakra és a T.aggressivum mintara, koszonhetden azok
jelentdsen eltéré TIC kromatogramjainak. Ugyanakkor, mint ahogy emlitettem nem tudta elkiiloniteni
a csiperkegombat (A. bisporus) a masik gombafert6z6 penészétél (M. perniciosa). A 44. abra a) és C)
részét Osszehasonlitva megallapithatd, hogy Osszességében a DFA jobb csoportositast biztositott a
mintak elkiilonitésére, alkalmazasaval az Gsszes minta jol elkiiloniilt. Ezzel szemben a PCA nem
tudott két mintat megfeleld biztonsaggal elkiiloniteni, viszont jobban kiemeli a kiilonbségeket a
komposzt és mas mintdk kozott, mint a DFA.

Klaszter elemzést hasznaltam a kapott eredmények egyszertsitésére, értelmezésére, amelynek
eredményeit a 44. abra b) és d) része mutatja. A DFA koefficiensekre futtatott CA azt mutatja, hogy
a kiugré adatok mashogy csoportosultak mint a tobbi minta, de ezen feliil az ugyanabba a csoportba
tartoz6 mintakat egy klaszterbe sorolta. Ebben az esetben tehat az A. bisporus jol elkiiloniilt a két,
gombat leginkabb fert6zé penésztdl, tovabba a kiugré adatok eredményei biztositanak réla, hogy a
mobdszer megbizhato.

Az 44. dbra d) része mutatja a kivalasztott harom fOkomponens szkorjaira futtatott CA

eredményeit. Mind a kiugro adatok, mind pedig a T. aggressivum mintak kiilon klaszterbe kertiltek
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(kdszonhetéen jelentésen kiilonb6z6 TIC kromatogramjuknak), azonban az A. bisporus ¢és
M. perniciosa mintak elkiilonitése ebben az esetben sem volt sikeres.

Mivel a vizsgalt mintdk szdma alacsony volt, ezért feliigyelt mdodszereket, gy mint lineéris
diszkriminancia elemzést (linear discriminant analysis, LDA) vagy parcialis legkisebb négyzetek
alapjan torténé diszkriminancia elemzést (partial least squares discriminant analysis, PLS-DA) nem
tudtam alkalmazni.

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 torténé
gyors elkiilonitésre, mint a PCA. Kisérleteim soran bizonyitékot nyert tehat, hogy a fentiekben
ismertetett statisztikai modszerek segitségével lehetdség nyilik a mintdk gyors elkiilonitésére, akar

online modon is, kivaltva ezaltal az id6igényes, bonyolult kiértékelési Iépéseket.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Doktori munkdm sorédn egy olyan analitikai mddszer kidolgozasara torekedtem, amely a
gombatermesztésben kartékony penészek indikalasara képes a minta feletti 1égtérbdl. A kidolgozott
modszer alkalmazasaval lehetévé valt a gombakomposzt eldallitdsa soran eléforduld kartékony

mikroorganizmusok altal kibocsatott illékony vegyiiletek feltérképezése, azonositasa.

Az egyes, penészekre egyedileg jellemzé marker vegyiilet mintazatok ismeretében
lehetdségiink nyilik a mikrobak azonositasara, egymastol valo elkiilonitésére. Az alkalmazott kapcsolt
technika kiilonb6z6 kemometriai modszerekkel az egyes penészek elkiilonitésére, csoportositasara,

azok ,,életkoranak” megfeleld elérejelzésére alkalmas.

Pontos tdmegmérésen alapuld analitikai eljardsokkal a modszer fejleszthetd, nagy felbontasu
késziilékek bevonasaval az azonositds pontossaga javithatd, mig ugyanezen késziilékek rutin

analizisbe toreténd bevonasa szintén jelentds elorelépés lehet a jovoben.

Munkam soran létrehoztam egy olyan adatbdzist, amelyet online rendszerekbe integralva a
komposzt feletti 1égtér monitorozasa sordn a penészes jelenlét kimutatasara alkalmazhato. Az
adatbazis bovitésével - példaul tovabbi mikroorganizmusok illékony marker vegyiileteinek
hozz4adasaval - a penészes romlés széles korben kimutathatova valik az élelmiszeripar barmely

teriiletén.

A kidolgozott HS-SPME-GC-MS moédszer alkalmas lehet tovabba kiilonb6z6 élemiszer
hamisitasok kimutatasara. Példaként emliteném az asza borokkal kapcsolatos problémakort. Az aszi
borok eldallitasa soran nélkiilozhetetlen ugyanis a Botrytis cinerea penész a sz6l6szemeken, amely a
sz6l6szem aszusodasat idézi el6. Amennyiben a kdrnyezeti paraméterek nem megfeleldek a penész
szamara, elmarad az asztisodas folyamata, vagyis az adott évbol szarmazo asza boroknak feltiintetett
termék mindsége kérdéses. A szesziparban tovabbi alkalmazéasi teriilet lehet a penészes

gylimolcsokbol késziilt parlatok azonositasa is.

Mindezeken feliil a technika nem csak az élelmiszeriparban megjelend penészek detektalasara
alkalmas. Szamos nemzetkdzi kutatocsoport foglalkozik az ugynevezett beteg épiilet szindromat (Sick
Building Syndrome, SBS) okozoé beltéri penészek vizsgalataval. Nem megfelelé mindségii beltéri

levegd, 1égkondicionlald penészesedése, falon megtelepedett penészek, stb. mind kimutathatok ezzel
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az eljarassal. A médszer tehat kiterjeszthetd az élelmiszer vizsgalatokrdl a kornyezet monitorozasara
I, ezaltal megelézhetd lehet szamos egészségre karos betegség (példaul allergia és asztma)

kialakulésa.

A HS-SPME-GC-MS technika felkeltette egy uj teriilet, az orvostudomany, érdeklodését is. A
legfrissebb kutatasokban a kiilonb6z6 emberi testen/testben elszaporodott mikroorganizmusok
kimutatasat vizsgaljak leheletbdl, vizeletbdl. A lehelet vizsgalataval a torokban, garatban illetve
gyomorban vagy az ezeket 0sszekotd emésztOrendszerben megtapadt €s elszaporodott mikrobakat
lehet kimutatni (példaul fogszuvasodas vagy cukorbetegség detektalasa). Kiilonb6z6 bérgombasodast
okozo mikroorganizmusok (példaul Trichophyton rubrum vagy Candida intertrigo) kimutatasara is
alkalmassa valhat a technika megfeleld adatbéazis kiépitése utan. Az egészségiligyben ezaltal
gyorsabban ki lehet mutatni a fertézéséket, mint a tobb napos mikrobiologiai tenyésztéses eljarasok

alkalmazasaval.

Doktori munkdm célja altalanossagban az volt, hogy kiilonbdzd eljarasokat, illetve azok
kombinacioit dolgozzam ki penészes fertdzések megjelenésének detektalasara. A kidolgozott
eljardsok mindegyike adaptalhatdo akar az élelmiszeripar, akar a kornyezetkémia vagy az
orvostudomany bizonyos teriileteire, kivaltva a jelenleg rendelkezésre all6, sokszor tobb napig is tartd

mikrobiologiai tenyésztéses vizsgalatokat.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) Kidolgoztam egy gyors, szilard-fazisi mikroextrakcidos mintavételi technikaval kombinalt
gazkromatografias tomegspektrometriai (HS-SPME-GC-MS) eljarast, amellyel kimutathat6 bizonyos
penészek jelenléte gombakomposzt elallitd és gombatermel6 tizemekben. A modszerfejlesztés soran

egy Uj eljarast, nevezetesen a memoriaeffektuson alapuld retencids id6 standard hasznalatat vezettem
be.

2) Meghataroztam a gombatermesztésben el6forduld harom kartékony penész (Trichoderma
aggressivum, Mycogone perniciosa és Lecanicillium fungicola) mikrobialis eredetii illékony Szerves
anyagcseretermékeit (MVOC), tovabba az egyes vizsgalt penészekhez kdtheté MVOC mintazatot
in vitro koriilmények kozott. PLS-R statisztikai eljarason alapulo eldrejelzést dolgoztam ki, amely az
MVOC vegyiiletek alapjan alkalmas a penészes fert6zés ,,koranak”, azaz a leoltastol eltelt napok

szdmanak meghatarozasara.

1)-2) Kozlés:

Radvanyi D., Gere A., Jokai Zs., Fodor P. 2015. Rapid evaluation technique to differentiate mushroom disease-
related moulds by detecting microbial volatile organic compounds using HS-SPME-GC-MS. ANALYTICAL
AND BIOANALYTICAL CHEMISTRY, 407(2), pp.537-545. (IF: 3,436)

3) Meghataroztam a gombatermesztésben legfébb kartevé penész (Trichoderma aggressivum f.
europaeum) novekedése soran termelt taptalajfiiggd, ujjlenyomatszerit MVOC mintazatat, valamint
feltérképeztem a vizsgalt penész kiilonboz6 szénhidratforrast tapagaron torténd illékony

anyagcseremarker kibocsatasat.

Kozlés:
Radvanyi D., Juhasz L., Jokai Zs., Geédsel A., Fodor P. (2015) Analysis of microbial volatile organic comounds
emitted by Trichoderma aggressivum growing on different substrata, 7th International Symposium on Recent
Advances in Food Analysis pp. 204., Prague: University of Chemistry and Technology (UCT), 2015.
(ISBN:978-80-7080-934-1)
Juhasz L., Radvanyi D., Jokai Zs., Fodor P. (2015) Determination of volatile metabolite markers using HS-
SPME-GC-MS technique. Proceedings of the 21st International Symposium on Analytical and Environmental
Problems pp. 296., Szeged: Szegedi Tudomdnyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék (ISBN:978-
963-306-411-5)
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4) Meghataroztam a gombatermesztésben kartékony harom vizsgalt penész (Trichoderma
aggressivum, Mycogone perniciosa és Lecanicillium fungicola) marker vegyiileteit — 6sszesen kozel
80 vegyiiletet —, amelyek minden esetben egyértelmiien jelzik az adott mikroba jelenlétét. Ezt
kovetden létrehoztam egy olyan szerves illékony anyagcseremarkerekbdl alloé adatbézist, amely
segitségével a hasonlé koriilmények kozott vizsgalt penészek jelenléte konnyen elérejelezhetd a minta

feletti légtérbal.

Kozlemény szerkesztés alatt:

Radvanyi D., Juhasz L., Jokai Zs., Fodor P. Examination of Trichoderma aggressivum’s metabolomic pathways
on four different substrata

Celfolyoirat: Talanta (IF: 3,545)

5) Kidolgoztam egy 0j eljarast, amely segitségével a feldolgozatlan (kiértékeletlen) teljes ion
kromatogramok &sszehasonlitasa alapjan kilonithetok el az egyes vizsgalt penész mintak.
Megallapitottam, hogy bonyolult és iddigényes kiértékelési folyamat nélkiil iddsorelemzést
alkalmazva az egyes mintdk megkiilonboztethetdk, ezaltal a kidolgozott mddszer integralhatova valik

a légtér folyamatos monitorozasat végzo online rendszerekbe.

Kozlés:

Radvanyi D., Gere A., Sipos L., Kovdcs S., Jokai Zs., Fodor P. 2016. Discrimination of mushroom disease-
related mould species based solely on unprocessed chromatograms. JOURNAL OF CHEMOMETRICS, 30(4),
pp.197-202. DOI: 10.1002/cem.2777 (IF: 1,50)

Radvanyi D., Gere A., Sipos L., Kovacs S., Jokai Zs., Fodor P. (2015) Application of HS-SPME-GC-MS
combined with detrended fluctuation analysis to distinguish mould species, pp. 18. Conferentia Chemometrica,
2015. Budapest, MTA Természettudomanyi Kutatokozpont, (ISBN:978-963-7067-31-0)
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OSSZEFOGLALAS

Doktori munkdm sordn a gombatermesztésben kartékony penészek illékony
anyagcseremarkereinek detektalasdra és monitorozasara alkalmas HS-SPME-GC-MS moédszert
dolgoztam Kki. A mérések soran standard mix oldat alkalmazasaval memoriaeffektuson alapuld
retencios 1d6 standard modszer hasznalatat dolgoztam ki, ahol a mintavevo rendszer négy napig volt

képes emlékezni a kiilonb6zo alkan standardokra.

A fejlesztett eljaras alkalmazasaval meghataroztam és azonositottam a gombatermesztésben
eléforduld kartékony penészek (Trichoderma aggressivum, Mycogone perniciosa, Lecanicillium
fungicola) és a csiperkegomba illékony szerves vegyiileteit (MVOC); meghataroztam a penészekre
egyedileg jellemz6 ugynevezett marker komponenseket. Ezen vegyiiletek monitorozasa soran
nyomonkovettem azOK intenzitasérték valtozasat, majd meghataroztam ennek a penészek
novekedésével vald kapcsolatat. Megallapitottam, hogy a Trichoderma fajok féként a zoldspora
képzodésével, mig a nedves és szaraz molé penészek a micélum novekedésével Gsszefiiggésben

bocsatottak ki a legtobb marker vegytiletet.

Elvégeztem a kiilonb6zd penészek kozos MVOC vegyiileteinek elemzését fOkomponens
elemzéssel; az els6 fokomponens a napok szerinti eltéréseket, mig a masodik fokomponens a mintak
kozotti kiilonbségeket magyarazza. A fokomponensekben szerepet jatszo valtozok vizsgalata soran
meghataroztam, hogy mely MVOC vegyiiletek felelosek a mintak kozotti kiilonbségekért. A mintak
és a leoltastol eltelt napok szamanak elkiilonitését linearis diszriminancia elemzéssel végeztem el. A
leoltastol eltelt id6 becsléséhez parcidlis legkisebb négyzetek elvén alapuld regresszids modellt

hasznaltam, melynek eredményeként az egyes penészek ,.életkora” elérejelezheto.

A T. aggressivum f. europaeum metabolomikajanak vizsgalata soran meghataroztam a
zoldpenészre jellemz6 MVOC mintazatot, majd definidltam az egyes marker vegyiileteket. Ezen
vegyiiletek nagysagrendileg kiilonb6z6 intnezitasértékei miatt kiilonboz6 — inenzitasértéktdl fiiggd —

eljarasokat dolgoztam ki a megfeleld kiértékelés céljabol.

A kivalasztott marker vegyiiletek koziil meghataroztam a taptalaj fiiggetlen (3 marker), a
tapanyagban gazdag tapagarokra jellemz6 (18 marker), illetve a taptalaj-fiiggd/szubsztrat-fiiggd (10
marker PDA tapagaron, 13 marker MEA tapagaron) marker vegyiileteket. A sikeres azonositast és

csoportositast kovetden megvizsgaltam a marker vegyiiletek intenzitdsanak idObeli valtozasat és
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annak négy kiilonb6z6 tapagarra oltott zolpenész névekedési fazisaival (micéliumképzés, zold spora

termelés) valod kapcsolatat.

A vizsgélatok eredményei alapjan létrehoztam egy olyan adatbdzist, amely az adott

mikroorganizmusokra jellemzé anyagcseremarkereket tartalmazza.

A vizsgalt penészek azonositasa és egymastol valo elkiilonitése céljabol kemometriai eljarast
(csusztatott ablakos detrendelt fluktuacio elemzés, DFA) alkalmaztam a ,,nyers”, kiértékeletlen teljes
ion kromatogramokon (TIC). Mivel a DFA nem egy hagyomanyos kiértékelési eljaras, ezért az
eredményeket fokomponens elemzéssel (PCA) validadltam. A fokomponens szkorok ¢és DFA
szogkoefficiensek értelmezésére klaszter analizist hasznaltam. Megallapitottam, hogy a DFA a PCA-
nal hatékonyabb moddszer a penészek elkiilonitésére, raadasul ez az eljaras kivaltja a mérési adatok

hagyomanyos, sokszor igen iddigényes kiértékelési folyamatat.
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SUMMARY

In my PhD work, HS-SPME-GC-MS method was developed which is able to detect and
monitor the volatile metabolomic marker compounds produced by different mushroom disease-related
moulds. A unique internal standard method was devised based on the memory effect of the standard
mix. This standard mix solution was used during the experiments, where the memory effect of the

alkane standards lasted for approximately four days.

Microbial volatile organic compounds (MVOCs) from mushroom disease-related moulds
(Trichoderma aggressivum, Mycogone perniciosa, Lecanicillium fungicola) and the buttom
mushroom were determined and identified using the previously developed method. Moreover, those
marker compounds were determined, which clearly characterised the examined moulds. During the
MVOC monitoring, the intensity change of these biomarkers were followed, than the relationship
between biomarkers and mould growth was determined. Trichoderma species emitted the most
volatile metabolites during the green spores production phase, while the wet and dry bubble disease

moulds emitted their volatiles during the mycelium growth phase.

The common MVOCs produced by different moulds were analysed with principal component
analysis (PCA). The first principal component (PC) explained the differences between the days, while
the second PC explained the differences between the samples. By examining the variable structure of
the PCs, those MVVOCs were clearly identified, which were responsible for the differences between
the samples. Linear discriminant analysis was used to discriminate the samples and the number of the
days passed from the inoculation. Partial least square regression model was applied to predict the

“age” of the samples by estimating the number of the days passed from the inoculation.

The MVOC pattern of green mould (T. aggressivum f. europaeum) were determined in the
metabolomic experiments. After MVOC determination, the biomarkers were also defined. |
established different evaluation processes, since these biomarker compounds had highly different
intensity values, which requires different — intensity-dependent — evaluation processes, in order to get

proper results.

Media-independent (3 markers), and media-dependent (10 markers on PDA, 13 markers on
MEA) biomarkers were determined from the selected markers, moreover from the nutrient-rich media
derived (18 markers) marker compounds were also determined. After successful identification and

classification of the biomarkers, |1 examined the changes of their intensity during the experiment.
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Furthermore, the changes of the markers were linked to the inoculated microorganisms’ growth phase

(mycelium growth, green spores production) on four different media.

After all experiments a comprehensive database was built, which contains all of the

characteristic marker compounds of all the microorganisms on all media.

In order to identify and distinguish different examined microorganisms, chemometric method
(sliding window detrended fluctuation analysis, DFA) was applied on the unproccessed (“raw”) total
ion chromatogram (TIC). DFA is not a well-known method, therefore PCA was used to validate its
results. Cluster analysis interpreted the PCA scores and DFA angle coefficients. According to my
results, DFA was more effective compared to PCA in separating different mould samples. Moreover,

DFA was also able to substitute the conventional, generally time consuming evaluation processes.
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MELLEKLET 2. ABRAK GYUJTEMENYE

Melléklet 2.1. abra: Kiilonb6z6 beoltott taptalajok 20 mL-es HS- tivegesékben a vizsgalat soran
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Melléklet 2.2. abra: Trichoderma aggressivum harmadik napon mért eredeti TIC kromatogramja (MassHunter szoftverbdl)
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Melléklet 2.3. abra: A Melléklet 2.2. abrajan a-vel jelzett Melléklet 2.4. abra: A Melléklet 2.2. abrajan b-vel jelzett

azonositattlan komponens tomegspektruma komponens (4-nonanone) tomegspektruma
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Melléklet 2.5. abra: A Melléklet 2.2. dbrajan c-vel jelzett azonositattlan komponens tomegspektruma
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Melléklet 2.6. abra: Trichoderma aggressivum MVOC mintazata négy kiilonb6z6 tapagaron (eredeti TIC kromatogram MassHunter szoftverbol)
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Melléklet 2.7. abra: A Melléklet 2.6. abrajan 6,30-nal érkez6 azonositatlan Ci1sH2s szarmazék

tomegspektruma a) hattérrel b) hattér nélkiil
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Melléklet 2.8. abra: A Melléklet 2.6. abrajan 6,33-nal érkezd azonositatlan CisHz¢ szarmazék

tomegspektruma a) hattérrel b) hattér nélkiil
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Mellékelt 2.9. abra: Fékomponens elemzés eredményeinek kétdimenzids dbrazolasa a PC1-PC2,

PC1-PC3 ¢és PC2-PC3 fékomponensek szerint

loldal 135



10.14751/SZIE.2016.064
KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani elsdsorban konzulenseimnek, Dr. Fodor Péternek és Jokainé
Dr. Szatura Zsuzsannanak, akik odaado munkdjukkal segitettek doktori éveim soran és disszertaciom
megirasaban. Szakmai és emberi timogatasukat, kitartadsukat valamint tiirelmiiket koszondm az egytitt

toltott kozel négy év alatt.

Szeretnék kdszonetet mondani tovabba:

¢ Dr. Hajdu Csabanak a doktori munkdm sordn nyujtott szakmai segitségért és tamogatasért.

¢ Biofungi Kft.-nek a folyamatosan rendelkezésre allo gombakomposzt mintakért, illetve a komposztellallitas
megismerése soran nyujtott szakmai segitségért és gyarlatogatas biztositasaért.

e KMR-12-1-2012-0189 szamu projektnek, aminek anyagi tdmogatisaval egy projektmunka keretein beliil
valdsulhattak meg a doktori munkamhoz sziikséges mérések.

o Dr. Geosel Andrasnak, aki faradtsagot nem ismerve mindig segitségemre volt a mikroorganizmusok és
gombak eldkészitésében.

e diplomaz6 hallgatéimnak, akik a mintavételben és mintaclékészitésben nyujtottak segitséget.

¢ Dr. Stefan Hann-nak ¢s a BOKU egyetem kutatocsoportjanak az ismeretlen komponensek azonositasa ¢és
kutatasa soran nyujtott szakmai segitségért,

e valamit az ERASMUS 06sztondijprogramnak, hogy lehetévé tette szamomra a kiilfoldi szakmai gyakorlati
részvételt.

e Dr. Héberger Karolynak, aki a statisztikai elemzések ellendrzésében nyujtott segitséget, szakmai
észrevételeivel és kritikaival emlete az elemzések szinvonalat.

o Tanszékem Osszes munkatarsanak a hétkdznapok soran nyujtott deriis hangulatért és biztatastért,

e valamint Dr. Dernovics Mihalnyak, a doktori éveim soran nytjtott szakmai tanacsokért, észrevételekért és

Otletekért.

Szeretném megkOszonni a segitséget és tamogatast kedves sziileimnek és testvéreimnek is,
akik tanulmanyaim kezdete 6ta nyomonkovették munkassagomat, tdmogattak és biztattak dokori

éveim soran.

Végiil szeretném megkdszonni férjemnek, Dr. Gere Attilanak azt a rengeteg odaadast és
segitséget, amit az eddigi évek soran tanusitott. K6szondom, hogy mindent félre téve mindig jutott par
kedves, nyugtatd szava szamomra. Batoritasa és biztatasa nélkiil sohasem kélsziiletett volna el ez a

munka.

K0szOnom!

|oldal 136



