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1. FEJEZET. BEVEZETES



A betakaritds utdni veszteségek mind zoldségek, mind gylimolcsok esetében nagy gondot
okoznak, ugyanis fajtatél és a tdrolokban alkalmazott technoldgiatdl fiiggden a veszteség
elérheti akar a 10-40%-ot is [Hitka 2011]. A veszteségek addodhatnak egyrészt a novény
1égz€sébdl és parologtatasabdl, nagyobb részben pedig a patogén mikrobdk tevékenységébdl. A
penészgombdk nemcsak mindségi romlast eredményezhetnek, de termelhetnek az egészségre
veszélyes mikotoxinokat is. Gyiimolcsok esetén elsOsorban a penészgombdk jelentenek
kiilondsen nagy gondot [Pitt et al. 2009]. Az élelmiszeripari alapanyagok szabdlyozott 1égter(i
(controlled atmosphere, CA) taroldsa megolddssal szolgédlt néhdny gyiimolcs és zoldség
eltarthatésaganak novelésére. A 1égtér Osszetételének szabdlyozdsa elOnyds a mikrobidlis
romlds visszaszoritdsa érdekében. Nagy pdratartalom mellett a 1égz€s intenzitdsa csokken, ha az
O, koncentracié csokken és a CO, koncentracié novekszik, mely koriilmények kozt akar 8-10
hénapon &t tarolni lehet a termékeket, hermetikusan lezart térben. Ez esetben azonban a termék
ellendrzése nehézkessé valik, é€s a tulajdonos gyakran hoénapok milva szembesiilhet a
veszteségekkel. Nagy elorelépést jelentene tehit egy olyan mérdrendszer, mellyel ipari méretli
szabdlyozott 1égterli tdrolokban konnyen, olcsén, hatékonyan és gyorsan elére lehetne jelezni

az esetleges mikrobidlis romlast.

A szakirodalomban mdr bizonyitottak [Matysik et al. 2009], hogy az egyes mikroorganizmusok
altal kibocsatott illékony szerves vegyiiletek (volatile organic compound, VOC) megfeleld
mérési koriilmények kozott alkalmasak az adott faj azonositdsdra. Ahhoz, hogy ebbdl az
elméleti lehetdségbdl egy iparilag alkalmazhaté mérérendszer feltételeit megteremtsiik, nem
egy fajt kell azonositani hanem a lehetd legtobbre jellemzd modszert kell alkalmazni. Két tt
van, vagy a légtérbdl vett mintdk folyamatos (on-line), automatizilt 6sszevetése vagy olyan
jelzdé (marker) vegyiiletek alkalmazdsa, amelyek dltalanosak minden vagy tobb olyan romldsra
amely az adott terménnyel kapcsolatban eldfordulhat, vagy dltalanosak egy adott mikrobara

kiilonbozd termények esetén.

A mikrobidlis metabolitok keresése kozben nem ismerjilk eldre azokat a vegyiileteket,
amelyeket kimutatni szeretnénk, ez az tugynevezett ’untargeted’ vagy ’non-targeted’ (nem-
célzott) analitikai feladat. Ilyen esetekben az egyik és leggyakoribb mddszer a kézi kiértékelés,
azonban a természet altal produkalt bonyolult VOC mint4zatok esetében ez nagyon iddigényes
feladat. Kiilonbozo tobbvéltozos statisztikai modszerek hasznélhatok az illékony vegyiiletek
mért adathalmazanak 6sszevetésére. A legnagyobb probléma a mikrobidlis illékony vegyiiletek

kutatdsdval a termelt vegyiiletek nagy szdma, és hogy mind mennyiségiik mind mindségiik
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nagyban fiigg a kornyezeti hatasoktdl. Ez mind a kisérletek tervezését, mind a kiilonbozd
kutatdsok eredményeinek Osszevetését megneheziti, a kivitelezés elképzelhetetlen valamilyen
automatizalt kiértékelés nélkiil. Ezért minden olyan kutatds iddszeri amely ezen kisérletek
adatfeldogozasat leroviditi vagy egyaltalan lehetévé teszi. Az én kisérleti megkozelitésem
abban tér el a szakirodalomban talalt tanulmédnyoktdl, hogy egyszerre tobb gylimdlcsmintét és
tobb torzset alkalmazok a romlds modellezésére. A bevett gyakorlattal ellentétben nem csak a
romlott €s nem romlott mintdk altal kibocsatott VOC-ket vizsgédltam, hanem ezek véltozéasai

soran keresem a marker vegyiileteket.

Az illékony vegyiiletek analitikai mérési lehetOségeinek és a marker vegyiiletek felismerésének
fejlesztése nem csak az élelmiszeriparban hasznos, régéta kutatjdk a markereket rdkos sejtek
korai felismerésére [Zhang et al. 2010], mikrobidlis biolégia fegyverek gyors kimutatdsara
[Uithoven et al. 2000] vagy éppen egészség monitorozds [Roux et al. 2011]. A klasszikus
mikrobioldgiai mddszerek, a sejtek novekedési ideje miatt tobb napba telnek. Az antitestek
felismerését felhaszndlé mddszerek szintén legaldbb tobb 6rdba keriilnek. Nem véletlen, hogy a
mikrobdk gyors kimutatdsdnak barmilyen lehetdsége nagy figyelmet kelt, mint a mikrobdk
elemi Osszetételének, vagy manapsdg a mikrobdk altal kibocsatott illékony szerves vegyiiletek

detektaldsa [Zolotov 2011].

A bevezetésben emlitem meg, hogy mivel a kutatdsi téma aktiv, tobb olyan angol kifejezéssel
taldlkozni a dolgozatban aminek a magyar megfeleldjével lehet vitatkozni. A szaknyelvben az
Uj, idegen szavak magyar megfeleldi lassan szlirédnek &t, és sokszor kiillonbozdé csoportok
kiilonbozo kifejezéseket hasznédlnak. Ez a probléma foleg a tobbvaltozos statisztikai fejezetnél
jelentkezik. Ahol csak lehetett a 2001-ben kiadott Kemometria konyv [Horvai et al. 2001]
alapjan vélasztottam a dolgozatban haszndlt kifejezéseket, vagy jeloltem a névvélasztas
alapjaul szolgdlé kozleményt. Ahol erre nem volt lehetdségem, ott irdnyelvként minél
magyarosabb és az angol kifejezés értelmét minél jobban visszaadé kifejezést kerestem, akkor

is ha az hosszu definicidkat eredményezett.
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2. FEJEZET. IRODALMI ATTEKINTES
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A kellemetlen szag legaldbb olyan feltlind kisérdje az élelmiszerek romldsdnak, mint a
szemmel lathat6 jelek. A kezdetektdl fogva segit az embernek a kevésbé lathatd, beliilrdl
rothaszt6 patogének felismerésében. Ez a szag a mikrobdk 4ltal termelt illékony komponensek
keveréke, melyek detektdldsa évek oOta kutatott teriilet a metabolomika tudomanyagéan beliil. A
rendszerbiol6gia nevii tudomanydg egyik képviseléje a metabolomika, a tudomdnydgba
tartoznak az ugynevezett ,,omikak™ (omics), mint a j6l ismert genomika vagy proteomika. Ezek
olyan kutatdsi stratégiat képviselnek, amelyben nem egy feltételezést bizonyitunk be, hanem az
adatbazisok tomkelegében keres mintdzatot, korrelaciét, azt nézi, mi és hogyan valtozik az

adott novényi vagy dllati szervezetben.

A mikrobidlis metabolitok keresése kozben nem ismerjilk eldre azokat a vegyiileteket,
amelyeket kimutatni szeretnénk, ez az dgynevezett 'untargeted’ vagy ’non-targeted’ analitikai
feladat. Az ilyen, nem elére kivdlasztott vegyiiletek mérésére iranyuld elemzések altaldban
szembe mennek a bevett analitikai gyakorlattal. Nem arra torekednek, hogy a mérendé minta
alkotéelemeit elvélasszdk a matrixtél hanem, hogy minél hiibb képet kapjanak az aktudlis minta
tartalmar6l. Az analitikai cél minél tobb informacié rogzitése a mintabol. Napjainkban egyre
tobb kutatas foglalkozik a metabolikus folyamatok sordn termel6dd anyagok elemzésével. Az
elemzések masik megkozelitési modja, amikor eldre kivédlasztjuk azokat a metabolitokat
amelyeket vizsgdlni fogunk (targeted). A célzott mérések sordn az azonositani kivant
vegyiiletek egy specifikus csoportjara fokuszédlnak, és arra kivancsiak, hogy ezen anyagok
hogyan valtoznak. Az elére nem meghatarozott metabolitok mérése sordn arra torekednek,
hogy lehetdség szerint minél tobb vegyiiletet ki lehessen mutatni, és valamiféle ujjlenyomatot

vagy mintdzatot kapjanak a detektalt illékony alkotdk alapjan [Cevallos-Cevallos et al. 2009].

A novényi VOC-k, azaz az aromakomponensek mérései voltak a novényi metabolomika
kutatdsanak elsO képviseldi. [van Dam et al. 2008]. Az illékony vegyiiletek hozzdjarulnak az iz
érzéshez, igy mindig is fontos szerepet kaptak az élelmiszeripari kutatdsokban, a
meghatdrozasukrdl sz6lé irodalom jelentés. A mért VOC-k 0Osszevetése a legkiilonbozébb
célokkal torténhet. Leggyakoribbak a fajta azonositdsa [Gomez et al. 1994, Horvat et al. 1992,
Solis-Solis et al. 2007, Zhu et al. 2008], a deviancia detektdldsa [Moalemiyan et al. 2007,
Siripatrawan et al. 2007, Moularat et al. 2008, Kushalappa et al. 2002], szdrmazasi hely
megallapitdsa [Mauriello et al. 2009, Amtmann 2009] mindségi osztdlyozds [Pongsuwan et al.
2006, Maciejewska et al. 2006], vagy a novények kiilonb6z06 kezeléseinek detektdldsa [Khan et

al. 2008]. A legérdekesebb kérdés hogyan tudjuk Osszevetni két VOC mérés eredményét, ezzel
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azonban az Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhaté.. fejezetben foglalkozom miutan attekintettiik a

mérési lehetOségeket.
2.1. Merési és mintavételi modszerek

2.1.1. Elelmiszerek illékony alkotéinak mintavételi lehetéségei

Elelmiszermintik el8készitése aromakomponensek gézkromatografids (gas chromatography,
GC) méréséhez altaldban munkaigényes. Ha nem a 1égtérbdl vesziink mintét, az els6 1épés a
minta homogenizaldsa, amely valamilyen daraboldsi vagy turmixoldsi 1épéssel kezdddik. Ezt
koveti a tobbszords folyadék-folyadék extrakcid, centrifugdlds, szdaritds vagy parologtatds. A
felhasznalt eszkozok altaldban egyszeriiek, azonban az egész folyamat sok idot vesz igénybe.
Sok illatkomponens, foleg a biogén aminok és az oxidacioval keletkezett aldehidek
kromatogréfids csucsainak alakja elnyuld (tailing) a gazkromatografids mérésekben. Ezt
termikus szétesés vagy az oszlop aktiv helyeivel torténd kolcsonhatds okozhatja. Ezek a
problémak szarmazékképzéssel csokkenthetdk, igy a mintaelokészités gyakran tartalmaz egy
ilyen 1épést is. Azonban ez a reakcié tovabbi bizonytalansidgot visz a mennyiségi

meghatdrozasba €s bonyolitja a végrehajtast [Wilkes et al. 2000].

A mintdk gbzterének (headspace) elemzése, azaz a minta feletti 1€gtérbdl valé mintavétel ugyan
joval lecsokkenti a mérheté komponensek korét, de ez a szelektivitds eldnyt is jelenthet a
vizsgalatok sordn. Az egyik legelterjedtebb mintavételi elrendezés a direkt injektdlds. Ahogy az
1/a 4bran is lathatd, egy szeptummal lezart mintatartobdl fecskendd segitségével bizonyos
gdzmennyiséget kiszivunk a gdztérbdl €s ezt az analizatorba juttatjuk [Mitra 2004, Dean 1998].
A masik gyakorta hasznalt lehetdség az 1/b dbréan lathaté ,kihajtds” és ,,csapdazas™ (purge and
trap, P&T) mintavétel egy lehetséges elrendezése. Ezt mds néven dinamikus goztér
extrakcionak (dynamic headspace extraction, DHE) is nevezik. A folyamat sordn az illékony
vegyiileteket kiftijatjak a mintdbol egy dllando6 inert vivogaz drammal (ami altalaban hélium) és
egy szorpcids csapdaba gyljtik, ahol a vegyiiletek adszorbedlédnak egy arra alkalmas feliiletre

pl. TENAX [Karlshoj et al. 2007] vagy C;g [Mitra 2004, Dean 1998].
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1. abra: Illékony vegyiiletek (a) direkt és (b) purge and trap mintavételének lehetséges
elrendezései

Szdmos mds, itt nem részletezett mdodszer mellett, egy manapsidg mar elterjedt lehetdség a
minta gézterének elemzésére az szilard fazisi mikroextrakcié (solid phase microextraction,
SPME). A kanadai Pawliszyn professzor és munkatarsai altal 1989-ben kifejlesztett technika tj
lehetdségeket teremtett az illékony vegyiiletek kis mennyiségli mérésére [Pawliszyn 2001]. A
technika egy nagy fajlagos feliilettel rendelkezd, vékony szorbens réteggel bevont szalon alapul
(2. dbra). A bevonat keriilhet a kapilldris kiils0 vagy belso faldra. A szdlat a mintaoldatba vagy
annak gozterébe meritve a mérendd alkoték megoszlanak a folyadék- vagy a gdzfazis és az

extrakcids szal kozott.
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2. abra: Az SPME mintavételi technika
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Az, hogy az SPME nem igényel szerves olddszer haszndlatot, rendkiviil fontos a mai
labortechnikdban. Az SPME technika f6 analitikai elOnyei, hogy lényegesen lerdviditi a
mintaelékészitést és kicsi koncentrdcik (0,1 pg/dm’) esetén is kivédléan alkalmazhatd.
Azonban ez a technika nem a teljes kinyerésre torekszik, mert ez egy egyensulyi extrakcids
modszer. Az adszorpcids egyensily bedllta utdn a mikroextrakcids szdlat a GC-s injektorba
helyezve az adszorbedlddott vegyiiletek ho hatdsara deszorbedlddnak. A k6tddés hatékonysagat
befolyasold tényezdk a deszorpcids idO, -hdmérséklet, extrakcids id6, pH, sétartalom, gaztér
kevertetése és nem utolsé sorban a szdl anyagi mindsége. Hatrdnya, hogy mennyiségi
meghatdrozds esetén minden vegyiiletre egyéni kalibracié sziikséges. Az ehhez sziikséges
adatkezelés gyakran ugyanannyi idot vesz igénybe, mint amit a mintael6készitéssel

megtakaritottunk.

1. tablazat: Az illékony komponensek mérésére alkalmazhaté néhany mintavételi technika paraméterei
WILKES és munkatarsai szerint. A tablazat engedéllyel Keriilt atvételre, liszensz szama: 2896460183496.

mintavételi minta halmazallapota sziikséges minta érzékenység mintael6készitési
technika mennyiség (g) id6 (min)

direkt injektdlds | folyadék/szilard 0.1-10 mg/kg 5-10

P&T TD gaz / folyadék / szilard | 5-1000 ug/kg 10-30

SPME gdz/folyadék 0.1-10 ng/kg 5-10

olddszer folyadék/szilard 0.1-10 ug/kg 30+

extrakcid

SFE folyadék/szilard 0.1-10 ng/kg 10-60

DTE szilard 0.1-10 ug/kg 1-2

Az SPME élelmiszermintdk esetében kiilonosen leroviditi a mintaelOkészitési idot a csapdazos,
olddszeres extrakcids modszerekhez képest (1. tdblazat). Ez kiilonosen igaz illat és szag alkotok
esetén [Sérot et al. 2003]. Hatrdnyai koz€ tartozik a reprodukdlhatésdg novelésében kritikus
szerepet jatszo automata mintavevo késziilék, mely ugyan kereskedelmi forgalomban kaphato,
de a kialakitdsa korldtozza a felhasznélas teriileteit [Zhang et al. 2008], csak bizonyos tipust
mintavevd edényekre alkalmazhat6. Hatrinya még az SPME technikdnak, hogy az
adszorbedlddott alkoté mennyisége nem csak a bevonat vastagsigan mulik, hanem a
vizsgalandé alkoté megoszlasi hanyadosdn, amely altaldban novekszik a molekula tomeggel és
a forrasponttal. Az SPME technikdval gytijtott molekuldk mennyisége Tholl és munkatérsai
szerint nem elég ahhoz, hogy ismeretlen vegyiiletek szerkezeti meghatdrozasdra hasznaljuk

[Tholl et al. 2006].
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Az SPME szal torékeny ezért van egy tartdja, ami védohiivelyként funkciondl, ennek a
segitségével lehet beszurni a megfelelden felmelegitett injektorba, igy jut a vizsgdland6 minta a
gazkromatografba. Az injektdlds akkor hatékony, mennyiségi és viszonylag pillanatszeri
(tizedmésodpercnél kevesebb), ha az injektor hdmérséklet 50-70 °C-kal magasabb, mint a
bevitt minta  legmagasabb  forrdsponti  vegyiiletének  forrdshOmérséklete. A
gazkromatografidban a minél kisebb félértékszélességii csicsok feltétele, hogy analizdland6
vegyiiletek hirtelen megkotddjenek az oszlopon, majd az aramlasuk dugdszerii legyen. Az
SPME szalrdl torténd lefiités ennek a feltételnek megfelel. Az SPME szdlon 1évo szorbens réteg
1d6 mulasaval elhasznalddik, egy szal koriilbeliil 100-150 mérésre alkalmas. A szal lefitésével,
tisztitdsdval a magasabb forrdsponti anyagok elpdrologtathatok, azaz megsziintethetdé a szal

visszamarad6 memoridja.

2.1.2. A szilard fazisu mikroextrakcio haszndlata élelmiszerek illékony

alkotoinak mintavételezésére

Page és Lacroix tanulminyukban az SPME rendszer teljesitményét vizsgéltdk, egy 33
halogénezett vegyiiletbdl all6 mintaoldaton (ill6 és félig ill6 kornyezeti szennyezok) [Page et
al. 1993]. Az SPME érzékenységét és szelektivitasat hasonlitottdk 6ssze a hagyomdanyos goztér
elemzés moédszerével. Osszességében a hagyomanyos gdztér analizis kevesebb informaciét
adott az alkotokrol, mint az SPME. Ennek egyik oka a kimutatési hatar, példaul a tri- és hexa-
klorobenzol kimutatdsi hatdra SPME esetében kevesebb, mint 5 ng/kg volt, mig hagyoményos
goztér elemzésnél ez joval nagyobb. Két ugyanolyan koriilmények kozott felvett kromatogram
kozott jol latszik a kiilonbség a mintavételi rendszerben. Az SPME mindenféle ill6 és nem ill6
vegyiilet extrahdlt, mig a hagyomanyos géztér extrakcié az illékonyabb vegyiiletekre nagyobb
kromatografids csticsot eredményezett. Erdekes eredményiik, hogy kiilonbséget taldltak két
egyforma bevonati SPME szal kozott. Javaslatuk szerint a sztenderdeket és a mintdkat
ugyanazzal a szdllal kell mérni. Méréseik alapjan a gazkromatografba valé bevezetés kdzben a
szilikon szeptum atlyukasztasa kozbeni anyagveszteség elérheti az 5 %-ot. Ezen megfigyelések

Osszességében arra intenek, hogy még Gvatosabban kezeljiik a kapott eredményeket.

SPME mintavételi technikdt haszndltak eper, mélna, afonya, banidn és mangé VOC-nek
méréséhez [Ibdnez et al. 1998]. A vizsgdlathoz a kinyerési hatdsfokot egy 8 vegyiiletbdl allé
sztenderd elegyen tesztelték. Az SPME kinyerési hatdsfoka 10,7 %-t6]1 (3-metil-butanol)
45,3%-ig (etil-hexanodt) valtozott, a relativ szérds (relative standard deviation, RSD) pedig 5-

15% kozott. Kovetkeztetésiikben azonban megallapitjdk, hogy bar a kinyerési hatdsfok nem til
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J6, mégis hasznilhat6 az SPME mintavétel, mert reprodukdlhaté és gyors. A nem célzott
vegyiileteket keresO technikdkban elhanyagolhaté az a tény, hogy nem minden vegyiiletet
mintdzunk ugyanolyan hatékonysiggal, ha ezt reprodukdlhatéan tudjuk megtenni, azaz a

rendszer mindig ugyanazt a ,,hibat” tartalmazza.

Az SPME szédl legjellemzObb tulajdonsdga a szorbensréteg, ezt a mérendd vegyliletek
polaritdsdhoz kell valasztani. A szdl anyaga lehet szilard adszorbens vagy a kapillaris
gazkromatografias kolonndk gyartdsandl haszndlt tigynevezett polimer folyadék. Az extrahal6
fazis térfogata (filmszertien felhordott anyag) nem éri el az 1ul-t. lllékony vegyiiletek mérésére
a szakirodalomban leggyakrabban haszndlt bevonatok: divinil-benzol/karbowax/poli-dimetil-
sziloxdn (DVB/CAR/PDMS), PDMS/DVB, CAR/PDMS, PDMS, CAR/DVB, poliakrilat (PA).
Ferreira és munkatdrsai 2009-es tanulmanyukban Rosaceae csaladbdl szarmaz6é alma
aromakomponenseinek mintavételi hatdsfokat vizsgaltak kiilonb6z6 SPME szélak €s egyéb mas
kisérleti paraméterek esetén [Ferreira et al. 2009]. A DVB/CAR/PDMS és a PDMS/DVB
bevonati szdlakkal érték el legnagyobb extrakcids hatékonysdgot, azaz ezekkel a szdlakkal
detektaltdk a legtobb vegyiiletet. A PDMS bevonati széllal 24 vegyiiletet tudtak csak
kimutatni, mig a DVB/CAR/PDMS és a PDMS/DVB bevonatu szalakkal 58 ill. 53 vegyiiletet.
Azon kiviil, hogy a mért vegyiiletek szaméban is jelentds kiillonbséget taldltak, a kiilonb6z6
kémiai csoportok kozt is kiilonbségeket mutattak ki. Savak, magasabb szénatomszamu
alkoholok, karbonilok, észterek, és terpének csoportjara bontva vizsgaltdk a hatékonysdgot. A
PDMS/DVB bevonat csak az észterek esetében teljesitett jobban, mint a PDMS/DVB/CAR, és
csak karbonil vegyiiletek esetében rosszabbul. Viszont az RSD-k ennek a két bevonatnak az
esetében koriilbeliil két, haromszor nagyobbak voltak a tobbi bevonathoz viszonyitva, sajnos
csak abrardl lehet leolvasni az értékeket, szamszeriisitve nincs a publikdciéban. Nem igazolja a
nagyobb szérdst egy mdsik optimalé kisérlet, ahol PDMS/DVB, CAR/PDMS, PDMS,
Stableflex €s PA bevonatok koziil szintén a PDMS/DVB ért el kimagaslé eredményt, a mért
VOC-k darabszamat tekintve. Azonban a 4 mérési pontbdl szdmitott szords (SEM) nem volt
jellemzden nagyobb mint a tobbi bevonat esetében (adatok szintén csak error bar formdjédban

adottak). A kinyerési hatasfokok ebben a tanulmanyban 50% felett voltak [Pontes et al. 2009].

2.1.3. Elelmiszerek illékony alkotéinak mérési lehetéségei

Az illékony aromakomponensek klasszikus, kézenfekvd és leggyakoribb mérési mddszere a
gazkromatografids elvalasztds tomegspektrometrids detektorral kapcsolva. Mikrobak

tomegspektrometrids detektdldsi lehetdségeirdl mar két kony is megjelent, igaz a
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folyadékfazisi markere fokuszalva [Wilkins et al. 2006, Comstock et al. 1993]. Kisebb
ardnyban ugyan, de léteznek alternativ mérési technikdk. Romlds nyomonkovetésének
tekintetében haszndltak gazkromatografids elvdlasztist kovetden langionizacids detektort is,

elsdsorban a mennyiségi meghatdarozasban [Elke et al. 1999, Kushalappa et al. 2002].

A fotoionizéacids, langionizacids és szaraz elektrolitikus vezetOképesség mérd detektor (dry
electrolytic conductivity detector) egyiittes alkalmazasa hordozhaté GC-s késziilékkel érdekes
kombinaci6. A mérések pontossigit €s a kimutatdsi hatart ot cél vegyiiletre szdmolva
fejlesztették. Az épiiletek 1égterébdl SPME moddszerrel vették a mintdt, a mérendd
légszennyezd anyagok: benzol, toluol, etil-benzol, m-, p-xilol és hexan. A mérési technika
alkalmasnak bizonyult ng/kg-s koncentraciok kimutatdsara mér 1 perces mintavétellel, ami a
hordozhaté GC-s késziilékkel egyiittvéve legaldbb tized részére csokkenti a teljes mintavételi és

mérési idot és majdnem valds idejii megfigyelést tesz lehetévé [Jia et al. 2000].

Erdekes megoldds az elvélasztds nélkiili detektdlds. Egy 2009-ben megjelent tanulméanyban
penészgombdk novekedését kovették nyomon a VOC-k alapjan ion mobilitdst mérd
spektrométer (ion mobility spectrometer, IMS) segitségével. A mérésre egy hordozaté GC-s
késziiléket haszndltak, goztérbdl valé mintavétellel egybekotve. 3 kiilonbozd faanyagot
vizsgaltak, kettd penészgombdval oltott csoportot és egy kontroll csoportot. A penészgombaval
oltott és nem oltott fa mintdk felvett ionmobilitds spektrumai kiilonboztek. Az ionmobilitéds
spektrumbdl a legtobb spektrum csicsot sikeresen tarsitottdk valamilyen illé vegyiilethez,
ugyanezeket a mintdkat GC-MS-el mérve az 6sszes kromatografids csucsot azonositottak. Mind
az illékony metabolitok Osszetétele és a mennyisége véltozott a penészgombak novekedése

soran [Hubert et al. 2010].

Az illékony alkotok detektdldsanak egy meghatdroz6 kutatdsi 4ga a szenzorrendszerek,
ugynevezett elektronikus orr (E-orr) alkalmazdsa. Az elektronikus orr élelmiszeranalitikdban
val6é haszndlatarél mar 1998-ban megjelent egy 0sszefoglald cikk [Schaller et al. 1998]. Azéta
is folyamatosan igyekeznek olyan megbizhat6 mérdrendszert késziteni, amely kivdlthatja az
érzékszervi vizsgdlatok egy részét. Az elektronikus orrot sikeresen alkalmaztak tobbféle
élelmiszeri alapanyag esetén, pl. alma mintdk patulin termelésének ellendrzésére [Karlshoj et
al. 2007], penészgombdk jelelétének vizsgdlata épiiletenek légterébdl [Kuske et al. 2005],
almak tdrolasbeli kiilonbozOségének felderitésére [Saevels et al. 2004], barackfajtak
megkiilonboztetésére [Solis-Solis et al. 2007] és pékaruk rimldsdnak korai kimutatdsira [Marin

et al. 2007]. Meglatdsom szerint az E-orr romléds detektdldsi kutatdsokban a probléma, hogy
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csak egy adott rendszerre lehet betanitani az elektronikus orrot, nem azonositja a talélt
aromakomponenseket, igy a kapott informaciot nem lehet felhasznalni mas kutatasokban, és a
tobbvaltozos statisztikai modszerek elkeriilhetetlenek, igy azokat a késziilékhez tartozo
szoftverbe kell épiteni, mely az drat és bonyolultsdgot noveli, a vasarlasi hajlandésagot
csOkkenti. Habdr a rovid elemzési ido vitatatlan elony, ugyanahhoz a dilemmahoz vezet, mint
az SPME esetén, azaz a mérés gyorsitdsa ardn az adatkiértékelés ideje annyira megndhet, hogy
Osszességében 1dOt vesztiink. Azonban gyorsasdgat és egyszeriségét 1-1 jol behatérolt feladatra
jol ki lehet haszndlni, pl. csomagolt lelmiszerek miniatiirizalt romldsdetektalasi

szenzorrendszerek teriiletén.

S. Suevels et al. | Postharvest Biology and Technology 31 (2004) 919
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becsiilt eltarthatdsag, nap

3. abra: E-orr és MSE-orr alapjan torténé eltarthatésag becslése. Az abra eredeti formaban,
engedéllyel keriilt atvételre, liszensz szama: 2896420153055.

Erdemes felhivni a figyelmet arra a nevezéktani problémadra is, hogy sok kézleményben az
elektronikus  orr valgjdban egy tomegspektrométert takar. E-orr, GC-MS és
tomegspektrometrian alapuld elektronikus orr (MSE-orr), VOC mérési képességének
Osszehasonlitdsat végezték [Saevels et al. 2004]. A vizsgdlatban az almdkat haromféle
kiilonbozd koriilmény kozott tiroltdk 8 hénapon keresztiil, az elektronikus orr nem tudott
kiilonbséget tenni almak VOC-i alapjan a kiillonboz6 tarolasi koriilmények kozt, mig az MSE-
orr és a GC-MS egyértelmiien kiilonbséget tudott tenni. Mind az E-orr, mind az MSE-orr
alapjan eldre lehetett jelezni az eltarthatdsdgot a parcidlis legkisebb négyzetek elve (partial least

squares, PLS) alapjan feléllitott regresszidés modell segitségével, azonban az MSE-orr esetén a
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becslésre jellemzd rezidudlis sz6rds (Standard Error of Prediction, SEP) értéke 1,02 nap, mig
MSE-orr esetében 2,38 nap. Ez azt jelenti, hogy ezt a becslést alkalmazva 1,02 vagy 2,38 napot
tévediink-e. A 3. dbrdn, a korrelaciés érték (correlation) a PLS regresszid 1% értéke. Azt mér az
olvaséra bizom, hogy eldontse, az MSE-orr a tomegspektrometrids vagy az elektronikus orr

kategoridhoz tartozik.

Hasonl6 6sszehasonlité elemzést taldlhatunk E-orrként alkalmazott 6lomoxid gdzszenzorsor és
GC-MS mérések esetére almdk VOC elemzésénél [Zou et al. 2008]. A mért eredményeket
fékomponens-elemzéssel (Principal Component Analysis, PCA) dolgoztidk fel. A 4.ibran
lathatok kék szinnel jelolve a mintdkhoz tartozé pontok az els6é és a mdsodik fokomponens
sikjara vetitve. A tengelyeken zardjelben megtaldlhatd, hogy az Osszes variancia hany %-at
magyardzza az adott f0komponens. A hdrom kiilonboz6 almafajtdhoz tartozé mintak tisztan
elkiiloniilnek a GC-MS mérésekkel (4./a), mig a szenzoros eredmények esetében (4./b) a
mintdk a csoportok kozt kissé atlapolnak a cikk kovetkeztetése alapjan. Azonban ha figyelembe
vessziik, hogy a két fokomponens (principal component, PC) az 0sszes variancia majdnem
90%-4t magyardzza, és a csoportok nem kiiloniilnek el megfeleléen a folkomponens-elemzés
alapjan, az E-orr nem megfeleld a fajtdk megkiilonboztetéséhez. A tanulmédnyban
egyszerusitették a GC-MS eredmények PCA elemzését, mivel nem az Osszes mért vegyiiletet

tekintették valtozénak, csak a 22 legnagyobb csucsintenzitdsut. A ,,zaj” ilyen csokkentése a

vizudlis elvalasztast hatékonyabba teszi.

P2 (14005%)

PCI (78.7%) ] }
PC1AT 3%

(a) (b)

4. abra: Fékomponens-elemzés az (a) SPME-GC-MS, jobb oldalon (b) a E-orr valtozéival. Az
abra eredeti formaban, engedéllyel keriilt atvételre, liszensz szama: 2896451401603
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2.1.4. A gazkromatogrdfids tomegspektrometrids kapcsolt rendszer

élelmiszerek illékony alkotéinak mérésére

A gazkromatografia illékony €és illékonnyd tehetd vegyiiletek elvalasztasdra alkalmas modszer.
Az eljarés sordn az alkotdk az 4ll6 és mozgd fazisra vonatkozé megoszlasi egyiitthatd alapjan
kiilonb6zé mértékben kotddnek az 4ll6 fazishoz. Ebbdl adéddan az analizdlandé komponensek
kiilonbozd retencids idokkel érkeznek az oszloprdl, az all6fazishoz kevésbé kotddd vegyiiletek
retencids ideje (retention time, jele: tg vagy RT) kisebb lesz, mig a jobban kotdd6ké nagyobb.
Hétranya a technikdnak, hogy csak gdz halmazéllapotd mintat tudunk vele vizsgélni, ezért az
eredetileg szilard vagy folyékony mintét eldszor el kell parologtatni. Ennek megfeleléen csak
olyan vegyiiletek mérésére alkalmas a mddszer, amelyek bomlds nélkiil elpdrologtathatdk.
[ll6olajok analizisére mar régota hasznaljak a szakirodalomban, elég ha Kovéts Ervin hires
[Kovats 1958] kozleményére gondolunk, melyben a Kovits-féle retencids index (Kovats
retention index) néven ismert mutatészdm bevezetését javasolta. Egy GC-MS kapcsolt

rendszert lathatunk az 5. dbran.

RS mata mintaadagolé

5. abra: GC-MS kapcsolt rendszer.

A tomegspektrometria sordn a molekulakbol ionokat képeziink és vakuumban fajlagos tomegiik
(részecske tomege/a részecske toltéseinek szdma, jele: m/z) szerint mérjiik dket elektromos
vagy magneses mezOk segitségével. Tomegfelbontds szerint megkiilonboztetiink kis- és
nagyfelbontasu késziilékeket. A tomegspektrométerek koziil VOC-k detektdldsra édltaldban

kisfelbontdst tomegspektrometrids detektort hasznaltak €s haszndlnak ma is a szakirodalomban
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[Vikram et al. 2005, Krokida et al. 2006, Mu et al. 2007, Reis et al. 2009, Boulanger et al.
2001]. Azonban egyre tobb tanulmany jelenik meg nagyfelbontdsi tomegspektrométerrel is
[Ong et al. 2008, Aprea et al. 2011, Elss et al. 2006, Frenich et al. 2009]. Az ok valdsziniileg
az, hogy a nagyfelbontdsti késziilékeket magas koltségiik miatt szerkezetazonositdsra, vagy
nagy molekulatomegli anyagok vizsgalatara hasznaljak gyakrabban. A mért VOC-k 4ltaldban
400 m/z alatt taldlhatok, €s kémiai felépitésiikr6l van feltételezésiink, igy azonositdsuk a
kisfelbontast tomegspektrométerrel is megoldhaté a kivant pontossdggal. Ha valamelyik
kutatécsoport metabolomikai kutatdsokra adja a fejét, el6szor legegyszeriibb egy kisfelbontasu
GC-MS-el kezdeni. Masik ok, hogy a nagyfelbontasi késziilékek sokszorosan tobb adatot
termelnek, mint a kisfelbontdstak, igy a gyors mintaelokészités, mintavétel és méréssel
megtakaritott id6 elvész a kiértékelésnél. Az SPME mintavétel kivdléan alkalmas a GC-MS

mérésekhez.

Az SPME-GC-MS mérést sikeresen alkalmaztdk megannyi élelmiszerminta VOC-inek
Osszehasonlité elemzésére. Példaul banan érése soran keletkezd illékony aromakomponensek
mennyiségének mérésére [Vermeir et al. 2009], kivibol préselt 1¢ illékony vegyiileteinek
feltérképezésére [Figoli et al. 2009]. Taldlhatunk arra is példat, hogy érzékszervi tulajdonsagok
leirasara haszndltdk ezt a technikat példaul fott burgonya esetében [Blanda et al. 2009]. Red
Delicious’ almédk gozterének vizsgdlatakor azt hasonlitottdk Ossze, hogy van-e kiilonbség a
kezeletlen és a forrazott almak kozott. A tanulmany eredménye szerint nem véltoztak meg
minOségileg a {6 illékony alkotdk, bar a feliileti kezelésen atesett almakban ezen anyagok
mennyisége kevesebb volt [Paliyath et al. 1997]. Vizmintdkbdl ftalat észtereket illetve
fungicideket, kozvetleniil a folyadékfazisbol valé mintavétellel mértek [Penalver et al. 2000].
SPME mintavételi technikét alkalmaztak dehidratalt burgonya mintdk 1égterének mintavételére
[Rudell et al. 2008] is. A cél a rosszul feliigyelt élelmiszerkezeléshez tartoz6 vegyiiletek
felderitése volt, és a médszer alkalmasnak bizonyult a feladat megolddsara. Azonban automata
rendszer hidnydban belsé sztenderdet, egyéni kalibracids gorbéket kellett késziteni minden

olyan alkotora, amelynek szerepe volt a megkiilonboztetésben.

SPME-GC-MS moddszerrel vizsgaltdk mangdk penészgombds VOC-inek detektalasi
lehetdségeit [Moalemiyan et al. 2007]. A tanulményban els6ként bizonyitottak, hogy a GC-MS
profil alapjan kiilonbséget tudnak tenni a mangdok antraknézis és ,szarfel6li rothadds”
betegségei kozt. A 38, jobbara minden ismétlésben jelentkezd vegyiiletbdl az 1-pentanolt a
Lasiodiplodidval oltott mangdkhoz, mig a tujolt a Colletotrichummal oltott mangdékhoz

tarsitotta. Habdr a keresztvaliddcié alapjan a diszkriminancia elemzés a mintdk csak 67, ill.
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75%-4t sorolta j6 helyre. Uj-zélandi kutatdk frissen fogott lazacmintik romldsi folyamatainak
nyomonkdovetésére fejlesztettek ki gdzkromatografias modszert [Wierda et al. 2006]. Az SPME,
GC-MS mérést a friss halak €s a romlott halak gézterének elemzésére hasznéltdk, a mintdkat
100 napig taroltdk. Kiilonbséget mutattak ki levegdn vald és 40:60 aranyi CO,:NO;,-n valo
tarolds kozt. Az alkoholok és aldehidek koziil azonositottak olyanokat, amelyek a lazac
frissességéhez kotddnek: ciklopentanol, Z-2-pentén-1-ol, 1-pentén-3-ol, és 1-octén-3-ol,
hexanal, octanal, E-2-penténal, és E-2-hexénal. A lazac romlott dllapotdhoz pedig a sztirol,

ecetsav, etil-benzol, propil-benzol €s 3-metil-butdnsav vegyiileteket tarsitottak.

Az elvélasztds szempontjabdl kritikus paramétereket a 2. tdblazatban foglaltam Ossze. A
tdblazatban olyan cikkek szerepelnek ahol novények aromakomponenseit, és/vagy

mikroorganizmusok illékony anyagcseretermékeit mérték.

2. tablazat: Az elvalasztashoz hasznalt oszlop és a fiitési program paraméterei néhany kozlemény alapjan.

oszlop kezdeti és felfiitési sebesség tisztitasi injektor

oszlop tipus véghémérséklete (°C) (°C/perc) szakasz homérséklete (°C) | hivatkozas

Rtx®-5MS

Crossbond 50 - 280 8 - 250 [Pellati et al. 2005]
300°C/ 15

HP-5MS 40 - 300 3é6s8 min 250 [Mu et al. 2007]
200°C/5

HP-5 40 - 200 10 min 260 [Zou et al. 2008]

CP-Wax 45 - 240 8és2 - 260 [Romeo et al. 2007]

DB-Wax 50 - 220 4 220 °C/ 3 min | 250 [Elss et al. 2006]

HP-INNOWax 60 - 230 20 230 °C/ 6 min | 250 [Krokida et al. 2006]
190 °C/ 20

DB-624 50 - 190 10 min 260 [Fries et al. 2006]

SPB-5 50 - 200 3 - 225 [Vikram et al. 2004a]

SPB-5 50 - 200 vegyes 200 °C/ 5 min | 225 [Vikram et al. 2006]

SPB-5 50 - 200 3 200 °C/2 min | 225 [Vikram et al. 2005]

[Prithiviraj et al.
SPB-5 50 - 200 3 - 225 2004]
HP-5 40 - 240 vegyes 240 °C/ 5 min | 250 [Saevels et al. 2004]

A kiilonbozd gyartok, cégek kiilonboz6 neveket adnak az ugyanolyan 0Osszetételli
kromatogréfids oszlopoknak, az SPB-5, HP-5, Rtx-5MS és HP-5MS jelolésli oszlopok
Osszetétele: 5% difenil (diphenyl) és 95% dimetil-polixiloxdn (dimethylpolysiloxane). Ez az
oszlop Osszetétele miatt csak kissé poldros, dltaldban szénhidrogének mérhetok vele, de
polarosabb oxigéntartalmu vegyiiletekre is hasznéljak. VOC-k elvélasztasdra hatékonyabbak
mas dimetil-polixiloxan alapu toltetek, példaul a poldrisabb polietilén glikol polimerek, mint a
CP-Wax, HP-INNOWax és DB-Wax nevii oszlopok [Tholl et al. 2006]. Azonban az 5% difenil

tartalmu oszlopok a legelterjedtebbek a VOC elemzés terén, mivel hosszabb az élettartamuk, a
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toltet nehezebben szakadozik le az oszlop belso falardl. A detektdlds sordn zavard sziloxdnok

levalasat keresztkotésekkel (Crossbond) is eldsegithetik.

A tomegspektrometria sordn az elvdlasztott ionok intenzitdsat folyamatosan mérve egy
‘londram intenzitds — fajlagos tomeg’ fiiggvényt kapunk. A legintenzivebb ion intenzitdsara
normalt, dgynevezett karakterisztikus tomegspektrum minden molekuldra egyedi, de csak
elméletileg. Gyakorlatban az izomerek tomegspektruma annyira kicsit tér el egymadstol, hogy
gyakran a mérési hiba elfedi a kiilonbségeket, mely alapvetd probléma illékony markerek
keresésénél, ugyanis sokszor az izomerekben rejlik a kiilonbség. A mindségi azonositdsra a
karakterisztikus tomegspektrumbdl épitett spektrumkonyvtirakat hasznélhatjuk. Szerkezeti
izomerek esetén, a retencids indexek Osszehasonlitdsa segit az azonositdsban, mivel a szerkezet
a megoszlasi hanyadost befolyésolja, igy a retencids indexek kiilonb6zok. A retencids indexek
és/vagy a tomegspektrumok Osszehasonlitisa a spektrumkonyvtarakkal éltaldban még nem
tekinthetd megbizhaté azonositdsnak. A helyes azonositishoz legaldbb két kiillonbozo
polaritdsi oszlopon felvett csicsok Kovats indexe sziikséges és a tomegspektrum egyezése a
megfeleld sztenderddel. Ezenkiviil elterjedt az dllaspont, hogy ioncsapdds tomegspektrometrids
késziilékek esetében kevésbé jO az egyezés a tomegspektrometrids konyvtarakkal, igy az

azonositas félrevezetheto lehet [Tholl et al. 2006].

A tomegspektrometria esetében a mennyiségi azonositast az ionizacié természete neheziti meg.
A tomegspektrometrids detektdlds eredményeként intenzitds jelet kapunk. Elektronsokszorozo
detektor esetében azt, hogy hany darab gerjesztett ion érkezett a detektorba és az mekkora jelet
generdl. A beérkezett ionok szdma pedig mar terhelt a mintavétel, az elvalasztas és a gerjesztés
Gtjan felmeriilé bizonytalansdgokkal. Igy a kapott jel nyilvdnvaléan késziilékfiiggs. A
mennyiségi elemzéshez kalibracids gorbéket alkalmazunk, mivel sem az ionizdcié sem az
SPME esetében nem egyforma a hatdsfok a kiillonbozd vegyiiletekre elméletileg minden
vegyiilethez kiilon kalibracids gorbére van sziikség. A VOC elemzésekben mért nagy szamu
vegyiilet esetén ez kivitelezhetetlen. Jarulékos probléma az illatkomponensek esetében a
koncentraci6 tartomdny. Egyes vegyiiletek koncentriciéi a kimutatdsi hatdr kornyékén
mozognak mig médsoké olyan nagy, hogy az oszlopot is tulterhelik. A detektorok sziik linedris
tartomanya miatt 4ltalanositott kalibraciés gorbék nem veheték fel. Igy az Osszes
aromakomponens mennyiségi meghatdrozasanak lehetdsége korlatozott, a gyakorlatban a
kalibraciés gorbék felvétele csak néhany kivélasztott vegyiiletre alkalmazhaté egy kisérleten
beliil. A nem-célzott kutatdsok esetében ezért csak fél-mennyiségi (semi-quantitative)

meghatdrozast végeznek a legtobb esetben.
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A kiilonboz6 kozleményekben megadott fél-mennyiségi adatok kiilonb6zd informéciot
jelentenek. Lényege, hogy a nem kalibrdlt ionintenzitds informécidkat csak 1-1 vegyiilet
kiilonbozé mintdkban mért, egymdssal valé 6sszehasonlitdsra hasznélhatjuk fel. Ennek az illat-
analitikai gyakorlatban daltalinos mddja, hogy a gazkromatografidsan detektdlt vegyiiletek
csucsteriilet 6sszegét 100 %-nak tekintve az egyes vegyiiletek sulyat, fontossagat az Osszteriilet
szazalékdban adja meg [Amtmann 2009]. Egy masik lehetséges mdd, hogy a kapott intenzités,
vagy csucs alatti teriilet értékeit csoportokba soroljdk, a mennyiségi skalabol mindségit
készitenek. Példaul Olaszorszag déli és északi vidékeirdl szdrmaz6 bordszatokbdl izolalt vad
Saccharomyces cerevisiae élesztd torzseinek véltozatossdgat tanulmdnyoztdk [Mauriello et al.
2009]. Az adatok kiértékeléshez fiirtelemzést hasznaltak. Ehhez a valtozokat ugy hoztak 1étre,
hogy a koncentraci6 értékeket egyszerusitették, az egyes vegyiiletekhez tartozé csicsmagassag
értékeket 4 kategdridba soroltdk. Az izolalt élesztd torzsekkel oltott borok VOC-i alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a délrdl szarmazo térzsek tobb VOC-t termelnek, amelyek kozott

jellemzo savakat is taldltak.

2.2. Gyumdélcsok illekony szerves vegyiiletei

Az élelmiszerek aromakomponensei alapvetéen meghatarozzdk elfogyasztasuk élményét, igy a
vasarlasi hajlandosédgot is. Nem véletlen, hogy az élelmiszeriizletek polcairdl alig tudunk olyan
terméket valasztani, amelyek cimkéjén ne szerepelne természetes vagy mesterséges hozzaadott
aromakomponens. A Magyar Elelmiszerkdnyv [Magyar Elelmiszerkényv 1994] szerint "az
aromaanyag 1izesit0 tulajdonsdggal rendelkez0 meghatdrozott kémiai anyag." Az
aromaanyagokon beliil igen sokféle vegyiiletet kiilonboztetnek meg a szakemberek. A
kiilonféle felépitésii savakon, alkoholokon, aldehideken kiviill nagy jelentdségiikk van az
ugynevezett észtervegyiileteknek, amelyek kis molekulatomegii savak és alkoholok
Osszekapcsoldsdval nyerhetOk. Az aromaészterek kis koncentraciéban kellemes illati és iz,
illékony anyagok. Egyik legegyszeriibb felépitésii képviseldjiik, az etil-acetat, mely vegyiilet és

rokonai szinte minden gyliimolcsben kimutathaték [Rothe 1987].

Masik jelentOs csoport a terpénszarmazékok, melyek kozott sok illékony képviseldt taldlunk. A
terpének a novényi masodlagos anyagcseretermékek legnagyobb kémiai csoportja. A terpének
izoprén (CsHg) egységekbdl felépiilé molekuldk. Az 6. dbran lathaté monoterpénalkoholok 2
izoprén egységbdl épiilnek fel, ide tartozik a rendkiviil jellegzetes illatd mentol is. A 3 izoprén
egységbdl felépiild szeszkviterpének C;sHy4 Osszegképletiiek és dltalaban illékonyak de még a

4 1zoprénbdl felépiild diterpének (CyoHzp) is lehetnek illékonyak szobahOmérsékleten. Egyes
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szervezetekben a terpének vdza tovdbb moddosul. Az €16 szervezetben a triterpén szkvalénbdl
szintetizalodik a szteranvaz. Konnyen elképzelheto, hogy az egyes izoprén egységekbdl mennyi
variacié épiilhet fel mar 3-4 egység esetén is, melyek csak konfigurdcidjukban térnek el,
osszegképletiik, 1igy molekulatomegiik is egyforma, izomerek. Ezért a terpének
tomegspektometrids detektdldsa nehéz feladat. Az aromakomponensek 6sszehasonlité elemzése
sordn a legtobb publikdcidoban csak a meghatdrozott Osszegképletiikkel taldlkozunk, vagy

hozzavetbleges azonositast kisérelnek meg.

)\/ (a) WO (c)
)\NJ\/\OH (b) (d)

CH

T

6. abra: Terpénszarmazékok, izoprén egység(a), az azonos osszegképletii a geraniol (b),
citronellal (c) és mentol(d).

A terpének nemcsak igen fontos vegyiiletek a novények életében, de éppoly valtozoak is. Egy
olasz tanulminyban pl. alma és cseresznye fak illékony vegyiileteit vizsgaltdk kiilonb6zo
évszakokban [Rapparini et al. 2001]. A linalool kivételével minden terpén mennyisége nott a
gylimolcshozds idejére. A legnagyobb intenzitasu vegyiiletek az a-pinén, a kamfén, B-mircén,
csak ebben a gylimolcshozé szakaszban jelent meg. A szénhidrit-kibocsatds a betakaritdsi
szakaszban volt a legkisebb, viszont a terpének kibocsatdsa a legnagyobb. Azonban nem csak
gylimolcsok VOC-jei lehetnek, mert mikroorganizmusok masodlagos anyagcseretermékei kozt

is gyakran megtaldlhatjuk a terpéneket [Elke et al. 1999].

2.2.1. Az alma illékony szerves vegyiiletei

Az alma aromakomponenseirdl szdmos cikket taldlunk a szakirodalomban. A Scopus keresési
eredménye 2012 janudrjdban az: ,(apple) AND [(aroma profile) OR (volatile organic
compound)]” kifejezésre Osszesen 5613 taldlatot adott. Az elsd publikdcié 1996bdl szdrmazik,
mivel a Scopus adatbazisa 1996-ban kezdte rogziteni a kozleményeket. A 7. dbran lathat6 az
érdeklddés folyamatos novekedése, tjabban mar 800 kozleményben irnak évente az almak

aromakomponenseirol.
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megjelent cikkek szama

7. abra: Az alma aromakomponenseirél megjelent cikkek szama évek szerint lebontva. Az
eredmények a Scopus adatait tiikrozik.

Felmeriilhet a kérdés, hogy miért ilyen sok a kozlemény ebben a témakorben? A téma
jelentdségén kiviil, a vdlasz az, hogy a mért VOC-k sohasem egyeznek pontosan a kiilénb6zo
tanulmanyokban. Az nyilvanvald, hogy a kibocsatott VOC-k fiiggenek att6l, hogy milyen fajta
almat mérek, azaz a genetikai sajatsdgtol [Baldwin et al. 1991]. Habar mar 1920-ban végeztek
kisérleteket alma aromakomponenseinek azonositdsara, nagyszabdsu kisérletben elsdként 1985-
ben bizonyitottdk, hogy kiilonb6z6 fajtiji almak esetében nem ugyanazok a vegyiiletek

okozzék az ,,alma illatot”. A mérésekhez 40 fajtat vizsgaltak [Cunningham et al. 1986].

Azonban ugyanannak a gylimolcsnek ugyanaz a fenotipusa még nem ugyanazokat a VOC-ket
fogja kibocsatani. El§ rendszerben a VOC-k igen érzékenyek a kiilonbozé kornyezeti
tényezokre, mint a betakaritds eldtti kezelések: pl. a gylimolcsfa permetezése, betakaritaskori
érettség, és betakaritds utdni muveletek, azaz a tarolds koriilményei, amelyekrél a 2.3.2.
fejezetben lesz sz6. A nem célzott komponensek mérésének nehézségeihez jarul még hozza a
targyalt analitikai mddszerek sokszintisége és végiil a valasztott kiértékelési modszer. Harom
kiilonbozé GC-MS elemzés eredményei lathatok a 3. tdbldzatban. Mindhdrom oszlopban a
‘Golden Delicious’ alma illékony szerves vegyiiletei taldlhaték. A tdbldzatot Ender Agnes
diplomdzé hallgatdval készitettiikk kozosen, az 6 diploma [Ender 2010] és TDK dolgozataban is
szerepel. Ugyan sok vegyiilet megtaldlhat6 mindhdrom kutatdsban, ez az Osszehasonlitds azt
sugallja, hogy az eredményeket 6vatosan kell kezelni. Nincs lehetdség az egyes fajtdkra

jellemzd osszes VOC eldzetes ismeretére.
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3. tablazat: 'Golden Delicious' alma aromakomponensei néhany publikacié alapjan.

[Song et al. 1996] | [Lopez et al. 2000] | [Karlshoj et al. 2007]
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2.2.2. A szilvdk illékony szerves vegyiiletei.

Szilvdk aromakomponenseinek mérése nem annyira népszerti kutatdsi téma, mint az almaké.
Az elso cikk 1974-ben jelent meg a témaban, ebben a Prunus salicina ‘Santa Rosa’ fajtdjat
vizsgaltdk. A cikk szerint az acetdt észterek domindltak az illékony vegyiiletek kozt, de
meghatdroz6 mennyiségli laktont is taldltak. Egy 1981-es kozleményben a linalool és etil-
butanoat voltak a legfontosabb VOC-k az eurdpai szilva esetében (Prunus Domestica). Majd
1992-ben jelent meg a kovetkezd tanulmany Prunus salicina és Prunus americana fajtakrol
(HorvAT, RJ., et al., 1992). Ebben (E)-2-hexénal, butil-acetdt, butil-butanodt és a vy-
dodekalakton voltak a legmeghatdrozobb VOC-k. 1992-ben és 1993-ban két Osszehasonlitd
cikk jelent meg, amelyekben mar japan szilva fajtdk illékony vegyiiletei is szerepeltek. A
Prunus salicina Lindl, két japan szilva fajta, s a Prunus simonii Lindl faj illékony vegyiileteit
vizsgaltdk [Gomez et al. 1994, Gomez et al. 1993]. Az elvalasztdas DB5-MS oszlopon tortént, a
vegyiileteket a sajat konyvtarban taldlt tomegspektrumokkal 6sszevetve azonositottdk, melyek a
legtobb esetben rendelkezésre all6 sztenderdekkel erdsitettek meg. A kisérletben 12 alkoholt, 6
szénhidratot, 10 aldehidet, 7 ketont, 21 észtert és 4 laktont azonositottak. A 6 szénatomos
szénhidratok és alkoholok hexanal, 2-hexénal, hexanol, 2-hexénol, és 3-hexénol, ez
Osszhangban van Ismail kisérleteivel, melyben megéllapitotta, hogy a C¢ komponensek

nagyban hozzdjarulnak a szilvdk jellemz¢ illatdhoz. A 60 azonositott vegyiilet koziil a japan

szilvara vonatkozdak a 4. tablazatban talalhatok.

4. tablazat: Két japan szilva fajta illékony vegyiileteinek cstics alatti teriiletei és Kovats indexei Gomez és
munkatarsai szerint. n.a.: nincs adat.

fajta Kovats index
Blackamber Friar
Ketonok
izoforon | n.a. 1 1059
acetofenon | 1,7 n.a. 1065
dihidro-B-jonon | n.a. 0,4 1433
geranil-aceton | 4,6 0,6 1449
B-jonon | 8,3 3,1 1482
Alkoholok
(Z)-3-hexén-l-ol | 6,4 12,8 849
(E)-2-hexén-1-01 | 2,5 5 858
hexanol | 32,9 12,3 862
2-etil-hexanol | 3,7 0,6 1028
linalool | 18 7,6 1104
a-terpineol | n.a. 1,4 1199
nerol | 1 n.a. 1251
nerolidol | n.a. 0,7 1562
Aldehidek
hexanal | 19,5 5,9 802
(E)-2-hexénal | n.a. 11,9 848
heptanal | 2,5 1,4 898
(E)-2-hepténal | n.a. 0,4 953
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(E,E)-2,4-heptadiénal | 3,3 n.a. 998
fenil-acetaldehid | 28,2 1,3 1045
nonanal | 51,1 13,8 1105
B-ciklocitral | n.a. 1,2 1219
Eszterek
butil-acetat | 1,2 0,2 813
(a)-3-hexénil-acetat | 16,1 2,8 1005
hexil-acetat | 42,7 2.3 1010
(E,Z)-hexénil-acetét | 6,4 0,7 1014
(a)-3-hexénil-butanoat | n.a. 0,6 1183
ethil octanoat | 4,7 n.a. 1196
(Z,E)-3-hexénil-2-hexenodt | n.a. 1,2 1228
bornil-acetat | 6 0,4 1287
(a)-3-hexénil-hexanoat | 13,8 9,4 1376
Laktonok
y-dekalakton | 3,1 n.a. 1476
y-dodekalakton | 16,1 4,8 1681
Szénhidratok
1,4-dimetil-benzol | 2,1 0,6 856
1,2,3-trimetil-benzol | 2,5 1,7 966
limonén | 5,9 1,3 1031
naftalén | 4,9 0,9 1186
dietil-ftalat | 4,2 1,1 1585

Kivi gytimélcsok hitotirolasa kozben bekovetkezd véltozasokat VOC profil elemzéssel
vizsgéltdk [Wan et al. 1999]. Az elemzéshez SPME, GC-MS rendszert haszndltak, az
elvdlasztds DB5 oszlopon tortént. Hat olyan vegyiiletet taldltak, amelyeket mar kordbban
kozoltek a szakirodalomban kivi gyiimolcslé mérése esetén (heptanal, etil-hex-3-énodt, 6-metil-
hept-5-én-2-on, ecetsav, c/t-2-nonénal (keverék) és c/t-2-dekénal (keverék)) és mdsik 6, kivi
esetében 1Uj vegyiiletet (pent-4-énal, f,7-nona-2,4-diénal, 2-nonanon, etil-oktanoéat, butirolakton
€s 2-propénil-butanodt) azonositottak a NIST konyvtar segitségével. Az érett és nem érett kivi
mintdk Osszehasonlitdsakor 42 illatot okoz6 vegyiiletet taldltak. A kivi mintdkat 5 hénapon
keresztiil taroltak zart, szabdlyozott 1égtérben 0 °C fokon és a légteret minden nap négyszer
cserélték, tehat a vegyiiletek nem halmozddhattak fel. A 42 vegyiilet relativ csticsmagassiga a
2. vagy 3. honaptdl kezdve nétt jelentdsen minden mintdban. Mind a kezdeti érettség fok, mind
a tarolds ideje jelent6sen befolyasolta a mért VOC-ket. Megallapitottdk, hogy altaldnossdgban

az érés eldrehaladdsa és a hosszabb tarolasi id6 noveli a VOC-k mennyiségét.
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2.2.3. Az almadk és szilvdk rovid jellemzése

(a) (b)
8. abra: (a) ‘Golden Delicious’ és (b) ‘Granny Smith’ alma (Fot6: www.fotosearch.com)

A ‘Golden Delicious’ alma (8/a abra) tarolhatosaga koriilbeliil 6 honap megfelel6 koriilmények
biztositdsdval, szabdlyozott 1é€gter(i tirolokban. Az alma héja vékony, kdnnyen sériil, nincs rajta
viaszréteg, az érés kezdetén z0ld, majd sargava valik és a tarolds sordn rancosodhat. A ‘Granny
Smith’ alma (8/b dbra) a vildgon az egyik legkedveltebb fajta [Vikram et al. 2004a]. Héja
viaszos bevonatu, fényes és teljes érésben zoOld szinli, nagy, fehéres paraszemolcsokkel
pontozott. A tdrolds sordn keserlifoltossdgra, héj- és husbarnuldsra fogékony [Tomcsdnyi

1987].

A szilva a csonthéjasok kozé tartozik, nem ut6éérd gyiimolcs. Sokféle vitamint (A és C vitamin
mellett biotint, E-vitamint, és a B vitamin valamennyi véltozatit), dsvdnyi anyagokat,
enzimeket, pektint, cellulézt, antocianint tartalmaz. Az ’Angeleno’ (9. é4bra), japan-tipusu
szilvdk héja vastag, jOl ellendlld a betegségeknek, a gylimoOlcsok szinte egész évben
megvdasdrolhatok. Konnylli megismerni 6ket gombolyli vagy kerekded formdjukrél, amely
viszonylag nagy, sziniik kékeslila, kékes-voros, esetleg kékesfekete és hamvas. Kellemes {zét a
cukrok és savak megfeleld ardnydnak koszonheti. Mind az almdkrdl, mind a szilvakrol
altaldnossagban elmondhatd, hogy magas a viztartalmuk és nagy a vizaktivitasuk (1 és 0,95
kozotti érték). A szilvdk gliikéz tartalma magasabb, frukt6z- és rosttartalma viszont
alacsonyabb, mint az almdknak. Mindkét gyiimdlcs esetében elegendd a tdpanyag és megfeleld

a pH érték a penészgombdk fejlodéséhez. [Ender 2010, Tomcsanyi 1987].
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9. abra: Japan tipusi szilva (Foto: www.fotosearch.com)

2.3. A gyimélcsok penészgombas romlasa

2.3.1. A gyiimélcsék taroldsa

A gyiimOlcsok szedés és értékesités kozotti tdroldsa mindig is nagy érdeklddésre tartott szamot,
aktudlis és fontos kutatdsi téma. Ezen termények részesedése az élelmiszeripari piacon jelentds.
A gylimolcsok mindségének meglrzése a tarolds sordn kulcskérdés, a termék megromldsa
pedig anyagi kdrokkal is jar. A tdrolds sordn kiils6 és belsd szoveti elvéltozdsok 1épnek fel,
amelyeket leegyszerUsitve tdrolasi betegségeknek neveziink. A veszteségek csokkentéséhez a
romlast okozé bonyolult folyamatok kérosité hatdsat kell megakadalyozni. A tarolds alapvetd
célja a gylimolcesok fogyasztasi idejének megnyujtasa, a beltartalmi értékek jobb megdrzése, az
apadési veszteség csOkkenése, az élettani betegségek csokkentése. A tdrolhatésdg idejét a

tarolasi eljards nagyban befolyasolja [T6th 2001].

Elelmiszer-alapanyagok eredeti tapértékének megérzése szempontjabol a legjobb tartdsité
eljards a hités és fagyasztas. A legjellemzobb eljarasok az aldbbiak: hiités és hiitve tarolas
atmoszférikus Osszetételi légtérben vagy szabdlyozott €s ellendrzott Osszetételli 1égtérben,
gyorsfagyasztds, élelmiszerek fagyos tdroldsa. A szabdlyozott légterti taroldst (Controlled
Atmosphere, CA) a 7075 szamud Magyar Szabvény definidlja [MSZ 7075:2000, 2000]. definialja.
A technoldgia sokféle gyiimoles és zoldségféléhez alkalmazhatd, és az évek sordn ez valt az
almatérolds leggyakoribb megolddsi modjava szerte a vildgon, de az elmult években sok
masféle termék tdroldsdban is novekvo szerephez jut. A gyiimolcsfélék szabdlyozott légterti

/////

egyik a romlas észlelésének problémadja. Gyakran csak eldrehaladott dllapotban lehet detektalni
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a romlast, amikor mar a beavatkozds nem csokkenti jelentés mértékben a veszteségeket

[Vikram et al. 2004b, Hitka 2011].

A betakaritds utdni veszteségekre valdjaban nincsen megbizhat6 statisztikai adat, 0-t6l 100 %-
os extrém veszteségig megtaldlhatunk barmit. Természetesen a veszteség a tarolds
koriilményeitdl fiigg, minél hosszabb a taroldsi id6, anndl tobb esély van a veszteségre. CA
tarolas esetén a gyiimolcsok taroldsi idejét csokkentett oxigén és megemelt szén-dioxid szinttel
igyekeznek meghosszabbitani. Rengeteg tanulmény késziilt a kiillonbozd tarolasi koriilmények
hatdsar6l a gyiimolcsok mindségére és VOC-ire is [Raffo et al. 2009, Echeverria et al. 2004a,
Wang et al. 2003, Khan et al. 2008, Lara et al. 2006, Chu 1992, Lopez et al. 2000]. Példaul
’MclIntosh’ és ’Delicious’ fajtaji almdkra vonatkozéan mar 1992-ben bizonyitottdk, hogy a
homérsékletnek és a 1€gtér Osszetételének nagy hatdsa van az almdk élettartaméra [Chu 1992].
Ezek a koriilmények a gyiimolcs 1€gzését, és a gyiimolcsok szdmadra érést elosegitd hormon, az

etilén termelddését lassitjak le [Balla et al. 2008].

2.3.2. Az alma romlasanak mikrobiologidja

A szilard és jo oxigén ellatottsagu élelmiszerek (ilyenek példaul a zoldségek, gylimolcsok is)
kedveznek a penészgombdk novekedésének. A romlds sordn keletkezhetnek mikotoxinok,
allergén - és méreganyagok. A mikotoxinok madasodlagos anyagcsere termékek, melyek
karositjdk az emberi €s dllati szervezetet. A gyiimolcsok mind a termesztés, mind pedig a
raktarozds sordn fert6zOdhetnek a kiillonbozé gombdk daltal. A gyiimolcsok legjellemzobb
romldsai kozé tartozik az ugynevezett kék penészes romlds, és a sziirke penészes romlds. Az
utébbit a Botrytis cinerea, az elobbit pedig a Penicillium expansum okozza. A Penicilliumon
kiviil a leggyakoribb romlast okozé mikrobdk a kiilonb6zd Monilia és Alternaria fajok [Pitt et
al. 2009].

Tobb vizsgalat alapjan behataroltdk, hogy milyen penészgombdk okozzdk a raktarozott alméak
romlasat, és milyen ardnyban fordulnak el6. Az Osszes penészgombdk okozta megbetegedés
tekintetében a P. expansum 62 %-kal, a B. cinerea 23 %-kal, az Alternaria spp. 11 %-kal, a
Physalospora obtusa 2 %-kal, az egyéb gombdk pedig szintén 2 %-kal veszik ki a résziiket
[Rivka 2001, Vikram et al. 2004b, Vikram et al. 2004a]. Madas Penicillium fajok is
el6fordulhatnak a tarolt almén, de a gyakorlat azt mutatja, hogy a nemzetségen beliil is az elébb
emlitett gomba okozza a legjelentdsebb karokat. A P. expansum gyakran termelt mikotoxinjai:
a patulin és a citrinin, amelyek élelmiszerbiztonsigi szempontbdl is jelentOs patogén mikrobava

teszik. Kimutattdk, hogy a patulin karcinogén és mutagén hatdsu lehet allati sejtekre [Pitt et al.
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2009]. A penészgombdk kimutatdsdra szamos klasszikus modszer all rendelkezésre, azonban
kozos hatranyuk, hogy mindegyiknél sziikség van mintavételre, €s ez a legtobb esetben a minta

elroncsoldsaval jar egyiitt.

2.3.3. A Penicillium expansum illékony vegyiiletei

A P. expansum 20-25 °C kozotti szobahdmérsékleten nagyon gyorsan szaporodik. A romlas
kezdetén fehér konidiumtartok jelennek meg, majd kékes-zoldes telepek jonnek létre, melyek
koriil a gytimolcs barndva €s fonnyadttd valik. A kérokoz6 leggyakrabban sériiléseken 4t, vagy
a kocsdnynal fertdz. Miutdn a micélium &tszotte a szoveteket, lagy rothadds jon létre. A hé;j
vorosesre szinezddik, konnyen felreped, alatta a hus késas, folyékony. A megtamadott részeken
z0ldeskék sporavankoskdk keletkeznek. A Penicillium nemzetségre jellemzd, hogy nagy
mennyiségll, szdraz konidiumot (konidiospérat) hoz 1étre. EbbOl ad6déan a 1égtérben nagy
gyakorisdggal eldfordulé Penicillium konidium, nemcsak a Penicillium fajokkal folytatott
koriiltekintd labormunkdra hivja fel a figyelmet, hanem magyardzatot szolgéltat arra is, hogy
miért olyan nagymértékii a Penicillium fajok okozta romléds a kiilonb6z6 termények taroldsa
sordn. A penészgombdk &ltal termelt illékony vegyiiletek nem pontosan ismertek szamunkra,
azonban j6 tdmpontot adnak az ismert metabolikus folyamatok. A 10. dbra alapjan
feltételezhetjik, hogy milyen kémiai karakteri €és méretli vegyiileteket mérhetiink

penészgombak esetén [Ender 2010].

glikolizis 2-metil-1-propanol

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

mevalonat 4—— acetilCoA — Zsirsavak

i l \:alkénok
mono és TCA ciklus

szeszkiterpének alkének

metil-ketonok és
méasodrendi ketonok

oxaloacetat

aszpartit 1-okten-3-ol és
. CB-vegyilletek
l T metionin —e-VEEY
threonin l elsdrendd alkoholok
kén tartalmu
2-metil-1-butanol vegylletek észterek és laktonok

10. abra: A metabolikus titvonalak attekintése a penészgombak f6 illékony vegyiileteinek
szintézisére vonatkozéan [Schnurer et al. 1999, Larsen et al. 1994].
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Az 5. tablazatban Osszegylijtottem Matysik és munkatdrsai altal 2008-ban és 2009-ben mért P.
expansum altal termelt illékony vegyiileteket. A két tanulmdnyban a taldlt 26-bdl csak 6
vegyiilet egyezett: 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-butdn-1-ol, okt-1-én-3-ol, pent-2-on, okt-3-on,
illetve szeszkviterpének [Matysik et al. 2008, 2009]. A tobbi vegyiilet csak a 2008-as vagy csak
a 2009-es tanulmdnyban szerepelt. A sejteket mindkét esetben D18 agaron novesztették. Az
elsé esetben az élesztdsejtek mellé egy passziv adszorbens mintavevot helyeztek, majd 4 hét
mulva eltdvolitottdk €s utdna a mintavevdbdl extrahdlt mintdt kozvetlen mérték GC-MS-el. A
madsodik esetben SPME mintavételt alkalmaztak kozvetleniil a novekedd sejtek felett. Mindkét
mérésnél  ugyanazt az  analitikai  késziiléket, oszlopot, flitési  paramétereket,
tomegspektrometrids paramétereket alkalmaztik. Az eltérés szamottevd. Ha feltételezziik, hogy
a méréseket €s a kiértékelést jol végezték, akkor vagy a kiillonbozé mintavételi médszerek kozti
Osszehasonlithatdsdg nagyon kicsi vagy a P. expansum kiilonb6z6 mutacié kozt van ekkora
kiilonbség, vagy egyéb kornyezeti tényezOk befolydsoltdk a penészgombdk szaporodasat. A
mikrobidlis VOC-k esetében sincs lehetdség az egyes fajtdkra jellemzd 0sszes VOC eldzetes
ismeretére.

5. tablazat: DG 18 agaron oltott P. expansum altal kibocsatott illékony szerves vegyiiletek [Matysik et al.
2008, 2009].

Illékony vegyiilet Matysik et al., 2008 Matysik et al., 2009
2-metil-furdn X
3-metil-furdn X
2-metil-prop-1-ol X X
3-metil-but-1-ol X
okt-1-én-3-ol X X
2-metil-but-1-ol X X
pent-2-on X X
oktan-3-on X X
ciklohexanon X
3-hidroxi-butanon X
hex-1-én X
pentadekén X
B-pinén X
limonén X
dibutil-maleinat, X
etil-acetat X
etil-propanoat X
szeszkviterpének X X
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pent-1-ol X
pent-2-ol X
okt-3-ol X
2-etil-1-hexanol X
1,3-oktadién X
hept-2-on X
3-metil-anizol X
a-terpineol X

Tehat a mikrobdk VOC elemzésénél is hasonlé bizonytalansdgokkal dllunk szemben, mint az
aromakomponenseknél. Természetesen itt is kiillonbozik a VOC-k mindségi és mennyiségi
Osszetétele torzsenként €s fajtanként, sok kutatds célja épp a genetikai kiillonbség detektaldsa
[Nilsson et al. 1996, Sunesson et al. 1996, Schwalbe et al. 1999, Elke et al. 1999, Griffith et al.
2007]. Az egyik legkorabbiban, 1995-ben 47 Penicillium torzs VOC-it detektaltdk adott torzsre
jellemzd vegyiiletek utdn kutatva [Larsen et al. 1995]. P. expansum esetében 7 VOC-t mértek:
az izobutanolt, izopentanolt €s az 1-metoxi-3-metil-benzolt sztenderdekkel megerdsitetve
azonositottdk, mig a B-pinént, zingiberént (zingiberene), a-bergamotént (a-bergamotene) és a
B-biszabolént (B-bisabolene) pedig csak a referenciatomegspektrum alapjdn azonositottak.
Lényegében majdnem mind a 47 torzsre taldltak egyénileg jellemzd vegyiiletet. Az altaluk
emlitett korabbi kutatdsokban ugy tiint az etanol, izobutanol, izopentanol, 1-oktén-3-ol, ketonok
€és terpének azok a vegyiiletek amelyeket sok kiilonb6zd faj termel kiilonboz6é koriilmények
kozott is. Igy a P. expansumra jellemz6 biztosan azonositott vegyiilet az 1-metoxi-3-metil-
benzol. A kornyezeti tényezOk, mint a vizaktivitds, pH, levegd Osszetétele, keverés, és
homérséklet itt is nagyban befolydsoljdk az illékony metabolitok mindségi és mennyiségi
tulajdonsagait. Ebben a kutatdsban 1is bizonyitottdk, hogy az illékony vegyiiletek

0sszegyljtésére hasznalt modszernek is jelentds hatdsa van a meghatdrozasra.

A penészgombdk illékony alkotdi és a mezdgazdasagi drucikkek kapcsolatardl egy 6sszefoglalé
cikk jelent meg 1998-ban [Jelen et al. 1998]. A tanulmany az Aspergillus, Penicillium, és
Fusarium torzsek (a legfontosabb romldast okozd torzsek gabona esetében) illékony
vegyiileteken alapuld penészgombds szennyezettségének ért€kelési mddszereit hasonlitja Ossze.
Az itteni szerzOk szerint is, a penészgombadk altal termelt illékony alkotok karakterisztikusan

jellemzd markerek lehetnek a penészgomba jelenlétére.
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2.4. Metabolitok azonositasa

2.4.1. Illékony szerves vegyiiletek 6sszehasonlitasanak lehetdségei

Tekintsiik, a4t milyen lehetdségek vannak a GC-MS-el detektdlt VOC-k 6sszehasonlitdséra.
Alapvetdé moédszer, hogy a kromatogrifus egymds mellé tesz két kromatogramot és a
kiilonbozonek észlelt kromatografids csucsokat kézi kiértékeléssel Osszehasonlitja a
tomegspektrumok alapjdn, majd azonositja Oket. A haszndlhat6 eredmény egy tablazat,
melynek sorai valamilyen vegyiiletek, vagy vegyiilet fragmensek, esetleg egyéni tomegek,
oszlopai az egyes mintdk, €s a celldkban a cstcs alatti teriilet, vagy intenzitds szerepel. Az
azonositott csticsok intenzitdsardl, vagy csucs alatti teriiletérdl diagrammokat, tdblazatokat
készitenek és/vagy felhasznéljdk tobbvéltozds statisztikai értékelésben. A dolgozat eddigi
részében, mint a legtobb ma taldlhaté publikédcidban, a cstiicsok kézi kiértékelésével kapott

valtozokat hasznaltak a statisztikai ért€keléshez.

Ha nem csak néhany kromatografids csics van a mintdban, akkor a kézi kivdlogatds igen sok
idot vesz igénybe. Egy vizsgdlat sordn példaul a vegyiiletek mintdzatat tanulményoztdk az
emberi izzadsagszagban [Penn et al. 2007]. Osszesen 965 kromatogramot kaptak, 4tlagosan 241
kromatogréfids csuccsal. A cikk szerz6i kiszamitottdk, hogy ennek az adatmennyiségnek a kézi
kiértékeléséhez, azaz az egyes kromatografids csucsok tomegspektrumainak egymdssal vald
Osszevetéséhez 19 évre lett volna sziikség, ha évente 45 héten keresztiil heti 50 6rat dolgoznak
€s egy csucsra koriilbeliil 5 percet szamolunk. A kézi csucskivédlogatds legnagyobb hatrdnya
nem az id6hidny, hanem az, hogy ha €16 személy végzi a csucsok Osszevetését, akkor nagyban
fligg az eredmény az adott kutaté tapasztalatitél és tuddsatél. A kis jel/zaj ardnyu
kromatogréfids csicsok a sok zaj miatt vagy kiesnek az értékelésbol, vagy kevesebb az esély a
helyes azonositisra a referenciaspektrumokkal val6 Osszevetés alapjdn. Nem tokéletes
elvilasztas esetén pedig a cstcsok szabad szemmel csak sok munkaval és gyakorlattal

valaszthatdk szét, koelucio esetén pedig ez lehetetlen 1ij mérések nélkiil.

Egyik lehetdség a csucsok vizudlis Osszehasonlitisdnak lehetoségének javitisa a
kromatogramok atalakitdsdval. Csokolddé mintdk nagyfelbontdsi GC-MS kromatogramjainak
Osszehasonlitdsa sordn azt allapitottdk meg, hogy a vegyiileteket amelyek a szennyezett
csokoladé minta rossz illatdért voltak felelosek, lehetetlen szemmel azonositani ilyen komplex
mintdk esetén [Fay et al. 1995]. Ezért olyan algoritmust fejlesztettek ki az egyes ionok

abrazolasara alapozva, amellyel szemrevételezéssel meg lehetett dllapitani az rossz izérzetért
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felelos vegyiileteket. A probléma, hogy ez a rendszer csak ezekre a szennyezOkre és ebben az

€lelmiszermintdban miikodik jol.

Amtmann és munkatdrsai mézek aromakomponenseit haszndltdk annak felderitésére, hogy az
adott virdg aromakomponensei megtaldlhatok és jellemzoek-e a beldliikk késziilt mézre
[Amtmann 2009]. A kutatdsokhoz a kettés normélds modszerét hasznaltdk alkdnok homolég
sordnak rogzitésével. Az 1igy kapott ,aromagrammok” mdér vizudlisan konnyebben
Osszehasonlithatok. Sikeriilt olyan mddszert kidolgozniuk, amely az alapjat képezheti mézek
eredetvizsgdlatinak. A hars, bodza és aranyvessz0 méz esetében taldltak a vonatkozo
viragokkal kozos marker vegyiileteket. ,,Ezek a Tilia esetében a kaporéter, harséter és a
krizanténon. A Sambucus esetében a kozds vegyiiletek koziil markernek fogadtik el a
kovetkezdket: transz-r6zsaoxid, hotrienol. A Solidago méz azonositdsdra alkalmas vegyiiletek a
kovetkezOk voltak: d-elemén, B-elemén, a-amorfén, germakrén-D, d-kadinén. A sévirdg- és a
levendulaméz esetében nem volt a méznek és a virdgnak olyan kozos vegyiilete, amely
egyediilall6 moédon bizonyithatnd kapcsolatukat.” Sikeresen alkalmaztak hasonlé modszert

néhany jellemz6 magyar élelmiszer eredetének vizsgalatara [Koréany et al. 2005].

A mésik lehetdség az automatikus csicsfelismerés, metabolit azonositds. Az azonosités itt nem
azt jelenti, hogy megmondhat6 az egyes tomegspektrumok mely vegyiilethez tarsithatok,
hanem az algoritmus valamilyen kritériumok alapjan kivélasztja azokat a jellemzd
informdciécsomagokat a GC-MS rendszerben rogzitett 0sszes adatbdl amelyek valdsziniileg
egy vegylilethez tartoznak. Erre a feladatra a kereskedelmi forgalomban kaphat6 szoftverek
altaldban statisztikai programcsomaggal egyiitt allnak rendelkezésre, mely az azonositott
metabolitok segitségével meg is keresi az egyes mintdk kozti kiilonbségeket. A 11. &bran
szerepel az ilyen algoritmusok egyszerusitett vazlata. A gyakorlatban vannak kiilonboz6
kereskedelemben kaphat6 és egyénileg fejlesztett szoftverek is, ezeknek széles gylijteménye
taldlhatd6 meg egy 2007-es Osszefoglalé cikkben [Katajamaa et al. 2007], mely mintegy 29
algoritmusrol szamol be. A legtobb eljaras, az adatfeldolgozas szempontjabol hasonldé, HPLC-
MS adatokkal kidolgozott metabolomikai mddszereket haszndlja. Az automatikus moddszer
esetén is elofordulnak hibak, a legnagyobb kihivds az adatok megfeleld bemutatdsa, ugyanis

kiilonboz6 paraméterek fliggvényében kiilonbozo eredmények keletkeznek.
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11.  abra: a metabolitok kemometriai feldolgozasanak altalanositott folyamatabraja

Egyik kereskedelemben kaphat6 korldtozottan hasznélhat6 lehetdség a Waters cég Markerlynx
szoftvere. Alma aromakomponenseinek elemzésénél haszndltdk SPME mintavétellel
egybekotott GC-TOF-MS adatok 4talakitdsdra [Aprea et al. 2011]. Négy kiilonb6zd almafajta
illékony alkotéinak profiljat rogzitették. A Markerlynx a teljes tomegtartomdnyban rogzitett
adatokbol ,.retencids 1d0 — tomeg” pdrokat, valtozokat alkot, minden ilyen parhoz pedig egy
intenzitds adat tartozik minden mért mintdban. Egy-egy vegyiilethez sok ilyen ,,retenciés id6 —
tomeg” valtozd tartozhat, attdl fiiggden hany jelentds fragmense van. Az igy kapott adattdblara

sikeresen alkalmaztdk a PCA, PLS-DA mddszert a fajtdkra a jellemzd markerek kivéalasztdsara.

El lehet végezni ugyanezt MetAlign szoftver (http:/metalign.nl) segitségével is. Egy

tanulméanyban 94 paradicsom fenotipust vizsgdltak [Jansen 2009], ezekbdl 198 metabolitot
mértek, melyekbdl tobb mint 20.000 egyéni molekula fragmens intenzitds mintdzatat vizsgéltdk
a kiilonbozé mintdkban tobbvéltozés moddszerek segitségével. Hierarchikus fiirt elemzés
modszerével megéllapitottdk mely metabolitok szdrmaznak ugyanabbdl a biokémiai
prekurzorbodl. Napjainkban a hierarchikus fiirt analizis mar beépiilt néhany gyart6 kereskedelmi
szoftverébe, pl. hasonlé metabolit szdrmazds keresd taldlhat6 meg a Waters cég egy madsik

termékében a Metabolynx-ban.
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Az elobb részletezett tanulmény a kiilonb6z0 fenotipusokhoz tarsithat6 ismeretlen vegyiileteket
az illékonnyd tehetdé vegyiiletek korében célozta meg. Azonban a hasonld kutatdsokban
gyakoribb, hogy HPLC-MS elemzést alkalmaznak ezért a hozzdjuk kapcsolédd szoftverek is
elterjedtebbek, de sok esetben alkalmazhatok GC-MS adatokra is. Fellelhet6 szoftverek példaul
AMDIS (http://www.amdis.net/), MetaQuant [Bunk et al. 2006], TagFinder [Luedemann et al.
2008], MetabolitDetector, [Tsugawa et al. 2011], MassBank [Horai et al. 2010] Bonyolitja

alkalmazdsukat, hogy legtobb a retencids indexek segitségével igazitja egymdshoz a
kromatogréafids csucsokat, igy sziikséges a normdl alkdnok homoldg sordnak felvétele

ugyanabban a kromatogramban amiben a minta van.

2.4.2. Tobbvaltozos statisztikai modszerek

A metabolit azonositds utdn a masodik kritikus kérdés a meglévo valtozok koziil azoknak a
kivélasztasa, amelyek fontosak a mintdk megkiilonboztetésében. A tobbvaltozds adatelemzés
kiilonbozd csoportositd €és osztidlyozé6 moddszereket kindl. A csoportositd eljardsok a nem
feliigyelt eljardsok (unsupervised pattern recognition) kozé tartoznak. A nem feliigyelt
eljardsok az Osszes mintabdl kiindulva, a véltozok értékei alapjan a kiilonb6zd mintakhoz
tartoz6 kromatogramokat prébélja viszonylag homogén csoportokba rendezni. [Horvai et al.
2001, Berrueta et al. 2007]. Az elemzés induldsandl tehat még nem rendelkeziink csoportokkal,
az eljaras végére viszont csoportokhoz jutunk. Az ilyen eljardsokat két fo céllal hasznaljak a
VOC-k mérése esetén. Annak megjelenitésére, hogy van, vagy nincs kiilonbség két csoport
kozott és annak felderitésére, hogy melyek azok a véltozék amelyek ebben a kiilonbségben
fontos szerepet kapnak. Ha sok véltozénk van, ami tipikusan a VOC-k elemzése esetén, egyik
megoldds hogy csokkentjiik a valtozok szamét. Ahhoz hogy megértsiik és be tudjuk mutatni a
kisérleteink eredményét két vagy harom dimenzids formaba kell hozni azokat. Ilyen tipikus

adatredukcids modszer a PCA és a fiirtelemzés.

Az osztilyoz6 eljardsokat mas néven feliigyelt eljardsoknak (supervised pattern recognition)
hivjak. A csoportositott mintdk objektumaira kiszdmitja a kiilonb6zd csoportokhoz valé
tartozas valdszinliségeit, igy az adott mintatérben megitélhetjiik a csoportositas josagat. Ebben
az esetben az elemzés eldtt volt ismeretiink arr6l, hogy mely mintdk mely csoportokba
tartoznak. A kérdés, hogy a csoportok kialakitdsaban mely valtozok jatszottak szerepet, és ezek
alapjan a véltozok alapjan helyesen tudjuk-e besorolni az ismeretlen mintdkat. PCA-hoz

hasonléan adatredukciés céllal is végezhetjiik az elemzést. Miutdn sikeriilt minél tobb
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vegyiiletet 0sszegyljteni a mintavétel sordn, ebben a 1épésben minden olyan vegyiilettol meg

szeretnénk szabadulni, amelynek nincs szerepe az dltalunk vizsgélt kiilonbségben.

Az osztilyozo eljarasok koziil a diszkriminancia elemzés a megfigyeléseket a mintatérbdl egy
olyan diszkrimindl6 térbe viszi 4t, ahol a csoportok a lehetd legjobban elkiiloniilnek, és
kivalasztjuk azokat a valtozokat, amelyek a csoportok kiilonbozdségét magyarazzak. A
szepardlo eljardsok azokat a hiperfeliileteket keresik, amelyek elvélasztjak egymastdl a minta
osztalyait feltételezve, hogy az azonos osztalyokban szerepld elemek “kozel”, a kiilonbozd

osztalyokban szereplok pedig tavol helyezkednek el egymastdl [Horvai et al. 2001].

A regresszids feladatokban két vagy tobb véltozd kozti matematikai Osszefiiggést keressiik.
Egyenes illesztés esetén az Osszefiiggés alapjan becsiilt fliggd valtozok értékeit (az egyenes
pontjait) 6sszevetve a megfigyelésekkel megtudhatjuk mennyire j6 modellt készitettiink. Az
Osszevetésre kiilonbozd kritériumai vannak, az egyik ilyen a PLS. A mddszert azért hivjak a
legkisebb négyzetek elvének, mert az egyenest ugy illesztjiik a ponthalmazra, hogy az egyenes

€s a pontok kozotti eltérések négyzetének 0sszege minimalis legyen.

Tobbféle osztdlyozd, csoportositd €s becsld tobbvaltozés modszer 1étezik, ezek kozil az
élelmiszermintdk VOC-k értékeléséhez hasznalhatok koziil néhdnyat a 6. tdblazatban mutatok

be.

6. tablazat: Néhany példa az illékony metabolitok élelmiszer analitikai elemzésénél hasznalt statisztikai
médszerekbol.

Elvalasztas és Adatkezelés
Minta, az analizis célja Hivatkozas

detektalas modja
Durain n6vény VOC-k elemzése. GC-MS PCA [Chin et al. 2007]
Alma, fény altal indukalt anyagcsere

GC-MS PCA [Rudell et al. 2008]
véaltozdsok a héjban.
Durain névény, VOC-k véltozdsa

Ry . GC-TOF MS PCA [Voon et al. 2007]

hiitétarolas soran.
Salmonella typhimuriummal fert6zott

GC-MS PCA, ANOVA [Xu et al. 2010]
disznéhus, VOC-k a fert6z€s detektalasara.
Fiistolt lazac romldsaban fontos szerepet GOMS MVR
. . J 2001
jatsz6 VOC-k azonositasa. [Frgersen ]
Paradicsom dltal kibocsatott VOC-k

GC-MS PCA,HCA [Tikunov et al. 2005]
elemzése.
Osztrdk alma fajtdk megkiilonboztetése HS-GC-FID PCA, Bayesian

[Abrodo et al. 2010]

VOC-k alapjan. elemzés, LDA
A déluténi esd, relativ paratartalom és a GC-MS korrelacidanalizis | [Vallat et al. 2005]

-43-




hémérséklet hatdsa a fak VOC
kibocsatdsara.
Illathoz k&6t8dd enzimaktivitds vizsgélata

GC-MS PCA [Echeverria et al. 2004b]
almdk érése soran.
Alma P. expansumos romlasanak MVOC PCA, PLS

GC-MS, E-orr ) [Karlshoj et al. 2007]
elemzése. regresszié
Friss zoldségen Salmonella typhimuriummal

GC-MS LDA, ANN [Siripatrawan et al. 2007]
altal okozott romlds elérejelzése.
Borok mindségi ellenérzése elore diszkrimindl6
kivalasztott védlasztott alkoholok és észterek | GC-MS fiiggvény [Maciejewska et al. 2006]
alapjan. elemzés
Kiilonbozd fajtdk megkiilonboztetése alma

GC-MS és szenzorok PCA, PLS [Zou et al. 2008]
aromakomponenseik alapjén.
2.4.2.1. Fékomponens-elemzés

A fékomponens-elemzés egy adatstruktira-elemzd moédszer, melynek Iényege, hogy az
eredetileg korreldlt fiiggetlen valtozok linedris kombindcidiként 1j korreldlatlan fiiggetlen
valtozokat hozunk létre (12. dbra). Az 1j fliggetlen valtozdkat nevezziik fokomponenseknek,
ezek egymdsra merdlegesek. Az els6 fokomponenst tigy hozzuk 1étre, hogy az adatokban levd
variancia lehetd legnagyobb részét magyardzza, a masodik az elsére merdleges és a masodik
legtobb variancidt magyardzza és igy tovabb. Az eredeti valtozok éaltal kifeszitett teret a
fokomponensek segitségével alacsonyabb dimenziéju térbe vetitjiik, remélve, hogy ily médon

csoportosuldsokat, kiugré értékeket fedeziink fel [Horvai et al. 2001].

x3 b - Pe2

¥l X2

12. abra Fiiggetlen valtozok és fokomponensek kapcsolata

Az eredeti adatmaétrixot felirhatjuk két matrix szorzataként:
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X=TP" [1]
ahol X az adatmatrix, ami n sorbdl (esetek, objektumok) és p oszlopbdl (valtozok,
tulajdonsagok) all. T az un. fékomponens matrix, ami az X maétrix vektorainak vetitése egy
kisebb dimenzi6s altérbe a P vetitési matrix segitségével, és ez megadja az objektumok
koordinétdit a T hipersikban. A T métrix oszlopai a fékomponens vektorok (scores), a P métrix
sorai pedig a fOkomponens-egyiitthaté vektorok (loadings). (Az irodalmak egy része a score €s

a loading kifejezéseket felcserélve hasznalja.)

2.4.2.2. Onszervez6dé ideghdlo

A PCA mellett az adatok bemutatdsara hasznalhat6 modszer az Onszervezd ideghdld (Self
Organizing Maps, SOMs), mely egy nem feliigyelt mdédszer, a mesterséges ideghédlézatok egyik
tipusa. Kevésbé ismert és haszndlt kémiai mintdzatfelismeréssel kapcsolatos problémak
megolddsdhoz. Ennek egyik oka lehet, hogy a kereskedelmi forgalomban elérhetd szoftverek
koziil kevés tartalmazza. Vitathatatlan elOnye, hogy mig a PLS-DA, LDA és a tobbi
tobbvaltozos mddszer foleg akkor miikodik jol ha két csoport van, a SOMs féleg tobb csoport
esetén hatékony. Mdésik elénye hogy a haszndlt megjelenitésben a csoportok akkor is jol
elkiiloniilhetnek, amikor a PCA-ban a flkomponensekre vetitett mintdk atlapolédndnak a sok
adatpont miatt. Vizualizaciora altalaban az U-matrixot hasznaljak, amelyben a mintdkat hatszog
alaki mezok képviselik, a hatszogek szinezése megfelel a szomszédtdl vald tavolsagnak

[Brereton 2009].

2.4.2.3. Tamogato vektor gép elvén alapulo regresszio

A tdmogat6 vektor gép (support vector machine, SVM) elvét felhaszndlo regressziés modszer
(support vector regression, SVR) nem feliigyelt ,,tanuldsi” médszer. Az SVM regresszio ugy
miukodik, hogy a PLS regresszidval szemben, nem egy olyan matematikai 0sszefiiggést probal
taldlni, amely kell6képpen leirja mintdk fiiggését az adott valtozoktdl, hanem a mintakat ugy

transzformalja, hogy azok linedrisan elvalaszthatok legyenek (13. dbra).
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13. abra: A SVM regresszié elvének osszefoglalasa.

Az utébbi 10 évben az SVM tanulasi folyamatan alapul6 osztdlyozo és regresszids eljarasok az
analitikai adatokra is egyre inkdbb haszndlatosak. Kiilondsen a linedrisan nem elvalaszthato
adathalmazok esetén érdemes az SVR haszndlatit megfontolni. Bioldgiai, orvosi és
kornyezetvédelmi tobbvéltozds tanulmanyokban altaldban nem varhatjuk el hogy az adatok
linearisan szétvalaszthatok legyenek. Azonban az SVR alkalmazédsdnal is a talillesztés

lehetOségét szem elott tartva, és azt elkeriilve kell alkalmazni.

2.5. Kisérlettervezés

A kisérletezés, a probdlgatas az egyik “legizgalmasabb” kutatdi tevékenység. De a kisérletezés
€s a probélgatds nem ugyanazt a fogalmat jelenti. Egy kisérletben szdndékosan véltoztatunk
egy vagy tobb véltozdt, faktort, hogy hatasit megfigyeljiik a mindséget jellemz6 egy vagy tobb
véalasz véltozon. ,,A (statisztikai) kisérlettervezés (Design of Experiment) egy hatékony eljaras
a kisérletek megtervezésére és elemzésére Ugy, hogy a kapott adatok valés és objektiv
kovetkeztetések levondsat tegyék lehetdvé. A kisérletterv (Experimental Design) a részletes, a
beallitdsokat, sorrendet tartalmazé kisérleti terv, amelynek még a kisérletek elvégzése elott

rendelkezésre kell allnia.”

Az optimdlis paramétereket nem célszerli az Osszes lehetséges bedllitas ,kiprobdlasaval”
meghatdrozni, hanem bizonyos, lehetdleg kis szamu kisérleti bedllitds mellett vizsgiljuk az
elért mindséget és ezek alapjan kovetkeztetiink a helyes gyartdsi bedllitdsra. Ezeket az
elvégzendo kisérleteket kell megtervezni, hogy minimaélis koltséggel és iddvel a lehetd legtobb
informdci6hoz jussunk. Az optimdlé kisérlettervezésben a fiiggetlen véltozéknak az optimélis
miikodési tartomanyét jellemzd értékeit keressiik. A véaltozdkat egyszerre véltoztatjuk, igy egy-

egy kisérlet minden vizsgalt valtoz6 hatdsardl nyujt informéciot.

A fiiggetlen valtozokat faktoroknak nevezik, bedllitott értékeit szinteknek. A teljes faktorterv

azt jelenti, hogy minden faktort minden szinten megvizsgdlunk, ha p faktort 2 szinten
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vizsgdlunk, és minden bedllitdsndl egyetlen kisérletet végziink a kisérleti terv N=2F pontot
tartalmaz. Mivel minden faktorhoz csak 2 szint tartozik, és 2 pontra csak egyenest lehet
illeszteni, a kapott modell linearis modell. Ha a faktorok kozt nem Iép fel kdlcsonhatds, azaz az
egyik faktor hatdsa azonos a madsik faktorok mindkét szintjén, akkor az illesztett modell 2
faktor esetén egy sik egyenlete. Az értékelés sordn a nullhipotézisiink az, hogy a faktoroknak
nincs hatdsa (valddi értékiik nulla), és nincs kozottiik kdlcsonhatds. Ha igaz a nullhipotézis, a
becsiilt értékek csupan a véletlen miiveként térnek el zérustdl, azaz zérus varhaté értékli

normalis eloszlast kovetnek.

A kisérleti bedllitdsok szintjeit kédolt formédban célszeri megadni:— (alsé szint) és + (felsd
szint). A kisérleti terv matrixa az egyes kisérleti beallitdsokhoz tartoz6 faktorkombinécidkat
adja meg kodolt értékekkel. A tobbfaktoros kisérleti tervek célszerlien ortogondlis
elrendezéstiek. Az ortogondlis kisérleti terv elénye, hogy az egyes faktorok hatdsa egymastol
fiiggetleniil becsiilhetd. A kodolt megadds elénye még, hogy a kiillonbozé nagysdgrendi
valtozok értékeibdl szarmazd egyenldtlenségeket megsziinteti. A kisérleti tervet meghatarozott
szabalyok szerint redukdalhatjuk, ezzel un. rész-faktortervet (részleges faktoros tervet) allitunk

elo.

Leggyakrabban polinomidlis modellt illesztiink az eredményekre. Kétszintli kisérleteknél az
egyes faktorok csak elsé hatvanyon szerepelhetnek. A matematikai modell dltaldnos alakja:

y =B() + B1x1 + B2X2 + B3X3 + ----BIZ X1 X2+ ....+€ (1) [2]

amelyben y a célparaméter valamely bedllitisndl mért értéke, P; stb. a faktorok linedris
hatdsainak egyiitthatéi, Bj, stb. az egyes faktorok kozotti kolcsonhatdsok egyiitthatéi a
modellben, ¢ a kisérleti hiba. A kisérleti hiba tartalmazza az y mérési hibdja mellett a
figyelembe nem vett (vizsgdlatba be nem vont) tobbi faktor (koztiik a kézben nem tarthatd

faktorok) ingadozasanak hatdsat is.

A regresszids Osszefiiggés kifejezi, hogy az egyes faktorok egyenként milyen mértékben
valtoztatjdk a célparaméter értékét az atlagértékéhez képest, valamint két- és tobbfaktoros
kolecsonhatdsaik milyen mértékii véaltozast eredményeznek. Mds megfogalmazasban a kisérleti
eredményekbdl a faktorok hatdsait akarjuk megtudni. Kétszintli kisérlet esetében egy faktor
hatdsa azt jeloli, hogy mekkora valtozds kovetkezik be a célparaméter atlagos értékében, ha az
adott faktor szintjét az als6 szintrél a felsd szintre valtoztatjuk. A regresszids Osszefiiggés

egylitthatéi az egyes faktorok egységnyi véltoztatdsdnak tulajdonithaté valtozast fejeznek ki.
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Ebben az esetben a faktorhatds a megfeleld regresszids egyiitthatd értékének kétszerese

[Kemény Sandor 2000, Dedk-Kemény 2004].
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3.FEJEZET. A MEGOLDANDO FELADATOK
ISMERTETESE
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A bevezetésben emlitett mérOrendszer, mellyel ipari méretli szabalyozott 1égter(i tarolokban
eldre lehetne jelezni az esetleges mikrobidlis romldst nem fér bele egy doktori munka kereteibe.
Ahhoz, hogy egy iparilag alkalmazhaté mérdrendszer feltételeit megteremtsiik, valamilyen
automatizalt médszert kell alkalmazni. En a marker vegyiiletek alkalmazését vélasztottam, ez
esetben a cél, olyan vegyiiletek felkutatdsa, amelyek altaldnosak minden vagy tobb olyan
romldsra amely az adott terménnyel kapcsolatban el6fordulhat, vagy altaldnosak egy adott
mikrobdra kiilonbozo termények esetén. Az it egy modellrendszeren keresztiil vezet, melyben
lehetdség van kidolgozni a VOC-k mérésének és feldolgozasanak lehetOségét, és kozos marker
vegyiileteket keresni. Célul tliztem ki a VOC-k mérési rendszerének tulajdonséagait és
befolyasol6 tényezdit megvizsgdlni és kiilonb6zd adatelemzési modszereket vizsgalni a késdbbi

felhasznalas tekintetében.

Ehhez a feladathoz a dolgozatban a kovetkezd kérdéseken keresztiil kerestem valaszt:

Milyen aromakomponenseit tudjuk lemérni az egészséges gyiimolcsoknek? Mennyire
allandéak az aromakomponensek egy kisérleten ill. tobb kisérletsorozaton

keresztiil?

* Van-e szignifikdns és dllandé kiilonbség a teljesen romlott és egészséges mintdk kozt?
Mely vegyiiletek fontosak a megkiilonboztetésben? Mely statisztikai mddszerrel

lehet ezeket hatékonyan meghatdrozni?

*  Penicillium expansummal oltott almdk és szilvdk esetén van-e olyan marker vegyiilet,

amely azonos mindkét gytimolcs esetében?

*  Penicillium expansum és Botrytis cineredval oltott gyiimolcsok esetén van-e olyan

marker vegyiilet, amely kozosen megtaldlhatd?

* A megkiilonboztetésben jelentds vegyiiletek felhasznalhatok-e a romlas eldrejelzésére?
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4. FEJEZET. ANYAG ES MODSZER

Ebben a fejezetben azokat a mdédszereket ismertetem, amelyek fobb
valtoztatdsok nélkiil, minden kutatasi részfeladatban egyarant alkalmaztam.
Az esetenkénti eltéréseket a megfeleld fejezetek tartalmazzak, az adott

mintdhoz kapcsolddo kiegészitésekkel egyiitt.
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A téma multidiszciplinaritidsa miatt két masik kutatdcsoporttal egyiittmilkddve sziilettek az
eredmények. Ezek 2 diplomamunka, 1 TDK dolgozat, 2 PhD dolgozat, 3 folydiratcikk, 4
poszter és 3 eldadds eredményeihez jarultak jozza. A mikrobiol6gia rendszer kidolgozasat és
mintdk elokészitését a Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobiolégia Tanszékének munkatérsai
végezték Dr. Mardz Anna vezetésével. A tobbvaltozos statisztikai modszerekhez az adattablat
€s a modszerek egy részét a Bristoli Egyetem, Centre for Chemometrics munkatérsai
segitségével készitettiik Prof. Richard Brereton vezetésével. Az eljarasok részletei a hivatkozott
kozleményekben megtaldlhatok, itt csak a munkdm megértéhez sziikséges informdaciokat

részletezem.

Ennek megfelelden az igék esetében az egyes szdm elsd személy és a tobbes szam elsd személy
gyakran valtakozik a dolgozatban. Az adatfeldolgozds jellegzetesen olyan tevékenység, amely
onmagaban nem létezhet. A kisérletek megtervezéséért €s a feladat kivitelezéséért én voltam
felelds, de a doktoranduszi munkdm sordn a méréseket szinte minden esetben mésokkal egyiitt
végeztem. A mintdk eldkészitése a Mikrobioldgia Tanszékén tortént, a kész mintdkat a
mintavevo edényben elhelyezve édtszallitottuk az Alkalmazott Kémia Tanszékre ahol a mérések
torténtek. Az 5. fejezettdl eltekintve egy-egy kisérletsorozatban legalabb 8-10 napon at naponta
tobb mint 8 Grat igényelt a a mintavétel a megfeleld szamu adat elérése érdekében. gy a
méréseket legtobb esetben, beleértve a modellrendszer optimaldsat is, a két diplomazo
hallgatoval felosztva végeztem. Kézi adatfeldolgozds esetén egyediill dolgoztam. A
kromatogramok Osszehasonlitdsat és adattdblak létrehozasat Sim Siong Fong végezte Matlab
programmal (The Mathworks, Inc., Natick, MA). Ezek sordn az algoritmust kiilonb6zo
paramétereit (kromatografids csticsok atlagos félértékszélessége, tomegspektrometrids csicsok
detektdlasi hatdra, tomegspektrumot egyezdségének elfogaddsi hatdra, stb.) k6zos munkdaval
optimdltuk, melyek sordn tobb szdz kromatografids csticsot manudlisan ellendriztem le
kiilonbozé mintdkban. Ezek utdn kiillonbozd tobbvaltozds mddszereket testeltem a kiillonb6zo
kisérletek Osszevetésére marker vegyliiletek keresése céljabol. Ezek koziil Sim Siong Fong
végezte a 6. fejezetben taldlhat6 SOMs és SVR szdmitdsokat, melyeket az eredmények
reprezentdldsa érdekében elengedhetetlenek, a hozza tartozd dbrdk a kozds publikdciobol

szarmaznak.

4.1. Az analitikai rendszer beallitasai

A méréseket GCQ gazkromatografids késziilékkel és GCQ elektronion-csapdas (Electron Trap)

tomegspektrometrids detektorral végeztem (Finnigan Mat., USA). Vivégazként ,,6.0-4s”, tehat
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99,9999 % tisztasdgu héliumot (Linde) haszndltam. A hélium 5,2 bar-on 1ép be a rendszerbe, az
aramlasi sebessége 40 ml/perc. Az elvdlasztast Rxi-Sms kapilldris oszloppal (Restek) végeztem,
a toltet osszetétele 5 % difenil és 95 % dimetil-polisziloxdn. Az oszlop hosszisdga 30 m, a
belsé atméréje 1,25 mm, bevonatdnak vastagsiga 0,4 um. A flité€si program paraméterei a
kovetkezdk: az oszlop kezdeti hdmérséklete 40 °C 3 percig, a felfiitési sebesség 12 °C/min, az
oszlop végs6 homérséklete 235 °C. Az injektalds splitless modban tortént, ezutdn 1 percig
kinyitottuk a split 4gat. A tomegspektrometrids paramétereket az irodalom alapjan valasztottam
ki, a transzfer line hdmérséklete 275 °C, az ionforrds hdmérséklete 180 °C. A vizsgalt m/z

tartomany: 40-350 m/z, az elektronokat 70 eV fesziiltségen bombézva.

Mintavételre minden esetben 65 um vastagsigdi PDMS-DVB bevonati szdlat hasznaltam
(Supelco, Bellafonte). A széltarté eszkozt (SPME holder) szintén a Supelco gyartotta. A
mintavétel 1épései a kovetkezok. Beszurtam a tartd hiivelyét a szeptumon keresztiil, kitoltam a
szalat, rogzitettem, hogy ne csusszon vissza. Az extrakcidés id0 (30 perc) letelte utdn
visszahiztam a szdlat a tartoba. Kozvetleniil ezutdn a GC 250 °C -os injektordba szdrtam a
hiivelyt, djra kitoltam a szdlat és igy hagytam a deszorpciés idonek megfeleléen. A szal
miikodési tartoméanya 200 - 270 °C. Minden uj szdlat a gyart6 javaslata szerint kondicionéltunk,

amely 30 perc 250 °C-on.

4.2. Felhasznalt programok

Az adatgyljtést é€s molekuldk azonositdsait GCQ (Finnigan Mat, GCQ 2.0) programmal
végeztiik. Ez a szoftver nem alkalmas tobb minta egyiittes megjelenitésére vagy kezelésére. Az
erdetileg gytijtott (*.ms) fajlok az Excalibur (Finnigan, v.2,02) szoftver segitségével tobb
program d&ltal haszndlhat6 formatumba (common data file, *.cdf) konvertdlhatok. Az adatok

manualis ellenérzésére az AMDIS (http://www.amdis.net/, v.2.70) és az Excalibur) szoftvereket

haszndltam. Az irodamlomban taldlt komponesek Osszehasonlitisdt a sajat adataimmal,
jellemzém/z alapjan egy sajat fejlesztési Microsoft Excel makréoval végeztem. A
fokomponens-elemzéseket €s a kisérleti terv kiértékelését a Statistica program felhasznéldsaval

készitettem el (Statistica 6 StatSoft, Inc., www.statsoft.com).

A kromatogréfids csticsok hozzavetdleges azonositdsa NIST 2.0 referenciaspektrumokat
tartalmazé konyvtarral tortént. Azonositdsra, a ,,reverse fit” paramétert hasznaltuk, mely annak
a mértékét becsli, hogy az adott tomegspektrum melyik, a konyvtirban tdrolt
tomegspektrummal egyezik leginkabb. Tokéletes (100 %-os) illeszkedést akkor kapnank, ha a

minta tomegspektrumdban minden egyes tomeg csics jelen lenne a konyvtar
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tomegspektrumdban és az intenzitdsuk is pontosan megegyezo lenne. J6 illeszkedést (80-90 %)
akkor kapunk, ha a minta minden jelentds (ahol jel van és nem zaj) tomeg csticsdra van egy
megfeleld tomeg csics a tomegspektrométer konyvtardban €s az adott tomeg csticsndl ezek
kozel azonos intenzitdsiak. Rosszabb (70 % alatti) illeszkedés esetén vannak olyan tomeg
csucsok, amelyek nincsenek benne a tomegspektrométer konyvtaraban [Heather 1995]. Ahol az
azonositds bizonytalan volt és erre lehetdség adddott, ott a ,reverse fit” bedllitds alapjén
legjobban illeszkedd csicsok koziil az irodalomban fellelhetd retencids indexek vagy retencids
idok alapjan valasztottam ki a legmegfelelobb komponenst. A nevezéktan néhany esetben
eltérhet a mai szabdlyozastdl, mivel a program az 1996-os IUPAC (International Union of Pure

And Applied Chemistry, tiszta €s alkalmazott kémia nemzetkozi unidja) szerint késziilt.

4.3. Adatelékészités

A kromatogramokbol készitett adattablak sorai a kiilonb6z6 mintdkat tartalmazzak, oszlopai a
kiilonbozé mért vegylileteket, a celldkban pedig a kromatogréafids csucs alatti teriiletek
szerepelnek. A kromatogramokon az aszimmetrikus parcidlis legkisebb négyzetek modszert
alkalmazva el0szor hattér korrekcidt hajtottak végre [Boelens et al. 2004], majd egymdashoz
igazitottdk Oket [Wong et al. 2005], végiil a csticsokat Osszepdrositottdk a tomegspektrumuk
alapjan [Dixon et al. 2006]. Ez az eljards megfelel annak, mintha egy kromatografus fogna egy
darab papirt és felirnd milyen kromatografids cstucsokat tapasztalt, milyen retencids iddvel és
milyen tomegspektrummal. Aztdn eldvenne egy masodik kromatogramot és Osszehasonlitja az
elsé kromatogramban 1évd csucsokkal, és ahol egyezést taldl, azokat feljegyzi a megfeleld
helyre. Aztan feljegyzi azokat is, amik nem voltak az els6 kromatogramban és igy tovabb
épitve egy adattdblat. Az adattabla 1étrehozdsandl tobb paramétert optimaltunk azzal a céllal,
hogy a csicsok Osszehasonlitdsandl a szoftver elég érzékeny legyen a kiilonbozd csicsok
megkiilonboztetéséhez, de azokat se keverje Ossze, amelyeknél a jel/zaj ardny kicsi igy az

egymassal val6 6sszehasonlitdsndl nem pontos a tomegspektrumok egyezése.

A dolgozatban nem torekszem a pontos mennyiségi meghatdrozasra, a kromatografids csucs
alatti integralt haszndlom fél-mennyiségi adatként. Azaz a statisztikai értékelésekben
felhaszndlom, és a dolgozat tovabbi részében koncentracidként vagy koncentricidval ardnyos
mérdszamként hivatkozok rd az egyszeriiség végett, azonban kalibraciés gorbék hidanyaban nem

rendelek hozza pontos koncentracio értékeket.

A tobbvaltozoés statisztikai médszerekben haszndlt adattdbldkban a kapott csucs alatti teriiletek

gyokeit hasznéltuk, mivel a cél nem a nagy koncentriciéju hanem a valtozé koncentracidju
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vegyiiletek kivalasztdsa. Mivel nem lehet kézben tartani a minta mennyiségét az SPME
mintavétel sordn, a kiilonb6zd mintdkat egyforma Osszegre sulyoztuk. PCA és SOMs
szamitasok esetén a valtozok sztenderdizaltak, hogy minden valtozénak egyenld esélye legyen,

attdl fiiggetlen mekkora a koncentrécidja.

Az azonositds sordn gyakran felmeriilt jelenség, hogy egy mérésen beliil ugyanazon alkot6
(vegyiilet név) sokszor tobb helyen jelentkezik, latszélag azonositdsi hibaként. A
tomegspektrométer nem képes kiilonbséget tenni a konformaciés izomerek kozt, és kiilondsen a
szeszkviterpének esetében sokfajta izomer felléphet. A megoszldsi hanyados azonban fiigg a
szerkezettOl, igy a kromatografids retencids idejiik kiilonb6zd ezeknek a konformereknek, igy
tudjuk, hogy tobb vegyiiletrl van sz6. A dolgozat nem torekszik a mért vegyiiletek
azonositdsdra minden esetben, a kérdés hogy a romlds mennyire detektdlhatd, az ebben szerepet
jatsz6 alkotok megfeleld azonositisa egy madsik dolgozat anyaga lenne. A mindségi
meghatdrozast autentikus sztenderdek vésarldsdval lehet elvégezni. Dolgozatomban nem
hasznaltam referencia anyagokat igy azokban az esetekben ahol az azonositds nem eléggé
biztos csak az Osszegképletet haszndlom, vagy ha a referenciakdnyvtarral kapott vegyiilet

val6szintitlen, akkor ‘azonositatlan komponens’-nek hivom.

4.4. Anyagok és mikroorganizmusok

A felhasznalt mikroorganizmus a P. expansum (P1) és B. cinerea (P2) (szarmazas: Japan szilva,
BCE, Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék Torzsgylijtemény). Ezeket a torzseket a
korédbbi kisérletekben szelektiv taptalajok segitségével izoldltdk japan szilvardl [Sturm 2008].
Az egész dolgozat soran ezekkel a torzsekkel dolgoztunk. Modellgyiimolcs a japan szilva és az

alma melyeket a piacrdl szereztiink be.

A mintdk mintavevd csonkkal elldtott hagyoméanyos, 720 ml-es vagy 1200 ml-es
beféttesiivegben taroltuk (14. dbra). A mintavevd nyilds szeptummal (poli-tetra-fluoro-etilén
szilikon (polytetrafluoroethylene silicone), 20 mm, Supelco) van ellditva. A mikrobdk
fejlddéséhez levegdre van sziikséges, ezért az iliveg nem teljesen zart, a kupakban vagott
nyildsban steril vattadugé biztositja a szelldzést. A kisérletek alatt a mintdkat 2142 °C
szobahdmérsékleten taroltuk. A keveréshez hdzi készitésli keverdt alkalmaztunk. A 14 4bran
ldthat6 moddon, a kupakokon 1 kor alakd lyuk taldlhaté a parafadugén keresztiilszurt

keverdpalca rogzitésére.
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14. abra: A mintavételi elrendezés
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5.FEJEZET. ANALITIKAI MODSZERFEJLESZTES
SZILVAK PENESZGOMBAS ROMLASANAK HATASARA
KELETKEZO ILLEKONY VEGYULETEK MERESE

Ebben a fejezetben az illékony vegyiiletek mintavételére
alkalmazott modellrendszer tulajdonsdgairdl lesz sz6. Kivélasztom
azokat az illékony szerves vegyiileteket, amelyek kiilonbséget

tesznek egy romlott és egy egészséges szilva kozt.

Publikdlva:

V. S4gi-Kiss and P. Fodor, Development of a SPME-GC-MS method for spoilage detection in case of
plums inoculated with Penicillium Expansum, Acta Alimentaria, Vol. 40 (Suppl.), pp. 188-197 (2011)

Sagi-Kiss Virdg, Fodor Péter, Pomdzi Andrea, Mardz Anna, 2009. Predicting mouldy spoilage in
storehouses based on microbial metabolic profiling, Conference of Chemical Engineering ’10, Veszprém,

Hungary, 27-29 April 2010, abstract: Conference Proceeding, page 103
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5.1. Az SPME mintavétel optimalasa

Mint az irodalmi részbdl kideriilt a mintavétel kritikus 1épés illékony vegyiiletek esetében, ezért
ennek paramétereit kiilon kisérleti tervvel optimalom. A parhuzamos oltdsok és ismétlések
miatt 8 {ivegbdl kell mintat venni legaldbb naponta ahhoz, hogy a metabolitok valtozasat
nyomon kovessiik. Olyan mintavételezés kell, ami elssorban gyors. Az irodalomban felsorolt
példak alapjan az SPME mintavételi eljards megfelel ennek a kdvetelménynek, és a pontossiga
elég a nem-célzott kutatdsokhoz. A gyorsasidgon kiviil a leghasznosabb, hogy a minta
kozvetleniil felhaszndlhaté gdzkromatografids mérésben. Az SPME hatékonysagat befolyasolo
paraméterek koziil nem mindegy valtoztathatd szabadon. Az extrakcié homérséklete
szobahOmérséklet, hiszen a mintdkat roncsolds nélkiil nem lehet melegiteni. A mintavételi
eljards sordn optimdltam az alkalmazott extrakcids 1dot, keverést, deszorpcids idot és

homérsékletet, ennek eredményeit ismertetem az aldbbiakban.

Az ,,Anyagok és Moddszer” fejezetben leirt mintatarté rendszert hasznéltuk a levegdbol valo
mintavétel optimdldsara is. A szilva minta nem alkalmas az optimadlis kisérleti beallitdsok
meghatdrozasira, mivel a VOC-k folyamatosan vdltoznak benne. Ezért ehhez a feladathoz
sztenderd vegyiiletet, a 13 szénatomszdmu normadl alkant, a tridekdnt (C;3) haszndltam. A
tridekan retencids ideje varhatéan a mért VOC-k retencids idejének atlaganal lesz, igy ennek a

sztenderdnek a koncentracidjat vilasztottam fiiggd valtozonak.

Vizsgdlataim sordn analitikai tisztasagu vegyszerekkel (Sigma Aldrich) dolgoztam. A sztenderd
oldatot 1 ul heptadekanbdl (C;7), és 1 ul tridekdnbdl (C,3) készitettem széndiszulfidban oldva,
(CSy) 5 ml végtérfogatig. A sztenderdek retencids idejét és tomegspektrumét eldzetesen
folyadékinjektalassal hatdroztam meg. A sztenderd oldatbdl 2-2 pl-t fecskendeztem be a
mintavevd szeptumon keresztiil az iires befOttesiivegekbe. A kisérleti tervnek megfeleld
mérések eldtt a mintatartd rendszert szobahdmérsékleten inkubdltam néhdny 6rat és az SPME
szélat iires leflitéssel megtisztitottam (az esetlegesen a szdlon koncentrdlédott szennyez0dések
elparologtatdsa céljabol). Az egyes kisérleti bedllitdsoknak megfeleld mérések kozt, az SPME

szalat szobahOmeérsékletre hiitottem vissza.
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7. tablazat: A Kkisérleti terv faktorai, és szintjei.

név jel mértékegység| skala |alsé szint (-)| felsé szint (+) | centrum-pont (0)
extrakcids ido Cext min folytonos 15 22.5 30
deszorpcids id6 tdesz min folytonos 2 3.5 5
deszorpciés hdmérséklet| T, °C folytonos 200 225 250
keverés keverés - mindségi 0 1 -

A kisérleti terv négyfaktoros és kétszintes. A 2*'-es részfaktor terv 8 bedllitést jelentene, de mi
centrumpontokat is adunk a tervhez, hogy pontosabb képet kapjunk és ellendrizhessiik a
linearis modell helyességét. Mivel az egyik faktor (keverés) nem mennyiségi skalan mozog,
nem lehet ,.elfelezni”, igy a 2 centerpont helyett 4-et alkalmaztam. A ,,keverés” nevii faktornak
2 szintje volt, 1 ha alkalmaztam keverést, azaz 1 percen keresztiil forgattam a keverdlapatot, 0
ha nem. A mérési bedllitdsokat és az eredményeket a 8. tdbldzatban foglaltam Ossze. A mérési
beallitdsokat véletlen Osszekeveréses (random) moédon végeztiik, a mérések idobeli sorrendje

szerepel az elsd oszlopban.

8. tablazat: a kisérleti terv beallitasai, és eredményei.

y Transzformalt faktorok Természetes egységekben
C,5/1000000 Sorszam Toxt tges Tdesz keverés text t gesz T gesz keverés
17.7 1 + - - + 30 2 200 1
35.8 2 + + + + 30 5 250 1
19.2 3 0 0 0 + 22,5 4 225 1
4.25 4 - + - + 15 5 200 1
27.1 5 + - + - 30 2 250 0
18.3 6 - - + + 15 2 250 1
4.56 7 - - - - 15 2 200 0
19.3 8 + + - - 30 5 200 0
16.6 9 0 0 0 + 22,5 4 225 1
14.9 10 0 0 0 - 22,5 4 225 0
11.2 11 - + + - 15 5 250 0
7.44 12 0 0 0 - 22,5 4 225 0

A tervben a kétfaktoros (elsérendil) kolcsonhatdsokat vettiik figyelembe. A mért intenzitasokat
1.000.000-val osztottam, az eredmény egyszeriibb feldolgozdsa miatt. A faktorok hatdsdnak
vizsgalatidt variancia analizis (ANOVA) segitségével végeztiikk. A kiértékelés legfontosabb
eleme a hatdsok (effects) tdblazat (9. tablazat). A tdbldzatot a Statistica program

felhasznalasaval készitettem el (Statistica 6 StatSoft, Inc., www.statsoft.com) és az adatok
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hitelessége miatt az eredeti angol szoveggel illesztettem be. Els oszlopban az adott faktor
hatdsa lathat6é a kimeno valtozora. A pozitiv hatds azt jelenti, hogy az adott faktor felso szintjén
nagyobb a C;3 koncentracidja mint az alsén, mig a negativ hatds ennek az ellenkezdjét jelenti.
A téblazatban csak a teljes atlagot és az elsd faktort (extrakcids id0, tex;) emeltiik ki piros
szinnel, ami azt jelzi, hogy a p érték kisebb, mint a konvencié szerinti 0,05. Tehat elutasitjuk
azt a nullhipotézist, hogy az extrakcids idonek nincs hatdsa a tridekdn mért intenzitdsara a=0,05
szignifikanciaszintnél. A deszorpcidés hdmérséklet p értéke 0,097, ami azt jelenti, hogy 10 %-os
szignifikanciaszinten a deszorpciés homérsékletnek is jelentOs szerepe van az adszorbedlddott
vegyiiletek mennyiségére. Az als6 drom sorban a kolcsonhatdsok tldlhatok, melyeknek nincs
szignifikdns hatdsuk. A 9. tabl4zat ,,Curvatr” (gorbiilet) sora sem szignifikdns, azaz a linedris
modell adekvat, nincs sziikség masodfoku tervre. Ennek ellendrzését a centrumpontok tették

lehetové.

9. Tablazat: A faktorok hatasai.

Effect Std.Err. t(3) p

Factor

Mean/Interc. 16.02625 | 1.914063 | 8.372898 | 0.003573
Curvatr. -4.30750 ' 6.630507 @ -0.649649 | 0.562227
()t 12.89750 | 3.828125 | 3.369143 | 0.043438
(@)t yess -1.77750 ' 3.828125 | -0.464327 @ 0.674034
(3) T yoss 9.14750 | 3.828125 @ 2.389551 | 0.096781
(4)keverés 3.33333 | 3.125651 1.066444 0.364430
1by2 1.92750 | 3.828125 @ 0.503510 | 0.649252
1by3 -1.19750  3.828125 | -0.312816 | 0.774905
1 by4 -2.42250 ' 3.828125 | -0.632816 @ 0.571797

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy jelentds hatdsa van az extrakcids iddnek és deszorpcids
hoémérsékletnek, mig a deszorpcids idonek, a keverésnek és a faktorok kolcsonhatdsanak nincs.
Az egyes faktorok hatasait dbrazolva kolcsonhatds nem tapasztalhato.

Ezekbdl a kisérletekbdl azt a kdvetkeztetést is levonhatjuk, hogy az SPME mintavétel szordsa
nagy, melyet a hatdsok 95%-os konfidenciaintervalluma is jelez. A kutatds természetét
figyelembe véve fél-mennyiségi adatokat mérni, hiszen csak azt akarjuk eldonteni, hogy egy-
egy vegylilet megjelenik vagy nem, né a koncentricidja vagy csokken a romlds elérehaladtaval.
Gyakorlati szempontbdl a legjobb amit tehetiink, hogy a legérzékenyebb paramétereket (amiket
ebben a szakaszban vizsgéltam: extrakcids idd, keverés, deszorpcids id6 €s hOmérséklet) a
lehetd legpontosabban allitjuk be, és mindig pontosan ugyanigy jarunk el a mérések soran, igy

feltételezve hogy a hibak is dllandéak maradnak.
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Viszont a fél-mennyiségi mérések esetében is célszerli, ha valamilyen alland6 intenzitassal
parolgo6 illékony vegyiilet vagy illékony vegyiileteket kibocsité anyag van a 1égtérben, hogy
ahhoz viszonyitsunk. Ez belsé sztenderd alkalmazdsaval érheté el, azonban nehéz olyan
vegyiiletet taldlni, amely alkalmas ebben a kisérleti elrendezésben. Valami, ami nem zavarja
meg az amugy is érzékeny bioldgiai rendszert, de dlland6 intenzitdssal parolog. Nem véletlen,
hogy a belsd sztenderd alkalmazisardl nem egyértelmiiek az irodalmi adatok, egyes cikkek
szerint sziikkséges, masok szerint nem. BelsO sztenderd sziikségességét aldtdmasztja az a tény is,
hogy az SPME szl oregszik, a gyarté instrukcidi alapjan 100 mintavételre alkalmas, azonban
nem tudjuk mikor, és mennyire kezd el csokkeni a mintavételi hatékonysaga. Alternativ
megoldasként minden kisérleti mintatart6 tiveghez fecskendeztem 10 pl C3, Cys, Cy7 keveréket,
azonban ezeknek a vegyiileteknek a jelével nem Kkorrigdltam a tobbi cstcsot, csak
megfigyelésre alkalmazom Oket. Ezeket dbrdzolva a kiilonb6zd kisérletsorozatokban az idd

fiiggvényében megallapithatom, hogy van-e a szokdsostol eltérd valtozas.
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15. abra: Az elékisérletek soran mért normal alkan koncentraciokkal aranyos csicsteriiletek.

Az elokisérletek soran megprobéltunk olyan belsd sztenderdet kivalasztani, ami az alapvetd
kovetelményeken kiviil megfeleld illékonysdgi ahhoz, hogy SPME-vel mintavételezhetd
legyen, de ne illanjon el kordn a modellbdl. A 15. dbran lathaté a befecskendezett alkdnok

koncentracidjanak a csokkenése, abban az esetben ha csak ezek taldlhatok a befOttesiivegben.
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Ez alapjdn a gyiimolcsmintdk daltal kibocsatott vegyiileteknél is feltételezhetjiik, hogy a
csOkkenés nem feltétleniil jelenti a kibocsétds csokkenését. Mivel a 1égtér inhomogenitdsa lehet
a koncentraciok csokkenésének egyik oka, tgy dontottem keverést fogok alkalmazni a
mintavétel el6tt a gyiimolcs mintdk esetén, annak ellenére, hogy ez a faktor nem volt
szignifikdns az optimalas soran.

Ennek masik oka, hogy feltételeztilk, hogy minimélis légmozgds tapasztalhat6 a CA
tarolokban. Enélkiil az eldrejelzd rendszer nem is miikddne. Jansen paradicsom novények
botrytises fertézéséhez sziikséges VOC-k mennyiségét tanulmanyozta kis légterti iiveghdzak
esetén [Jansen et al. 2010, Jansen 2009]. A modellrendszere alapjan arra a kovetkeztetésre

jutott, hogy minimalis 1égmozgés sziikséges a mintavevo rendszer sikeressége érdekében.

5.2. Anyag és modszer

A modellgytimolcs ebben a kisérletsorozatban a japan szilva (Prunus Salicina), *Autumn
Sweet’ fajtdja. A szilvdkat feldaraboltuk és fagyasztott allapotban tdroltuk a kovetkezd
felhaszndlasig, igy biztositva hogy ugyanazt a fajtit vizsgaljuk. A darabolds azért sziikséges,
hogy megindulhasson a romlds, mivel a japan szilva rendkivil ellendlldé a
mikroorganizmusokkal szemben. A szilvdkat agarral szilarditjuk majd a megfeleld kisérleti
bedllitas szerint kezelik. Négy kiilonbozo kisérleti elrendezésben vettiik fel a kromatogramokat
(16. abra), mindegyik 1-1 kiilonb6z0 mintat, kiilonbozd iiveget jelent. Minden kisérleti
elrendezést megismételtiink, gy Osszesen 8 iiveg, azaz 8 minta allt rendelkezésre, a
parhuzamos oltdsokat (a) ill. (b) betlivel jeloltiik. Az agar Osszetételével és a Penicillium
torzskultirdval kapcsolatos tovabbi informdciok a fejezethez kapcsol6dd kozleményben
taldlhatok meg [Sagi-Kiss et al. 2011].
1: oltott agar: P. expansum torzzsel fertdzve, 2: kontroll agar

3: oltott szilva: P. expansum torzzsel fertdzve, 4: kontroll szilva
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16. abra.: 1a és 1b az oltott agar, 2a és 2b a kontroll agar, 3a és 3b az oltott szilva, 4a és 4b
jelii mintak a kontroll szilvat jelolik.

0

Két kiilonbozo kisérletsorozatot értékeltem ki ebben a kisérleti elrendezésben. A kiillonbségeket
a 10. tdblazatban kozlom. Ezek kivételével az ,,Anyag és Moddszer” fejezetben ismertetett
paraméterekkel torténtek a mérések. A masodik kisérletsorozatban a romlés lassabb volt, mivel
az oltds csiraszama kisebb volt.

10. tablazat: A szilva illékony komponenseinek kisérleti a paraméterei. *: a pontositas érdekében az ’s’ az
secundum, masodperc.

1. kisérlet 2. kisérlet
maximum homérséklet a fiitési program sorén [°C] 250 235
romlds nyomonkovetésének idétartama [nap] 4 7
rogzitett kromatogram szama [db] 24 32
felvételi sebesség [s/db]* 0,5 0,21
oltdsndl haszndlt csiraszam [cfu/ml] 10’ 10°

A két kisérletsorozat kozt a legjelentdsebb kiilonbség a rogzitett értékek szamaban van. A
felvételi sebességet 0,5 s/dbrol 0,21 s/dbra mddositottuk, igy a mdsodik kisérletsorozatban 2,4-
szer annyi pont van egy kromatografids csticsban, mint az elsében. A tomegspektrométer
pasztazd iizemmoddjaban 0,21 s/db felvételi sebesség azt jelenti, hogy mdésodpercenként
majdnem 5-szor detektdlja a gép a teljes tomegspektrumot (vagyis +/-0,5 Da felbontédssal
végigmegy a 40 és 350 m/z érték kozti ionokon, ez 310 mérés). A két kisérletsorozatbdl egy
adattablat készitettem, a felvételi sebesség valtoztatdsa miatt a csucs alatti teriileteket

korrigaltam.

A mérések elétt €s utdn minden nap elvégeztik az SPME szdl ,jiires” lefitését, azaz a

mintavétel nélkiili deszorpciét és kromatografids fiitési programot. Az SPME szdl iires
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kromatogramjai zajos héatteret mutattak, ezek zommel valdsziniileg a szeptumbdl szdrmazé

ftaldtok és az oszlop ugynevezett vérzésébdl (bleeding) szarmazé sziloxdn szarmazékok voltak.

5.3. Az egészséges és romlott szilvak altal kibocsatott illekony
szerves vegyliletek valtozasanak elemzése

A gyiimolcsok mellék minden kisérleti mintatart6 tiveghez fecskendeztem 10 ul Cy3, Cis, Cy7
keveréket. A 17. abran lathaté6 mindhdrom alkdn koncentricidja csokkent, az elsé nap nem
szerepel az dbrdn. Az abrén a jobb oldali tengelyen a C;; koncentracidja taldlhatd, a bal oldalin
a Cy3 és Cys5. Az 4brabdl képet kaphatunk a csokkenés mértékérdl és az ismétlések szorasarol,
amley a 2. nap esetén 20%, 26% ill. 54 %, a 4. nap esetén: 17%, 12% ill. 34% a C,3, C;s, Cy7
soorendjében. Az Ossze értékre szamitva a relativ szordst pedig: . Habar a mért értékek nagy
szOrasat tapasztaljuk, a tendencidt meg lehet dllapitani. A nagy szords oka az is lehet, hogy a
csucsosszepdarositd algoritmus ezekkel a bedllitdsokkal 1-1 esetben nem miikddik jol. Ezért
ebben a két kisérletsorozatban a koncentracidval ardnyos gorbe alatti teriileteket manudlis
integraldssal ellendriztem. A mindségi azonositast pedig nem csak 1-1 valtozoéra, de 1-1 véltozo

esetében az Osszes mintdra elvégeztem.
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17. abra: Az alkan komponensek cstcs alatti teriilete a szilva rendszerben.

Vizudlis vizsgdlat alapjan, az aromakomponensek viszonylagosan dllandéak maradtak a 4 nap
alatt (18. abra). A 30 perces kromatogrambdl a legjellemzObb a 8 €s 17 perc kozti szakasz. A
madsodik kisérlet flitési programja 19,25 percnél éri el maximumat, a 235 fokot, e felett nem

értékeltem a kromatogramot.
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18. abra: A Kkontroll szilvak teljes ion kromatogramjai feliilrol lefelé haladva: 2. nap, 3. nap,
4. nap (1. kisérlet).

A kontroll szilvakb6l parhuzamos mintdinak kromatogramjaiban nem ndvekedett vagy
csokkent a VOC-k koncentracidéja (19. dbra), ugyanez igaz az oltott szilvdk parhuzamos

méréseire. A két kiillonbozd iivegbdl szarmazd minta vizudlisan atfed.
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19. abra: Két parhuzamos kontroll szilva teljes ion kromatogramja az elsé napon.
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Alkoholokat, aldehideket, észtereket, terpéneket és terpénszarmazékokat taldltunk a P.
expansummal oltott szilva 1égterében. A méréshez vélasztott oszlop (Rxi — Sms) elsdsorban
szénhidrogének mérésére alkalmas, azonban az 5 % difenil poldros rész elég ezeknek az
oxigéntartalmi VOC-knek a mérésére. A mérendd tomegtartomany esetén eldnyos lenne a
tomegspektrumokat olyan nagy molekulatomegii vegyiiletekig mérni, amelyeknél mér biztos,
hogy illékonyak legyenek szobahOmérsékleten. Azonban ioncsapdds késziilékeknél nem
érdemes nagyobb m/z tartomanyt mérni a sziikségesnél, mert a felvételi sebesség fiigg ettdl. A
mért adatokbdl kideriilt, hogy a 0,5 s/db nem szolgéltat elegendé mennyiségli pontot egy csucs
megrajzoldsahoz, hogy abbdl a tobbvaltozds statisztikai modszerekhez hasznélhaté adattablat
készitsiink az automatikus csucsosszeparosité algoritmussal, viszont a 0,21 s/db igen. A
bedllitott 40-350 m/z elegendden nagy tartomdnynak bizonyult, ennél nagyobb vegyiiletek mar

kis valoszintiséggel illékonyak szobahdmérsékleten.
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20. abra: A valtozok eloszlasa a masodik szilvas Kisérletsorozatban.

A maésodik kisérlet esetében hasznédlhat6 volt az algoritmus, a 20. dbran l4athaté hogy igen nagy
a kiilonbség a mért VOC-k koncentracioi kozt, a valtozdkat sztenderdizalni kell. Az eloszlasuk
nem normadlis, hiszen a skdla az egyik oldalon rogzitett, a koncentracié nem lehet kisebb 0-nal,
de sokszor 0. Az statisztikai analizishez 27 mintat haszndltam. A kiilonb6z6 romlottsagi

fokokat szabad szemmel éllapitottuk meg. Ez alapjin, a szilvdkon és az agaron egyforma
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gyorsasdggal novekedtek a mikrobdk, szennyezésnek nyoma nem volt. A kontroll gyiimolcsok
€s kontroll agar mindvégig véltozatlan maradt. A romlds mir a masodik napon megindult, ez

koszonhetd az oltaskor haszndlt nagyon magas mikroba szamnak.

A masodik kisérletsorozat esetében kivélasztottam egy kontroll szilva kromatogramjat az elsd
naprol, és egy fertozott szilvaét a 7. naprol. A manualis vizsgalat alapjan a 21. abran feltiintetett
10 vegyiilet fontos ennek a két kromatogramnak a megkiilonboztetésében. Az dbran mar csak
azokat tiintettem fel, amelyek nem valamely dallandé vegyiilet (oszlopvérzés, sztenderd)
csucsai. Illetve, amelyek a parhuzamos oltdsok esetében ugyanolyan voltak, bar ez a feltétel
minden egyes vegyiilet esetében igaznak bizonyult. A két parhuzamos oltdsbdl szarmazd
romlott almdk VOC-inak kromatogramjaibdl megallapithatjuk, hogy a két romldsi folyamat
hasonl6 sebességgel ment végbe a két kiillonbozd mintatartd tivegben. A kromatogram 11 perc
utdni szakaszdban a kiilonbségek foleg csak terpénekbdl €s terpénszarmazékokbdl szarmaznak,
amelyeket itt nem targyalok. A 21. abra jol tiikrozi a detektalhatd kiilonbségeket és a

parhuzamos oltasok egyezdségét.
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21. abra: Két romlott és egy egészséges szilva kromatogramja.

-67-



100%

41

100% 104
2 . 9
1: butdnsav-metil- 2 sztirol
éSZter, (C7H1402
74
57
INT INT 4
102 26
87
124 178
45 69 . 115 131 L Lo 157
| | |6l | 0 Ll | 1 | 137143 147 | \ ‘ e 10 157 |
}llul'lu-‘\‘ TR RSN Ui PSR o L M ‘ (- | \\ |“ | |I
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 30 BO 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 20
100% 105 1o0% 91 -
P
3: benzolsav- 4: 3-karén
S
butil-észter (Cio Hig)
77
77
INT 51 ] r
BKG
41
73
I 121
179
45 a1 120 13 153
Ll el T e AR
] R R A TN T P YRR | Y P Y T be ‘ | o s
30 40 50 60 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 1 , -W "‘ B A I o
30 40 50 &0 70 BO 90 100 110 120 1350 140 150 160 170 180 190 200 210
100% 122 100% a7
. . .
6: 1-metoxi-3- 7: azonositatlan
- metilbenzol
R
77
INT INT -
a1
51 53
107 107
o 1.,
i ‘ T e ‘ ‘ 194 227 58 283
5561 g ‘ l 151 208 767
: I|\! \‘M“‘II"! ‘l“ll'“‘ ||| I} L R IHl 1|61169 18 i” ‘hh‘l‘wlu | " | ) \| i 1‘71 S FEES Ry ST |31‘73‘33|
30 40 50 80 70 BO 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 40 60 8O 100 120 140 160 lBO 200 220 240 260 280 300 320 340
N - T ~ — - 1008 41
tracs 67 7
. 8: (Cs H|,0) 9: 1-decin
a7 o
41
INTH
InT -
140 55
g1
) 55
5 .
2
- 45 7l 110
: QL o L8l | | 55 91 133 148
] ||| 'lw ‘lll‘=||'||le?v il l‘ l | * |1|'1| 'T 160 ]_g_ r T }H! 'll" E\‘ll M f |“‘|‘I“\ t ‘!' jlhl?\ L Wt 1i'5?\ 1165| T \1%4
3 52 &0 0 =0 0 10C 110 140 ]. 0 140 152 _»-_,J 170 ]_:,(_ ]_f(I Z 30 40 50 6D 80 90 100 110 120 130 140 150 1s0 170 180 1
P  Z oz T - " = T
22. abra: Az ép és romlott szilvak megkiilonboztetésében fontos vegyiiletek tomegspektrumai.

A fiiggoleges tengelyen a relativ gyakorisag, a vizszintes tengelyen az m/z értékek
talalhatok. Az egyes komponensek szamozasa megfelel a 21. bra szamozasanak.
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A masodik kisérletben talalt vegyiileteket ellendriztem az els6 kisérlet kromatogramjaiban is.
Az 1,4 diklér-benzol koncentracié az id6 eldrehaladtaval egyenletesen nétt mind az oltott szilva
mind az oltott agar mintdjaban. Azonban ugyanigy nott a kontroll szilva és agar mintdkban is.
A 22. dbra 6. csucsa, a l-metoxi-metibenzol viszont csak a P. expansum-el oltott szilva
mintdkban jelent meg. Ezt a vegyiiletet a kontroll szilvdkban egyaltaldn nem detektéltuk. Masik
olyan vegyiilet, amely csak az oltott mintdkban jelent meg, a 21. dbra 2. csucsa, a sztirol.
Nagyon kis koncentraciéban van jelen, igy a csuics alatti teriiletek integrdlja bizonytalan,
azonban a jelenléte egyértelmi a legjellemzObb csicsa, a 104-es alapjan (23. dbra). A metil-
linoledtot csak az oltott szilvdkban detektaltuk az oltott agaron és a kontroll mintdkon nem.
Ennek a vegyiiletnek nagyobb volt a jelintenzitdsa, mint az el6z6 kettOnek, azonban az
azonositidsa a legkevésbé egyértelmli. Végiil taldltunk még egy azonosithatatlan aromds

vegyiiletet, aminek a koncentracidja a szilva mintdkon né az agaron csokken.
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23. abra: A sztirol legjellemz6bb tomege a 104, egy egészséges és egy romlott szilva mintaban.

A 4. napon kiilonbozd diterpének (CoH;6) jelentek meg nagy koncentraciéban az oltott szilvan.
Ezek val6sziniileg p-cimén és az a-terpinolén. Ezeken kiviil a kovetkezO komponenseket
azonositottam még a mintdban: etil-acetat, limonén, fenil-etil-alkohol, hexanal, hexénal,
izopropanol, hexanol, sztirol, cisz-6-nonénol, benzil-aldehid, 1-metoxi-3-metilbenzol,
citronellol, nezil-alkohol, t-butil-tiofén, benzofenon, egy azonositatlan C;oH;¢ vegyiilet, 5

azonositatlan C;5Hy4 vegyiilet, undekén-1-ol, undekanal, 2-tridekanal.
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5.4. Tobbvaltozos 6sszehasonlitas

Azokat a csticsokat hasznéltam az elemzéshez, amelyek legaldbb két tipusu (oltott/kontroll,
szilva/agar) mintdban megjelentek. Volt olyan csucs is, amely csak 1-1 napon jelent meg az
adattabla szerint. Ezeket egyenként manudlisan ellendriztem és minden esetben valamilyen
hibat fedeztem fel, ez lehet szennyezés, de legtobb esetben a csucsdsszeparositd algoritmus
rossz eredményre jutott, egy kromatografids csucsbol két ,,vegyiiletet” képzett, ez foleg a
kimutatasi hatar kézelében 1évd, vagy koeldcids csicsokra volt jellemzd. Végiil 6sszesen 37
csucsot valogattam ki a kiértékeléshez. Ebbdl legkevesebb a kontroll szilvaban volt, 26 darab,
amely nem meglepd, hiszen fagyott szilvakrdl volt sz6. A legtobb, 35 vegyiilet, az oltott
szilvaban volt megtaldlhat6. Kontroll szilvak esetében a cstcs alatti teriiletek nem véltoztak a 4

napos vizsgalat alatt.

A két sorozatb6l manuadlis tuton készitettem egy redukalt adattablat a vizualizaci6 érdekében. A
vegyiiletek koziil 12 olyat vilogattam ki, amelyeknek szerepiik lehet a csoportositdsban. Ezek
kozott szerepel olyan, amely megjelenik és olyan is, amelyik eltlinik az 1d0 el6rehaladtaval.

A kiilonbozé napokon kiilonb6z6 romldsi dllapotba keriiltek a mintdk, igy a csoportokat a
vizudlis megfigyelés alapjan készitettem. A csoportokat a 11. tdblazat: A romlds vizudlis jelei alapjdn

torténd csoportok létrehozdsa.11. tdblazat tartalmazza.

11. tablazat: A romlas vizualis jelei alapjan torténé csoportok létrehozasa.

oltastol eltelt 1. sorozat 2. sorozat

napok szama megfigyelés Csoport megfigyelés Csoport

1. nincs mérés Semmi 'Osz 1’

2. Fehér por 'Osz2’ nincs mérés

3. Zbldes, fehér por 'Osz3’ Fehér por 'Osz2’

4. Z6ld réteg ‘Osz4’ nincs mérés

5. Zbldes, fehér pottyok 'Osz3

6. nincs mérés
Z6ld réteg teljesen

7. elfedi a mintdkat 'Osz5’

A kontroll agar és szilva mintdk egyes kromatogramjait hozzdrendeltem a megfelel6 napi
romlott mintdkhoz igy lett: ‘K sz 1°, ‘K sz 2’, ‘K sz 3’, ‘Ksz4’, ‘Ksz5,és ‘Kal’, ‘Ka?2’,
‘Ka3’, ‘Kad’, ‘Ka5’. A kettes és harmas szinten romlott szilvak mintaival CO sz 2’ és ’O sz
3’-as csoport) elvégeztiik a fokomponens-elemzést. A 24. dbran lathatjuk a mintdkat az elsd két
legnagyobb fOokomponens sikjira vetitve. Az 24. dbran a jelek a 11. tablazat roviditései. Ez
alapjan lathatd, hogy mind az oltott és kontroll szilva mind az oltott és kontroll agar elkiiloniil

egymastol. A 2-es és 3-as dllapotok jol megkiilonboztethetok az oltott mintdk esetében,
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azonban egybeesnek a kontroll mintdk esetében. Ami megfelel az elvardsainknak, hiszen a

kontroll mintdkndl az eldny0s ha nincs valtozas az 1d0 fliggvényében.
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24. abra: A kettes és harmas szinten romlott szilva és agar mintak az elsé és a masodik
fékomponens sikjara vetitve.

A fokomponensek egymdstol statisztikai értelemben fliggetlenek, az dbrardl leolvashatd, hogy
az elsé két fokomponensnek megfeleld két tengely a mérési eredmények Osszvariancidjanak
hany szazalékat irja. A kontroll szilvdkra vonatkozé pontok a két fokomponens sikjara vetitve a
kiillonboz6 idépontokban is egybe esnek, ez erdsiti a kiindulési feltételezést, hogy a kontroll

szilvak aromakomponensei alland6ak maradnak a mérés soran.

5.5. Kovetkeztetes

A mérdrendszer alkalmas a szilvdk VOC-inek mérésre. Ebben a kisérleti elrendezésben az
SPME hatékonysdgara az extrakcids 1id0 és deszorpcids homérséklet van szignifikans hatassal
10 %-os szignifikanciaszinten. Ezek optimalis értékei: 30 perc és 250 °C. A keverésnek ugyan
nincs szignifikdns hatdsa az SPME hatékonysdgdra azonban a légtér inhomogenitdsdnak

csokkentése érdekében alkalmaztam keverést.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a szilvdk illékony vegyiileteinek romlési vizsgédlataval

taldlhatunk olyan csucsokat, amelyek konzisztensen jelentkeznek a romlott szilva mintdkban.
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Egyes vegyiiletek megjelennek vagy eltlinnek az 1dd el6rehaladtdval. A romlott szilva mintdk
esetében megjelend vegyiiletek: butdnsav-metil-észter, sztirol, 3-karén (C;o Hje), metoxi-3-

metilbenzol, 1-decin és 1 azonositatlan vegyiilet.

Sok terpénszarmazékot taldltunk mind a fert6zott mind az egészséges mintdkban. A fert6zott
szilvdk légterében magasabb koncentracidban taldlhatok ezek a terpének mint a nem fert6zott
mintdk légterében. A romlds meginduldsa utdn kozvetlen tapasztaltam a terpénszdrmazékok
novekedését. Ahogy az irodalomban emlitettem a novények terpén termelését sok tényezd
befolydsolja, ezért a terpének koncentraciéjanak novekedése dltaldban még nem elég ahhoz
hogy a romléasra kovetkeztessiink. Azonban késobbi kutatdsokban érdemes figyelmet szentelni
ennek a vegyiiletcsoportnak. A keletkezd terpének irodalmi Osszegytijtése is nehéz, mivel a
legtobb  publikdciéban csak  Osszefoglaléan terpéneknek, vagy mono-, di- és
szeszkviterpénekként kozlik 6ket. Ebben az analitikai rendszerben azonositasuk lehetetlen, csak
altalanossagban lehet a terpénekrol kovetkeztetést levonni.

A sztirol és az 1-metoxi-metilbenzol alapjan, még a mennyiségi informécidk nélkiil, annak
alapjan, hogy ezek a vegyiiletek megtaldlhatok-e egy rendszerben vagy nem, meg lehet
kiilonboztetni, hogy kontroll vagy oltott szilvdhoz tartoznak-e az egyes 1égtérbdl vett mintdk.
Ez igaz, két kiilonbozd sebességgel romlo szilva kisérletsorozat eredményei esetén is, hidba
hasznaltunk kissé mas mérési koriilményeket a parhuzamos oltdsok sordn. A két kisérletsorozat

eredményei 0sszevethetok voltak.

Az emlitett alkoték mas Penicilliumos kutatasokban is elofordultak [Larsen et al. 1995,

Schwalbe et al. 1999], igy a tovdbbiaknak is foglalkozunk veliik.

(a) b)

25. abra: A sztirol (a) és az 1-metoxi-metilbenzol (b) molekulaja.
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6. FEJEZET. P. EXPANSUMMAL FERTOZOTT ALMAK
ALTAL KIBOCSATOTT ILLEKONY VEGYULETEK
VALTOZASA

Ebben a fejezetben a szilva mintdk mérésénél szerzett tapasztalatokkal
tesztelem a rendszert alma mintakon.
Bizonyitas nyer, hogy az illékony szerves alkotok alkalmasak a romlés

el0rehaladottsdganak becslésére.

Publikélva:

Virdg Séagi-Kiss, Sim Fong, Andrea Pomazi, Péter Fodor, Kdroly Héberger, Richard G Brereton, 2009
Pattern recognition and GCMS peak detection as an aid to predicting spoilage in fruit from production of volatile
organic compounds (VOC). Conferentia Chemometrica 2009, Siéfok,

Sim S. Fong, Virdg Sagi-Kiss and Richard G. Brereton, 2010, Self-Organizing Maps and Support Vector
Regression as aids to coupled chromatography: Illustrated by predicting spoilage in apples using volatile organic

compounds, Talanta, 83, 1269-78 (2011)
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6.1. Anyag és modszer

12. tablazat: Az almak mérésére hasznalt kisérletek rovid osszefoglalasa.

Kkisérletsoroz alma fajta mért mintavételi mintak szama
at szama kromatogramok napok
szama

1 ’Granny Smith’ 33 1.,2.,3.,4.,5., 2 kontroll

6. 2 fertdzott

2 ’Golden Delicious’ 37 1.,2.,4.,5.,6., 2 kontroll

7. 1 fertézott

3 ’Granny Smith’ 60 1.,2.,3.,4.,5., 2 kontroll

7., 8. 2 fert6zott

A z06ld almakat (‘Granny Smith’ és ‘Golden Delicious’) a piacrdl szereztiik be. A fagyasztva
tarolt szilviknak nagyon kevés illatkomponense volt, igy ehhez a kisérlethez ép, egész alma
mintdkat vélasztottunk. Az el6zd kiséreletektdl eltérden az almdk nem fértek bele a 800 ml-es
tivegekbe, igy a megfelel6 mintavételi koriillményekhez 1700 ml-es iivegeket alakitottunk at
(26. dbra). A mintdk kevertetése érdekében az iiveg kozepén, egy fém tartéba helyeztiik el az
almakat, ald pedig magneses keverdt tettiink. Ezt minden mintavétel el6tt 1 percig hasznaltuk,

minimalis 1égaram biztositasara a 1égtérben.

\ y
\E 2 /1\

26. abra: Az illékony vegyiiletek méréséhez alkalmazott modellkisérleti elrendezés.

Felhaszndlt mikroorganizmus a P. expansum, az oltds részletei és a sterilezési eljaras
fejlesztésének 1épései Romaszky Cecilia diploma dolgozatdban olvashaték [Romanszky 2009].
A P. expansum torzsoldatban a mésodik szilvés kisérletsorzatnak megfelelden a sejtek szama
3x10°, ez biztositott ugyanis megfeleld sebességli romldst. A cél az volt, hogy
hozzavetdlegesen 1 hét alatt szaporodjanak el teljesen a mikrobdk, igy a napi mintavétellel
kovethetjiik a romlédst. A parhuzamos mérésekhez két P. expansum-el fertézott és két oltatlan,
kontroll almat haszndltunk. Az oltast a fényképen (27. d4bra) lathaté négydgu ,villa”

segitségével végztiik. Ez az eszkoz az ismételhetdség €és Osszehasonlithatosag miatt hasznos. A
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szuszpenzidba martott villa az alma felszinétdl koriilbeliil 0.5 cm mélységig hatolt be. Minden

alman 12 szur4s taldlhatd, 6sszesen 48 sebet ejtve az alma felsd részén.

27. abra: Specialis oltokacs.

Mivel ép almdkat vizsgdltunk ebben a kisérletben, ezeket sterilizalni kell, hogy a kontroll alma
végig egészséges maradjon, a fertdzott alman pedig csak a P. expansum szaporodjon. A
sterilizdlasi eljards altaldban hokezelést jelent, amely roncsolja az almét is. Ugy kell
megvalasztani az eljarast, hogy a mikrobak még elpusztuljanak, de az alkalmazott eljaras ne
befolydsolja tilsdgosan a kibocsédtott VOC-ket. Minél kiméletesebb a sterilizélasi eljards, minél
jobban elkeriiljiik a szovetek kdrosoddsat, anndl jobban kozelitjiik a tdrolds sordn tapasztalhat6
természetes koriilményeket. Forré vizes majd steril desztillalt vizes lemosas utdn a sterilizalast
nedves goézben végeztiik (hOmérséklete: 60 °C, iddtartama: 20 perc). Ahogy a 28. édbra
szemlélteti, 1 hét utdn a kontroll almdn semmilyen elvaltozdst nem tapasztaltunk, st még 1
hoénappal a mérések utdn is teljesen zold, sima felszinli és kemény maradt az alma. Azaz a
sterilizalasi eljaras, nem roncsolta tilsdgosan az almét. Ez alapjdn a kontroll almdkrol

feltételezziik, hogy végig egészségesek maradtak, ez a VOC hattér miatt fontos infomécio.

28. abra: Romlott és ép alma fényképe 1 hét utan.

Szobahdmérsékleten 23 + 2 °C-on, normdl megvildgitisban taroltuk a mintdkat. A mintavételi
paraméterek az 6todik fejezetben leirtak szerint torténtek, egyediil a deszorpcids idovel tortént
valtozads. A deszorpcié kevesebb, mint 1 perc alatt lejatszodik, mivel a szobahdmérsékleten

illékony komponensek feltételezhetden pillanatszerlien elpdarolognak a 250 °C-os injektorban.
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A szélat azonban 20 percig hagytam az injektorban, hogy az egyéb szennyez6 komponensek is
letisztuljanak rdla, elkeriilve ezzel a mintak kozti keresztszennyezodést. A gydrt6 szerint nincs
sziikség lefiitésre, de azt tapasztaltam, hogy e nélkiil a tisztitasi 1épés nélkiil néhany komponens
kis koncentracioban megjelenik a kovetkezd kromatogramon is. Az SPME szdlra torténd
adszorpcié hdmérsékletfiiggd folyamat, ezért miutan kivettem a késziilékbdl a szélat, hagytam,
hogy szobahOmérsékletlire hiilljon vissza, igy biztositva, hogy mindig ugyanazon a
homérsékleten torténjen a mintavétel. A tobbi mérési paraméter az ,,Anyag és Moddszer”

fejezetben megadottak szerint tortént.

6.2. A kibocsatott illékony vegyliletek attekintése

Ezek a mintdk mdér igen vegyiilet-gazdagnak bizonyultak, 4atlagosan koriilbeliil 100
csucs/kromatogram stirliséggel. El0szor azt hatdroztam meg, mennyire egyeznek a parhuzamos
oltdsokbdl szarmazé mintdk VOC-inek kromatogramjai. Ehhez 1-1 fert6zott és 1-1 kontroll
alma kromatogramjit dbrazoltam egyiitt a 29. dbran. A parhuzamos oltdsokbdl szarmazé
mintdk VOC-inek kromatogramjai szemrevételezés alapjan atfednek, tehat a parhuzamos
tivegekben oltott gylimolcsok egyformdn romlottak. A romlott és az egészséges mintdk
kibocsatott szerves illékony vegyiiletei kozott sok kiilonbséget fedeziink fel. A két kiillonb6zo
mintdhoz tartozé6 VOC-k kromatogramjaiban ranézésre megjelend vagy esetleg eltlind csicsok
biztos informéciéforrdsok szdmunkra. Azonban a nyomonkovetéshez azt keressiink, hogyan
valtoznak ezen vegyiiletek koncentracidi, melyek azok, amik méir kordn megjelennek vagy
nagy koncentracioban termelddnek, tehidt nem elég csak egy romlott és egy kontroll almat
vizsgdlni. A masik probléma a manudlis kiértékeléssel az, hogy a 30. dbrdn, a kromatogramm
egy kinagyitott részletén, j6l lathatéan a legtobb kiilonbség a kicsi csicsokban fedezhetd fel.
Mig a 29. abrdn 5-6 Uj csucs tlinik fel a fertdzott almén szemrevételezés alapjan, addig 30.

abran dupla ennyi.
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Retencids id6 (perc)
29. abra: Egészséges és romlott alma teljes ion kromatogramja. 2-2 parhuzamos oltas (kiilon
iivegben oltott és mintazott).
50 28 1231
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30. abra: Egészséges és romlott alma teljes ion kromatogramjanak egy részlete.

fent: oltott, lent: kontroll.
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Mindhdrom almds kisérletsorozat adatait felhaszndlva kivdlogattunk azokat a csucsokat
amelyek az alma mintdkban tobb mint 75%-ban jelen voltak. Ezeket koziil néhdnyat a
mintavétel idejének fiiggvényében dbrdzoltam a 31. dbran. Mindegyik vegyiilet koncentracidja
jelentdsen megnd a 3. napra az oltott almdk esetén, majd csokken a kisérlet végéig. Ilyen az
metil-oktanodt, a pentil-butanodt, a hexil-hexanodt, a metil-linoledt, az o-fellandrén és 1
azonositatlan észter vegyiilet. Ugyanezek a vegyiileteknek a koncentricidja kontroll alma
mintdk esetében folyamatosan, vagy maximumos gorbe szerint novekedik, jellemzdéen az
otodik napig. Az elsé nap az oltds napja, ekkor a kontroll és az oltott gyiimolcs VOC-inek
kromatogramjai megegyeznek a legtobb esetben. Az almdk bOrének megsebesitése azonban
azonnali valaszt indukdl, par 6ra milva mar nem egyformak az oltott és nem oltott alma mintak

1égterébdl mért kromatogramok.

A 31. dbran bemutatott vegyiiletek zome észter, €s a tobbi mért észter is az dbrdan bemutatottak
szerint valtozik a romldsi id6 elérehaladtaval. A diagrammok alapjan egyértelmii, hogy ezek
koziil a vegyiiletek koziil ki tudunk vélasztani olyanokat, amelyek a romlési id6 elérejelzésére
alkalmasak lesznek. Azonban a csokkenést nem tartom alkalmasnak a romlas jelzésére ipari
tdrolokban, hiszen az alma maga is folyamatosan bocsdtja ki ugyanazokat a vegyiileteket. Nem
lehet robosztus jelzérendszert késziteni beldle kivéve ha az almdk nagy szdmu romldsat

szeretnénk jelezni.

Ezen kiviil almdk esetében is sokfajta terpént mértiink, de ezeknek még az dbrazoléasa is nehéz,
mivel a cstics-Osszeparosit algoritmus is dsszekeveri ket ha kozel van a retencids idejiik.
Tapasztalataink alapjan egy-egy minta azonos kromatografids csucsdra kiilonbozo terpént
sikeriil azonositani (NIST konyvtarral valé Osszehasonlitdssal) a kiilonbozé kromatografias
futdsok sordn. A terpének, amelyek megjelennek a romlds sordn, nagyon kicsit kiilonboznek
azoktdl, amelyek mdr amigyis is az egészséges novényben taldlhaték. Igy a terpének

elemzésétdl innentdl kezdve eltekintek.
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Vegyiilet Koncentracio az oltott almdkon Koncentracio6 a kontroll almdkon
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31. abra: Néhany vegyiilet koncentraciéjanak valtozasa. Abszcissza: a napok szama, ordinata: koncentracio.
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6.3. A romlas becslésének lehetéségei szerves illékony vegyiiletek
alapjan PLS modszerrel

Ebben az esetben az oltastdl eltelt id6 elorejelzése a cél. A 31. dbra alapjan feltételezem, hogy
néhany vegyiilet koncentrdcigjabol meg tudom becsiilni a minta romlottsdgi fokat, azaz a
fert6z€stdl eltelt 1dot. Ezt a romlds vizudlis jeleivel Osszevetve megdllapithatom, hogy van-e
esély egy eldrejelz0 rendszer kialakitdsara.

A PLS regresszié esetében a mar eldre kivalasztott 20 fontos vegyiilet koncentracidjat
haszndltam a becslésre. Az igy kapott 6sszefiiggés mind a 20 komponens felhaszndlasdval jol

becsli az oltastdl eltelt idot (32. abra).

Becstilt id6 = 0.082+0.985*x

10

Becstilt id6, nap

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
id6, nap

32. abra: A valos és a becsiilt értékek a PLS regresszio esetén.

Tehat a kézi kiértékeléssel megtaldlt nagy koncentracioju észtervegyiiletekkel ugyan eldre lehet
jelezni a romlast ha csak a romlott mintdkat tekintjiik, de valdsziniileg a koncentrdcidban 1évo
véaltozast nem tudjuk detektdlni ha egészséges gylimolcsok is taldlhatok a rendszerben. A kis
vegyiileteket is meg kell vizsgélni, példaul az izérzetet kialakitdsdban sokszor nem a nagy
koncentraci6ju vegyiiletek hanem a mikrokomponensek a meghatarozok. A harom sorozatban
felbukkan6 almédkhoz kothetd vegyiiletek a 13. tdbldzatban taldlhatok meg. A tdblazatban az a-
fellandrén kétszer szerepel kiilonb6zd retencids idOvel, ez a terpének elézéekben emlitett

hasonlésdga miatt lehetséges.
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13. tablazat: Az almamintaknal talalt csicsok. A negyedik oszlopban a program altal megadott szazalék
jelzi a szoftverben talalt tomegspektrumokkal val6 egyezés valosziniiségét

Retencios idd

[min] Melyik sorozat | Azonositott vegyiilet név | Fit (%)
9,84 1,2,3 pentil-butanoét 84,5
10,13 1,2,3 metil-linoleat 89,0
10,90 1,2,3 azonositatlan

14,09 1,2,3 1,2-epoxi-3-metil-hexdn 85,5
8,91 1,2,3 2-pireridon 91,2
4,94 1,2,3 1-pentanol 79,3
6,61 1,2,3 azonositatlan

6,93 1,3 1,2-epoxi-3-metil-hexdn 85,8
4,35 1,3 2-metil-1-butanol 75,6
8,13 1,3 etil-propanodt 82,9
8,28 1,3 butil-butanoat 85,4
9,26 1 hexil-acetat 83,1
9,50 1 1-isopropil-4-metilbenzol 94,3
9,56 1 o-fellandrén 89,8
14,59 1 metilén-ciklopentdn 86,2
15,38 1 1,3,-p-mentadién 83,8
12,15 1 4-piroil-acetat 83,1
12,63 1 2-pireridon 88,5
14,93 1 kariofillén 91,8
11,55 2 o-fellandrén 88,8
9,47 2 terpinolén 93,3
13,27 3 azonositatlan

4,05 3 azonositatlan

5,07 3 metil-butanol 70,8
5,88 3 propil-propanodt 88,5
14,32 1,2 4-metil-1-pentanol 85,4
12,03 1,2 anetol 97,4
7,89 2.3 hexansav-metil-észter 95,7
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6.4. A romlott gyiimélcsék megkiilébnbéztetésében fontos szerves
illéekony vegyiiletek kivalasztasa SOMs modszerrel

14. tablazat: A mintaelemszamok eloszlasa a mintak tipusa és a romlas vizualis jelei alapjan

Oltastol szamitott napok
Minta 2. 3. 4. 5. 6. 8. 9. 10.
Fertozott | Mintdk szdma 4 4 4 4 2 4 4 4
Megfigyelés ép ép ép, elsd elsd mdsodik | misodik | misodik
elso fazis | fazis fazis fazis fazis fazis
Kontroll | Mintdk szama 4 4 4 4 2 4 2 4
Megfigyelés ép ép ép ép ép ép ép ép

Ebben az alfejezetben csak a harmadik kisérletsorozattal foglakozom, melyben 58
kromatogramot rogzitettiink. Mind a kontroll, mind az oltott mintak 1égterébdl naponta vettiink
mintat, kivéve a hetedik napon. A mintavételeket kétszer ismételtiik, a hatodik és kilencedik
nap kivételével. A mintdk kinézetér6l minden nap késziilt feljegyzés, ezek alapjan 3 csoportba
soroltuk a mintdkat (14. tdblazat). Egészséges, ép kinézetl, kicsit romlott (elsé fazis, fehéres
szinll penész telepekkel), nagyon romlott (masodik fézis, zoldes szinli penész telepekkel). Az
algoritmussal kapott adattablabdl eltdvolitottuk azokat a vegyiileteket, amelyek nem szerepeltek
tobbszor, mint 5, mert ezek valdszinlileg nem haszndlhaték majd eldrejelzésre, lehetnek a
csucsparositd algoritmus vagy az analitikai mérés miatt keletkezett ,,mi” vegyiiletek. Az
elemzésben végiil egy 58 sorbdl (mintak) és 200 oszlopbdl (véltozok, egyedi vegyiiletek) allo
tdblazatot hasznaltunk.

A minta tipusok és a romlds fazisa szerint a mintdk megkiilonboztethetok a betanitott SOMs
térképek szerint (33. dbra). Az abran lathaté csoportok jelentdségét akkor értjiik meg, ha
belegondolunk abba, hogy egy folyamatos romlési eseménybdl készitettiink csoportokat. A
masodik és harmadik napos mintdk még egészségesek, a romlds a 4. napon kezdddott, fehéres
porszeri pici pottyok lepték el a gylimolcsoket. Ezek a mintdk tartoznak a ,,romlds els fazisa”
csoportba. Késdbb, a 8. naptdl kezdve a zoldes gocok is megjelentek a gylimolesok feliiletén,
innentdl kezdve a mintdk a ,,romlds masodik fazisa” csoportba tartoznak. Az dbran csak a
fertozott almak mintdi lathatok. A paraméterek optimdldsanak részletei a kapcsol6do
publikéciéban taldlhatok [Fong et al. 2011].

A SOMs moddszere alkalmasnak bizonyult arra, hogy kivdlasszuk azokat a vegyiileteket

amelyek a romlési fazisok szerinti megkiilonboztetésben fontosak, még akkor is ha semmiféle
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eloismerettel nem rendelkeziink a mintardél. Ezek: metil-3,3-dimetil-butanoat, etil-hexanoat, 1-

metoxi-3-metil-benzol, pentdnsav-etil-€szter, hexil-propanoat, sztirol és fenil-ecetsav.
ib)

33. abra: Csak a fert6zott mintak betanitott SOM térképei, a romlasi fazisok szerint szinezve:
(a) a ‘best matching unit’ a romlasi fazis szerint jelolve és (b) a ‘best matching units’ a

oltastol eltelt napok szama szerint szinezve. A jelolések: Egészséges (H) ® ; els6é romlasi
tazis (51) @'; masodik romlasi fazis (52) ®.
Az egyes térképek mogott az Osszes valtozd (itt vegyiilet) sikja megtaldlhat6, azaz 200
Osszetevd sik (component plane), mely 1-1 vegyiilethez tartozik. A fontos véltozékat
meghatdrozhatjuk, ha a mintdk térképen val6 eloszldsat dsszehasonlitjuk az egyes valtozok
intenzitdsanak eloszlasdval az adott Osszetevd sikban. Az 34. dbran bemutatok két példat az
Osszetevo sikokra. A sotét szin azt jelenti, hogy magas az intenzitds, a vildgosabb szin azt,
hogy alacsonyabb. Ezt Osszevetve a a 33. dbrdn taldlhat6, mintdk megjelenitésére hasznalt
térképpel levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a metil-3,3-dimetil-butanoét a kontroll almdknal

van nagyobb koncentracioban, mig a pentdnsav-etilészter az oltott almék esetében.

osszetevo sik: osszetevo sik:
metil-3,3-dimetil-butanoat (RT 6.45 min) pentansav-etil-észter (RT 7.27 min)

34. abra: Két osszetevo sikja, a szinezés az adott hexahoz tartozé mintabeli intenzitassal
aranyosan valtozik.
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A sztirol és a 1-metoxi-3-metil-benzol eléforduldsat mar emlitettem a korabbi kutatdsokban,
azonban a tobbi itt felsorolt vegyiiletet is megtaldlhatjuk az irodalomban. A pentdnsav-etil-
észter [Garcia et al. 2000] és a hexil-propanoat [Moalemiyan et al. 2007] koncentrici6ja
csokken, mig metil-3,3-dimetil-butanodt, etil-hexanodt és 1-metoxi-3-metil-benzol
koncentraciéja nd a romlés eldrehaladtdval [Karlshoj et al. 2007]. A sztirol és fenil-ecetsav
koncentracidja szintén nd, rdadasul ezek nem taldlhatok meg a kontroll mintdkban. A felsorolt
vegyiiletek nagyon ki koncentracioban taldlhatok meg a tobbi illatkomponenshez terpénhez,
vagy észterhez képest. Ezen vegyiiletek retencids idejét, tomegspektrumait és eloszldsat a

kontroll €s az oltott mintdkban a 36. dbran tekinthetjiikk meg.

Vegyiilet Tomegspektrum Eloszlas
) 107 8 o 8 g g
. 91 o 8 -]
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> 5 b
2 1500 N °
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50 100 150 200 250 . .
s N S S A A A
o 8
) 6000 104 o o ° o
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o o
. 78 o0 o °
sztirol ‘g 4000 cue ° 8
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35. abra: A megkiilonboztetésben fontos vegyiiletek tomegspektrumai és eloszlasa.
Kékkel a kontroll mintak, pirossal a fert6zott mintak szerepelnek
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36. abra folytatasa: A megkiilonboztetésben fontos vegyiiletek tomegspektrumai és eloszlasa.
Kékkel a kontroll mintak, pirossal a fert6zott mintak szerepelnek.

6.5. A Kkibocsatott szerves illékony vegyiiletek becslésének
lehetéségei az eltelt id6 alapjan.

Ezek utan a kibocsatott VOC-k koncentracidit becsiiltiik az oltastol eltelt napok szdma alapjan.
A becslésre a tdimogatd vektor gép (support vector machine, SVM) elvén miikodod regresszids
modszert hasznédltuk. A fiiggd valtoz6 a sztirol koncentracidja. A 37. abran latszik, hogy a
linedris modell nem ad megfeleld becslést, mig az SVM regresszi6 az optimdlt a
paraméterekkel megfeleléen modellezi a gorbét. A 37. dbra jobb oldaldn az 1 komponenst
felhaszndl6 PLS regresszi6 lathatd a liendris modell szemléltetése érdekében. A pontok
elhelyezkedése csak kissé nem linedris, igy a PLS regresszié predikcids hibdja csak kétszer
annyira rossz mint az SVM regressziéé. SVM regresszié esetében az RMSEP (az eldrejelzés
hibdja, root mean squared error of prediction) 0,0109, koncentrdcié egységben. Ez a
koncentricid a cstcs alatti teriiletek gyokeinek a sorokra normalizalt értéke. Ez a sztirol atlagos

koncentracidjdnak (ugyanigy a csucs alatti teriiletek gyokeinek a sorokra normalizalt értékét
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tekintve) 17,68 %-a. Ez a becslés relativ hibdja. A PLS regresszi6 esetében az RMSEP 0,0205,
azaz a sztirol atlagos koncentracidjanak 33,17%-a a becslés hibdja.

A piros vonalak az optimalds sordn kiprébalt egyeneleteket jelzik. A véltozok optimaldsa sordn
100 betanité/validalé (training/test) adattdblat hasznéltunk, ennek részletei a kapcsolodd

publikéciéban [Fong et al. 2011] és a Sim Sion Fong PhD értekezésében talalhaté meg.
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37. abra: Az SVM és a PLS regresszio kalibracio egyenesei.

6.6. Parhuzamos almas kisérletsorozatok 6sszehasonlitasa

A manualis kiértékelés soran, hasonléan az MVA moddszerhez, el0szor eltavolitom a
nyilvdnvaléan redunddns csucsokat. Ez esetben azokat, amelyek nem taldlhatok legalabb 5
mintdban, a parhuzamos oltdsok sordn nem kovetkezetesen jelennek meg, ill. amelyek tul
kicsik. Azaz kisebbek voltak, mint a legnagyobb cstics intenzitdsianak 10%-a (ez a kimutatési
hatar kozelében 1év6 csucsok kizarasat jelenti, hogy elkeriiljiikk az ebbdl ad6dé hibat, illetve
ezek a vegyiiletek nagyobb I1égtérben valdsziniisithetden nem lennének alkalmasak az
azonositdsra). A szdmunkra valdszinlileg nem hasznos csdicsok kizdrdsa utdn 93 vegyiilet
maradt. FOkomponens-elemzés modszerével prébaltunk csoportosuldsokat keresni az egyes
mintdk kozott. Az elsd elemzés sordn, amikor egyiitt vizsgaltuk az alma és szilva mintakat, azt
az eredményt kaptuk, hogy az alma és szilva mintdkat jobban el lehet kiiloniteni egymastol,

mint fertdzott és az egészséges gylimolcsoket, ezért kiilon hajtottuk végre az elemzést.

Elészor megvizsgaltam az alfejezetben kordbban fontosnak itélt vegyiileteket, mindharom
kisérletsorozat tekintetében. Altaldban elmondhaté, hogy a tendencia ugyanaz, a hdrom
sorozatban, attol fiiggden hany napig vettiink mintat a gorbe maximumos vagy folyamatosan

novekvo lesz (3938. dbra). A hidrom kisérlet koziil az els6 és a harmadik fajta alma volt
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egyforma, de a betakaritds eldtti és utani kezelésekrdl nem tudunk semmit, igy nem vérjuk el
az egyforma VOC-ket. Igy tokéletes a kisérleti rendszer arra, hogy a romlds elSrejelzésére

hasznalhaté6 VOC-nek az éltalanositasi lehetdségeit vizsgaljuk.

alma fajta P. expansum-al oltott almak kontroll almak
1. sorozat-
2.E407 6.E+07
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38. abra: A RT 14,09 vegyiilet eloszlasa az oltott és kontroll almakon a harom kisérletsorozatban. Vizszintes
tengelyen a napok szama, fiiggéleges tengelyen a cstcs alatti teriilet (6nkényes egység).

Minden oltdst ismételtiink, igy kaptunk 2 pontot. Minden iivegbdl kétszer vettiink mintit. A
39. édbra alapjan jol lathat6, hogy 1-1 napon az egy iivegbdl vett mintdk ismétlései joval
kevésébé kiilonboznek egymastdl, mint a két parhuzamos oltds. Az ismétléseknél az SPME
mintavétel, a GC-MS rendszer €s a csucsfelismerés hatdsa is szerepet jatszik, ezek egyiittes
hatdsa kevésbé jelentds az eredményre, mint maga a minta kiilonbozdsége. Még akkor is, ha
azt varnank, hogy ezek a parhuzamos oltisok egyformdk legyenek, attdl fiiggéen hany

mikroba keriilt a tdptalajra gyorsabban el tudnak szaporodni.
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T, 9,47 - eloszlasa oltott alman Tr-11,22 koncentracioi az oltott alman
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39. abra: A parhuzamos oltasokbél szirmazé vegyiiletek koncentraciéi az idé fiiggvényében.

A két ‘Granny Smith’ fajtdji alma kisérletsorozat VOC-inek koncentraciéit haszndlom
egyiitt a fontos vegyiiletek megkeresésére. A 40. dbrdn lathatd, hogy az egyes és kettes
fokomponens sikjadban abrazolva az alma mintdkat kétféle csoportosuldst taldlunk. Az els6
fékomponens szerint elvalik a két kisérletsorzat, (az els6 sorozat mintdi a piros fliggdleges

vonaltdl balra taldlhatok) mig a mdsodik fOkomponens csoportositja az

romlott gyiimolcs mintdkat, nem nagyon jol.
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abra: Az els6 és a harmadik Kisérlet. A pirossal a romlott a zélddel az egészséges mintakat
jeloltiik. A lila jelolok a szal iires lefiitésének kromatogramjai. A szamok pedig az oltastol
eltelt napok szamat.
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A probléma, hogy az els6é két fOkomponens egyiitt sem magyardzza a mintdkban 1évo
Osszvariancia tobb, mint 30%-4t az. Mivel a mdsodik fOlkomponens kiilonbozteti meg a
romlott/nem romlott mintdkat, meghatdroztam, mely vegyiiletek jarulnak hozza leginkabb
ennek a komponensnek a kialakitdsdhoz. A kovetkezd komponensek ndének a romlds
elorehaladtaval: etil-izobutanoat, -1-metoxi-3-metil-benzol; hexansav-metil-észter; benz-etanol;
pentansav-etil-észter; etil-hexanodt; csokkenek: benzaldehid-2,4,5-trimetil; 3-ciklohexén-1-
metanol-a, o,-4- trimetil; maximumos gorbét mutat: sztirol, hexiletanodt, butansav-1-

metilhexil-észter.

6.7. Kovetkeztetések.

Az alma mintak sokféle illékony szerves vegyiiletet bocsatottak ki. Ezek koziil a mind a romlott
mind a nem romlott mintdk esetében a leggyakoribbak az észtervegyiiletek és a terpének voltak.
P. expansum hatdsira bekovetkezett romlds sordn egyes szerves illékony komponensek
koncentraciéja novekedett masoké csokkent. A pentdnsav-etil-€szter [Garcia et al. 2000] és a
hexil-propanodt [Moalemiyan et al. 2007] koncentracidja csokkent a P. expansummal fertozott
mintdkban a romlds eldrehaladtdval, mig metil-3,3-dimetilbutanoat, etil-hexanodt és 1-metoxi-

3-metilbenzol koncentracidja nétt [Karlshoj et al. 2007].

Az észtervegyiiletek koncentracidjanak véltozdasa jelentOs és kézi értékeléssel is felfedezheto.
Az detektalt VOC-k fOleg az észtervegyiiletek alapjan alkalmasok a romlési id6 eldrejelzésére
is, PLS moddszerrel. Azonban az észtervegyiiletekkel vald jelzé rendszer valdszinilileg csak
akkor mukodik ha csak a romlott mintdk vannak a rendszerben, mivel ugyanezek a vegyiiletek
megtaldlhatok az ép gylimolcsokon is. Tobb észter vegyiilet esetében csak a konformacio
véltozik, ezt érdemes lenne megvizsgalni. Valdsziniileg a koncentracioban 1évo véltozast nem

tudndnk detektélni egy ipari tdroloban amikor csak par %-a romlott a terménynek.

A terpének koncentracidja is valtozott, azonban ezt nem tartom alkalmasnak a romlas jelzésére,
hasonléan az szilva mintdn tapasztaltakhoz, az azonositdsuk és kromatografids csucsaik
egymasnak valé megfeleltetése ezzel a GC-MS technikdval nehéz, az izomerjeik pedig fajta és
koriilmény fiiggdk. Azonban, mds, mar a korabbi kutatdsokban a romlashoz vagy az almédhoz

kotott vegyiiletek alkalmasak lehetnek.

Mivel az észterek és a terpének a nagy koncentraciéju VOC-k, a kis vegyiileteket is meg kell

vizsgdlni. Néhany alkohol és aldehid is megjelent meg a rendszerben. A harom kiilonb6z6
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almds kisérletsorozatban a sztirol €s a 1-metoxi-3-metil-benzol volt az a két vegyiilet amely
megjelent a romlds sordn, az egészséges almiakon pedig konstans koncentricidban, vagy
kimutatdsi hatar alatt volt. A napok szamabol 11,78 %-os relativ hibaval tudjuk becsiilni a

sztirol koncentraciéjat SVR moddszerrel.
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7.FEJEZET. ALMAK ES SZILVAK ILLEKONY
VEGYULETEINEK VALTOZASA B.CINEREA ES P.
EXPANSUM HATASARA.

Ebben a fejezetben 6sszehasonlitom a Penicillium expansum altal
termelt illékony vegyiileteket a szilvak és almak esetében.

Megkeresem Botrytis cineredra jellemzé VOC-ket.

Publikélva:

Virdg Séagi-Kiss, Sim S. Fong, Andrea Pomézi, Péter Fodor, Richard G. Brereton, Anna Mardz, 2010,
SPME, GC-MS integrated with chemometrics for prediction of fungal fruit spoilage, 7th Aegean Analytical
Chemistry Days, 29 Sept — 03 Okt, Lesvos, Greece
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7.1. Anyag és modszer

15. tablazat: a kisérleti elrendezés rovid osszefoglalasa

elso kisérlet masodik kisérlet
gylimolcs tipusa Alma Szilva
mintak szdma 4 6
P. expansum
penészgomba tipusa P. expansum
B. cinerea
az ismétlések szama 2 x oltott, 1 x kontroll 2 x oltott, 1 x kontroll
sterilizdldsi eljards g6z061és 60 °C-on, 20 min 10 percig 3%-os hidrogén-peroxidos kezelés
mérés idtartama 14 nap 10 nap

Ebben a kisérletben fagyasztott szilvdk helyett ép, egész japan tipusu szilvdkat valasztottunk a
piacrl. A gyiimélesok sterilizaldsat és oltdsat Ender Agnes végezte a Mikrobioldgia
Tanszéken, Dr. Pomdzi Andrea témavezetésével. A diplomamunkdja részeként optimélta a
sterilizalasi eljarast [Ender 2010]. Habéar az irodalomban emlitett tanulmanyban [Paliyath et al.
1997] nem taléltak kiilonbséget a forrazott és nem forrdzott almak VOC-i kozt a cél a sterilezés

nélkiili dllapot minnél jobb megkozelitése.

Kisérleteink sordn az almakat P. expansum, a szilvakat P. expansum és B. cinerea penészekkel
oltottuk be. Az oltdsokhoz a 6. fejezetben kialakitott ,,villat” hasznéltuk, az ott leirtak szerint.
Osszesen 12x4, azaz 48 szirést ejtettiink az almdkon, a szilvakon pedig 5x4-et, azaz 20-at. A
kisérletsorozat idejének letelte utdn djabb mintdt vettiink a gylimolcsok feliiletén kindtt
penészekbdl és oltottuk Oket, hogy megbizonyosodhassunk a tenyészetek tisztasagarol. A
mintavétel és a mérés az ,,Anyagok és Mddszer” fejezetben meghatdrozott paraméterek szerint

tortént.
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7.2. A kibocsatott illéekony szerves vegyliletek ép és romlott alma

esetén
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41. abra: A romlott (feliil) és az egészséges (alul) alma VOC-inek kromatogramjai 12 nappal

a fert6zés utan.

A romlott és az egészséges almdk VOC-inek kromatogramjai latvanyosan kiilonboznek
egymastol a 42. dbra szerint. Az egészséges alma, nagy széles csicsai zommel terpének. Az
irodalmi attekintésben kozolt tdblazatot 6sszehasonlitottuk azokkal a vegyiiletekkel, amelyeket
azonositottam. A sajat mérésekben zommel az észterszarmazékokat taldltuk egyezonek a 16.

tdblazatban kozolt vegyiiletek koziil. Hirom olyan észtert azonositottunk, amelyeket egyik

174

el6zd ‘Golden Delicious’ VOC-inek elemzése sordn sem emlitettek. Ezen kiviil sokfajta terpént

mértiink, de ezeket az elemzésétdl az el6z0 fejezetekben emlitett okok miatt eltekintek.

16. tablazat: Alma aromakomponensek az irodalommal osszevetve.

Song et al, 1996 Lopez et al, 2000 Karlshoj et. al, 2007 Sajat
2-metil-butil-acetat X X X
2-metil-butil-2-metil-butanodt | x X X
2-metil-butil-2-metil-propiondt | x
2-metil-propil-acetat X X X
metil-pentanol X X
4-metoxi-allil-benzol X
6-metil-hept-5-én X
butanol X X X
butil-2-metil-butanoét X X X
butil-acetat X X X X
butil-butanoat X X X
butil-hexanodt X X
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butil-pentanodt X
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Ezek utan osszehasonlitottam a mért VOC-k kromatogramjait PCA elemzés segitségével. Az
elemzést 20 fOkomponensre csinaltuk, ebbdl koriilbeliil 3-4 fdkomponensre van sziikség hogy
az Osszes variancia legaldbb 75%-at magyardzzdk. Az els6 fokomponens a teljes variancia
36%-4t magyarazza, a masodik 18%-at, a harmadik10%-at és a negyedik 8%-at. Mar az els6
fékomponens mentén is a romlds szerint csoportosulnak a romlott és nem romlott mintdk
(42.4bra). A bal oldalon, zo6ld keretben taldlhatok a P. expansummal fertézott mintdk. Ezen
beliil is jobbrdl balra emelkedik a napok szdma, azaz minél romlottabb a minta anndl kisebb az
elsé komponens értéke. A PCA nem kiilonosebben j6 iddbeli valtozdsokra, ha nem konkrétan
elkiiloniilo csoportokrdl van szd, hanem a csoportok tagjai kozt csak kicsi kiilonbségek vannak,
mint ebben az esetben akkor sosem egy egyenes mentén tapasztaljuk a valtozast, hanem gorbe
mentén. Az dbra jobb oldaldn, piros korrel keretezve taldlhatok egy sziik csoportban a kontroll

almdk. Tehat az a feltételezésiink, hogy a kontroll mintdk illékony vegyiiletei nem nagyon
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véaltoznak a mérés sordn, beigazolodott. Az els6 2 nap mérései ettdl viszonylag messze
taldlhatok, ami azt jelzi, hogy azok a mintdk nagyon kiilonboznek a tobbitdl. Az el6zd
fejezetben felvazolt koncentracié valtozasok alapjan ez érthetd, mivel az elsé napi mintdk
esetében a vegyiiletek koncentraciéi mindig kisebbek voltak a tobbinél. Az adatok megerdsitik
a feltételezéseinket, hogy az oltds napjan a légtérben 1€vo vegyiiletek koncentracié eloszldsa

nem egyenletes.
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42. abra: Az almak légterébol mért illékony vegyiiletek fokomponens-elemzése.

Mivel az egyes fokomponensek az eredeti csucsok linedris kombinécidjaként jottek 1étre, az
egyes csucsok koefficiensei alapjan ki lehet vélasztani olyan csicsokat, amelyek a legjobban
befolydsoljdk az adott fokomponenst. Azokat a csicsokat azonositottuk, melyeknek
koeffieciense az elsé fOkomponens esetében sztenderdizaltan 0,8 folé esett. A 42. dbran lathato
modon az els6 fokomponens alapjdn meghatarozhatunk olyan vegyiileteket, amelyek jelezhetik
a romlds folyamatit. Ez alapjan a 17. tdbldzatban szerepld anyagok jatsszdk a legnagyobb
szerepet a romlott és a kontroll almdk megkiilonboztetésben. A tablazatban még megtaldlhaté a

sztirol €s az etilbenzoat is amelyeket az el0z0 fejzetek alapjan vélasztottam.

17. tablazat: Az elsé fokomponenst leginkabb meghatarozé vegyiiletek

retencios idé (perc) koefficiens azonositott vegyiilet név
2,33 -0,91821 azonositatlan
5,10 -0,89589 3-metil-butirat
5,78 0,80865 izobutil -acetat
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7,34 -0,50823 sztirol

7,56 -0,80586 pentil-acetat

8,00 -0,90602 propil-valerat

9,06 0,88782 butil-butirat

9,33 -0,83327 1-metoxi-3-metil-benzol
9,50 -0,9339 1-terpineol

9,89 -0,9019 azonositatlan
10,40 0,86889 propil-hexanodt
10,55 0,89494 hexil-propionét
11,74 -0,67355 etil-benzoat

11,50 -0,81267 transz-2-hexenil-hexanoat
12,43 -0,87785 butil-3-metil-butirat
13,30 0,87492 cisz-metil-linoleat
13,42 0,82636 etil-9-dekanoat

7.3. A kibocsatott illékony szerves vegyliletek oltott szilvak esetére

Szemrevételezés alapjan mind a P. expansum, mind a B. Cinerea éltal fert6zott szilvdk VOC-i
nagyban kiilonboznek a kontrolltdl (43. dbra). Ez még latvanyosabb, ha egy kevésbé nagy

koncentracioban jelenlévd vegyiiletek tartoményét vizsgéljuk a kromatogramban (45. 4bra).

RT: 0.00 - 26.41
1007
80%
60— 141 17.04

12.34 15.54 B. cinerea

18.55

= g . 19.96
3118 | 250 3-50 6.49 . 21.76 2226 2423
5.53

9.53

kontroll

404 122 15.32

9.01 17.06

18.57 1998 2178 2322

5.96 7.39 23.97

100, 12.33 1553

7 P. expansum

40: 1.44

E ’ 8.97 171 1411
= 1.21 ( 236 430 556 681 g79 | ' '
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0 1/ fy. Tt 1 T | 18n'_55 19n'96 21.76 24.23
L e I I O I ) I Lt O O B B I O B B |
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Ao, bk
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43. abra: B. cineredval és P. expansummal oltott, romlott almak és kontroll almak VOC-inek
kromatogrammyjai.
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44. abra: B. cineredval és P. expansummal oltott romlott almak és kontroll almak VOC-i.

Miutén a szilvdk és almdk mintdira egyiitt végeztiik el a PCA elemzést hasonlé eredményre
jutottunk mint az elézdekben. Két kiilonbozo kisérletsorozat egyiittes elemzése sordn a PCA
abrdkon a két kisérletsorozat kiilonbsége elfedi a romlott és nem romlott mintdk kozti
kiilonbséget. Ugyanezt tapasztaltuk akkor is amikor Botrytis altal fertdzotteket és a P.
expansum 4ltal fertdzott szilvdkat vizsgédltuk egyiitt. Ezért kettévalasztottuk a mintdkat, hogy
megvizsgaljuk, melyek azok a vegyiiletek, amelyek fontosak a csak P. expansum altal fert6zott
szilvdk megkiilonboztetésében. A 45. dbran lathatok a P. expansummal oltott szilva mintdk. A
két csoport egyértelmiien elkiilonithetd: az egészséges gyiimolcsok (ebben benne vannak az
elsé par napos oltott gylimolcsok mintdi is ahol még nem tapasztalhaté romlds), illetve a
romlottak. Mivel a romlds egy folyamat, egyik naprdl a masikra nem kovetkezik be radikalis
véltozas az illékony vegyiiletek Osszetételében, igy az egészséges és romlott gyiimolcsok 95 %-
os ellipszisei majdnem Osszeérnek. Ha csak a kontroll gyiimolcsoket tekintjiik, és az utolso
napon mintavételezett romlott gyiimolcsoket, azok teljesen kiilonéllé csoportokat képeznek. A
romlds els6 lathato jelei a 4. naptdl voltak érzékelhetdk. Ezek koziil hasonléan az almikon
végzett elemzéssel, kivalasztottuk az elsé fokomponenst legjobban befolydsold vegyiileteket.
Azonositani azonban csak azokat azonositottuk, amelyek egyarant fontosak voltak az almék és
a szilvak esetében is. Hét olyan vegyiilet taldltunk (18. tdblazat), amely egyértelmiien jelzi a

romlds folyamatat €s mindkét gyiimolcsnél nagy szerepet jatszik.

-97-



1.5}

9
© o05f
(Q\]
(2]
c
GC)
S -05
Q
£
o
S
® 15}

LA

egészséges
gyiimolcsok

Kontroll szilva

Penicillium -mal oltott szilva
1,2... mérés napja

gyiimolcsok

25
-4

-3 -2

-1 0

fokomponens 1 (31%)

45. abra: A szilva mintak légterébdl mért illékony vegyiiletek fokomponens-elemzése.

18. tablazat: Az alma és szilva mintakban egyarant fontos szerepet jatszo vegyiiletek

Retencios id6 alma szilva azonositott vegyiilet név
5,78 csokken csokken izobutil-acetat
7,34 megjelend, 7. naptdl megjelend, 8. naptdl sztirol
9,06 csokken csokken butil-butirat
9,33 maximumos gorbe 6. napt6l allandé 1-metoxi-3-metilbenzol
10,40 csokken csokken propil-hexanoat
11,74 maximumos gorbe 6. naptdl | maximumos gorbe 5. napt6l etil-benzoat
13,42 csokken csokken

etil-9-dekanoat

Az 1d6 fiiggvényében dbrazolva a kapott fontos szerepet jatszé vegyliletek valtozdsat, azt

figyeltiik meg, hogy alma esetében 4 vegyiilet (izobutil acetét, butil-butirdt, propil-hexanoat,

etil 9-dekanodt) mennyisége az oltott gylimolcsok esetén csokkent, a kontrollokon pedig kozel

azonos értéken maradt, vagy enyhén novekedett. Ez a tendencia pontosan megegyezik a 2.

fejezetben tapasztalttal.

A vegyiiletek egy mdsik része a sztirol, etil-benzoat, 1-metoxi-3-metilbenzol megjelent a

romlds eldrehaladtaval és mennyiségiik egy ideig ndvekedett, majd kissé csokkenni kezdett,

valamint a kontroll almdkon egyaltalin nem jelentek meg, tehat ezek a P. expansum A&ltal
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termelt szerves illékony vegyiiletek. Szilva esetében az izobutil-acetdt mennyisége a kontroll
gylimolcson, a butil-butirdt mennyisége pedig az oltott szilvan csdkkent az id6 eldre haladtaval,
vagyis ezek a vegyiiletek a gyiimolcs aromaanyagai, amit a mikrobdk feltételezhetden

felhaszndlnak élettevékenységiikhoz.

A propil hexanodt €s az etil 9-dekanoéat kozel azonos mennyiségben volt jelen oltott és kontroll
gyiimolesoknél, bar megfigyelhetd a kezdeti napokban az oltott gyiimolcsoknél egy enyhe
novekedés. Az etil-benzodt és a 1-metoxi-3-metilbenzol véltozdsa hasonlé tendencidt mutat
szilva esetében is, mint az alméandl, vagyis mennyiségiik egy ideig novekedett, majd kissé

csokkenni kezdett. A sztirol egyértelmii novekedést mutatott.

7.4. Botrytis cinereaval oltott szilvak fontos illekony vegydliletei

B2: masodik oltas
107
wi6B1_|
B1: elso oltas =17B1_|
w13B1_lI
: = wiBIBI |
5 wi6B2 | mi11B1_|
¢ o PR
C 0 w5821
R
95%%;
=08B2._|
=09B1_l
i 07 =08B1_Il
=09B1_|

PC1 (45%)
46. abra: A Botrytis cinereaval oltott szilvak VOC-i az elsé két fokomponens sikjara vetitve.

A Botrytis cineredval oltott szilva mintdk egyértelmii csoportokat alkotnak az alapjan, hogy
melyik ivegb0l szdrmaznak, azaz a parhuzamos oltds nem egyforman sikeriilt (46. abra). Ezért

csak az egyik oltas eredményeit haszndltam a kiértékeléshez.
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A romlasi kisérlet utols6 napjan felvett kromatogramokat hasznidlom a romlott P. expansummal
(P) és Botrytis cineredval (B) fertdzott szilvdk dsszehasonlitdsara a kontroll mintdval. A 47.
abran lathatok a mintdk VOC-it reprezentdlé pontok az elsd harom fékomponens sikjara
vetitve. A harmadik fékomponensnek van a legnagyobb szerepe a romlott és ép mintdk
megkiilonboztetésében. A két romlott egymastdl és az egészséges mintatdl is elkiiloniil. Az elsd
harom fOkomponenst meghatiroz6 vegyiiletek koziill a 48. 4dbran foglaltam Ossze azokat

amelyek kémialiag reprezentalhatok.

47. abra: x tengely:PC1 (47,19%), y tengely: PC2(15,73%), z tengely: PC3 (13,18 %).
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48. abra: A romlott és ép szilva megkiilonboztetésében fontos tomegspektrumok.

7.5. Kovetkeztetés

Fékomponens-elemzés segitségével kivdlasztottam a lehetséges markervegyiileteket, azaz a
romlott és nem romlott szilva megkiilonboztetésében fontos szerves illékony alkotékat, majd
Osszehasonlitottam az almdk esetében taldlt markervegyiiletekkel. Megéllapitottam, hogy a
sztirol, etil-benzoat, 1-metoxi-3-metilbenzol mind a szilvan, mind az alman csak a Penicillium
expansummal oltott gylimolcsok esetében keletkeznek. Ezek a vegyiiletek alkalmasak lehetnek

késobbi tanulmanyokban a penészes romlds altalanos becslésének vizsgalatara.
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Megéllapitottam a B. cinerea esetében a romlott és nem romlott szilva megkiilonboztetésében
fontos illékony szerves vegyiileteket, ezek a butidnsav-2-2-metil-hexil-észter, hexansav-butil-
észter, ecetsav-hexil-észter, izopropil-alkohol, 2-metil-4-penténal és egy azonositatlan 15,5
perces retencios idejl terpén. Ezek koziil az izopropil-alkohol, k6zos a P. expansumokkal oltott
gyiimolcsok esetében detektalt vegyiiletekkel, azonban ez a vegyiilet nem alkalmas statisztikai

becslé modell épitésre ebben a modellrendszerben.
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Uj tudomdnyos eredmények (tézisek)

1. A szilvamintak mintael6készitési/mintavételi rendszerének kritikai vizsgalata soran elért 0j

tudomanyos eredmények.8.é

Gyiimolcsmintdk taroldsa sordn bekdvetkezd romlas nyomonkovetésére 1étrehoztam egy olyan
kisérleti modellrendszert, mely alkalmas az illékony alkotok mintavételezésére és az adatok
statisztikai feldolgozasdval jelezni a romldst. A romlott szilva mintdk esetében meghatirozé
vegyiiletek: butdnsav-metil-észter, sztirol, 3-karén (C;o H;¢), metoxi-3-metilbenzol, 1-decin és
1 azonositatlan vegyiilet. A sztirol és az 1-metoxi-metilbenzol alapjan, még a mennyiségi
informdciok nélkiil, annak alapjan, hogy ezek a vegyiiletek megtaldlhatok-e egy rendszerben
vagy nem, meg lehet kiilonboztetni, hogy kontroll vagy oltott szilvdhoz tartoznak-e az egyes
1égtérbdl vett mintdk. Ez igaz, két kiilonbozd sebességgel romld szilva kisérletsorozat
eredményei esetén is, hidba hasznaltunk kissé mas mérési koriilményeket a parhuzamos oltdsok

soran.

2. Az almamintak illékony komponenseinek elemzése soran elért 0j tudomanyos eredmények.

A egészséges alma aromakomponenseinek koncentricidja nem &llandé ebben a kisérleti
rendszerben, véltozik az iddvel. A valtozas egységes a kiilonbozo vegyiiletekre, igy Osszevetve
a fertdzott almdk illékony vegyiileteivel, haszndlhat6 az Osszehasonlitdsra. Fertdzott almak
illékony alkotdéinak vizsgédlatakor megallapithatd, hogy fOként az észterek és terpénvegyiiletek
koncentraciéi valtoznak a romlds folyaman. A kisérleti adataink aldtdmasztjdk azt a
feltételezésiinket, miszerint a mikroorganizmusok élettevékenységiik sordn egyes észter
vegyiileteket elhaszndlnak, ezért ezek koncentricigjanak csokkenése szemben az ép almikon
tapasztalt koncentracionovekedéssel a romlés eldrejelzésére hasznalhat6 fel. Parcidlis legkisebb
négyzetek (PLS) elve alapjan torténd regresszidos modszerrel az észtervegyiiletek alapjan az

oltastdl eltelt 1d6 becsiilhetd.

3. Penicillium expansummal fertozott ‘Granny Smith’ mintak illékony szerves vegyiileteinek

vizsgdlata sordn elért 4j tudomanyos eredmények.

Az egészséges és a romlott alma megkiilonboztetésben fontos vegyiiletek koziil a pentdnsav-
etil-észter és a hexil-propanoét koncentracidja csokken a P. expansummal fert6zott mintdkban a
romlds eldrehaladtdval, mig metil-3,3-dimetil-butanoat, etil-hexanodt ¢&s 1-metoxi-3-

metilbenzol koncentracidja nd. A tdmogatd vektor mddszer regresszids valtozatdval (SVR)
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modellt épitettiink, melyek alapjan becsiilni lehet a sztirol koncentracidjat az oltdstol eltelt

napok szdmabdl.

4. Uj tudomdnyos eredménvyek a Penicillium expansummal fertdzott Prunus Salinica mintdk

esetén.

FOkomponens-elemzés segitségével kivdlasztottam azokat a szerves illékony alkotokat,
amelyek az egészséges €s a romlott szilva megkiilonboztetésben fontosak, majd az almak
esetében talalt lehetséges marker vegyiiletekkel hasonlitottam ezeket 0ssze. Megallapitottam,
hogy mind a szilvan, mind az alman csak a Penicillium expansummal oltott gyiimolcsok
esetében keletkeznek a kovetkezd marker vegyiiletek: sztirol, etil-benzoat, 1-metoxi-3-metil-
benzol. Mivel ezek altaldnosan megjelennek az alman és a szilvan is, feltételezhetjiik, hogy a

Penicillium Expansum mds gyiimolcsmintdkon novekedve is termelheti oket.

5. Uj tudoményos eredménvyek a Botyritis cineredval fertézdtt Prunus Salinica mintdk esetén

Megallapitottam, a Botrytis cinerea esetében a romlott és az egészséges szilvak
megkiilonboztetésében fontos illékony szerves vegyiileteket, ezek a butdnsav-2-2-metil-hexil-
észter, hexdnsav-butil-észter, ecetsav-hexil-€szter, izopropil-alkohol, 2-metil-4-penténal. Ezek
koziil csak az izopropil-alkohol k6zds a Penicillium expansummal oltott gyiimolcsok esetében
detektalt vegyiiletekkel, azonban az izopropil-alkohol rovid retencidés ideje miatt ebben a

modellrendszerben nem haszndlhat6 a romlds eldrejelzésére.
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Osszefoglalds

Doktori dolgozatom célja a szilva és az alma mintdk penészes romldsanak vizsgalata egyedi,
marker vegyiiletek fellelésével. A betakaritds utdni veszteségek csokkentése érdekében
napjainkban szabalyozott 1égterti tarolokban raktirozzdk a gytimolcsoket. Ezen tarolokban a
legkézenfekvobb ellendrzési mddszer a 1égtér vizsgélata volna. Idedlis esetben a 1€gtérbdl valo
SPME mintavétellel, majd a minta GC-MS vizsgdlatival meg tudjuk mondani, hogy a
taroloban megindult-e valamilyen romlési folyamat vagy nem. A doktori munkdm sordn ennek
az elképzelésnek a detektalasi és adatfeldolgozasi lehetdségeit vizsgdltam.

Kordbbi kutatdsokban mar bizonyitottdk, hogy a VOC-k alapjan meg lehet hatarozni bizonyos
mikrobidlis torzseket, de a kibocsatott vegyiiletek nagyban fiiggenek attél, hogy milyen
taptalajon (gyliimolcson) novekednek a mikrobdk és mik a kornyezeti tényezdk. Az én
megkozelitésem arra irdnyul, hogy olyan vegyiileteket taldljak, amik altalanosak tobb
gylimolcsre és tobb mikrobdra.

A vizsgdlatokat P. expansum és B. cinerea penészgombakkal oltott alma és szilva mintdkon
végeztem. A mintdk 1égterébdl az illékony szerves vegyiiletek egy szilard fazisu adszorpcids
feliileten kotddnek meg, az SPME mintavevd szdlon. A mintdk a gazkromatografids
injektorban deszorbedlddtak, az elvdlasztisra és detektdlasra GC-MS kapcsolt rendszert
hasznaltam. A kontroll és oltott gyiimolcsoket a 4-12 napos tdrolds sordn megfigyelés alatt
tartottuk €s majdnem minden nap vettiink mintdt a légteriikbdl. Szilvdk esetében P.
expansummal oltott agar €s kontroll agar mintdkat is vizsgéltunk a romldshoz kot6dd marker
vegyiiletek keresésére. Ugyanezzel a mikrooragnizmussal almdkat is megfertdztiink.
Tobbvaltozos statisztikai mddszerek alkalmazdsa elengedhetetlen volt a sikerhez. Valtozo
kivalasztasra PCA és SOMs mddszereket, a romlds becslésére PLS és SVR regresszios
technikat alkalmaztunk.

A munka sordn egy modellrendszert, egy adatfeldolgozasi és kisérleti mddszert fejlesztettem az
ismeretlen VOC-k mérésére. Az észterek és a terpének voltak a legfontosabb kémiai csoportok
a VOC-k kozil mind egészséges mind romlott gyiimolcsok esetében. Mig az észterek
koncentraciéjanak csokkenése vagy novekedése jol jellemzi a romlést, addig a terpének nagy
szama és valtozékonysaga (izomerek) ebben a GC-MS rendszerben nem alkalmas a romlas
eldrejelzésre. Mindkét gylimolcs esetében marker vegyiiletnek bizonyult a sztirol, 1-metoxi-
metil-benzol és az etil-benzodt. A markerek mar kimutathatok a 1égtérbdl a romlds szemmel
lathato jeleinek megjelenésével egyidoben. Nem taldltunk olyan vegyiiletet amely P. expansum

€s B. cinerea esetében is alkalmas lenne romlds eldrejelz0 modell épitésére. A penészgombads
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romlds kimutatdsdnak lehetdségét bizonyitottuk. A VOC-k alapjan a kiilonb6z6 romlési

fazisban 1évo gylimolcsoket csoportba lehet sorolni.
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Summary

Aim of my doctoral thesis was to investigate the volatile organic compounds (VOCs) produced
by fungi during the storage of fruit samples. The study was focused on examining P. expansum
and B. cinerea inoculated deterioration of plum and apple samples by individual trace marker
compounds. Fruits are stored in controlled atmosphere to reduce post-harvest losses. In order to
perform post-harvest quality control of fruits stored in a controlled atmosphere the best way
would be to directly monitor the atmosphere.

The ultimate goal is to be able to determine the spoilage process by SPME sampling, GC-MS
measurement. This doctoral work investigated the details of volatile organic compounds
(VOCs) detection and data processing options. Previous studies have shown that VOCs can be
determined on the basis of certain microbial strains, but the compounds largely depend on what
kind of medium (fruit) the microbes grow and what are the environmental factors. My approach
is designed to find compounds that are common in many fruits and microbes.

Tests for P. expansum, B. cinerea were performed on mould inoculated apples and plums
samples. The samples of volatile organic compounds from the atmosphere of the fruits were
absorbed on a solid phase adsorption surfaces (SPME fiber), than were desorbed via a GC
injector. For the separation and detection GC-MS hyphenated system was used. The controll
and inoculated fruits were stored for 4-12 days and samples were extracted from the
atmosphere (athmosphere) of each fruit daily. P. expansum inoculated agar samples were tested
for search of markers associated with spoilage as well. Because of the untargeted nature of the
analysis applying multivariate statistics for comparing chromatographic data was crucial for
success. Different chemometrical techniques were applied for prediction of fungal fruit
spoilage. Principal Component Analysis (PCA) and Self Organising Maps (SOMs) were used
to determine the marker compounds. To predict the spoilage time of apple samples PLS and
SVR were used on the GC-MS dataset.

A model system, an analytical measurement method and an experimental approach were
developed to search for untargeted marker VOCs in air samples. Esters and terpenes were the
most important chemical groups both in case of healthy and spoiled fruit amongst the measured
VOCs. Changes in the concentration of esters indicate well spoilage in laboratory
circumstances, but terpenes are not suitable to make as automated system by GC-MS
measurement. Styrene, 1-methoxy-3-ethylbenzene, ethylbenzoate were found in apples and
plums in case of both fungus as an indicator of spoilage. Markers are detectable at the first day

of visual spoilage. We could not find a compound that was suitable to build a model to forecast
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both P. expansum and B. cinerea induced spoilage. The opportunity of creating an indicator
system for fungal fruit spoilage was proven. Healthy and spoiled fruits in different spoilage

stage can be distinguished and there is a possibility to make classes based on spoilage stages.
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