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BEVEZETES

A sejtek tenyésztésén alapuld klasszikus mikrobioldgiai mddszerek tobb napot vesznek
igénybe, még a modern antitestek felismerését felhaszndlé6 modszerek is legalabb tobb
oraba keriilnek. Nem véletlen, hogy a mikrobdk gyors kimutatdsanak béarmilyen
lehetdsége nagy figyelmet kelt, ilyen modszer a mikrobdk elemi Osszetételének, vagy

manapsag a mikrobdk 4ltal kibocsatott illékony szerves vegyiiletek detektilasa.

Egy tipikus érdeklddési teriilet erre a technikdra a szabalyozott l1égterli tdrolas. A
zoldségek és gyiimolesok betakaritds utdni veszteségei igen jelentosek mind a tarolds,
mind a szallitas, értékesit€s sordn. Tekintettel arra hogy a veszteségek halmozottan
elérhetik az 6tven szdzalékot is, minden olyan technika irdnt érdekldodés tapasztalhat6

amely ezt az értéket barmely mértékben csokkentheti.

A dolgozat cé€lul tlizte ki hogy, hogy az illékony vegyiiletek mérésével és az eredmények
sokoldalu statisztikai feldolgozdsaval hozzdjaruljon a gylimolcsok mikrobioldgiai
romlasdnak nyomonkovetéséhez marker vegyiileteket alkalmazdsaval. Az 1n.
postharvest veszteségekért nagymértékben felelds mikrobidlis — kertészeti termények
esetén fOként penészes — romlas nemcsak gazdasigi veszteséget okoz, hanem élelmiszer-
biztonsagi szempontbol 1s kockdzatot jelent. A projekt végsd célja egy olyan
mérOrendszer kifejlesztése mely a 1€gtérbdl valo mintavétellel alkalmas a mikrobidlis

romlas jelzésére.

Ennek elméleti alapja, hogy a penészgombdk szaporodas kozben illékony vegyiileteket
termelnek (volatile organic compound, VOC). Ideélis esetben a 1€gtérbdl val6 SPME
mintavétellel, majd a minta GC-MS vizsgélataval meg tudjuk mondani, hogy a taroléban
megindult-e valamilyen romlési folyamat vagy nem. A doktori munkdm soran ennek az

elképzelésnek a detektdlasi és adatfeldolgozasi lehetOségeit vizsgaltam.



A MEGOLDANDO PROBLEMAK

Azokat az analitikai feladatokat amikor a bevett gyakorlattal szemben nem elvalasztani
akarjuk a mérendd alkotot a hattértdl, hanem hogy minél hiibb képet kapjanak az
aktualis minta tartalmardl nem-célzott (untargeted, non-targeted) elemzésnek hivjuk. Az
analitikai cél minél tobb informacié rogzitése a mintdbol. A mikrobidlis illékony
metabolitok mérése esetén nem ismerjiik eldre azokat a vegyiileteket amelyeket mérni

szeretnénk, de j6 tAmpontot adnak az ismert anyagcsere ttvonalak.

A probléma, hogy mind a mikrobidlis VOC-k, mind a gylimolcsok aromakomponensei
nagymértékben fiiggnek a kornyezeti tényezOktdl. Rdadasul gyiimolcsok VOC-1 hasonlo
karaktertiek, mint a penészek metabolitjai. Az anyagcsereutvonalak alapjan tudjuk, hogy
a lehetséges metabolitban csak annyi kozos van, hogy szobahOmérsékleten illékonyak.
Sokszamu hasonl6 vegyiiletet kell elvalasztani, detektalni, majd kivalasztani koziiliikk a
romlasban fontos szerepet jatszokat. Ez mind a kisérletek tervezését, mind a kiilénbozd
kutatdsok eredményeinek Osszevetését megneheziti, a kivitelezés elképzelhetetlen
valamilyen automatizalt kiért€ékelés nélkiil. Ezért minden olyan kutatds iddszerli amely

ezen kisérletek adatfeldogozasat leroviditi vagy egyaltalan lehetové teszi.

Az én kisérleti megkozelit€ésem abban tér el a szakirodalomban talalt tanulméanyoktdl,
hogy egyszerre tobb gyiimolcsmintat és tobb torzset alkalmazok a romlas modellezésére.
A bevett gyakorlattal ellentétben nem csak a romlott és nem romlott mintdk &ltal
kibocsatott VOC-ket vizsgaltam, hanem ezek véltozdsai sordn keresem a marker

vegyiileteket.



ANYAG ES MODSZER

A VOC méréseket SPME-GC-MS (szilard fazist mikroextarkcids mintavétellel kapcsolt
gazkromatografias tomegspektrometria) kapcsolt technikdval végeztikk. Mintavételre
minden esetben 65 um vastagsigi PDMS-DVB bevonati szédlat haszndltam, az
extrakcios 1d0 30 perc. A kromatografids csucsok hozzavetdleges azonositdsa NIST 2.0
referenciaspektrumokat tartalmaz6 konyvtérral tortént. A dolgozatban nem torekszem a
pontos mennyiségi meghatarozasra, a kromatografids csucs alatti integralt hasznilom

fél-mennyiségi adatként, melyet az egyszeriis€ég miatt itt koncentracidonak hivok.

A felhaszndlt mikroorganizmus a P. expansum (P1) és B. cinerea (P2) (szdrmazas: Japan
szilva, BCE, Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék Torzsgylijtemény). Ezeket a
torzseket a kordbbi kisérletekben szelektiv tdptalajok segitségével izolaltdk japan
szilvarol. Az egész dolgozat sordn ezekkel a torzsekkel dolgoztunk. A modellgyiimolcs
japan szilva és alma, amelyeket a piacrol szereztiink be. A szilva mintdk elOkészitése a
BCE, Mikrobiol6gia Tanszékén tortént, a kész mintadkat a mintavevo edényben (1. dbra)

elhelyezve atszallitottuk az Alkalmazott Kémia Tanszékre ahol a mérések torténtek..
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1. abra: A mintavételi elrendezés

A kritikus kérdés a GC-MS-el detektalt VOC-k Osszehasonlitisdnak lehetdsége. Az
illékony vegyiiletek rendkiviil cstics gazdag kromatogramokat eredményeznek. Ezeknek
kézi Osszehasonlitisa nem csak hosszadalmas, de sok hibdval jar6 feladat. Az
automatikus csucsfelismerés, metabolit azonositds az egyetlen jarhaté ut nem-célzott

mérések esetén. Az azonositis itt nem azt jelenti, hogy megmondhaté az egyes



tomegspektrumok mely vegylilethez téarsithatok, hanem az algoritmus valamilyen
kritériumok alapjan kivélasztja azokat a jellemzd informédciocsomagokat a GC-MS
rendszerben rogzitett 6sszes adatbdl amelyek valdszinlileg egy vegyiilethez tartoznak.
Ezek utdn az Osszepdrositott, cimkével elldtott, vagy tidbldzatba rendezett metabolitok
koziil kiilonbozo tobbvaltozés modszert alkalmazhatunk a mintdkban 1€vd kiilonbségek
felderitésére és megkiilonboztetésben fontos vegyiiletek kivdlasztdsiara. A 2. dbrdn

szerepel az ilyen mddszerek egyszerUsitett vazlata.

novényi metabolitok

extraktuma GC, elvalasztas - MS, detektalas
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az egyéni metabolitok GC-MS profil alapjan a
Osszehasonlitasa a egyéni metabolitok metabolitok
kilonbozé mintakban azonositasa

1-1 metabolit 1-1 kilénbség a mintak
valtoz6, értéke pedig kozt, és a
azintenzitas a megkiildnbéztetésben
kiilonb6z6 mintakban fontos paraméterek

2. abra: A feladat menete (MVA: multivariate analysis, tobbvaltozos elemzés)



CELKITUZESEK

A bevezetésben emlitett mérdrendszer, mellyel ipari méretli szabdlyozott légterii
tarolokban elore lehetne jelezni az esetleges mikrobidlis romldst nem fér bele egy
doktori munka kereteibe. Ahhoz, hogy egy iparilag alkalmazhat6 mérorendszer
feltételeit megteremtsiik, valamilyen automatizalt médszert kell alkalmazni. En a marker
vegyiiletek alkalmazdisat véalasztottam, ez esetben a cél, olyan vegyiiletek felkutatésa,
amelyek daltalanosak minden vagy tobb olyan romldsra amely az adott terménnyel
kapcsolatban elofordulhat, vagy dltalanosak egy adott mikrobéra kiilonb6zd termények
esetén. Az ut egy modellrendszeren keresztiil vezet, melyben lehetdség van kidolgozni a
VOC-k mérésének ¢és feldolgozdsanak lehetOségét, és kozos marker vegyiileteket
keresni. Cé€lul tliztem ki a VOC-k mérési rendszerének tulajdonsdgait €s befolydsold
tényezoit megvizsgalni és kiillonbozo adatelemzési modszereket vizsgalni a késObbi

felhasznalas tekintetében.

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

Milyen aromakomponenseit tudjuk lemérni az egészséges gylimolcsoknek?
Mennyire dllandéak az aromakomponensek egy kisérleten ill. tobb

kisérletsorozaton keresztiil?

* Van-e szignifikdns és dlland6 kiilonbség a teljesen romlott és egészséges mintdk
kozt? Mely vegyiiletek fontosak a megkiilonboztetésben? Mely statisztikai

modszerrel lehet ezeket hatékonyan meghatarozni?

Penicillium expansummal oltott almak és szilvdk esetén van-e olyan marker

vegyiilet, amely azonos mindkét gyiimolcs esetében?

Penicillium expansum és Botrytis cineredval oltott gylimolcsok esetén van-e olyan

marker vegyiilet, amely k6z6sen megtaldlhatd?

A megkiilonboztetésben jelent0s vegyiiletek felhasznalhatok-e a romlés

elorejelzésére?



EREDMENYEK

A munka sordn egy modellrendszert, egy adatfeldolgozédsi és kisérleti modszert
fejlesztettem az ismeretlen VOC-k mérésére. A VOC-k nyomonkovetésére
reprodukalhatéan alkalmas a rendszer, taldltam a romlédsra jellemzdé VOC-ket. Az
észterek és a terpének voltak a legfontosabb kémiai csoportok a VOC-k koziill mind
egészséges mind romlott gylimolcsok esetében. Mig az észterek koncentricidjanak
csokkenése vagy novekedése jol jellemzi a romlést, addig a terpének nagy szdma és
valtozékonysaga (izomerek) ebben a GC-MS rendszerben nem alkalmas a romlés
elOrejelzésre. Mindkét gyiimolcs esetében marker vegyiiletnek bizonyult a sztirol, 1-
metoxi-metil-benzol és az etil-benzoat. A markerek mar kimutathaték a 1égtérbol a
romlds szemmel lathatdé jeleinek megjelenésével egyidOben. Nem taldltunk olyan
vegyiiletet amely P. expansum €és B. cinerea esetében is alkalmas lenne romlas
elorejelz0 modell épitésére. A penészgombds romlds kimutatisdnak lehetOségét
bizonyitottuk. A VOC-k alapjan a kiilonboz6 romlasi fazisban 1évd gytimolcsoket

csoportba lehet sorolni.

Tobbvaltozoés modszerrel a romlés kiillonboz0 szakaszai kiilonbozd kisérletsorozatok
esetén is elkiiloniilnek. Megfeleld adatfeldolgoz6 szoftverek segitséget nyujtandnak a
GC-MS méromiuszerek mezOgazdasidgi mindségellendrzési rendszerekben torténd
szélesebb korl és koltséghatékony felhasznédldsaban. Az adataim és feldolgozasuk
megmutatjdk, hogy a manudalis kiért€ékelés mennyire idoigényes a tobbvaltozos

statisztikai mdodszerekhez képest.

A kovetkezo oldalon lathaté a munka folyamatéabréaja.
3. dbra: Penészgombaval fertdzott gyiimolcsok 1égterének mintavétele.
4. dbra: SPME-GC-MS-el mért VOC-k.

5. abra;: A VOC-k koncentracidoinak tobbvaltozos elemzése a mintak kozti

kiillonbségek felderitésére.

6. dbra: Marker vegyiilet kivalasztasa.



Illékony vegyiileteinek valtozasa B. cinerea és P. expansum hatasara

3. abra: Romlott és ép alma fényképe 1 hét utan.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

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

tudomanyos eredmények.

Gyiimolcsmintdk taroldsa sordn bekovetkezd romlds nyomonkovetésére 1étrehoztam egy olyan kisérleti
modellrendszert, mely alkalmas az illékony alkoték mintavételezésére és az adatok statisztikai
feldolgozaséval jelezni a romlést. A romlott szilva mintdk esetében meghataroz6 vegyiiletek: butdnsav-
metil-észter, sztirol, 3-karén (C;o Hj6), metoxi-3-metilbenzol, 1-decin és 1 azonositatlan vegyiilet. A
sztirol és az 1-metoxi-metilbenzol alapjan, még a mennyiségi informdaciok nélkiil, annak alapjan, hogy
ezek a vegyiiletek megtaldlhatok-e egy rendszerben vagy nem, meg lehet kiilonboztetni, hogy kontroll
vagy oltott szilvahoz tartoznak-e az egyes 1égtérbdl vett mintdk. Ez igaz, két kiillonbozd sebességgel
romlo szilva kisérletsorozat eredményei esetén is, hidba hasznédltunk kissé mds mérési koriilményeket a

parhuzamos oltdsok soran.

2. Az almamintdk illékony komponenseinek elemzése soran elért Uj tudomanyos eredmények.

A egészséges alma aromakomponenseinek koncentriciéja nem dlland6 ebben a kisérleti rendszerben,
valtozik az idével. A valtozas egységes a kiillonbozd vegyiiletekre, igy Osszevetve a fertdzott almak
illékony vegyiileteivel, haszndlhaté az 0Osszehasonlitasra. Fert6zott almédk illékony alkotéinak
vizsgalatakor megdllapithatd, hogy foként az észterek és terpénvegyiiletek koncentracioi véltoznak a
romlds folyamdn. A kisérleti adataink aldtdmasztjdk azt a feltételezésiinket, miszerint a
mikroorganizmusok élettevékenységiik sordn egyes észter vegyiileteket elhaszndlnak, ezért ezek
koncentraciéjanak csokkenése szemben az ép almdkon tapasztalt koncentraciondvekedéssel a romlds
eldrejelzésére haszndlhat6é fel. Parcidlis legkisebb négyzetek (PLS) elve alapjan torténd regresszids

modszerrel az észtervegyiiletek alapjan az olt4stdl eltelt id6 becsiilhetd.

3. Penicillium expansummal fert6zott ‘Granny Smith’ mintak illékony szerves vegyiileteinek vizsgalata

soran elért Uj tudomanyos eredménvek.

Az egészséges €s a romlott alma megkiilonboztetésben fontos vegyiiletek koziil a pentansav-etil-észter
és a hexil-propanodt koncentracidja csokken a P. expansummal fert6zott mintdkban a romlds
eldrehaladtdval, mig  metil-3,3-dimetil-butanodt, etil-hexanodt és  1-metoxi-3-metilbenzol
koncentracidja né. A tdmogaté vektor modszer regresszids véltozatdval (SVR) modellt épitettiink,

melyek alapjan becsiilni lehet a sztirol koncentracidjat az oltdstol eltelt napok szdmabal.

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

FOkomponens-elemzés segitségével kivalasztottam azokat a szerves illékony alkotdkat, amelyek az
egészséges €s a romlott szilva megkiilonboztetésben fontosak, majd az almdk esetében talalt lehetséges
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marker vegyiiletekkel hasonlitottam ezeket 0ssze. Megallapitottam, hogy mind a szilvdn, mind az
alman csak a Penicillium expansummal oltott gylimolcsok esetében keletkeznek a kovetkezd marker
vegyliletek: sztirol, etil-benzodt, 1-metoxi-3-metil-benzol. Mivel ezek dltaldnosan megjelennek az
alman és a szilvan is, feltételezhetjiik, hogy a Penicillium Expansum mdas gylimolcsmintdkon

novekedve is termelheti Oket.

5. Uj tudoményos eredmények a Botyritis cineredval fertdzott 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, hexansav-butil-észter,
ecetsav-hexil-észter, izopropil-alkohol, 2-metil-4-penténal. Ezek koziil csak az izopropil-alkohol k6z6s
a Penicillium expansummal oltott gyiimolcsok esetében detektélt vegyiiletekkel, azonban az izopropil-

alkohol rovid retencids ideje miatt ebben a modellrendszerben nem hasznédlhat6 a romlas eldrejelzésére.

AZ ERTEKEZES TEMAKOREHEZ KAPCSOLODO PUBLIKA CIOK
Impakt faktoros folyéiratcikkek:

e S.F.Sim and V.Sagi-Kiss, Multiple Self Organising Maps (mSOMs) for
simultaneous classification and prediction: Illustrated by spoilage in apples using
volatile organic profiles, Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems, 109
(2011) 57-64

e 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)

e Sim S. Fong, Virdg S4gi-Kiss and Richard G. Brereton, 2010, Self-Organizing
Maps and Support Vector Regression as aids to coupled chromatography:

[llustrated by predicting spoilage in apples using volatile organic compounds,
Talanta,83, 1269-78 (2011)

Az értekezésben szereplé eredményeket az alabbi hazai és nemzetkozi
konferenciakon ismertettem:

e Virdg Sagi-Kiss, Sim Fong, Andrea Pomazi, Péter Fodor, Richard G Brereton,
Anna Mardaz, 2009. Prediction of fungal fruit spoilage via detection of volatile
organic compounds, 2nd Central European Forum for Microbiology (CEFORM),
Keszthely, Hungary, 7-9 October 2009 (English), abstract: Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica 56, page 167-168 (eloadas 6sszefoglalo)

e Sagi-Kiss Virdg, Fodor Péter, Pomdzi Andrea, Mardz Anna, 2009. Predicting
spoilage in storehouses based on microbial metabolic profiling, Conference of
Chemical Engineering 09, Veszprém, Hungary, 21-23 April 2009 (Hungarian),
abstract: Conference Proceeding, page 103. (eldadas 6sszefoglalo)
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e Virdg Sagi-Kiss, Sim S. Fong, Andrea Pomazi, Péter Fodor, Richard G. Brereton,
Anna Maraz, 2010, SPME, GC-MS integrated with chemometrics for prediction
of fungal fruit spoilage, 7th Aegean Analytical Chemistry Days, 29 Sept — 03 Okt,
Lesvos, Greece (poszter dsszefoglalo)

e 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
(Hungarian), abstract: Conference Proceeding, page 103 (poszter 6sszefoglalo)

e Virdg Sagi-Kiss, Sim Fong, Andrea Pomazi, Péter Fodor, Kédroly 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, (English) , legjobb poszter dij
(poszter 6sszefoglalo)

KOSZONETNYILVANITAS

A téma multidiszciplinaritdsa miatt két masik kutatocsoporttal egylittmiikodve sziilettek
az eredmények. A mikrobioldgia rendszer kidolgozasit €s mintdk elOkészitését a
Budapesti Corvinus Egyetem Mikrobioldgia Tanszékének munkatarsai végezték Dr.
Mardz Anna vezetésével. Kiilonosen koOszonom Dr. Pomézi Andrednak a
kozremiikodését. A tobbvaltozos statisztikai modszerekhez az adattablat és a modszerek
egy részét a Bristoli Egyetem, Centre for Chemometrics munkatarsai segitségével
készitettilk Prof. Richard Brereton vezetésével. Kiilondsen koszonom Dr. Sim Sion

Fongnak a kozremikodését.

Szeretnék koOszOnetet mondani csalddomnak, akik lehetdvé tett€k, hogy 1daig
eljuthassak; és baridtaimnak a folyamatos tdmogatasért. TémavezetOimnek, dr. Fodor
Péternek, aki tanszékére befogadott és biztositotta azt az anyagi és szakismereti hatteret,
melyre munkdm épiilhetett, dr. Héberger Karolynak az adatok értékelése soran nyujtott
kiemelkedd tanacsaiért és hogy a mentorom volt a kemometriai tanulmanyaim soran.
Ezenkiviil az Alkalmazott Kémia Tansz€k dolgozoinak, a diplomaz6 hallgatGimnak és

mindenkinek aki a munkdaban segitségemre volt.
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