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BEVEZETES

Az aminosavak mennyiségi meghatdrozdsa mind a
biolégiai, mind a mezdgazdasdgi és élelmiszeripari
kutatdsok szdmdra nélkiildzhetetlen. A kémiai ana-
litikai eljédrdsok jelenlegi fejlettsége mnem teszi
lehetdvé olesd, rutinszerili vizsgdlatok elvégzését.

Az ionceeréls oszlopkromatogrédfia elvének a-
lapjédn milkkdd8 automata aminosav analizdtorok nagy
tsszegil beruhdzdst,drdga vegyszereket, és szakkép-
zett kezeld személyeket igényelnek. A Dévényi T.
/1972/ éltal leirt és szabadalmazott vékonyrétegi
ionceeréld kromatogrdfids lemezek is viszonylag
ktltsdégesek és a mennyiségi analizis szempontjédbél
félkvantitativ eljdrdsnak tekinthetdk. A  kémiai
médszerek nehézeégei miatt prébdlkoztak médr tEbben
a mikrobicldgiai médszerek alkalmazdsdval.

Kavanagh, F. /1973/ tsszefoglald miivében em=
1iti - elsfként Wood, H,és mte-sai /1939-40/ java-
soltdk - , hogy mikroorganizmusokat fel lehetne
haszndlni aminosavak mérésére, de ebben az iddben
kevés ismerettel rendelkeztek a baktériumok amino-
sav igényével kapcsolatban. Az els§ teszt mikroor-
ganizmus a Lactobacillus arabinosus volt, amelyet
leucin, i-leucin és valin mérésére haszndltak fel

/Kuiken,K.A. és8 mtsai, 1943/.



A késSbbiekben a Leuconostoc mesenteroides ATCC 8042,
Streptococcus feacalis ATCC 9790 ill. 8043, Lactoba-
cillus plantarum ATCC 8ol4, Pediococcus cerevisiae
ATCC 8081 torzseket irtdk le leggyakrabban. A méré-
sekhez egyardnt felhapzndltdk a fénydteresztS~képes-
ség cgokkenésének mérésén alapuld turbidimetrids mé-
réseket, valamint az agargél-diffizids eljidrdsokat.

Tejsavbaktériumokkal végzett széleskdrit vizegdla-
tokat Bolinder,A.E. is /1966, 1968, 1969/ Osszehason-
litva az agargbél~-diffizids eljdrdst a turbidimetrids
médszerekkel, a killonbozd torzsekkel elérhet§ eredmé-
nyecket, a metionin szdrmazékok hatdsdt, a mintdk hid-
rolizisének médjadt stbe A metionin meghatdrozdsira
3-looo pg méréei tartoményban 7 % pontossigi médszert
tudott kidolgozni, agargél-diffizids eljirds esetén.
A médszer hédtrdnya, hogy e tdrzsek haszndlata esetén
a tdpkUzegbe 4o-50 f£éle anyag JjelenlétérSl kell gon-
doskodni. A tdpkdzeg szigorian elfirt Ysszetétele meg-
hatérozé ja a médszer pontosségénak.‘Tovébbé a termé-
szetes eredetii anyagok szdmtalan Ssszetevdjének hatéd~
sa nehezen kimérhetd.



Ennek kikiisztbolésére Itoh, H. /1974/ ezy egyszerilbb,
félezintetikus tdptalajt dolgozott ki, illetve az in-
kubdldsi id8 csbkkentésdre hdrom lépdses dtoltdst al-
kalmazott /Itoh,H. 1973/.

A szerzfk mindegyike hangsilyozza, hogy a mikro-
bioldgial eljdrds eldnye, a nagyfokd szelektivitds és
az, hogy nem igényel drdga vegyszereket, illetve kilt=-
géges berendezdseket. Ezdrt cdlul tliztiik ki, hogy a
felgorolt baktériumokkal t6rténd mérés nehézségeit
2gy kUnnyebben kezelhetd mutdns felhaszndldsdval ki-
kilsz8bdl jiik. A ¢él megvalbeitécdra egyszerii minindl
tdptalajon - a t8rzs szdmdra eszencidlis aminosav je-
lenlétében - A. niger muténsokat dllitottunk eld. Ez-
utdn a tédpk¥zeg Usszetételének és a mérés kisérleti
feltételeinek optimalizdldea utdn, az irodalombdl jél
ismert agarsdl-diffizids el jdrdsokkal kidolgoztuk egy
aminosav kvantitativ meghatdrozdsdt.



1. A TEMAHOZ KAPCSOLODO IRODAIOM ES A MEGHATAROZASSAL
KAPCSOLATOS FELADATOK

l.1. A muténpok el8d11itdsdnak és izoldldsénak kérdésel

Az eredeti, "vad" tdrzsektSl eltérd tulajdonség-
gal rendelkezd muténsokat mind az elméleti kutatdsban,
mind a gyakorlatban /fermentédcidés iparok, mikrobioléd-
glai analitika/ széleskdriien felhasznéljék.

A muténsok képzésére kémiai és fizikal 4gensek
egyarédnt felhaszndlhaték., A mutédcidét kivdlts vegysze-
rek /nitfozoguanidin, nitrogénmustér stb./ azonban az
emberre nézve is veszélyesek, a velitk végzett munka fo-
kozott eldvigydzatossdgot igényel.

A tapasztalatok szerint az ultraibolya sugdrzés
is eredményesen haszndhatd a mutédnsok elfdllitésdra.

A mutdcid gyakoriséga akkor a legnagyobb, ha a pusz~
tulds 80-99 % kdz8tt van. Ehhez azonban elfkisérlete-
ket kell végezni a sugérdézis megdllapitédséra.

A haploid szervezetek érzékenyebbek az ultraibo-
lya sugérzédsra, a sugdrzéskor nagyobb arédnyban kelet-
keznek mutdnsok és a @okféle antibiotikus kzill a meg-
felelSt kivdlasztva lehet8ség nyilik a muténsok feldi=-
sitéééra és izoldldsdra. /Holland,K.T. and C. Ratledge,
1971, Lederberg,J. and Lederberg, E.M. 1952/



A gombdk genetikd jdval foglalkozik, ezen beliil
a mutdnesok izoldldsdnak mbédszereit is ismerteti
Fincham,J.ReS. és Day,PeRe /1971/ 8sszefoglald mifvé-
ben.

A gombdkndl is =~ clsfsorban az élesztfknél -
t8bben megprébdlkoztam a vad tipusi tbrzsek szelek-
tiv kipusztitédsdval. Stromnaes és Mortimer /1959/ &~
leszt8knél, lacdonald, K.D. /1968/ Penicillium auxo-
trof mutdnsok i1zoldldsédndl alkalmazta a nystatin
szelektiv hatdedt, Ferenczy L. és Vienyovezki E./1971/
szintén élepztd mutédngok antibiotikumokkal t8rténs
disitdedrbl szémol be, Vienyovszki E. /1972/ membrén-
aktiv és fehérjeszintézist gdtld anyagokkal oldotta
meg & Geotrichum candidum mutdngainak szelektiv disi-
tdsdt,

A vad tipusi sejtek szlirédssel tUrténS eltdvoli=-
tdedn alapul Catcheside,D.Gs /1954/ médszere. Ennek
lényege, hogy a fogékony minimfl tépkbzegben besugdr-
zott és tdlé1l6 konidiumok kbzUl, egy bilzonyos inkubdcids
146 elteltével, a vad tipusi t8rzsek kihajtanak. A meg-
novekedett gombafonalak {ivegszlirSn t6rténs sziirésné}
fennmaradnak, & mutdnsok konidiumai pedig a lecsepegd
folyadékban feldisulnak. Ezt ktvetSen szelektiv tdpta-
lajon végzett lemezdntéssel a mutdnsok izoldlhaték.



E pziiréses médszer hdtrdnya, hogy & sziirén a hifa tb-
meg kdzBtt sok értdékes konidium visszamarad, ill. nem
minden esetben alkalmazhaté.

Egyszeriibb eljdrds az, ha megfeleld mennyiségil
és sliriiségli konidium szuszpengidt univerz4l tdptala]
felilletére kenve, a kivént ideig besugdrozzuk. A ki-
nétt telepek konidiumait univerzdl és minimél tdpta-
lajra édtoltjuk. A minimdél tédpkYzegen nem feJjl8d§ mu-
tdnsok a mésik lemezrdl begyiijthetSk. Az izoldldshoz
megfeleld k¥rilltekintéssel a bérsonyreplika médszer
is alkalmazhaté. Ezzel az eljéréssal a tdpanyagigényes
auxotrof muténsok izoldlhaték. A médszer hétridnya,
hogy tUbb munkétyilletve 1d8t igényel mint més eljd-
rdsok.

A téma kidolgozésa sordén megprdébdltam a nitrozé-
guenidin és NaNO, felhasznélédséval, valamint a szii-
réssel t8rténS disitdsi eljérdssal is, de egyszeriisé-
ge niatt az elSbbli bekezdésben ismertetett eljdrdst
alkalmaztam,



1.2. Az agargél-diffizids eljédrds és a "large plate"
technika

Az agargél-diffiziés eljérédsok /papirkorong,
lyukdiffizié, cilinder/ széles ktrben alkalmazott
médezerek a gdtldanyagok /kemoterdpikumok, antibio-
tikumok stb./ és tdpanyagigény mérésére /vitamin,
aminosav, egyéb/. A tapasztalatok szerint a papir-
korong haszndlata gyakran célszeriibb, mert ktnnyen
kezelhet§, a lyukdiffizids médszer pedig pontosabd.

Az aminogavak mérése elvileg azdltal v4dlik le-~
het8vé, hogy az auxotrof t¥rzsek minimdl téptalajon
ceak a szdmukra eszencidlis aminosav jelenlétében
fejl8dnek. FeJl8déeitk, anyagcseréjilk liteme ~ egy bie
zonyos koncentrdciéig - szoros korreldciéban kell
hogy legyen a szémukra nélkiil¥zhetetlen aminosav
mennyiségével. Ezgt a feltdételezést mdr szdmos ana~-
litikai mikrobioldgial eljérds igazolta.

A kutatdék t¥bbsége azonban, az irodalomban t¥bb-
8zbr ismertetett tejsavbaktériumokkal t8rténé mérés
kisérleti k¥riilményeinek tBkéletesitésével foglalko-~
zott. Nincs tudomésunk arrél, hogy eddig az Aspergil-
laceae csaldd valamelyik tagjdb6l mesterségesen nyert
mutdnsokat alkalmaztak volna. Fonalas gombdk kiziil a
Neurospora crassa haszndlatdrél tesznek emlitést /Ka~
vanagh, F. 1963/.



A fonalas gombdval td8rténd méréshez a kivetkezd
problémékat és feladatokat kellett megoldani:

- a fonalas gombdk fejlbdésitk sordn a diffiziés
zéna szélén nem adnak éles hatdrvonalat;

~ meg kellett hatdroznl a teszt mikroorganizmus
fe jl18déaét befolydmold optimélis kisérleti kiriillménye~
ket

~ szilksdéges volt az aminosav mennyisége és a z6-
nadtmér8k kdzbtti Ysszefiiggés megdllapitésa és matema-
tikal elemzése;

- a vizsgdlandé minta aminosav tartalménak megha-
tdrozdsdra szolgdldé médszer kidolgozdsa.

Az els8 nehézség kikiisztbBlémét mszolgdlta az A.
niger kivdlasztédsa, amely szénhidrdtokbél intenziven
savat termel, ezért Ferenczy L. feltételezése szerint
megfelels kisérleti kirillmények k¥z¥tt éles hatdrvona~
14 z6nét tud képezni /ex verbis/.

A mésodik problémaktrben meg kellett vizsgdlni a
pH, a puffer, a konidiumtdménysédg, a rétegvastagsédg,

‘a vitaminok, a cukor koncentrdcié szerepét, ki kellett
vdlasztani a megfeleld§ indikétort, a D-metionint képes-e
felhaszndlni, a DIl-metioninndl milyen zénaérték mérhetd
stb.

A kbBvetkez§ témaktrben az elSkisérletekben szer-
zett tapasztalatokat felhaszndlva a "nagylemez" médszer
méretardnyait kellett megRatdrozni, kimérve az L-metio-
nin mennyisége és a zénadtmérdk kdzdtti t8rvényszeri
teszefliggéseket.



Az agergél-diffizidés technikdval tdrténé "nagy-
lemez" médaszerre /large plate method/ Lees,K.A. and
Tootill /1955/ dolgozott ki eljérdst.Munkd jukban ru-
tingzeril elemzésre & 8x8-as "kvédzi 1latin négyzet®
elrendezést Jjavasoljdk, amelyhez alapos matematikai
elemzést végeztek és az eredmény kiszémitdsdt nomo-
gramm szerkesztdésével kdnnyitették meg. Mddszeriikkel
%5 %wos mérési hibdt értek el, gy hogy egy lemezen
egy standardot és két ilasmeretlent klkalmeztak két
koncentrdciéban.

Eljérdst k8zdltek még 9x9 és 12x12 "kvézi latin négy~
zet" haszndlatédra is. Az utébbival nagy pontosségi

%1 %-0s mérési hibédval rendelkez§ médszer Srhetd el.
Egy latin tégla elrendezést Levin,J.D. és munkatérsai
/1960/ a thiostrepton mérésével kapcsolatban ismertet-
nek., Itt egy lemezen 6x9 pontra 1 standardot és 8 is-
meretlent vittek fel, mindegyiket hdrom higltédsban és
1,5-2% hiba pontossdgi mérést sikeriilt kidolgozniuk.

A nagy lemezen t8rténé “latin négyzet" vagy
"kvdzi latin négyzet" elrendezési terv lehetdvé teszi,
hogy az ilveglap egyenletlenségeib8l az esetleges viz-
szintezésli hib&bSl eredilt u.n. helyi hibdkat kiszirjlik.

A mérési médszer kidolgozdsdndl figyelembe vettem
az emlitett szerz6k munkdit és a Svab J. /1973/ miivé-

ben leirt matematikai elveket és médszereket.
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2. VIZSGALATI ANYAGOK ES MODSZEREK

2¢1le A _tegzt mikroorganigmus

A kigérletek céljdra a JATE llikrobiolégia Tansgzé-
két61 szdrmazé Aspergillus niger ol45 tdrzset haszndl-
tan. A konidium szuszpenzidt 6~lo napos univerzdl aga~
ron nevelt tenydszetekbdl készitettem. 0,1 % TWEEN 8o~
at tartalmazd steril vizzel, rdzogstis kBzben lemostam
a konidiumokat. A szuszpenzidét G l-es livegsziirén lesziir-
tem, najd laboratériumi centrifugdban 9000 g érték rmele
lett lo percig Ulepitettem. A folyadékot letntve, & ko~
nidium tomeget steril desztilldlt vizzel higitottam. A
szuszpenzid siiriiségét Biirker-kamrdval ellenSriztem és
egy-két hétig hiltSben +5 ~8°C kozott tdroltam. E kbzben
a konidium szuszpenzid tulajdonsdzaiban észrevehetd vale-
tozdst nen tapaszteltan. A méréseknél nindig frissen ké-

szitett konidium szuszpenzidét alkalmaztam.

2ela Tégk‘d Zegek

2e2ele Univerzdl ar~ar

lo g gliKdéz, 5 g élesztSkivonat /Oxoid/, 20 g agar
1 1 vizben oldva. Sterilezés 1 att nyomdson 30 percige



o 1% -

A besugdrzdendl haszndlt tdpkbzeghez kitnids eldtt
1 ml 2 %-os Bengdl-virds oldatot adtam /20 pg/ml/.

2.,2.2. Minimdl agar

58 /NH4/2804, 1 g KHPO,, 0,5 g NaylPo,, 0,5
MgSO4 e T HZO » lo g glilkéz, 20 g agar 1 liter desz~
$i1141t vizben. Sterilezés 1 att. nyomdson 30 percig.

2.2.3. Pufferral készitett minimdl agar

5 g /NH4/2804 s lo g gliikéz, lo g Bacto agar
/Difco/ 0,5 g g0, « 7 HyO 1 liter desztilldlt viz-
ben oldva. Faltdltés eldtt a megfeleld mennyisdgil
foszfdt puffert pipettdval mértem hozzd. Nagyobb
foszfdt toménységnél /teljes és feles puffer/ a fosz-
fdtokat Reanal készitményekbdl, analitikai mérlegen
mértem hozzd.

2.2.4, Minimdl agar vitaminnal dlisitva

A megfelelden pufferolt minimdl tédpkizeg 1 l-éhez
1 ml Vieckerham-féle vitamin oldatot adtam.



2.2.5, Tdpkizeg a "nagylemez"médszer alkalmazésdhoz

5 g /NH4/2304, 50 g glitkéz, 0,5 g MgSO4 . 7 Hy0,
lo g Bacto agar /Difco/, 0,3584 g Na2P04 . 2 H,0 és
0,1950 g KQHPO4 1 liter desztilldlt vizben. Sterile-
zés 1 att nyomdson 30 percig. A hSkezelés utén hozzé-
adve lo ml 1,5 %-08 brémkrezolbibort és 1 ml Vikerham-
féle vitamin oldat.

Ez a tépkdzeg T pH-Ji, 1/20 puffert és 300 Pg/ml
indikdtort tartalmaz. A lyukdiffiiziés médszerhez az a-
gar mennyigégét 12 g-ra emeltem.
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2;3; Rémszerek, oldatok

2.3.1, Bengél—vﬁrﬁs

2 %-08 vizes oldatban 1 ml-t adva 1 1 tépk¥zeg-
hez, abban 20 ug/mi koncentrdciét eredményez.

2.3.2. Aminosavak - mutdns szelekcidhoz

1 mg/ml t¥ménységben 75 %-o0s etanolban oldva és
tivegdugés edényben htit§szekrényben téroltam. Az ami-

nosav prepardtumok Reanal készitmények voltak.

2.3.3. Metilv8rbs, brémtimolkék oldat

lo mg/ml t8ménységben 96 %-o0s etanolban oldva.

2.3.4. Brémkrezolbibor oldat

1,5 g loo.ml 50 %~-08 alkoholban oldva.

2.3.5. Papirkorongok

Whatman 3 kromatogréfids papirbél 13 mm &tmérsjd
korongvédgbéval /lakatosok haszndljék gumi és milanyag t6-
mit8k vdgdesdhoz/ lett kivédgva és Petri-csészében autok-

14vban sterilezve.
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2.3.6. Strensen-féle fomzfatpuffer

1./ 11,987 g NaZHPO4 . 2 H,0 11 deszt.vizben
2./ 9,078 g K,HPO, 11 deszt. vizben
7 pH-hoz 6:4 ardnyban kellett elegyiteni, 6 pH ese-
tén 1:9 ardnyban.

2.3.7. Vickerham-féle vitamin oldat

0,2 mg folsav, 0,2 mg blotin, 40 mg Ca-pantote=~
ndt, 200 mg inozit, 40 mg niacin, 20 mg p-aminoben-
zoesav, 40 mg piridoxin-HCl, 40 mg aneurin-HCl, 20 mg
laktoflavin, loo ml desztillélt viz. A folsavbél és
blotinb6l elébb 2 mg 1o ml tdménységli tvrzsoldatot
készitettem és ebbSl 1 ml-t adtam hozzé.

A vitamin oldatot ilvegdugés iivegben hiit8szekrény-
ben tdroltam és sterilezés utén a tédpkSzegek 1 l-éhez
1 ml-t haszndltam fel,
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2.4. ll6dszerek

2.4.1. A susérddzis meghatdrozdsa

Az univerzédlis té4pkigzeg felilletére 0,2 ml koni-
dium szuszpenzidt kentem szét és a csémzbket 35, 3o
111, lo cm=-r8l kiil¥nb¥zd ideig /1, 2, 3, 4, 5, lo, 15,
20, 30,40 perc/ Germicid csSvel besugéroztam /Philips
TWV/15 W és Tungsram EV-291/15 W/, 36-48 érai 30°C~on
t8rtén8 inkubdlds utdn kinStt telepeket megszdmoltam.
A konidium stirlisége a Philips caslvel végzett besugér-
zésndl 3,0v103 volt, amelyet 618 csira szdnlédléssal
hatdroztam meg. A Tungsram csfvel végzett besugdr-
zéendl, amikor lo cm tévolségot alkalmaztam 5.10%/ml
volt.

2.4.2. A mutdnsok el84llitdsa és szelektdlédsa

A muténsok el8411itdsdhoz Tungsram EV~-291/15 W
csfvel 30 cm i1l. lo cm=-r8l lo perces, valamint egy
holland gyértményi Philips TUV/15 W-os germicid cel-
vel 20 cm-r8l 3-4 perces besugdrzdsi 1d8t alkalmaz~
tam. A csészékbe kitnt8tt bengdlvdrdst tartalmazé u-
niverz4l tdpkYzeg felifletére livegbottal 0,2 ml koni~

dium szuszpenzidt kentem szét.
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A szuszpenzid siirliségét Biirker-kamrdval ellen8riztem
6s 10% sliriséglire higitottam. Ily médon mindegyik
csépzébe 2000 db konidium kertilt és a t11616k szdma
10-25 k6zbtt volt. A lemezeket besugdrzds utédn 48 6-
rélg 30°C-on inkub&ltam. A kinStt telepekrSl & koni-
diumokat béraonyreplika'mddezerral vagy.égyszerﬁen ‘
kaccsal, uﬁive:zdi tdpkdzegre és minimél agarra 4t-
oltottam. Az univerzdl tépkdzegrfl /24 6ra milva/ a
minimdl agaron nem fe})1l6d8 telabeket ellenfSrzés vé-
gett Gjra leoltottem minim4l tépkbzegre. Ha az is-
métlés is negmtiv volt, ezt a tYrzset ferde agarra
leoltva félretettem az aminosav, vagy esetleg vita-
min igény megédllapitésa céljdbél. |

2.4.3. Az aminosav_igény meghatérozéaa

Az aminosav igény meghatdrozdsédra a papirkorong
médszert alkalmaztam. Az aminosavakbél 1 mg/l ml t6-
ménységii oldatot készitettem 75 %-os etanolban, vala=-
mint 5t olyan oldatot, amelyik az alébbi megoszlésban
tartalmazta az aminosavakat /mindegyikbSl 1 mg-ot 1 mle
ben/s~ aszparagin, asparaginsav-glutamin, glutaminsav

- glicin = valin - lizin - szerin

- fenilalanin - tirozin - triptofdn -~ leucin

- arginin -~ cisztein ~ higgtidin -'prolin

- izoleuciﬁ - alanin - treonin - metionin
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A minimél tépkdzeg felliletére Petri~csészében a
vizegédlandé t8rzs konidium szuszpenzidjdnak 0,2 ml-ét
szélesztetten el /105-106 konidium/ml /. Ut fetri—csé-
szébe egyesével felraktam az aminosav csoportokat tar-
talmazé korongokat. 24-48 érai 30°C-on térténS inkubé-
14s utén megfigyelhet§ volt, hogy melyik aminosavoso-
portot tartalmazé korong kdrtil van feJl8dés.

A k8vetkez8 kisérletben az e csoportba tartozé
aminosavakat egyesével vittem fel a korongra és az e-
1626h8z hasonld médon Jjédrtam el. Amelyik aminosav ha-
tédsira a nbvekedés megindult, arra nézve dependens.

A korongokra 0,05 mle-nyi aminosavat cseppentettem és

pzikkasztds utdn kerilltek felhasznélésra.

2.4.4. Az _indikdtor kivélasztdsa és az optimdlis fes-

tékkoncentrdcié meghatdrozdsa

Az el1s8 lépésben a minimélt tdpkdzeghez metio-
nint adtam /50 png/ml/. Ezutdn killdn-klil¥n, hérom fes-
tékbSl /metilvrbs, brémiimolkék és brémkrezolbibor/
sterilezés utdn a tépkbzeghez 50 ng/ml mennyiséget ke-
verteymsmajd felezd higitdst végeztem 3 pg/ml-ig, A
. cBégzék felliletére kacceal, szdélesztve felvittem az
A. niger eszuszpenziét. 30°C—on 24-48 Srai inkubdcid
utén megfigyeltem,van-e gdtlds a kontrollhoz képest,
illetve hogyan érzékelhetf a savképzddés.



A brémkrezolbibor rmtatkozott legjobbnak, ezért ezzel
prébdlkoztam tovdbb.

A tovédbbiakban a minimdl tépkdzeg metionin tar-
talmdt 50 mg/ml-re 4llitva, 600, 400, 300, 200, loO
és 50 pg/ml brémkrezolbibort tettem bele /eterilezés
utédn/. A téptalajt 20 ml-ként Petri-cséezébe Bntét-
tem. Dermedés utdn 10° sliriségli konidium szuszpenzib-
ba médrtott, majd megszikkasztott szilr§papir korongo-
kat helyeztem a tdptalaj felilletére /ceészénként e~
gyet-egyet/. A osészéket 30°C-on 24-48 6réig inkubfl-
tam. Inkubdlds utén figyeltem, melyik koncentrdcidndl
tapasztalhaté gdtlds.

A kisérleteket mind az eredeti, mind a muténs
tbrzesekkel /lizin és metionin/ elvégeztem.

2.4.5. Az optimdlig pH-érték kivdlasztdse

Az el8z8 pontban ismertetett médon konidium szusz-

penzidba papirkorongok segitségével tdrténi meg.
A tépkbzeget SUrensen~féle foszfAt pufferrel 1/4

és 1/8 mennyiséggel 6 1ll. 7 pH~ra dllitottam. A tdpkbt-

zeget hdromfelé osztva, annyi brémkrezolbibor indikd-

tort tettem bele, hogy a festék koncentrdcidja 200, 300

és 400 pg/ml legyen.
A kisérletet mind a metionin mutdnssal, mind az

eredetl tbrzzsel elvégeztem. Az értékelésnél megfigyel-
tem, melyik esetben észlelhet§ j61 léthatd, éles hatdr-

vonali zéna.
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2.4.6. A megfelell pufferttménység és rétegvestagsig
meghatdrozésa

A kisgérletet 2.4.4. pontban leirt médon a koni-
dium szuszpenzidba mdrtott papirkorongokkal végeztem.

A tépkbzeg festékkoncentrécidjdt 200 és 300 pg/ml
tuménységlire, metionin tartalmdt So pg/ml-re &llitot-
tam és felez§ higitdmsal a teljes puffert tartalmazd
tépktzeget 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 értékig higitottam. Az
optimélis rétegvastagasdg megdllapitdsa végeztt az egyik
sorozatndl lo ml, a médsikndl 15 ml ill 20 ml t4pktzeget
Yntottem a Petri-csészékbe., A megdermedt tdptala] felil-
letére réhelyeztem a konidium szuszpenzidba mértott ko-
rongokat és 24-48 Srai 30°C-on t8rténS inkub4lés utén
értékeltem, Megfigyeltem, melyik cséazébe észlelhets a
legnagyobdb éa legélesebdb hatdrvonali zdna.

2.4.7. A konidium mennyisée és a vitaminok hatdsénak

vizsgdlata

Az 1/4 és 1/8 mennyiségli fomzfdtpuffert és 3oopg/ml
brémkrezolbibort tartalmazé tépkdzeget 45-50°C-ra hiltdt-
tem és annyl konidium szuszpenzidt adtam hozzéd, hogy ki~
bntve ceészénként /15 ml/ 106 . 105, 10* ab xonidiumot

tartalmazzon.



Mindegyikb8l hérom-hdrom csészét készitettem Wicker—
ham-féle vitamin oldattal disitva illetve anélkiil is.
A konidium slirliség ellenSrzésére kontrollként univer-
z8l tépkYzeggel is végeztem lemez¥ntést ill. ceira-
szémléldet. A papirkorongra 5o pg/o,05 ml metionint
vittem Hamilton-pipetta segitségével, gy, hogy a
korongot a megmerevedett tdptalaj feliiletére tapasz-
tottam és azennal rdmértem az aminosav oldatot llmg/ml
tbménységli vizes metionin/. 24-48 éra 30°C-on t8rténs
inkubdlds utén figyeltem a zéna AtmérdSk nagysdgdt és a
zéna hatdrvonalénak élességét.

2.4.8. A _cukor koncentrdcié hatdsdnak vizsgdlata

A vizsgélathoz 300 ug/ml brémkrezolbibort, 1/4
és 1/8 tdménységll foszfdtpuffert és 10° db/ceésze ko-
nidiumot tartalmazd és vitaminnal dlsitott tdpkbzeget
haszndltam, amelyben a gliikéz mennyiségét 1 %, 2,5 %,
5% és lo % k¥z¥tt véltoztattam.

A kisérletet az el8z8 pontban leirt médon végez~
tem el és mértem a zéndk &tmérdjének nagysdgét.



o Bl -

2.4.9. A "nagylemez" médszer alkalmazdsa

A "nagylemez" mdédszer alkalmazédsdéndl Lees és
Tootill /1955/ munkd jdt figyelembe véve, a lemezek
optimdlis, hasznos méretét az dltaluk megadott 48x48
cm-ben és 30x30 cm-ben hatdroztam meg. Ok a kisebb
lemezt a 8x8-as rutin munkdhoz, a nagyobbat a 12%12-
es nagyobb pontossdgi méréshez ajdnlottdk. A mi ese~
tiinkben azonban a zénadtmérdk oly nagyok, hogy a
8x8~-as elrendezés csak a nagylbik lemezen helyezhe-
t6 el.

2+¢4.9.10 A lemezek elképzitése

A 4 mm vastag, méretre végott iiveglapokra kir-
ben 1,5 em pzéles és 6 mm vastag iivegléceket ragasz-
tottam epokit segitségével. Az éles sarkok kdnnyebb
tisztithatdsdga végett, a lécek belsd ragasztdsi é-
leit szintelen nitrolakkal lefestettem. A tisztdra
lemogott iivegkamrdkat a fedSlemezekkel egylitt germi-
cid ldmpa alatt 30 percig sterileztem. Ezutdn a ra-
gasztott részt /a "kamrdt"/ iliveglappal lefedve ter-
mosztdtba helyeztem eldémelegités céljédbél.

Hasznédlat utdn a kamrédbdél az agar réteg késsel
kdnnyen kibillenthetd és vizcsap alatt lemoshatd.
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244492, A lemezbniés

A lemeztntést az eldmelegitett "nagylemezen™

egy laboratdériumi asztalra helyezhetd 50x50 cm-es
"yizszintez8 asztalkdn" végeztem el. Ez egy egysze-
rii bitorlap, amelyet hdrom vizszintezd csavarral
1dttan el és egy liveglappal leboritottam. Bedlli-
tdea a kdmiivesek dltal haszndlt "vizimértdk" segit-
gégével tortént meg.

Az autokldvbél kivett tdpkvzeghez miutdn 45-50°C
ktz8tti hémérsdékletre hiltottem, hozzdmértem a szilksé-
ges mennyiségii vitamint és brémkrezolbibort. Ezutdn a
107 av/ml siiriiségil konidium szuszpenzibébdl a sziikséd-
ges mennyiséget a tdpkdzeghez hozzdpipettdzva Svato-
san rdzogatva elkevertem és az eldkészitett nagy le-
mezre kitntbttem, majd lefedve dermedni hagytam.

A kisebb lemezre 200 ml, a nagyobb lemez dnté=-
séhez 500 ml, erre a célra Usszedllitott tédpkizeget
/2.2.5. pont/ haszndltam. A tdpkizeg ceiraszdmt 107/
ml-re dllitottam.

2.4.9.3. Az elrendezési tervek
A korongok ill. a furatok elrendezését a na-

gyobbik lemezen Lees és Tootill /1955/ szerint a 8x8
kvdzi latin négyzet szisztéma alapjén végeztem el.



Az emlitett szerzfk e megolddssal egy lemezen 7 isme=-
retlent és egy standardot helyeztek el, mindegyiket
két tom#nysdgben. "A" ég "B"-vel JelYlve a két kon=-
centrdcidt az elrendezéel terv a kidvetkez§:

1A 4A 5B 24 6B 7B S4B 3A
StA  5A 4B TA 3B 2B 1B 6A
3A 24 7B 4A S4B 5B 6B 1A
2B 3B 6A 1B 54 S¢4A  7A 4B
5B S¢B 1A 6B 2B 34 4A 7B
7B 6B 3A S4B 4A 1A 2A 5B
4B 1B StA 3B TA 6A  5A 2B
6A TA 2B 5A 1B 4B 3B S4A

I. 7 ismeretlen + 1 standard

H oS g W NN W
L T R« N (S VORI [t Ny M
o IR -2 W o+ Y~ G ) S B W
W N U s DO =
© W N U= O
H ~ W o o0 = Ut N
MU R 0N 0O W S P
L N A S BT B L B WY,

II. Aminosav /higitési sor/
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Ennek eredménye, hogy - mindegyik sorban és mind-
egylk oszlopban elSfordul mindegyik minta, valamelyik
téménységbens

~ mindegyik sorban és oszlopban négy tdményebdb és
négy higabb koncentrécidji minta fordul elss

~- a lemez felilletén minden negyed részben azonos
a minték eloszlésaj '

-~ mindegyik mintdhoz és higitdshoz 4-4 korong,az-
az mérési adat tartozik;

- az aminosav higitdsi sor esetén mindegyiknél 8
zénadtnérs mérhets;

- ha az ismeretlenck mérésénél is 8 zbnadtmér§ 4&t-
lagéval kivédnunk dolgozni, akkor csak 3 minta vihet8
Pel egy lemezre. A II. elrendezésben a standardot az
1-2 pontokra, a mintdkat a 3-4, 5-6 111, 7-8 pontokra
helyezzilk fel.

A kiesebb lemezek elrendezési terve a kbvetkez§ /4x4/

1 2 3 4 StA 1A StB 1B
3 4 1 2 StB 1B StA 1A
2 1 4 3 1A StA 1B StB
4 3 2 1l 1B StB 1A StA
Aminosav /higitési - 1 ismeretlen éa 1 standard

sor/
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2¢4¢944¢ A korongok elhelyezése ill, a furatok elké-
pzitése és a zdéndk mérése

Az elrendezdsi tervet papirlapra felrajzolva a
lemez ald helyeztem. A steril sziirpapir korongokat
ceipesszel a tdptala]j felilletére tapasztottam és 50
pl-es Hamilton fecskenddvel, vagy 25 unl-es MLA auto-
mata pipettdval a megfeleld higitded tUrzsoldatbdl
ill. mintdbdél 0,05 ml-t mértem rd. A nagyobb lemezen
a korongok felhelyezése kbe. 30 perc iddt vett igény-
be, a kisebb 5=-8 percet.

A lyukakat 9,5 mm dtmérdjii dugéfirdéval vdgtam
az agar lemezbe. A kivdgott korongokat léndzsatili és
gombosszonda segiteégével emeltem ki. Egy nagyobb le=
meznél 15 perecnyi idét igényel ez a miivelet. A higi-
tdei sorok ill, mintdk bemérését loo ul-es MLA auto-
mata pipettdval végeztem el.

Ezt koveten a lemezeket 30°C-on 24-30 6rdig in-
kubdltan.

A kifejl8dvtt zdéndk méretdt toldémérd segitségé-
vel hatdroztam meg.
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3. KISERLETI EREDMENYEK

A mutdnsok elddllitdsdhoz sziikséges optimdlis
besugdrzdei i1d8, tdvolesdg és konidium sliriiség meg-
dllapitdsdhoz eldékisérleteket kellett végezni. A
besugdrzdshoz kezdetben csak a magyar gydrtmdnyd
Tungsram EV-191/15 W germicid csf, majd késdbb a
holland gydrtményd Philips TUV /15 W germicid csd
811t rendelkezésemre. Az utébbi UV-C tartomdnyban
sugdrzott energia teljesitménye 450 erg/mm?.

Az Aspergillus niger konidiumdnak pusztuldsdt
5 pédrhuzamos kipérletben, 5 pdrhuzamos ceészében
vizegdltan a 2.4.1s pontban leirt médon. A pusztu-
ldei gorbéket az l. és 2. dbrdn tiintettem fel.

E szerint a Tungsram-csdvel 30 cm-rdl 20 per=-
ces besugdrzdst kellett alkalmazni, hogy a pusztu-
ldsi ardny a 90 %-ot meghaladja, 10 cm-r8l viszonk
mér lo perec ig 99 %=o0s pusztuldst eredményezett.

A Philips~csd esetéban 35 cm-rdl a 90 %-ot meghala-
dé pusztulds eléréséhez kb. 8 perc, lo cm=-rdl pedig
3-3,5 perc besugdrzdsra volt szilksdge.



\ l. sz. ébra

\ A, niger pusztuldsi gdrbéje

Besugédrzds Tungsram EV-291/15 W csbvel

lo 20 30 4o 50 60 perc



2. SzZ. dbra

A. niger pusztuldsi gorbéje

Besugdrzds Philips TUV/15 W csdvel

35 cm tdvolsdg

N\ 1o cm tdvolség

b !

W
A2
o g

pexre

L



3.2. A mutdnsok elfdllitdsa, szelektdldsa és amino-
v icdényének % zés

A mutdeids kisérletekhez elfszbr 30 em=rSl 20
perces besugdrzdsi iddvel a Tungsram-csdvet haszndl-
tam. Ekkor 2900 41818 telepet vizsgdltam meg és e=
zek kizill egy prolin mutdnst sikerillt izoldlni.

A munka gyorsitdsa végett a tdvolsdgot lo cm=
re cstkkentve, lo perces besugdrzds utdn 3800 $iléld
konidium telepeit vizsgdltam mege. Ezek kozill 3 mu-
tédnst sikeriilt izoldlni, tovdbbd 3 db olyan tdrzset,
amely mininflt tdpkbzegen alig indul fejlédésnek, de
prolin hozzdaddsdra jo61l ndvekedik. Az igy nyert mu-
tdnsok fenilalanin + leucin, metionin, prolin + leu-
ein Jjelenldétét kvvetelik meg fejl8désilkhbz a tdpkt-
zegben, '

A tovdbbiakban a Philips gydritményd germicid
csbvel 20 cu=-rdl 3-4 perces besugdrzdsi idével dolgoz-
tan és 5800 db t11618 konidium telepeit vizsgdltam
meg & 2e4e2¢ 68 2e4e3. ponthan leirt eljdrdssal. A
Petri-csészében a tdpkozeg felilletére felvitt 2000 db
konidiumbél lo-20 db maradt életben /1 %/. Ily médon
8 db aminosav dependensg tdrzset sikeriilt izoldlni, e-
zek kozill négs;esak tobb aminosav /3-4 db/ jelenlétében
névekvd slilyosan sérillt egyed. Egy mutdns igen lassi
fejlddésil, de lizin jelenlétében jél novekszik. Hérom

megfelelének bizonyult, ezek arginip,metionin ég lizin
dependensek.



Miutdn a c¢él elsd sorban a metionin ésg lizin
mutdnsok elfdllitdsdra irdnyult, igy ezeket a kisér-
leteket befejeztem.



3.3. ElSkigérietek a méréshez prilkgéges optimdlis =

Spszetételll tdpkdzeg meghatdrozdpdra

3.3.1. Az indikdtor kivdlapztdsa és az optimdlis fesg-
tékkoncentrédcié |

Az elb6kisérletek céljdra a papirkoronggal t8rté-
n agargél-diffiziés eljérdst védlasztottuk,

Feltételeztilk, hogy a gomba eavképzése miatt a
tdpkozegbe vitt indikdtor segitségével, a telep kiriil
J61 mérhetd, eltérs szinil zéna képzddik.

A feltételezés igazoldséra hdrom sav-bdzis indi-
kdtort prébdltam ki, a metilvordst, brémtimolkék és
brémkrezolbibor indikdtort. A vizegdlatot a 2.4.4.
pontban leirtak szerint végeztem el. A vizsgdlat azt
bizonyitotta, hogy a brdémtimolkék nem ad megfelell
kontrasztot. A metilvirte 5o _ug/ml-ig szép zéndkat a-
dott, de a brémkrezolbibor ugyanebben a koncemtrdcid--
ban is szembetiinSbb médon jelezte & zéna hatdrokat. A
brémkresolblbor viszont 400 pg/ml toménységik nem gd-
tolja sem az eredeti, sem a mutdns torzs fejlédését,
de 300 pg/ml  koncentrdciéban mér kifogdstalen szinha-
tdst bigtosit.



3.2 Az optimdlis pH~-Erték

A 2.4.5. pontban leirt médon pH = 7 és pH = 6-ra
pufferolt tdpktzegben vizszdltam a zdénék kialakuldedt.
A kisérlet eredménye szerint a 6 pH-Ji tépkdzegen u-
gyan azon id§ alatt nagyodbd zéna alakult ki, de hatédr-
vonala nem volt olyan éles nint a 7 pH-Jd tépkdzegnél.
Az indikdtor szinhatésa 1s az utébbi esetben volt meg-
feleldbb.

3e3.3. A pufferttnényséz és rétemvastagsés

A zénadtmér§ nérésének relativ hibdja anndl ki-
sebb, minél nagyobdb dtmérSjU és minél élesebd hatdr-
vonald a zdéna. Ezt pedig eleSscorban a pufferhatés és
a rétegvastagedg hatdrozza meg. A kisérleteket a
2.4.6. pontban leirtak szerint végezten el.

Petri-csészében az optindlis rétegvastageég 15
nl tépkozeg bevitele mellett /2,5 mm/ éo 1/16-08 puf-
fer koncentrdcidéndl alakult ki.

3.3+4. A _konidium mennyisépz és a vitaminok

A 2,4.7. pontban ismertetett médszer szerint a
10° db/ml konldium stiriiséget tsléltam legmegfelelSbbe-

neke
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Alacsonyabb csiraszdn mellett a zéna nem lett szabd-
lyos kerek, szélei hulldmosak. Nagyobb csiraszédm al-
kalnazdsa esetén nines lényeges kiilonbség, de a zd-
na dtmérd valamivel kisebbe A B-vitaminok jelenléité-
ben & ndvekedés liteme erdteljesebb. A tdpkizeghez
vald hozzdtétele megrividiti az inkubdldsi iddt.

3¢3¢5+ A _cukor koncentrdcid

A vizsgdlatot a 2.4.8. pontban leirt médon vé-
geztem el és az ereduényeket az l. sz. tdbldzat tar-
talmazza. A tdbldzat adatait 3 pdrhuzamos mérés e-
reduényébll szédmitottam. Ldthaté, hogy a cukor kon-
centrdcid novekedésével nétt a zdéndk dtmérdje, de a
2,5%¢és 10 % kozotti kiillonbség nem jelentds, ezért cél=-
gzeriinek ldtezott az 5 %=~os toménység alkalmazdsa.

Cukor Zéna dtmérdje
konee 7 puffer| 178 pulfer
1% 39,80 42,75
2,5 % 41,30 48,86
5 % 42,30 49,60
lo % 42,80 50456

l. 82. tdbldzat: A cukor koncentrd-
cidjdnak hatdsa a zéna dtmé-
r8jére
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"3e3.6. A konidium szuszpenzié és az aminosav egylittes

felvitele a8 korongra

Megprébdlkoztan azzal & médszerrel 15, hogy a
konidium szuszpenzidt Ysszekevertem a metionin:tbrzeq
oldattal. A konidium siiriiséget 10° , 10% , 10° gb spé-
ra/korong éllitottam be. A metionin mennyisége 50, 25,
12,5 , 6,2 , 3,1 pg/korong volt. A metioninnal kevert.
szuszpenziébdl a korongra - a mir ismertetett médon =~
itt is 0,05 ml-t vittem fel.

Az inkubdléds utéﬁ kaﬁott eredmények nem voltak
kedvezSek. A feJl6dés {iteme lelassult, a zéna hatédrok
nen voltak elég é;esek és a mérépsi adatok k¥ezttt na-
gyobb szdrédst tapasztaitam. |

_303070 Az inkubégiés idé hatdsa

A kiilonbdz8 vizsgédlatok sordn /cukor koncentrdcid,
konidium szém hatdsa stb./ rendezeresen, tobb idSpont-
ban értékeltem e lemezeket és mértem a zéndk &tmérSidt.
A zéna 4tmér6k nbvekedésl uUtemét 300 ug/ml brémkrezol~
bibort és 1/8 mennyiségli puffert tartalmazé tépkbzegnél
a 3. 8z. &bra két grafikonjdn szemléltetem.

A zérék mérése kvrillbeliil 20 dra iniubécié utén
vélik elSszdr lehetsvé.



3. 8%+ dbra
A zénék &tmérdjének ndvekedése az
id§ fiiggvényében

; 1.10° db/ml . 2,5 . 104 ab/m
/mml(
Tok T
50 ug
.50 ng < L ¥ 25 g
60“_ 25 }‘g i /l’/&f //
§ ,F/ /x
S0 //4‘112.5 ng L j;/;r o 12.5 pg
¢/ .
{ A
//
4o /6,25 ng /
. 4 LS 6,25 ng
i & o
307 //’V
. 3,12 g i
V‘/
20+ T

éra
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A zéndk 26-27 Srdig intenzivebben, azutdn kisebb mér-
tékben nivekszenek. A késlSbbi idSpontban 26-28 Jra
utdn a 2zéndk hatdra fokozatosan életlenné vdlik, majd
a tdpkozeg kisdrgul. Ekkor azonban dtesd fényben jél
lédthatd szabdlyos kerek telepek alakulnak ki, amelyek-
nek egyméshoz viszonyitott mérete, szemmel jé1 becsiil-
hetd és toldmérdvel - kissé nagyobb pontatlansdggal
mint a zénadtmérsd - mérhetd.

3.3.8. A metionin gtereoizomerjéinek szerepe

A vizsgédlathoz D, DL ég L-metionint haszndltam.
A tépkbzeget 1/8 mennyiségben pufferoltam, 300 pug in-
dikétort, 5 % cukrot és 10° db/csésze konidiumot tar-
talmazott. A korongokra 50 és 25 ug aminosavat mértem
Hamilton fecskendd segitségével. A 30°C-on végzett 25
6rai inkubdecid utdn a D-metioninndl nem indult fejlé-
désnek. Az L és DL készitményeknél két pdrhuzamos mé-
rés eredményeként a zdéna dtmérék az aldbbiask szerint
alakultake.

Amino- Zénad tmérsk

sav

B L-metionin | DL-metionin
50 53,9 46,9

25 46,6 42,6

2. 8z. tdbldzat

A zénadtmérék és metionin sztereo-
izomerek kvzdtti Usszefilggés



A DL-metionin a védrhaté értéknek megfelelSen alacso=-
nyabb zénadtmérdk kialakuldsdt eredményezte.
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4o A "NAGYLEMEZ" MODSZER MERESI EREDMENYETI
ES MATEMATIKAI STATISZTIKAI ERTEKELESE

4.1. A metionin mennyigég és a zdnadtmérfk kidzbtti
Bpazefilggés vizggdlata

Az ezzel kapcsolatoe vizsgélatokhoz a nagyobb
és a kisebb lemezt is felhaszndltam. A metionint a
2+4.9.3. pontban ismertetett elrendezésl tervek sze-
rint vittem fel & lemezekre. A nagyﬁbbikra 5=10=15=
20-25-30-35~40 ug, a kisebbre 5-lo-20~40 ug mennyl-
ségben., Méréseket végeztem lyukdiff\iziéval és pa-
pirkoronggal egyarént 3-5-gzdri lsmétlésben.

4.1.1, A z2énadtmérdk, a konidium gliriiség ép az inku-
bdcids 1d8 kbzbttli Ssmzefiiggés nagy lemezen

Az elfkisérletek sordn ilyen jellegl méréseket
végeztem, de ezeket Petri-osészében és csak 25 ug me~
tionin/korong értéknél mértem. Szilkségesnek mutatko-
zott, hogy ezt nagy lemezen pontosabban meghatérozzam.
A kisebb méretil {iveglapon kapott, a lyukdiff\izids el-
jdrédssal mért eredményeket a 3. sz. tdblézatban fog-

laltam Bosze.



- 36 =

Ezekb8l az adatokbdél a szemléletesség ndvelése érde-
kében két &brdt /4. és 5. 524/ készitettem. Tovdbbé
az ls és 2. 8z, felvétel a 105/m1 konidium siiriiség
mellett, 24 Srds inkubdlds utdn bemutatja a lemezen
kialakult zéndkat, lyukdiffiziés és papirkorong el=-
jdrds esetén.

A méréei adatok alapjdn megdllapithatd, hogy
az inkubdcids id8 meghosszabbitdsdval, a magasabb me=-
tionin koncentrdciéndl a zdénadtmérd ndvekedése erd=-
teljesebb, ezért az egyenes meredekebbé vdlik, kize-
1it a tg 45°-hoz, igy a két tényezd kvzttti Gsszefiig-
gés szorossdga novekszik.

A konidium siiriiség vdltoztatdsa is lényegében
az elébbi megdllapitdst bizonyitja. Ugyanis nagyobb
siiriiség esetén a zéna hamarabb kialakul. 10”°-nél 20
éra milva mérhetd, ugyanakkor 10%-né1 nég nem szabd-
lyos kerek, 102-nd1 pedig még nines kialakult zdéna.
24 éra eltelte utdn 10°-nél - de & tUbbinél is késdbb -
a z6ndk "eltregednek". Ez a zdéndk Osszentvését, a zb-
nahatdr élességének elmosdddsdt, dltaldban a kontraszt
/lila és sdrga kozott/ csbkkenését jeienti. 105/ml ko=
nidiumsiiriiség esetén a legnagyobb a maximum és minimum
zénadtnérs kozotti killonbsége Ez dtlagosan 2,5 cm,5
és 40 pg metionin értdék kozttt és a mérhetd zdéna kia-
lakuldsdhoz 19-20 éra szilkséges.



Konidium siiriiség

Metionin 107 104 109
e 20 6ra| 22 6ra |24 6ra |20 bra | 22 Sra | 24 bra |20 Sra 22 Sra | 24 dra
5 28,42 | 30,02 30,35 |33,05 | 37,37 | 39,42 - 35,95 | 39,40
lo 35,05 | 37,97 |37,95 |36,15 | 43,40 | 46,12 - 38,42 | 43,92
20 39,59 | 47,97 |49,42 | 37,55 | 47,22 | 50,62 - 40,02 | 46,02
4o 47,40 | 55,22 |57,40 | 38,47 | 49,75 | 54,50 - 40,90 | 47,40

3. 82. tdbldzat: A konidiumsiiriiség, az inkubdldsi id§ és a zénadtmérdk kizbtti Ussze=

fiiggés



4. 8z. 4bra

A zdénadtmérbk és az inkubdcids id8 kozotti

zénadtmérs
/mn/

Gob J10° konidium/famls

Osszefliggés nagy lemezmm

55¢

5ot

455

4ot

35r

2 - 10 — | , B e

metionin pg



Id / 7 ed
* zonaatméro

/mm/
5. SZ. abra
A zdénadtmér8k és a konidium szuszpenzid
af’ sliriisége kozotti Usszefiliggés nagy lemezen
60 s 0 : : "
i /30°C, 24 Sra inkubdcid/
10°
i)
554
5o+
451
40«
354
304-

1o 2o Ao

Uy

metionin M8



l. felvétels A zénadtndrfk kialakuldes & 2.2.5. ponte-
ban iscertetett tdpkiszegen. A metionin nemnyisége 5,
lo, 20, 4o ug /papirkorong/

2. felviétol: A zbnadtnérfk kialaluldsa @ 2.2+5. ponte
ban isertetett tdpkizegen. A metionin mennyisége 5,

10, 20, 40 ug /lyukdiffizié/
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4e1:2s konidiumok stimuldci éle Skivonattal

Az A, niger konidiumok kihajtdsédnak kirnyezeti
feltételeit tobben is vizsgdltdk. Ferenczy L. sajdt
megfigyeléseit is figyelembevéve Javasolta, hogy a
mérépl eredmények szérdsdnak csbkkentése érdekében
0,5 %=~o0s élesztékivonattal 1 Srdig dztatott konidiu=-
mokat haszndljak fel mérésre. Gyakorlatilag ez any-
nyit jelentett, hogy a konidiumok lemosdsdt a fer-
de agarrdél ezzel az oldattal végeztem és rdzogattam.
Egy 6ra milva a 2.1, pontban leirt médon jdrtam el.

A nérési adatokat a nagyobbik lemezrdl 8 méré-
gl oldatbél olvastam le és a 6. s2z. grafikonon dbréd-
zoltam.

Ebben az esetben a kilszdb értéke, az 5 ug-hoz
tartozd zénadtmérd dtlaga magasabb, a felsd hatdrér-
tékhez, a 4o pg-hoz viszonyitva és emnél fogva ki=-
sebb egy egyenes meredeksdége. Ezzel szemben az ine
kubdeids id8 rovidebb lett 5 Sérdvale A mérési adatok
szbrdesa egyik lemezen s ® 0,24 é8 8 = 0,96 mm kizdtt,
a ndsikndl s = 0,65 , 8 = 1,62 mm volte
E mérés eredményeit figyelembe véve nem tartottan
pziikeégesnek a tovdbbiakban e miivelet k8zbeiktatdedt.



45

35

Ge 8ze dbra
A konidiumok stimuldeidja 2 /19 éxa/
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4424 A lyukdiffizids és papirkoronzos mérédsi médszexr
Sgszehagonlitdsa

Mind a két mbédszerrel, két pdrhuzamos lemezen
mérten a zdénadtmérdk adatait /y/. Szdmitottam az e-
gyes metionin mennyiségekhez /x/ tartozd mérési ada-
tok szérds adatait. lMegkerestem, hogy a kapott érté-
kekhez milyen fiiggvény illeszthetd ds kiszdmitottam
a regresszibs egyenes korreldecids egyiitthatdjdt.

A nérési adatokat a kivetkezd tdbldzatok tartal-
mazzdk ille. a 7. s 8. dbrdk szemléltetik.

A mérési adatokat koordindte rendszerben dbrd-
zolva azt mutattdk, hogy az Usszefiiggés egyenessel
nen jellemezhet8. Logaritmus fiiggvényt illesztive, a
mérési pontok az y = a+b log x regresszids egyenesen
fekszeneks A korreldecids egylitthatdk:s /papirkoronsokndl/

r = 0,992xxx

ry = 0,979

Az Gsszefiiggés igen szorog. A két regresszids
egyenast a T. ©z. dbra szemlélteti. A mérési adatok
szbrds értékei viszont elég nagyok, amit eldidézhet
az 4tmérd mérés hibdja, a konidiumok esetleges egyen-
18tlen eloszldsa, a rétegvastagedg ingadozdsa és a
papirkorong tapadésdbdl és egyenlStlen vastagsdgdbdl
szdrmazé hiba. Az oszlop és sor Usszegek mind a két
lemeznél enyhe lejtési hibdt is mutatnak.
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Papirkorons médszer

l. sorozat

Elrendezés szexrints
5046 34,1 45,2 51,7 49,3 39,5 45,6 50,6 366,6
51,4 49,0 44,3 50,4 34,8 48,1 49,7 49,1 376,8
51,1 50,3 49,9 51,1 47,4 34,5 44,4 43,0 371,8
44,2 47,3 35,2 47,6 49,7 40,9 52,0 43,4 376,3
47,4 45,2 47,8 35,3 49,1 52,3 50,3 49,4 376,3
52,4 51,7 52,8 50,4 43,8 47,0 35,1 46,3 379,5
50,8 53,7 B1,8 44,4 46,9 50,2 49,3 34,5 38l,0
39,8 52,0 52,9 49,0 52,0 48,2 44,0 51,6 390,2
BN,T7 382,7 379,9 379,9 373,0 371,4 370,4 373,9 3018,9
Lenetionin mikrogran /x/
5 lo 15 20 25 3c 35 40
34,1 39,5 45,2 45,6 50,6 49,3 51,7 50,6
34,8 44,3 49,1 49,0 48,1 50,4 49,7 51,4
34,5 43,0 44,4 47,4 49,9 51,1 50,3 51,1
zéna | 35,2 44,2 47,3 47,6 49,4 50,9 49,7 52,0
dtmé=| 35,3 45,8 47,4 47,8 49,1 50,3 49,4 52,3
r8k | 35,1 43,8 47,0 46,3 50,4 51,7 52,4 52,8
/y/ | 34,5 44,4 46,9 50,8 49,3 51,8 50,2 53,1
39,8 44,2 49,0 48,9 52,0 51,6 52,9 52,8
dtlag| 35,4 43,6 47,0 47,9 49,8 50,9 50,8 52,0
erds! 0,44 0,66 1,63 1,64 1,17 0,85 1,35 0,90
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2. sorozat

Elrendezés szerint:

42,8 26,4 39,1 47,6 45,2 31,8 40,7 45,8 293,0
48,1 41,5 35,0 46,1 25,5 44,8 46,7 37,4 299,6
45,3 47,3 46,4 48,5 45,0 24,2 4o,0 32,7 305,2
36,7 40,3 27,7 44,5 48,2 46,2 49,0 45,7 3lo,6
41,4 35,9 44,5 26,0 46,8 49,0 46,1 37,5 311,2
49,1 50,9 48,8 46,1 35,3 42,5 25,4 42,9 315,6
45,4 49,7 49,3 36,1 40,8 47,8 45,1 26,2 314,2
31,8 47,0 49,0 43,0 49,1 45,6 36,4 47,9 318,0

3068 312,6 312,1 311,9 310,4 307,7 304,0 299,0 2467,4

Lenetionin mikrogran

5 lo 15 20 25 30 35 40

26,4 31,8 39,1 40,7 42,8 45,2 47,6 45,8
25,5 35,0 3T,4 41,5 44,8 46,1 48,7 48,1
zéna | 24,2 32,7 40,0 45,0 46,4 45,3 47,3 48,0
dtmé=| 27,7 36,7 40,3 44,5 45,7 46,2 48,2 49,0
v8k | 26,0 35,9 41,4 44,5 41,8 46,1 47,5 48,8
/y/ | 25,4 35,3 42,5 42,9 46,1 50,9 49,1 48,5
2642 36,1 40,8 45,4 45,1 49,3 47,8 49,7
31,8 36,4 43,0 45,6 47,0 47,9 49,0 49,1

étlag 26.65 34,98 “996 43’76 45,58 47,12 47,90 48,50

sdds| 0,93 1,79 1,81 1,85 1,36 2,05 0,81 1,18




|

{« B87Z. &bra
tindrs /mn/

w?
Az L-metionin mennyisére és a
zénadtmérdk kozotti Osszefiizgds
/papirkorong médszer/

zénaf
50
45 1
40 1
35 =
30 9
27

yi = 1,42 23,35 « log
lo,1lo0 + 24,83 log x
10
L -
1O
o — SN,
0, 1,0 146
: + . + +~- 1 +—t 1' X metio }13,
s 1o 1 20 25 30 35 4o
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Lyukdiffizids médszer
l. sorozat

BElrendezés gzerint:

53,5 38,4 49,7 58,0 56,3 44,8 51,5 55,8 408,0
56,1 52,0 45,8 54,9 38,9 54,8 55,8 50,8 408,8
54,3 56,4 53,6 57,0 52,3 39,0 50,8 45,0 408,4
45,1 49,4 38,2 52,2 56,1 54,6 56,6 53,3 405,5
49,9 45,0 50,8 38,5 53,6 57,2 55,3 56,0 406,3
55,8 55,1 56,9 53,5 44,6 49,2 37,0 55,6 407,7
50,1 56,5 55,0 44,2 49,0 56,4 53,6 36,3 4ol,l
35,7 53,0 56,6 48,8 56,3 49,3 43,7 54,7 397,1

40,5 405,8 405a6 40T7,1 407,1 405,0 404,3 407,5 3242,9

I~metionin mikrogram /x/
5 lo 15 20 25 30 35 4o

38,4 44,8 49,7 51,2 53,5 56,3 56,0 55,8
38,9 45,8 50,8 52,0 54,5 54,9 55,8 56,1
zéna | 39,0 45,0 50,8 52,3 53,6 54,3 56,4 57,0
dtmé- 38,2 45,1 49,4 52,2 53,3 54,62 56,1 56,6
r8k | 38,5 45,0 49,9 50,8 53,6 55,3 56,0 57,2
/y/ | 37,0 44,6 49,2 51,1 53,8 55,1 55,8 56,9
36,3 44,2 49,0 50,1 53,6 55,0 56,4 56,5
35,7 43,7 48,8 49,3 53,0 54,7 55,6 56,3

dtlag| 37,75 44,77 49,70 51,12 53,61 55,02 56,0 56,55

ewdds| 1,25 0,63 0,76 1,14 0,42 0,60 0,31 0,48




Elrendezdés
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2. sorozat

szerint:

5242
53,4
52,7
41,3
45,9
50,3
47,9
34,2

36,8
50,6
54,3
46,7
41,1
51,4
53,0
50,45

42,8
42,5
50,4
35,0
48,2
53,8
51,8
52,9

54,5
52,7
5340
48,2
34,0
49,9
41,1
46,5

5342
35,6
48,3
53,0
49,9
1,5
45,6
53,4

43,5
52,42
35,1
52,5
52,6
46,4
52,8
47,9

49,8
54,2
47,2
53,1
51,9
34,8
49,9
41,1

53,4
4744
42,5
50,7
52,7
48,0
34,3
52,8

392,2
388,6
383,5
380,5
376,3
376,1
376,4
379,3

3T7,9 384,4

383,4

37949

380,5 383,0

382,0 381,8

3052,9

L-metionin mikrogram /x/

lo

15

20

25

30

35

4o

zéna
atmé-|
rék

ly/

4345
42,5
5245
41,3
41,1
41,5
41,1
41,1

48,8
47,4
47,2
46,7
45,9
46,4
45,6
46,5

49,8
50,56
48,3
48,2
48,2
48,0
4749
4749

52,2
52,2
50,45
50,7

5342
52,7
52,7
5245
51,9
5144
51,8
52,8

54,45
54,2
54,3
53,0
52,7
53:5
52,8
52,9

53,4
53s4
53,0
53,1
52,6
53,8
53,0
5344

dtlag

34,95 41,82 46,83

TS

[ Bey 7
\~,32 7107J(

52,37 53,48

53,21

s

0,28 0,90 0,32 0,67 1,05

0,61 0,80

0,36
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A két méréshez tartozd regresszids egyeneseket a 8.
s8z. dbra mutatja. Az egyenesek korreldecids egylitti=-
hatéis r, = 0,983

r2 = 0.995°m

A variancia elemzés segiteségével a lemezen t0r-
tén8 elhelyezésb8l szdrmazé hiba szdmithatdé volna,de
igy is ldthatdé, hogy az oszlop és sor Usszegek jelen-
t6s eltérést nem mutatnak. Tobbnyire a szélsd /fal
melletti/ sorok, ill. oszlopok Usszege tér el nagyobb
mértékben az dtlagtdél. Ezt a fal melletti hatdst mdr
mdsok kordbban megfigyelték és leirtdk /Lees and
Tootill, 1955/

A regresszids egyenesek egyenleteivel kiszdmitott
/becsiilt/ x értékek a kdvetkezSképpen alakulnak:

lyukdiffizié | papirkorong
fl xgi x ng %5 X

5 4,095 4,658 | 4,376 | 5,884 4,640 | 5,26
lo 13,047 0,901 | 11,474 | 13,073 1lo,046 |11,56
15 16,310 17,135 | 16,72 18,255 16,855 | 17,50
20 19,221 20,228 | 19,72 19,942 22,678 | 21,30
25 | 25,635 26,334 25,984 | 24,033 26,848 | 25,46
30 30,175 31,570 30,87 | 26,777 30,969 | 28,90
35 33,846 34,132 | 33,99 | 26,513 33,293 | 29,9%0
4o 36,016 34,859 | 35,44 | 29,887 35,197 | 32,55




zénadtmérs
/rm/ 8¢ 8z. abra

¥ Az L-metionin mennyisége 1
és a zbnadtmérdk kozotti
osszefliggés

55
/lyukdiffézids/ VAR £

] y j{ A{ ig’
/
| /9
50§ / i/
§ :."
ﬁ ¢ /
i / /
§ / /f
: /f ///
/ /
| /
4 5 '. / : /*
I / (0
/ / <
/ / y] = 25,56 + 19,91 . log x

\£0

/ yé = 20,96 + 20,95 . log x

| .
log x

3 5 | . e s e e A - S vt W<

i e s ot S s e S (o metionin pug
5 lo 15 : 20 25 30 4o



Riutdn a beesiilt értékek a valddi értékektdl pluez
ée minusz irdnyban véletlenszeriiek, ezt pontatlan-
gégnak tekinthet jilk, amit nagyobb szdmi méréssel
pontosabban meghatdrozhatndnk. _

Mind a zbénadtmérdk szdérdsértdékei, mind a reg-
resszids egyenes segitségével becsiilt x* értékek a
lyukdiffizids médszernél mutatnak kisebb pontatlan=-
pdgot, ezért a tovdbbiakban a lyukdiffizids médszert
alkalmaztam.
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4.3. A _minta aminosav tartalminak mephatdrozdséra
8201416 prdmitdsl mddszerek

A mi mérési kdrtilményeinkre sajnos nem alkalmaze
hatdoiees és Tootill 4ltal ismertetett médszer, ezért
a meghatdrozdshoz szilkedéges matematikai formuldkat ma-
gunknak kellett kidolgozni. A mi esetiinkben egy 8x8-as
lemezre, 1 standard és 3 minta felvitele lehetaéges.

A ptandard mennyisége mindig 5 ug és 40 ug metionin/
0,1 ml,

A minta vérhaté metionin tartalmdénak 5 ug és 4o
pg/0,1 ml k¥z8tt kell lennie. A nagyobb mérési pontos-
sdg eldérdégse céljdbbl két koncentrdcidban célszeril az
oldatot késziteni, A t¥ményebbSl felezd higitdssal ké-
szlteilk a médsikat.

Egy lemezen igy minden metionin mennyiséghez /kon-
centrdcié értékhez/ nyolc zénadtmér§t mérhetiink. A me-
tionin mennyiségét /x/ a mért zénadtmérSk Atlagdbdl
/y/ grafikusan, vagy a megforditott regressziés egyen-
let segltségével a kovetkezSekben ismertetett szdmitds-
menettel ill. nomogrammal hatdrozhatjuk meg.
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4,3.1s Grafikonos megoldéds

A grafikonos megolddsndl sz y tengelyre felvesz-
gzilk a zénadtmérsSk értékeit, az x tengelyre a log x
értékeknek megfeleld tdvolsdgokra & metionin mennyi-
gég értékeit S5-4o0~ig. A standardokkal mért értékeket
a koordindta rendszerben dbrdzoljuk. A mintdndl nért
zénadtméréhP¥z tartozé metionin nennyiségét az egyenes-
r§l leolvassuk. Ez a8 megoldds elvégezhet§, de nehéz-
kes, mert minden lemezhez meg kell a grafikont szer—
keszteni. Ebben az esetben célszerii négy koncentré-
ciéban felvinni a standardot /5, lo, 20, 40 pg/, ek-

kor viszont csak két minta mérhetd egyszerre.

4.3.2. A forditott regresszids egyenlet kigzdmitdsa

Az x értékét a regresszids egyenes egyenletébll
Ao
y=8+blogx
zoak pontatlanul szémithatjuk, ezért szilkeéges 8 for-

ditott regregszid kiszdmitésn, Bhhez az egyenlet e~
gyltthat6jdt /bf/ a kbvetkezSképpen szémithatJuk,

2 1
lo bfzr S

ahol r = a korreldcids egylitthatd.



Az Allandé /af/ értéke egyenl§

x(s

és végill & forditott regresszids egyenlet

1
\\‘0

A lyukdiffiziés és papirkoronggal torténé méré-
gek esetén az egyenletek a kovetkezbk /7. és 8. dbra/s

g lo
\
y, = 25,56 + 19,91 . log x  10g x;= =1,8173+0,0607.y
1C te
Yp = 20,96 + 20,95 . log x  10g Mz= =0,9749+0,0472.y
A laboratdériumi gyakorlat szédméra ezonban ez az
eljdrdsi méd nem alkalmas, mert nagyok sok szdmoldst

igényel, csak komputeres szémités esetén haszndlhaté.

403030 §__Z_ré.n:lité§~ a8 méré)s(i adatekbél

\15
y=8+b . log x
PiiggvénybSl kell kiindulni. Az egyenlet egyszeriisithe-

1
t5, ha be logX=o0 » ekkor ugyanis
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Ez akkor igaz, ha x =1 ., A ni esetiinkben 1 ug metio-
nin nen mérhetd, de az 5 ug-ot is vehetjilk egységnek.
Ebben az esetben az 5 ug metioninhoz tartozdéd zdnadtmé-
rd Y = 8 o

A mérési tartomdny fels§ hatdrdt képezd 4o ug ak-

kor egyenld 8-cal. Ily médon az ezgyenlets
Jo
Tao = I35 + b . log 8
ebbdl 8 b szdmithatd

“Yog B
a "b" és az ismeretlenhes tartozd zénadimérs /y./ is-
meretében
\C
Vg = Vg * b . log x?
ebbSl
N Vg =
2e log x* = —-——s——iw
Jo
3. X = num, log X' . 5

Az bttel vald szorzds azért szlikeédges, mert ezt
védlasztottuk egyséznek, & valédi értdék &tszbr nagyobb.
A regresszibs egyenlet torzitdsi hibAjdt tapasztalati
dton dgy kiilonbdztethetjiik ki, hogy 6t helyett 4,5-del
szorzunk,



4.3.4. A nomogrammosg megoldds

E médeszer alapjét az képezi, hogy az el8bbi hé~-
rom egyenlet adatai eldre kiszénithaték, mert a méré-
sl tartomdny 5 és 4o pg kozdtti metionin és a hozzé
tartozdé zdénadtnérdk, nem végtelen sok, hanem 61 de-
finidlhaté szélaodértékek koz8tt mozognak.

Az x tartomédnya: 5 = 40 pg
AZy5-"- 25~ 40 mm
Azy4o—"- 45 - 65 mm
Az y =" = 25-65 mm

Az Y40 = ¥s5 tarte 14 - 26 mm
Az y_ ~ Y5 tart. 0 = 26 M

AZ y5 0 Fpo 0 Yx és a x ktztti Yeszefiiggés egy~

szeril megolddsdt adje a 9. ébra.
Az ébra alapjdul az emlitett egyenletek Ysszevont a-

lakja szolgdl: g g
X = 4,5 num. 1lg —= 2.

Ygo‘ YE
8
A nonogram szerkezetére rendezett alakja 3

1
X = 4,5 num. lg /yx-y5/ 73;)-;_3;57 . 1g 8
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A nomogram szerkesztése 3 nomogram 8sszekapcsold-
pdval készillt. A két els§ egység az Iz = ¥ és az
Va0 = T klil¥nbségének meghatdrozédedt, szolgdljék,
amelyeket 8z yp » ¥, és Y5 @zonos mértékil skdldn
valé dbrdzoldsdndl szdmolde nélkiil megrajzolhaté.
Mivel y - értékintervallums 24~t61 kezd6dik, a ked=
vez8bb méret kialakitds miatt a jobboldalra kijuté
/az &brdn nem 14thaté/ eredményksdlét 24 egységgel
eltolva dtértékeltem. . '

Az Y~ ¥5 eredményét ferde g6rbe sereg segitsé-
gével, a pontossdg #s leolvashatésdg szémdra kedvez8bb
filggbleges tengelyre vittem 4t, amely a lg-os szo0rzé
skdla fliggSleges tengelye. A ferde értékdtvivs gbr-
besereg a kész lg szorzbé skdla és a Y = V5 eredmé-—
nyeinek az Ysszekbtésével késziilt.

Al Y40 = Vs képzése az Jg = 5 = megolddéval a-
zonogan késziilt, az eredménydét a lg szorzé skédla a-
latti segédegyenesre vittem; amely:

~'&a lg szorzé skdla vizszintes tengelyét is al-
kotja T

-8z ¥,, =~ V5 érték ékéia'reciprokét és a 1g 8
hédnyados képzését is megoldja
tovédbbd a skdla hosszisdg ndvelésével a pon-
tossdgot és leolvashatdsdgot is Javitja és
végiil a.szorzéhkéléra‘a ledl§asés vonal veze~
téeének irdny&t is megvdltoztatja 90°-kal,
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A segédegyenes két végpontjdt az Yo = Vs szdnitds-
ba vehetd értéktartomdnydnak végpontjai adjdk. A
segédegyenes pontjainak értékét a kivetkezd tdbld-
zat és az Yo" 75 vizszintes vonalainak metszéspont-
jaibdél nyertems

= 1g 8
J - oo ¢« 48
4o 5 Y40 Is Y40 5
14 040715 | 0,0646
16 0’0625 0'0564
28 0,0357 0,0323

Ezen a médon a lg szorzd-skdla vizszintes és
fiigg6leges tengelyének érték tartomdnydt és beosz-
tdsdt nyertems. A gkdla gbrbe vonaldnak szerkeszté-
séhez, minden vonalat 7 ponton szdnitottam és szer=
kesztettem a kivetkezd tdbldzat alapjdny dilletve
ugyanez a tdbldzat y - Y5 = Gy Ty 8 sesvssee 26
értékekkel /Usszesen 21 hasonld tdbldzat/.



Y40~7s5 lg8=10) ye=¥5 I /ygx=yy/ wmlgi/y-ys/ 45 numlg 5/y-ys/
0,0323 5 0,1615 1,450 6,53
0,0348 5 0,1740 1,493 6572
05,0564 5 0,2820 1,914 8,61

-vg-
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Ezen tdbldzatok adataival a lg szorzdskdla megszer-
keszthetfs Az eredeti nomogram 350 x 570 mm méret-
ben késziilt, amelynek kicsinyitett médsolata a 9.
dbrdn ldthaté, az alkalmazdsi kulccsal elldtva.

A nomogram ® értékének 0,5 pontossdgi gyors
meghatdrozdsdt teszi lehetdvé, amelyre a kivetkezd
kontroll példdkat emlitem megs

Y Y40 s szdnitott nomogPambél | 4 x |

46,4 51,8 38,5 15,3 14,9 0,4
36,7 4554 25,9 14,3 14,2 0,1
50,1 61,6 37,3 13,4 13,7 0,3

A nomogram alkalmazdsdhoz célszerii karcolt celluléz
lapot mint leolvasd segédeszkdzt haszndlni,



4e4. Vizegdlatl mintdk mérégi eredményei, gzéréé ép
hiba ’

A médszer kiprébdlédsédrs marhahis hidrolizdtumot
/yestort és Beef. extract/, Bacto pepton /Difco/, é-
lesztSkivonatot /Oxoid/, szérumalbumint /bovin~Fluka/,
globint /eajédt prepardtum/ és deszt. vizes metionin
oldatokat vittem fel a lemezre, az eredményeket rész-
ben grafikonnal, részben a 4.l.4.3. pontban leirt
szdmitdsmenet alapjén hatdroztam meg. A mérést 20 és
24 6ra inkubdlds utdn is elvégeztems A tédbldzati e-
redmények a mintdk alacsonyabb és magas koncentrdcibi-
hoz tartozd mérések &tlagdt jelentik,

A 4, sz. tAblézat adatai mutatjédk, hogy tiszta
metionin oldat esetében mért szbérds 5,7 ~ 8,8 %. A
24 Srai inkubdciés 1d8 utén t5rtén§ értékelés adatal
4tlagban kzlebb vannak a valédi értékhez. Ez igazole
Ja 4elele pontban tdrtént megéllapitést, miszerint
24 6rail inkubdcid esetén a regresszids egyenes mere-
deksége nagyobdb mint 20 6rdndl. 24 Srai értékelés u=-
tdn, 95 %=~o0s valésziniisdgl szinten a konfidencis ha-
térok: lo ug-ndl = 0,65 ng , 20 pg=-ndl = 1,44 ng.

A vizegdlat mintdk kozl a Beef extract-bdél, a
gzérumalbuminbél és a globinbbl szabad metionint ki-

mutatnli nem tudtam.



4e B8z. tdblézat

Az Lemetionin mennyisége tisztdn metionint tartalmazd
mintdkndl nért adatokbdl szdmitva

Valédi Lemetionin mennyiség

lo ng 20 pg
1 2 3 1 2 3

10,64 0,87 10,26 | 25,39 20,89 20,89
9433 lo,00 9,61 | 20,13 19,26 19,70
11,20 11,16 11,18 | 22,61 21,85 22,23

Usszeg 51,73 50,33 50,97 | 85,35 104,76 105,45

Atlag 10,32 10,07 10,19 | 21,34 20,95 21,09

Szérés 0,749 0,567 0,582| 1,763 1,298 1,411

Szérds % | 7,49 5,67 5,82 | 8,81 6,49 7,05

b1y ¥ 0,84 0,63 0,65 2,36 1,44 1,56

| ) o L 5 L41 a ~r e £ <r A~
L » ol ®) ) ‘\J_'_U, Je A UL, X=Iner vevtenn

# e L
LKUDACLO,

el = N 2
i Te | & =]
i (S CLo <

ill. az 5. tdblézat be-
calilt szdrdsdt S Upszefiiggés alapjdn szdmitottam.
A konfidenciahatdrok meghatdrozdsdhoz a kizépdérték

A szdérédst

sz0rdsdt By = ﬂ%%= Ugszefliggés alapjdn dllapitottan

mege A két konfidenia hatér hys by = X ¥ tp% ¢ Bz .
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Kérdés, hogy e nativ fehérjék jelenlétében a szabad
metionin meghatdrozhaté-e? Két pdrhuzamos lemezen al=-
bumin és globin esetében, lo mg/ml tdménységil oldat-
ndl a kbvetkezd adatokat kaptam.

Hozzé mért metionin albumin globin
20 ug 21,4 19,3 18,7 19,2
25 ug 24,6 25,3 24,3 25,4
30 png 30,9 31,3 29,6 31,2

Az eredményekbdl ldthaté, hogy szdérds mértéke a
tiszta metioninndl mért ezdrdsi hatdrokndl nem na-
gyObbo

A yestor, pepton és_élesztfkivonat esetében
csak a ldtszdlagos metionin tartalmat tudtam megha-

tdrozni, mivel kémiai mdédszerrel mért Usszehasonli-
tdei adat nem 411 rendelkezésemre. Fixion lemezen a
jelenlévé polipeptidek miatt a metionin elvdlasztd-
sa nem gikeriilt. A szabad aminosavak meghatdrozdsd-
hoz szilkséges membrédnsziirdt pedig nem 11t médunkban
beszerezni.

Az éleszt8kivonat metionin tartalmdt az Elelmi-
szeripari Fdiskola Kémia Tanszékén magyar gydrtmdnyd
aninosav analizdtoron meghatdroztdk és azt 0,65 %-nak
taldltdke.



Az dltalam mért dtlag 0,57 %. Az automata analizd=-
tor oszlopdra azonban csak eldirdsszeriien 6 N HCl-
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val hidrolizdlt minta vihet§ fel. Ennek kﬁvetkez—

tében a két mérési eredmény nem hasonlithatdé Ussze,

mert a hidrolizis sordn egyrészt metionin veszieség

41l eld, mdsrészt a polipeptidek hidrolizise kivet=-

keztében a szabad metionin mennyisége novekedhet.

Az aminosgav

gzont kevés

robioldgiai

analizdtorba bevitt hidrolizdtumot vie
metionin tartalma miatt nem lehet a mike

eljdrdssal mérni,

L-metionin ug/0,1 ml

Yestor Eleszt8kivonat Pepton

20 B 24 % 4tlag |20 2 24 * 4tlag |20 2 24 1 &tlag

15,3 15,9 15,6 | 24,3 21,6 22,9 746 Ts5 Ty5

14,7 15,2 15,2 22,5 22,5 22,5 8,3 T,8 8,0

12,9 13,8 13,8 23,6 22,2 22,9 8,3 Te3 7,8

14,8 14,3 1,43 - - - - - =
bsszeg |57T,7 59,2 58,9 | 7,04 66,3 68,3 |[24,2 22,6 23,3
dtlag [14,4 14,8 14,6 |23,4 22,1 22,7 8,1 To8 Ty7
gzbrds | 1,05 0,93 0,83 | 0,91 0,46 0,24 | 0,41 0,41 0,26
S % Ts29 6,31 5,72 | 3,89 2,07 1,08 | 5,01 5,29 3,43
2122 1,08 0,96 0,86 | 1,08 0,54 0,29 | 0,48 0,49 0,31

5¢ B8ze tdbldzat

A vizsgdlati mintdk ldtszdlagos metionin tartalma

grafikonos megolddssal értékelve




E mintdkra vonatkozd mérési adatok elemzése alapjén
elmondhat juk, hogy a szdérds itt sem nagyobb, mint a
tiszta metionin esetén. 95 %~o0s valésziniiségi ezin-
ten az 4tlagtél vald eltérés konfidencia hatdrai 24
6rai inkubdcié utdn t8rtént méréseknél:

yestor -1 ¥ 0,96 pg
élesztSkivonat ¢+ + 0,54 ng
pepton .+ 0,49 pg

Szélni kell még a higitds szerepérSl. A minta
két koncentrdcidban t¥rténS felvitele t8bb szempont-
b6l is indokolt. Egyrészt két mérés sorozat dtlaga
nagyobb valdszinlieéggel kbzeliti meg a valéddi érté-
ket. Mdsréeszt az egyenestfl valé szérds kisebb x ér-
téknél mds, mint nagyobb x értéknél, igy a kett§ egy-
médst kiegyenlitheti. Tovdbbd elSfordulhat, hogy a me-
tionin mennylsége t8bb vagy kevesebb a vArhatéd érték-
nél és ennek kdvetkeztében nagyobb a valdszinlisége,
hogy legaldbb az egylk higitds a mérési tartomdnyba
eslika.

A yestorra szdmitott adatok a 6. sz. t4blézat-
ban taldlhaték.



A higitds
Atlag
1/2 v g foe)
20 & 24 B 20 & 24 B 20 P 24 B
14,8 13,6 17,3 17,8 16,0 15,7
13,6 14,8 17,2 14,2 15,4 14,5
12,4 13,3 12,6 13,5 12,5 13,4
1440 13,6 14,6 1440 14,3 13,8

6e 87 tdbldzat

Yestor lédtszdlagos metionin tartalma méréei

adatokbdl szdnitva

A 6. Bz. tdbldzat adatal nem egyeznek meg az 5
8z. tdbldzat eredményeivel, mivel ott'grafikonos
negolddst alkalmaztam, de az eltérések és szlrdsok
értékei hasonldak. A két koncentrdcidban torténd mé-

rés az eredmények alapjdn indokolte.
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MEGBESZELES

Célkitlizésilnk az volt, hogy A. nigerbSl amino-
sav mérésére alkalmas mutédnsokat nyerjink és a mérés
kisérleti feltételeit meghatdrozzuke. Munkdm sordn si-
keriilt mérésre alkalmas aminosav dependens mutédngo-
kat nyermi.

A mérésnél az alapvet§ feladatot a megfeleld
nagységi és éles hatdrvonald zdéna kislakitédsa jelen~
tette. A problémdt megoldottuk. Az indikdtorral lilés=-
virdsre szinezett tdptalajba kevert konidiumok, a dif=
fizidés zéndban fejlSdédsnek indulnak és savképzéeitk 41~
tal citromsdrga, j61 szembetiin és mérhet§ zéndt al-
kotnak. A tdptala]j egyszeril és a lemezbntéstfl a ter—
mogztdtba helyezéaig - kiilontsebb gyakorlat nélkiil is
- 30~40 perc alatt elkészithet§ a lemez. A mérés pon-
tossdga szempontJAbdl lényeges, hogy a tdpkdzeg hi-
nérséklete 45 s 50°C kvzbtt legyon. Alacsonyabb hS-
méraékleten a tdpkdzeg viszkozusedga miatt a konidiu=
mok nem keverhetSk J6l1 el és nem lehet egyenletes le-
mezt nteni. EbbSl az okbdél feltétleniil szilkséges még
az iiveglemez elémelegitése, ugyanis magasabdb himér-
sékleten a konidiumok elpusztulnak.

A zénadtmérs mérését 20-24 Srai inkubdlds utén
célszerii végezni. Két kiilonbsz§ idSben torténd mérés
és szdmitds nem n¥vell szdmottevlen az eredmény pon-
topsdgét.



- 62 =

A médszer 95 %~os valésziﬁuségi szinten 8 %~-os re=
lativ hibdval terhelt, ami rutin munkdkndl elfogad-
haﬁé. Pontosabbd tehetd volna az eljéfés, ha a mine-
t4t két toménység helyett hérom higitdsban haszndl=
nénk, mint példdul Levin J.D. s munkatérsai /1960/
a tiostrepton mérésénél tették. - Mieik lehetSség a
mérési tartomdny szilkitése 5-30 ng tartomdnyra.

E médszer viszonylag nem nagy pontossgdga elle=-
nére azzal az elfnnyel rendelkezik, hogy felteheti-
en sok més anyag mellett killéndsebdb elvdlasztdsi mil=
veletek alkalmazdsa nélkiil lehetSvé teszi a metilonin
meghatdrozdsit. Két nativ fehérje a globin és szérum=-
albumin, illetve a megvizsgdlt hidrolizdtumok ereodmé=-
nyei erre utalnak. Természetesen tisztdzni kell, hogy
a mutdns a polipeptidek, oligopeptidek és egyéb egy~
szeril fehérjék metionin tartalmdt milyen kSriilmények
kbzott képes hasznositani, vagy csak a szabad metio-
nint asezimildlja. Amennyiben az utébbi nyerne bizo=-
nyitdst, a mérési médszer jJelent&ségét ntveli, mert
a kémiai elvdlaszté miveletek sordn mindig jelentés
az aminosavaek vesztesége.

Ezen kivill ugyanezen ttrzs tobbi muténsai /lizin,
arginin stb./ feltehetfen hasonlé mérési korlilmények
kozott, hasonlé pontossdgi mérést tesznek lehet§vé.

A kisérleti eredményekbdl arra kidvetkeztetiink,
hogy a médszer megfelel§ adaptdcid utdn széles kvrben
alkalmazhaté lenne.
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0SSZEFOGLALAS

Az aminosavek meghatdrozésdra a kutatémunke széd-
mos ferﬁletén szilkség van. Az aminosav analizdtorok
alkalmazédsa killénbsen akkor k&ltségé{iha csak egy,
vagy két aminosav meghatdrozédedra van szilkeéglink, E-
zért tuztik ki célul egy \j, egyszerilen kivitelezhe~
t8 mikrobiolégiai médszer kidolgozdsat,

Aspergillus nigerbfl ultraviola sugérzédssal nyert
mutdnssal sikerillt a metionin kvantitativ meghatdrozd-
sdra alkalmas médszer kidolgozni. A meghatdrozés
"nagylemezen" lyukdiffizids eljdrdssal végezhetd el.

A mérésre alkalmas zéndkat megfelellen pufferolt és
brémkrezolbibor indikdtort tartalmazdé tdpkozeg Ussze-
411itésdval értilk el. A biborvorss tdptalaj, a beleke-
vert konidiumokbdl fejléd6 micélium savképzése kbvet-
keztében, Jj6 kontrasztot add, citromsdrga zéndkat ké-
pezs |

Kisérleti Uton meghatdroztam és matematikal sta~
tisztikai médezerrel értékeltem a metionin mennylsége
és a mutdns dltal képzett zénadtmérdk kozotti Jssze-
fiiggéast. Az Omszefilggés iemeretében kidolgozott méd-
gzer 95 %-os valdszinliaégi szinten ¥ 9 %~o0s hibahatd-
ron beliili pontossdgot biztosit.
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A méréagi tartomdny 5 ng-4o0 pg/o,1 ml. A mérési tar-
tomdny sziikitésével, valamint az egy lemezre felvitt
pérhuzamos nintdk szdndnak cstkkentésével a médszer
pontosgdga novelhet§. A rutin vizsgdlatok szédméra
kdnnyen kezelhet§ nomograrmos értékelési ecljdrdst is
kidolgoztunk.

A meghatdrozds nem munkaigényes, nem igényel
k6lteéges berendezéseket, vegyszereket. A peptono-
kat, peptideket és fehérjéket tartalmazé mintdk elem-
zésének eredményeibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
médszer szabad metionin elvdlasztdeok nélkilli megha-
tdrozdsdra is alkalmassd tehetd megfeleld adaptdciéd
utdn. Valdszinii, hogy ugyanezen faj egyédb mutdnsainak
segitsdgével hasonld korillmények kovzttt mds aminosa-
vak is neghatdrozhatdk.
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