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BEVEZETÉS

Az aminosavak mennyiségi meghatározása mind a 

biológiai, mind a mezőgazdasági és élelmiszeripari 
kutatások számára nélkülözhetetlen. A kémiai ana
litikai eljárások jelenlegi fejlettsége nem teszi 
lehetővé olcsó, rutinszerű vizsgálatok elvégzését.

Az ioncserélő oszlopkromatográfia elvének a- 

lapján működő autojnata aminosav analizátorok nagy 

összegű beruházást»drága vegyszereket, és szakkép
zett kezelő személyeket igényelnek. A Dévényi T. 
/1972/ által leirt és szabadalmazott vékonyrótegü 

ioncserélő kromatográfiás lemezek is viszonylag 

költségesek és a mennyiségi analizis szempontjából 
félkvantitativ eljárásnak tekinthetők. A kémiai 
módszerek nehézségei miatt próbálkoztak már többen 

a mikrobiológiai módszerek alkalmazásával.
Kavanagh, F. /1973/ összefoglaló müvében em

líti - elsőként Wood, H.és mt.-sai./1939-4o/ java
solták - , hogy mikroorganizmusokat fel lehetne 

használni aminosavak mérésére, de ebben az időben 

kevés ismerettel rendelkeztek a baktériumok amino
sav igényével kapcsolatban. Az első teszt mikroor
ganizmus a Lactobacillus arabinosus volt, amelyet 
leucin, i-leucin és valin mérésére használtak fel 
/Kuiken,K.A. és ratsai, 1943/.
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A későbbiekben a Leuconostoc mesenteroides ATCC 8o42f 
Streptococcus feacalis ATCC 979o ill* 8o43* Lactoba
cillus plantarum ATCC 8ol4# Pediococcus cerevisiae 

ATCC 808I törzseket Írták le leggyakrabban. A méré
sekhez egyaránt felhasználták a fényáteresztő-képes- 

ség csökkenésének mérésén alapúié turbidimetriás mé
réseket, valamint az agargél-diffúziós eljárásokat*

Tejsavbaktóriumokkal végzett széleskörű vizsgála
tokat Bolinder,A.E. is /1966, 1968, 1969/ összehason
lítva az agargél-diffúziós eljárást a turbidimetriás 

módszerekkel, a különböző törzsekkel elérhető eredmé
nyeket, a metionin származékok hatását, a minták hid
rolízisének módját stb. A metionin meghatározására 

З-looo jog mérési tartományban 7 % pontosságú módszert 
tudott kidolgozni, agargél-diffúziós eljárás esetén.
A módszer hátránya, hogy e törzsek használata esetén 

a tápközegbe 4o-5o féle anyag jelenlétéről kell gon
doskodni. A tápközeg szigorúan előirt összetétele meg
határozója a módszer pontosságának* Továbbá a termé
szetes eredetű anyagok számtalan összetevőjének hatá
sa nehezen kimérhető*
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Ennek kiküszöbölésére Itoh, H. /1974/ egy egyszerűbb, 
félszintetikus táptalajt dolgozott ki, illetve az in- 

kubálási idő csökkentésére három lépéses étoltást al
kalmazott /Itoh,H. 1973/.

A szerzők mindegyike hangsúlyozza, hogy a mikro
biológiai eljárás előnye, a nagyfokú szelektivitás és 

az, hogy nem igényel drága vegyszereket, illetve költ
séges berendezéseket. Ezért célul tüztük ki, hogy a 

felsorolt baktériumokkal történő mírés nehézségeit 

egy könnyebben kezelhető mutáns felhasználásával ki
küszöböljük. A cél megvalósítására egyszerű minimál 
táptalajon - a törzs számára eszenciális aminosav je
lenlétében - A. niger mutánsokat állítottunk elő. Ez
után a tápközeg összetételének és a mérés kísérleti 
feltételeinek optimalizálása után, az irodalomból jól 
ismert agargél-diffúzióe eljárásokkal kidolgoztuk egy 

aminosav kvantitatív meghatározását.
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1. A TÉMÁHOZ KAPCSOLÓDÓ IRODALOM ÉS A MEGHATÁROZÁSSAL
KAPCSOLATOS FELADATOK

1.1. A mutánsok előállításának és izolálásának kérdései

Az eredeti, "vad” törzsektől éLterő tulajdonság
gal rendelkező mutánsokat mind az elméleti kutatásban, 

mind a gyakorlatban /fermentációs iparok, mikrobioló
giai analitika/ széleskörUen felhasználják.

A mutánsok képzésére kémiai és fizikai ágensek 

egyaránt felhasználhatók. A mutációt kiváltó vegysze
rek /nitrozoguanidin, nitrogénmustár stb./ azonban az 

emberre nézve is veszélyesek,a velük végzett munka fo
kozott elővigyázatosságot igényel.

A tapasztalatok szerint az ultraibolya sugárzás 

is eredményesen hasznátoató a mutánsok előállítására.
A mutáció gyakorisága akkor a legnagyobb, ha a pusz
tulás 80-99 % között van. Ehhez azonban előkisérlete- 

ket kell végezni a sugárdózis megállapítására.
A haploid szervezetek érzékenyebbek az ultraibo

lya sugárzásra, a sugárzáskor nagyobb arányban kelet
keznek mutánsok és a sokféle antibiotikus közül a meg
felelőt kiválasztva lehetőség nyílik a mutánsok feldú- 

sltására és izolálására. /Holland,K.T. and C. Ratledge, 

1971» Lederberg,J. and Lederberg, E.M. 1952/
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A gombák genetikájával foglalkozik, ezen belül 
a mutánsok izolálásának módszereit is ismerteti 
Pincham,J*R*S* és Day,P*B* /1971/ összefoglaló müvé
ben*

A gombáknál is - elsősorban az élesztőknél - 

többen megpróbálkoztam a vad tipusü törzsek szelek
tív kipusztitásával* Strömnaes és Mortimer /1959/ é- 

lesztőknél, Macdonald, K.D. /1968/ Penicilllum auxo- 

trof mutánsok izolálásánál alkalmazta a nystatin 

szelektív hatását, Perenczy L. és Visnyovszki E*/1971/ 
szintén élesztő mutánsok antibiotikumokkal történő 

dúsításáról számol be, Visnyovszki E* /1972/ membrán- 

aktiv és fehérjeszintézist gátló anyagokkal oldotta 

meg a Geotrlchum candidum mutánsainak szelektív dúsí
tását*

A vad típusú sejtek szűréssel történő eltávolí
tásán alapul Catcheside,D*G* /1954/ módszere* Ennek 

lényege, hogy a fogékony minimál tápközegben besugár
zott és túlélő konidiumok közül, egy bizonyos inkubációs 

idő elteltével, a vad típusú törzsek kihajtanak. A meg
növekedett gombafonalak üvegszürőn történő szűrésnél 
fennmaradnak, a mutánsok konidiumai pedig a lecsepegő 

folyadékban feldúsulnak. Ezt követően szelektív tápta
lajon végzett lemezöntéssel a mutánsok izolálhatók*
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Б szűréséé módszer hátránya, hogy a szűrőn a hifa tö
meg között sok értékes konidium visszamarad, ill, nem 

minden esetben alkalmazható.
Egyszerűbb eljárás az, ha megfelelő mennyiségű 

és sűrűségű konidium szuszpenziót univerzál táptalaj 
felületére kenve, a kivánt ideig besugározzuk. A ki
nőtt telepek konidiumait univerzál és minimál tápta
lajra étoltjuk. A minimál tápközegen nem fejlődő mu
tánsok a másik lemezről begyűjthetők. Az Izoláláshoz 

megfelelő körültekintéssel a bársonyreplika módszer 

is alkalmazható. Ezzel az eljárással a tápanyagigényes 

auxotrof mutánsok izolálhatók. A módszer hátránya, 

hogy több munkát^illetve időt igényel mint más eljá
rások.

A téma kidolgozása során megpróbáltam a nitrozó- 

guanidin és EalTOg felhasználásával, valamint a szű
réssel történő dúsitási eljárással is, de egyszerűsé
ge miatt az előbbi bekezdésben ismertetett eljárást 

alkalmaztam.
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1.2« Az agargél-diffúziós el.1árás és a "large plate"

technika

Az agargél-diffúziós eljárások /papirkorong, 

lyukdiffúzió, cilinder/ széles körben alkalmazott 

módszerek a gátlóanyagok /kemoteráplkumok, antibio
tikumok stb./ és tápanyagigény mérésére /vitamin, 

aminosav, egyéb/* A tapasztalatok szerint a papír- 

korong használata gyakran célszerűbb, mert könnyen 

kezelhető, a lyukdiffúziós módszer pedig pontosabb.
Az aminosavak mérése elvileg azáltal válik le

hetővé, hogy az auxotrof törzsek minimál táptalajon 

csak a számukra eszenclálls aminosav jelenlétében 

fejlődnek. Fejlődésük, anyagcseréjük üteme - egy bi
zonyos koncentrációig - szoros korrelációban kell 
hogy legyen a számukra nélkülözhetetlen aminosav 

mennyiségével. Ezt a feltételezést már számos ana
litikai mikrobiológiai eljárás igazolta.

A kutatók többsége azonban, az irodalomban több
ször ismertetett tejsavbaktériumokkal történő mérés 

kísérleti körülményeinek tökéletesítésével foglalko
zott. Kincs tudomásunk arról, hogy eddig az Aspergil- 

laceae család valamelyik tagjából mesterségesen nyert 

mutánsokat alkalmaztak volna. Fonalas gombák közül a 

Neurospóra crassa használatáról tesznek említést /Ka- 

vanagh, F. 1963/*
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A fonalas gombával történő méréshez a kővetkező 

problémákat és feladatokat kellett megoldani:
- a fonalas gombák fejlődésük során a diffúziós 

zóna szélén nem adnak éles határvonalat|
- meg kellett határozni a teszt mikroorganizmus 

fejlődését befolyásoló optimális kísérleti körülménye
ket?

- szükséges volt az aminosav mennyisége és a zó
naátmérők közötti összefüggés megállapítása és matema
tikai elemzése?

- a vizsgálandó minta aminosav tartalmának megha
tározására szolgáló módszer kidolgozása«

Az első nehézség kiküszöbölését szolgálta az A. 
niger kiválasztása, amely szénhidrátokból intenziven 

savat termel, ezért Ferenczy L« feltételezése szerint 

megfelelő kísérleti körülmények között éles határvona
lú zónát tud képezni /ex verbis/.

A második problémakörben meg kellett vizsgálni a 

pH, a puffer, a konidiumtöménység, a rétegvastagság, 

a vitaminok, a cukor koncentráció szerepét, ki kellett 

választani a megfelelő indikátort, a D-metionint képes-e 

felhasználni, a DIrmetlonlnnál milyen zónaérték mérhető 

stb.
A következő témakörben az elökiBérletekben szer

zett tapasztalatokat felhasználva a "nagylemez” módszer 

méretarányait kellett meghatározni, kimérve az L-metio- 

nin mennyisége és a zónaátmérők közötti törvényszerű 

összefüggéseket•
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Az agargé1~diffúz 1 <5a technikával történő "nagy
lemez” módszerre /large plate method/ Lees,К.A. and 

Tootill /1955/ dolgozott ki eljárást.Munkájukban ru
tinszerű elemzésre a 8x8-as "kvázi latin négyzet” 

elrendezést javasolják, amelyhez alapos matematikai 
elemzést végeztek és az eredmény kiszámítását nomo- 

gramm szerkesztésével könnyítették meg. Módszerükkel 
Í5 56-os mérési hibát értek el, úgy hogy egy lemezen 

egy standardot és hét Ismeretlent Alkalmaztak két 

koncentrációban.
Eljárást közöltek még 9x9 és 12x12 "kvázi latin négy
zet" használatára is. Az utóbbival nagy pontosságú 

-1 56-os mérési hibával rendelkező módszer érhető el. 

Egy latin tégla elrendezést Levin,J.D. és munkatársai 
/I960/ a thiostrepton mérésével kapcsolatban ismertet
nek. Itt egy lemezen 6x9 pontra 1 standardot és 8 is
meretlent vittek fel, mindegyiket három hígításban és 

3,5-2$ hiba pontosságú mérést sikerült kidolgozniuk.
A nagy lemezen történő "latin négyzet" vagy 

"kvázi latin négyzet" elrendezési terv lehetővé teszi, 

hogy az üveglap egyenletlenségelből az esetleges viz- 

szintezésl hibából eredü u.n. helyi hibákat kiszűrjük.
A mérési módszer kidolgozásánál figyelembe vettem 

az említett szerzők munkáit és a Sváb J. /1973/ müvé
ben leirt matematikai elveket és módszereket.
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2. VIZSGÁLATI ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2*1* A teszt mikroorganizmus

A kísérletek céljára a JATE Mikrobiológia Tanszé
kétől származó Aspergillus niger o!45 törzset használ
tam# A konidium szuszpenziót 6-I0 napos univerzál agá
ron nevelt tenyészetekből készítettem# 0,1 % TWEEN 80- 

at tartalmazó steril vizzel, rázogarfcás közben lemostam 

a konidiunokat• A szuszpenziót G 1-es üvegszürőn leszűr
tem, majd laboratóriumi centrifugában 9ooo g érték mel
lett lo percig ülepítettem# A folyadékot leöntve, a ko
nidium tömeget steril desztillált vizzel hígítottam# A 

szuszpenzió sűrűségét Bürker-kamrával ellenőriztem és 

egy-kót hétig hűtőben +5 -8°C között tároltam# E közben 

a konidium szuszpenzió tulajdonságaiban észrevehető vál
tozást nem tapasztaltam* A méréseknél mindig frissen ké
szített konidium szuszpenziót alkalmaztam#

2#2# Táplcöze/tek

2#2#1* Univerzál artar

lo g glükóz, 5 g élesztők!vonat /Oxoid/, 2o g agar 

1 1 vízben oldva# Sterilezés 1 att nyomáson 3o percig#
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A besugárzásnál használt tápközeghez kiöntés előtt 

1 ml 2 %-ob Bengál-vörös oldatot adtam /2o p.g/ml/.

2.2.2. minimál ая;аг

5 g /1ÍH4/2S04, 1 g K2HP04, 0,5 g Na2HP04, 0,5g 

MgS04 . 7 И20 » 6 glükóz, 2o g agar 1 liter desz
tillált vízben. Sterilezés 1 att. nyomáson 3o percig.

2.2.3. Bufferral készített minimál аяаг

5 g /HH4/2S04 , lo g glükóz, lo g Васto agar 

/Difco/ 0,5 g MgS04 . 7 HgO 1 liter desztillált viz
ben oldva. Paltöltés előtt a megfelelő mennyiségű
foszfát puffert pipettával mértem hozzá. Nagyobb 

foszfát töménységnél /teljes és feles puffer/ a fosz
fátokat Reanal készítményekből, analitikai mérlegen 

mértem hozzá.

2.2.4. Minimál agar vitaminnal dúsítva

A megfelelően pufferolt minimál tápközeg 1 1-éhez 

1 ml Vickerham-féle vitamin oldatot adtam.
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2.2.5* Tápközeg a nnagyleme2ttmődszer alkalmazásához

5 g /HH4/2S04, 5o g glükóz, o,5 g MgSC>4 . 7 HgO,
2 H20 és

o,195o g KgHP04 1 liter desztillált vízben. Sterile- 

zés 1 att nyomáson 3o percig. A hőkezelés után hozzá
adva lo ml 1,5 5S-OS hrómkrezolhlbort és 1 ml Vükerham- 

féle vitamin oldat.
Ez a tápközeg 7 pH-jú, l/2o puffert és 3oo jog/ml 

indikátort tartalmaz. A lyukdiffúziés módszerhez az a- 

gar mennyiségét 12 g-ra emeltem.

lo g Bacto agar /Difco/, 0,3584 g UagPC^ •
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2.3. Kémszerek, oldatok

2.3*1* Bengál-vörös

2 56-os vizes oldatban 1 ml-t adva 1 1 tápközeg
hez, abban 2o jug/ml koncentrációt eredményez.

2.3.2. Aminosavak - mutáns szelekcióhoz

1 mg/ml töménységben 75 56-os etanolban oldva és 

üvegdugós edényben hűtőszekrényben tároltam. Az ami- 

nosav preparátumok Reanal készítmények voltak.

2.3*3. Metilvörös. brómtimolkék oldat

lo mg/ml töménységben 96 56-os etanolban oldva.

2.3*4. Brómkrezolblbor oldat

1,5 g loo.ml 5o %-os alkoholban oldva.

2.3*5. Paplrkorongok

Whatman 3 kromatográfiás papírból 13 mm átmérőjű 

korongvágóval /lakatosok használják gumi és műanyag tö
mi tők vágásához/ lett kivágva és Petri-csészében autok- 

lávban sterilezve.
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2*3*6. Sörensen-féle foszfátpuffer

1 1 deszt.vízben1. / 11,987 g Na2HK>4 . 2 HgO
2. / 9,o78 g KgHPO^

7 pH-hoz 6:4 arányban kellett elegyíteni, 6 pH ese-
1 1 deszt. vízben

tán 1*9 arányban.

2*3*7* Vickerham-féle vitamin oldat

0,2 mg folsav, 0,2 mg biotin, 4o mg Ca-pantote- 

nát, 2oo mg inozit, 4o mg niacin, 2o mg p-aminoben- 

zoesav, 4o mg piridoxin-HCl, 4o mg aneurin-HCl, 2o mg 

laktoflavin, loo ml desztillált viz. A folsavból ás 

biotinból előbb 2 mgml töménységű törzsoldatot 

készítettem és ebből 1 ml-t adtam hozzá.
A vitamin oldatot üvegdugős üvegben hűtőszekrény

ben tároltam és sterilezós után a tápközegek 1 1-éhez 

1 ml-t használtam fel.
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2.4* tiéd szerek

2.4*1* A sugárdézis meghatározása

Az univerzális tápközeg felületőre 0,2 ml konl- 

dlum ozuszpenzlót kentem szét és a csészéket 35, 3o 

ill. lo cm-ről különböző ideig /1, 2, 3, 4, 5, lo, 15, 
2o, 3o,4o perc/ Germicld csővel besugároztam /Philips 

TUV/15 W és Tungsram EV-291/15 W/, 36-48 érái 3o°C-on
történő inkubálás után kinőtt telepeket megszámoltam.
A konidium sűrűsége a Philips csővel végzett besugár
zásnál 3»o*lo^ volt, amelyet élő csira számlálással 
határoztam meg. A Tungsram csővel végzett besugár
zásnál, amikor lo cm távolságot alkalmaztam 5*lofyml 
volt.

2.4*2. A mutánsok előállítása és szelektálása

A mutánsok előállításához Tungsram EV-291/15 W 

csővel 3o cm ill. lo cm-ről lo perces, valamint egy 

holland gyártmányú Philips TW/15 W-os germicid cső
vel 2o cm-ről 3-4 perces besugárzási időt alkalmaz
tam. A csészékbe kiöntött bengálvöröst tartalmazó u- 

niverzál tápközeg felületére üvegbottal 0,2 ml koni
dium szuszpenziét kentem szét.
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A szuszpenzió sűrűségét Bürker-kamrával ellenőriztem 

és 10^ sűrűségűre higitettam. Ily módon mindegyik 

csészébe 2ooo db konidium került és a túlélők száma 

10-25 között volt« A lemezeket besugárzás után 48 ó- 

ráig 30°G-on inkübáltam. A kinőtt telepekről a koni- 

diumokat bársonyreplika mődszerrel vagy. egyszerűen 

kaccsal, univerzál tápközegre és minimál agarra át
oltottam, Az univerzál tápközegről /24 éra múlva/ a 

minimál agáron nem fejlődő telepeket ellenőrzés vé
gett újra leoltottam minimál tápközegre. Ha az is
métlés is negativ volt, ezt a törzset ferde agarra 

leoltva félretettem az aminosav, vagy esetleg vita
min igény megállapítása céljából.

2.4*3, Az aminosav igény meghatározása

Az aminosav igény meghatározására a papirkorong 

módszert alkalmaztam. Az aminosavakből 1 mg/l ml tö
ménységű oldatot készítettem 75 %-os etanolban, vala
mint öt olyan oldatot, amelyik az alábbi megoszlásban 

tartalmazta az aminosavakat /mindegyikből 1 mg-ot 1 mi
ben/*- aszparagin, a sp aragin sav-glut amin, glutaminsav

- gllcin - valin - lizin - szerin
- fenilalanln - tirozin - triptofán - leucin
- arglnin - cisztein - hisztidin - prolin
- izo leucin - alanin - treonin - met ionin
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A minimál tápközeg felületére Petri-csészében a 

vizsgálandó törzs konidium szuszpenziójának 0,2 ml-ét
C £

szélesztettem el /10-10 konidlum/ml /. öt Petri-csé- 

szébe egyesével felraktam az aminosav csoportokat tar
talmazó korongokat, 24-48 órai 30°C-on történő inkubá- 

lás után megfigyelhető volt, hogy melyik aminosavcso- 

portot tartalmazó korong körül van fejlődés,
A következő kísérletben az e csoportba tartozó 

amino savakat egyesével vittem fel a korongra és az e- 

lózőhöz hasonló módon jártam el. Amelyik aminosav ha
tásúra a növekedés megindult, arra nézve dependens,
A korongokra 0,05 ml-nyi aminosavat cseppentettem és 

szikkasztás után kerültek felhasználásra.

2.4,4. Az indikátor kiválasztása és az optimális fes
tékkoncentráció meghatározása

Az első lépésben a minimált tápközeghez metio- 

nint adtam /5o jog/rnl/. Ezután külön-külön, három fes
tékből /metilvörös, brómtimolkék és brómkrezolblbor/ 

sterilezés után a tápközeghez 5o jug/ml mennyiséget ke
vert eWjHiajd felező higitást végeztem 3 jag/ml-ig. 

csészék felületére kaccsal, szélesztve felvittem az 

A. niger szuszpenziót. 30°C-on 24-48 órai inkubáció 

után megfigyeltem,van-e gátlás a kontrolihoz képest, 
illetve hogyan érzékelhető a savképződés.

A
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A brómkrezolbibor mutatkozott legjobbnak, ezért ezzel 
próbálkoztam tovább.

A továbbiakban a minimál tápközeg metionin tar
talmát 50 mg/ml-re állítva, 600, 4oo, З00, 200, loo 

és 5o pg/ml brómkrezolbibort tettem bele /eterilezés 

után/. A táptalajt 2o ml-ként Petri-csészébe öntöt
tem. Dermedés után 10^ sűrűségű konidium szuszpenzió
ba mártott, majd megszikkasztott szűrőpapír korongo
kat helyeztem a táptalaj felületére /csészénként e- 

gyet-egyet/. A csészéket 30°C-on 24-48 óráig inkubál- 

tam. Inkubálás után figyeltem, melyik koncentrációnál 
tapasztalható gátlás.

A kísérleteket mind az eredeti, mind a mutáns 

törzsekkel /lizin és metionin/ elvégeztem.

2.4*5* Az optimális pH-érték kiválasztása

Az előző pontban ismertetett módon konidium szusz
penzióba papirkorongok segítségével történt meg.

A tápközeget Sörensen-féle foszfát pufferrel 1/4 

és 1/8 mennyiséggel 6 ill. 7 pH-га állitottam. A tápkö
zeget háromfelé osztva, annyi brómkrezolbibor indiká
tort tettem bele, hogy a festék koncentrációja 2oo, З00 

és 4oo jug/ml legyen.
A kísérletet mind a metionin mutánssal, mind 

eredeti törzzsel elvégeztem. Az értékelésnél megfigyel
tem, melyik esetben észlelhető jól látható, éles határ
vonalú zóna.

az
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2.4*6. A megfelelő puffertöménység és rétegvastagság 

meghatározása

A kísérletet 2.4*4* pontban leirt módon a koni- 

dium szuszpenzióba mártott papirkorongokkal végeztem.
A tápközeg festékkoncentrációját 2oo és 3oo jig/ml 

töménységűre, metionin tartalmát 5o jig/ml-re állítot
tam és felező hígítással a teljes pufiért tartalmazó 

tápközeget 1/2, 1/4» 1/8, 1/16 értékig hígítottam. Az 

optimális rétegvastagság megállapítása vógeztt az egyik 

sorozatnál lo ml, a másiknál 15 ml ill 2o ml tápközeget 

öntöttem a Petri-csészékbe. A megdermedt táptalaj felü
letére ráhelyeztem a konidium szuszpenzióba mártott ko
rongokat és 24-48 órai 30°C-on történő lnkubálás után 

értékeltem. Megfigyeltem, melyik csészébe észlelhető a 

legnagyobb és legélesebb határvonalú zóna.

2*4*7* A konidium mennyiség és a vitaminok hatásának 

vizsgálata

Az 1/4 és 1/8 mennyiségű foszfátpuffert és 3oopg/ml 
brómkrezolbibort tartalmazó tápközeget 45-5o°C-ra hütöt
tem és annyi konidium szuszpenziót adtam hozzá, hogy ki
öntve csészénként /15 ml/ 10^ , 10^, 10^ db konidiumot 

tartalmazzon.
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Mindegyikből három-három csészét készítettem Wlcker- 

ham-féle vitamin oldattal dúsítva^illetve anélktil is.
A konidium sűrűség ellenőrzésére kontrollként univer- 

zál tápközeggel is végeztem lemezöntést ill. csira
számlálást. A paplrkorongra 5o уig/o,o5 ml metionint 

vittem Hamilton-plpetta segítségével, úgy, hogy 

korongot a megmerevedett táptalaj felületére tapasz
tottam és azonnal rámértem az aminosav oldatot /lmg/ml 
töménységű vizes metionin/. 24-48 éra 30°C-on történő 

inkuhálás után figyeltem a zóna átmérők nagyságát és a 

zóna határvonalának élességét.

a

2.4.8. A cukor koncentráció hatásának vizsgálata

A vizsgálathoz 3oo ^ag/ml brómkrezolbibort, 1/4 

és 1/8 töménységű foszfátpuffert és 10^ db/csósze ko- 

nidlumot tartalmazó és vitaminnal dúsított tápközeget 
használtam, amelyben a glükóz mennyiségét 1 %, 2,5 %t 
5 % és lo % között változtattam.

A kísérletet az előző pontban leirt módon végez
tem el és mértem a zónák átmérőjének nagyságát.
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2.4*9* A "nagylemez" nődszer alkalmazása

A ’’nagylemez" módszer alkalmazásánál Lees és 

Tootill /1955/ munkáját figyelembe véve, a lemezek 

optimális, hasznos méretét az általuk megadott 43x48 

cm-ben és ЗохЗо cm-ben határoztam meg. Ők a kisebb 

lemezt a 8x8-as rutin munkához, a nagyobbat a 12*12- 

es nagyobb pontosságú méréshez ajánlották. A mi ese
tünkben azonban a zónaátmérők oly nagyok, hogy a 

8x8-as elrendezés csak a nagjottoik lemezen helyezhe

tő el.

2.4.9.1. A lemezek elkészítése

A 4 xmn vastag, méretre vágott üveglapokra kör
ben 1,5 cm széles és 6 mm vastag üvegléceket ragasz
tottam epokit segítségével. Az éles sarkok könnyebb 

tisztíthatósága végett, a lécek belső ragasztási é- 

leit színtelen nitrolakkal lefestettem. A tisztára 

lemosott üvegkamrákat a fedőlemezekkel együtt germi- 

cid lámpa alatt 3o percig sterileztem. Ezután a 

gasztott részt /a "kamrát"/ üveglappal lefedve ter
mosztátba helyeztem előmelegítés céljából.

Használat után a kamrából az agar réteg késsel 
könnyen kibillenthető és vizcsap alatt lemosható.

ra-
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2.4.9.2. A lerneaöntés

A lemezöntést az előmelegített "nagylemezen" 

egy laboratóriumi asztalra helyezhető 5ox5o em-es 

"vízszintező asztalkán" végeztem el. Ez egy egysze
rű bútorlap, amelyet három vízszintező csavarral 
láttam el és egy üveglappal leboritottam. Beállí
tása a kőművesek által használt "vízimértók" segít
ségével történt meg.

Az autoklávból kivett tápközeghez miután 45-5o°C 

közötti hőmérsékletre hütöttem, hozzámértem a szüksé
ges mennyiségű vitamint és brómkrezolbibort. Ezután a 

10^ db/ml sűrűségű konidium szuszpenzióból a szüksé
ges mennyiséget a tápközeghez hozzápipettázva óvato
san rázogatva elkevertem és az előkészített nagy le
mezre kiöntöttem, majd lefedve dermedni hagytam.

A kisebb lemezre 2oo ml, a nagyobb lemez önté
séhez 5oo ml, erre a célra összeállított tápközeget 
/2.2.5. pont/ használtam. A tápközeg csiraszámát 10^/ 

ml-re állítottam.

2.4.9.3» Az elrendezési tervek

A korongok ill. a furatok elrendezését a 

gyobbik lemezen Lees és Tootill /1955/ szerint a 8x8 

kvázi latin négyzet szisztéma alapján végeztem el.

na-
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Az említett szerzők e megoldással egy lemezen 7 isme
retlent és egy standardot helyeztek el» mindegyiket 

kőt töménységben. "A” és "B"-vel jelölve a két 

centráclét az elrendezési terv a következő*
kon-

S4B6B ЗА7B4A 2A5B1A
6AS-tA 5A 1B3B 2B7A43

S-fcB 6B5B 1A7B 4A2AЗА
S-fcA 7A6A 4B1B 5A2B 3B

6BS-tB ЗА 7B2B 4A1A5B
S-tB6B 5B1A 2A4AЗА7B

6A 2BSiA 5A3B 7A4B 1B
S-U6A 1B 4B 3B5A2B7A

I. 7 ismeretlen + 1 standard

6 4 81 23 75
6 374 1 528

6 4 3 21857
6 8 51 4 732

6 71 852 43
6 43 12587

6 1572 384
623 8 4751

II. Aminosav /higitási sor/
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Ennek eredménye, hogy - mindegyik sorban és mind
egyik oszlopban előfordul mindegyik minta, valamelyik 

töménységbeni
- mindegyik sorban és oszlopban négy töményebb és 

négy higabb koncentrációjú minta fordul elő;
- a lemez felületén minden negyed részben azonos 

a minták eloszlása)
- mindegyik mintához és hígításhoz 4-4 korong,az

az mérési adat tartozik;
- az aminosav higitási sor esetén mindegyiknél 8 

zónaátmérő mérhető)
- ha az ismeretlenek mérésénél is 8 zónaátmérő át

lagával kívánunk dolgozni, akkor csak 3 minta vihető 

fel egy lemezre* A II* elrendezésben a standardot 

1-2 pontokra, a mintákat a 3-4, 5-6 ill* 7-8 pontokra 

helyezzük fel*
A kisebb lemezek elrendezési terve a következő /4x4/

az

12 3 4 StA 1A StB 1B
3 4 12 StB StA1B 1A
2 14 3 1A StA 1B StB

1B4 3 2 1 StB 1A StA

Aminosav /higitási • 
sor/

1 ismeretlen és 1 standard
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2.4»9«4* A korongok elhelyezése ill, a furatok elké
szítése és a zónák mérése

Az elrendezési tervet papírlapra felrajzolva a 

lemez alá helyeztem. A steril szűrőpapír korongokat 
csipesszel a táptalaj felületére tapasztottam és 5o 

pal-es Hamilton fecskendővel, vagy 25 >il-es MLA auto
mata pipettával a megfelelő higitású törzsoldatbél 
ill. mintából 0,05 ml-t mértem rá. A nagyobb lemezen 

a korongok felhelyezése kb. 3o perc időt vett igény
be, a kisebb 5-8 percet.

A lyukakat 9,5 mm átmérőjű dugófúróval vágtam 

az agar lemezbe. A kivágott korongokat lándzsatü és 

gombosszonda segítségével emeltem ki. Egy nagyobb le
meznél 15 percnyi időt igényel ez a művelet. A higi- 

tási sorok ill. minták bemérését loo jal-es ИМ auto
mata pipettával végeztem el.

Ezt követően a lemezeket 30°C-on 24-3o óráig in-
kubáltam.

A kifejlődött zónák méretét tolómérő segítségé
vel határoztam meg.



- 26 -

3. KÍSÉRLETI EREDI.IÉ1ÍYEK

3.1. A su^árclózis meghat ár о zása

A mutánsok előállításához szükséges optimális 

besugárzási idő, távolság és konidium sűrűség meg
állapításához előkisérleteket kellett végezni. A 

besugárzáshoz kezdetben csak a magyar gyártmányú 

Tungsram EV-191/15 W germicid cső, majd később a 

holland gyártmányú Philips Т11У /15 W germicid cső 

állt rendelkezésemre. Az utóbbi UV-C tartományban
p

sugárzott energia teljesítménye 45o erg/mm •
Az Aspergillus niger konidiumának pusztulását 

5 párhuzamos kísérletben, 5 párhuzamos csészében 

vizsgáltam a 2.4.1. pontban leirt módon. A pusztu
lási görbéket az 1. és 2. ábrán tüntettem fel.

E szerint a Tungsram-csővel 30 cm-ről 2o per
ces besugárzást kellett alkalmazni, hogy a pusztu
lási arány a 90 %-ot meghaladja, 10 cm-ről viszont 

már lo perc is 99 %-os pusztulást eredményezett.
A Philips-cső esetéban 35 cm-ről a 90 %-ot meghala
dó pusztulás eléréséhez kb. 8 perc, lo cm-ről pedig 

3-3»5 perc besugárzásra volt szükség.
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3#2# A mutánsok előállítása« szelektálása és aird.no-
sav idényének meghatározása

A mutációs ki seri etekhez először 3o cm-ről 2o 

perces besugárzási idővel a Tungsram-csövet használ
tam* Ekkor 29oo túlélő telepet vizsgáltam meg és e- 

zek közül egy prolin mutánst sikerült izolálni#
A munka gyorsítása végett a távolságot lo cin

re csökkentve, lo perces besugárzás után 38oo túlélő 

konidium telepeit vizsgáltam meg# Ezek közül 3 mu
tánst sikerült izolálni, továbbá 3 db olyan törzset, 

amely minimált tápközegen alig indul fejlődésnek, de 

prolin hozzáadására jól növekedik. Az igy nyert mu
tánsok fenilalanin + lencin, metionin« prolin + leu- 

cin jelenlétét követelik meg fejlődésükhöz a tápkö
zegben#

A továbbiakban a Philips gyártmányú germicid 

csővel 2o cm-ről 3-4 perces besugárzási idővel dolgoz
tam és 5Soo db túlélő konidium telepeit vizsgáltam 

meg a 2.4#2# és 2.4.3* pontban leirt eljárással. A 

Petri-csészében a tápközeg felületére felvitt 2ooo db 

konidiumból lo-2o db maradt életben /1 %/ * Ily módon 

8 db aminosav dependens törzset sikerült izolálni, e- 

zek közül nemcsak több aminosav /3-4 db/ jelenlétében 

növekvő súlyosan sérült egyed. Egy mutáns igen lassú 

fejlődésü, de lizin jelenlétében jól növekszik# Három 

megfelelőnek bizonyult, ezek arginia.metionin és lizin 

dependensek#
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Miután a cél első sorban a nietionin és lizin 

mutánsok előállítására irányult, igy ezeket a kísér
leteket befejeztem.
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3*3» Előkisérletek a méréshez szükséges optimális
összetételű tápközeg meghatározására

3.3.1. Az Indikátor kiválasztása és az optimális fes- 

tékkoneentráolé

Az előkisérletek céljára a papirkoronggal törté
nő agergél-diffüziós eljárást választottuk.

Feltételeztük, hogy a gomba savképzése miatt a 

tápközegbe vitt indikátor segitségével, a telep körül 
jól mérhető, eltérő szinü zóna képződik.

A feltételezés igazolására három sav-bázis indi
kátort próbáltam ki, a metilvöröst, brómtimolkók 

brómkrezolbibor indikátort. A vizsgálatot a 2.4.4* 

pontban leirtak szerint végeztem el. A vizsgálat azt 

bizonyította# hogy a brómtimolkék nem ad megfelelő 

kontrasztot. A motllvörös 5o^/ol-lg szép zónákat a- 

dott, de a brómkrezolbibor ugyanebben a koncentráció
ban is szembetűnőbb módon jelezte a zóna határokat. A 

brómkrezolbibor viszont 4oo jpg/ml töménységig nem gá
tolja sem az eredeti, sem a mutáns törzs fejlődését, 

de 3oo íig/ml koncentrációban már kifogástalan szinha- 

tást biztosit.

és
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3*3*2. Az optimális pH-érték

A 2.4*5* pontban leirt módon pH •* 7 és pH * 6-ra 

pufferolt tápközegben vizsgáltam a zónák kialakulását. 

A kisérlet eredménye szerint a 6 pH-jú tápközegen u- 

gyan azon idő alatt nagyobb zóna alakult ki, de határ
vonala nem volt olyan éles mint a 7 pH-jú tápközegnól. 
Az indikátor szinhatása is az utóbbi esetben volt meg
felelőbb.

3*3*3* A puffertöménvség és rétegvastagság

A zónaátmérő mérésének relativ hibája annál ki
sebb, minél nagyobb átmérőjű és minél élesebb határ
vonalú a zóna. Ezt pedig elsősorban a pufferhatás és 

a rétegvastagság határozza meg. A kísérleteket 

2.4*6. pontban leírtak szerint végeztem el.
Petri-osószóben az optimális rétegvastagság 15 

ml tápközeg bevitele mellett /2,5 ют/ és 1/16-os puf
fer koncentrációnál alakult ki.

a

3*3.4* A konldium mennyisért és a vitaminok

A 2.4*7* pontban ismertetett módszer szerint a 

lo5 db/ml konldium sűrűséget találtam legmegfelelőbb
nek.
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Alacsonyabb csiraszán mellett a zóna nem lett szabá
lyos kerek, szélei hullámosak. Xíagyobb csiraszám al
kalmazása esetén nincs lényeges különbség, de a zó
na átmérő valamivel kisebb. A B-vitaminok jelenlété
ben a növekedés üteme erőteljesebb. A tápközeghez 

való hozzátétele megrövidíti az inkubálási időt.

3*3*5* A cukor koncentráció

A vizsgálatot a 2.4*8. pontban leírt módon vé
geztem el és az eredményeket az 1. sz. táblázat tar
talmazza. A táblásat adatait 3 párhuzamos mérés 

redményéből számítottam. Látható, hogy a cukor kon
centráció növekedésével nőtt a zónák átmérője, de a 

2,J/oée 10 % közötti különbség nem jelentős, ezért cél
szerűnek látszott az 5 %-os töménység alkalmazása.

e-

Zóna átmérője 

l/4 pufier 1/8 puffer
Cukor
konc.

1 % 39.80
41.30
42.30
42.80

42,75 

48,86 

49,6o 

5o,56

2,5 %

5 %

lo %

1. sz. táblázati A cukor koncentrá
ciójának hatása a zóna átmé
rőjére
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3.3.6. A konidium szuszpenzió és az aminosav együttes
felvitele a korongra

Megpróbálkoztam azzal a mód szerrel is» hogy a 

konidium ozuszpenziót összekevertem a metionin törzs
oldattal. A konidium sűrűséget 10*^ , 10^ , 10^ <jb spó- 

ra/korong állitottam be. A metionin mennyisége 5o, 25» 

12,5 , 6,2 , 3,1 jig/korong volt. A metioninnal kevert, 

szuszpenzióból a korongra - a már Ismertetett módon - 

itt is 0,05 ml-t vittem fel.
Az ihkubálás után kapott eredmények nem voltak 

kedvezőek. A fejlődés üteme lelassult, a zóna határok 

nem voltak elég élesek és a mérési adatok között 

gyobb szórást tapasztaltam.
na-

3.3.7. Az inkubációs idő hatása

A különböző vizsgálatok során /cukor koncentráció, 

konidium szám hatása stb./ rendszeresen, több időpont
ban értékeltem a lemezeket és mértem a zónák átmérődét. 
A zóna átmérők növekedési ütemét 3oo ug/ml brómkrezol- 

blbort és 1/8 mennyiségű puffert tartalmazó tápközegnél 
a 3. sz. ábra két grafikonján szemléltetem.

A zónák mérése körülbelül 2o óra inkubáció után 

válik először lehetővé.



3* sz* ábra
A zónák átmérőjének növekedése az 

idő függvényében

1*10^ db/ml

h

7o 5o ug
5o >jg 25 pg

bo 25 pg

12,5 ;ug 12,5 Wg5o

6,25 wg4o

3o
3*12 yxg

2o
*+-—+----4----4

19 21 23 25
+ +++ óra27 29 ' 3l13 21 23 25 27 29 31
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A zónák 26-27 óráig intenzivebben, azután kisebb mér
tékben növekszenek, A későbbi időpontban 26-28 óra 

után a zónák határa fokozatosan életlenné válik, majd 

a tápközeg kisárgul. Ekkor azonban áteső fényben jól 
látható szabályos kerek telepek alakulnak ki, amelyek
nek egymáshoz viszonyított mérete, szemmel jól becsül
hető és tolómérővel - kissé nagyobb pontatlansággal 
mint a zónaátmérő - mérhető.

3.3.8. A met ionin stereoizomer.i éjnek szerepe

A vizsgálathoz D, DL és L-metionint használtam.
A tápközeget 1/8 mennyiségben pufferoltam, 3oo jog in
dikátort, 5 % cukrot és IO'’ db/csésze konidiumot tar
talmazott. A korongokra 5o és 25 ug aminosavat mértem 

Hamilton fecskendő segítségével. A 30°C-on végzett 25 

órai inkubáció után a D-metioninnál nem indult fejlő
désnek. Az L és DL készítményeknél két párhuzamos mé
rés eredményeként a zóna átmérők az alábbiak szerint 

alakultak.

ZónaátmérőkArnino-
sav

L-metionin DL-metionin№

46,953,95o
46,6 42,625

2. sz. táblázat
A zónaátmérők és metionin sztereo- 

izomerek közötti összefüggés
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A DL-metionin a várható értéknek megfelelően alacso
nyabb zénaátmérők kialakulását eredményezte*
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4* A "NAGYLEMEZ" MÓDSZER MÉRÉSI EREDMÉNYEI 
ÉS MATEMATIKAI STATISZTIKAI ÉRTÉKELÉSE

4*1« A metionln mennyiség és a zónaátmérók közötti
összefüggés vizsgálata

Az ezzel kapcsolatos vizsgálatokhoz a nagyobb 

és a kisebb lemezt is felhasználtam« A metionint a 

2«4«9*3* pontban ismertetett elrendezési tervek sze
rint vittem fel a lemezekre» A nagyobbikre 5-lo-15- 

2o-25-3o-35-4o ;ug, a kisebbre 5-lo-2o-4o jog mennyi
ségben« Méréseket végeztem lyukdiffúzióval és pa- 

pirkoronggal egyaránt 3-5-szöri ismétlésben.

4« 1*1# A 2 ónaá t már ők. a konidium sűrűség és az inku
bációs idő közötti összefüggés nagy lemezen

Az elókisórletek során ilyen jellegű méréseket 
végeztem, de ezeket Petri-osószóben és csak 25 pg me- 

tionin/korong értéknél mértem« Szükségesnek mutatko
zott, hogy ezt nagy lemezen pontosabban meghatározzam« 

A kisebb méretű üveglapon kapott, a lyukdiffúziós el
járással mért eredményeket a 3* sz. táblázatban fog
laltam össze«
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Ezekből az adatokból a szemléletesség növelése érde
kében két ábrát /4* és 5* sz,/ készítettem. Továbbá

felvétel a lO^/ml konidium sűrűség 

mellett, 24 órás inkubálás után bemutatja a lemezen 

kialakult zónákat, lyukdiffúziós és papirkorong el
járás esetén,

A mérési adatok alapján megállapítható, hogy 

az inkubációs idő meghosszabbításával, a magasabb me- 

tionin koncentrációnál a zónaátmérő növekedése erő
teljesebb, ezért az egyenes meredekebbé válik, köze
lit a tg 45°-hoz, igy a két tényező közötti összefüg
gés szorossága növekszik.

A konidium sűrűség változtatása is lényegében 

az előbbi megállapítást bizonyítja. Ugyanis nagyobb
5

sűrűség esetén a zóna hamarabb kialakul, 10 -nél 2o 

óra múlva mérhető, ugyanakkor 10^-nól még nem szabá-
О

lyos kerek, 10 -nál pedig még nincs kialakult zóna,
24 óra eltelte után 10^-nél - de a többinél is később - 

a zónák "elöregednek”. Ez a zónák összenövését, a zó
nahatár élességének elmosódását, általában a kontraszt 

/lila és sárga között/ csökkenését jelenti. 10^/ml ko- 

nidiumsürüség esetén a legnagyobb a maximum és minimum 

zónaátmérő közötti különbség. Ez átlagosan 2,5 cm,5 

és 4o jig metionin érték között és a mérhető zóna kia
lakulásához 19-2o óra szükséges.

az 1, és 2. sz.



Konidium sürüeég
3Metionin 410'5 10 10

ps
24 óra 24 óra22 óra 24 óra 2o óra 22 óra 2o óra 22 óra2o óra

3o,o2 3o,35 37,37 33,42 39,4o28,42 33,o5 35,955

36,15 46,1237,97 43,4o 38,42 43,92lo 35, o5 37,95 —

I
5o,62 46,o24o,o22o 39,59 47,97 49,42 37,55 47,22 u

I
55,22 38,47 4o,9o 47,4o4o 47,4o 57,4o 49,75 54,5o

3* sz* táblázat: A konidiumsürüség, az inkubálási idő ób a zónaátmérők közötti össze
függés



4. sz. ábra

A zónaátmérők és az inkubációs idő közötti 

összefüggés nagy lemezan 

/ÍO9 konidium/ml/

zónaátmérő
/mm/
6 o'

24 óra

5o*

45-

4or

35f

3 o’-

те tionin pg



-. zónaátmérő
/mm/

5. sz. ábra

A zónaátmérők és a konidium szuszpenzió 

sűrűsége közötti összefüggés nagy lemezen 

/30°C, 24 óra inkubáció/

a, i.!

6c.

55..

5o-.

45..

4o-.

35..

3o"

f ■■ H-0lo 2o 4 о5

met ionin yug



X. felvétÖli A GÓnaátuőrők klalakuláoa a 2.2.3. pont
ban ia.ortotott tápküGocon. A uetionln 

lo, 2o, 4o ug /papizicorozig/
iWT:U><V

2. félve tol s A sóneátnérők kialalmláoa a 2.2.5* pont

ban ia jortotott tápküGergőn. A .etionin .icnnyleo^o 5, 

lo, 2o, 4o ug /lyuicdii’MGlo/
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4*1*2. A konidiumok stimulációja élesztokivonattal

As A. niger konidiuiaok kihajtásának környezeti 
feltételeit többen is vizsgálták. Ferenczy I». saját 

megfigyeléseit is figyelembevéve javasolta, hogy a 

mérési eredmények szórásának csökkentése érdekében 

0,5 /5-os élesztokivonattal 1 óráig áztatott konidiu- 

mokat használjak fel mérésre. Gyakorlatilag ez any- 

nyit jelentett, hogy a konidiumok lemosását a fer
de agárról ezzel az oldattal végeztem és rázogattam. 
Egy óra múlva a 2.1* pontban leirt módon jártam el.

A mérési adatokat a nagyobbik lemezről 8 méré
si oldatból olvastam le és a 6. ss. grafikonon ábrá
zoltam.

Ebben az esetben a küszöb értéke, az 5 jog-hoz 

tartozó zónaátmérő átlaga magasabb, a felső határér
tékhez, a 4o jag-hoz viszonyítva és ennél fogva ki
sebb egy egyenes meredeksége. Ezzel szemben az in
kubációs idő rövidebb lett 5 órával. A mérési adatok 

szórása egyik lemezen s * o,24 és s = o,96 mm között, 

a másiknál о = о,65 , s ■ 1,62 mm volt.
E mérés eredményeit figyelembe véve nem tartottam 

szükségesnek a továbbiakban e művelet közbeiktatását.



1

Gm os# ábra
sónaátoór# 

/шУ 2 /19 óra/A konidiiL-ok stimulációja 

óloostőkivonat tál
1 /19 óra/

L
3o

A

2 /15 óra/&

1/15 óra/45

AA

e
9

4o

A

о

35

>>

3o

4o2olo5
. .otionin Jlg
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4*2* A Ivukdiffúziós os nanirkorongos mérési módszer

összehasonlítása

Mind a két módszerrel, két párhuzamos lemezen 

mértem a zónaátmérők adatait /у/. Számítottam az e- 

gyes metionin mennyiségekhez /х/ tartozó mérési ada
tok szórás adatait* Megkerestem, hogy a kapott érté
kekhez milyen függvény illeszthető ás kiszámítottam 

a regressziós egyenes korrelációs együtthatóját*
A mérési adatokat a következő táblázatok tartal

mazzák ill* a 7* ás 8* ábrák szemléltetik*
A mérési adatokat koordináta rendszerben ábrá

zolva azt mutatták, hogy az összefüggés egyenessel 
nem jellemezhető* Logaritmus függvényt illesztve, a 

mérési pontok az у = a+b log x regressziós egyenesen 

fekszenek* A korrelációs együtthatók: /papirkorongoknál/
rx = 0,992х3“

r2 = О'ЭЧЭ***

Az összefüggés igen szoros. A két regressziós 

egyenest a 7* sz* ábra szemlélteti. A mérési adatok 

szórás értékei viszont elég nagyok, amit előidézhet 

az átmérő mérés hibája, a konidiumok esetleges egyen
lőtlen eloszlása, a rétegvastagság ingadozása és a 

papirkorong tapadásából és egyenlőtlen vastagságából 
származó hiba* Az oszlop és sor összegek mind a két 

lemeznél enyhe lejtési hibát is mutatnak.
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Рархгкогопя módszer
1. sorozat

Elrendezés szerinti

5o,6 34,1 45,2 51,7 49,3 39,5 45,6 5o,6 366,6

51.4 49,o 44,3 5o,4 34,8 48,1 49,7 49,1 376,8

51.1 5o,3 49,9 51,1 47,4 34,5 44,4 43,о 371,8

44.2 47,3 35,2 47,6 49,7 4o,9 52,о 43,4 376,3

47.4 45,2 4?,8 35,3 49,1 52,3 5o,3 49,4 376,3

52.4 51,7 52,8 5o,4 43,8 47,о 35,1 46,3 379,5

50.8 53,7 51,8 44,4 46,9 5o,2 49,3 34,5 381,о

39.8 52,o 52,9 49,о 52,о 48,2 44,о 51,6 39о,2

387,7 382,7 379,9 379,9 373,о 371,4 37о,4 373,9 Зо18,9

L-ruetionin iidkrograiji /х/

5 lo 15 2о 25 Зо 35 4o

34,1 39,5 45,2 45,6 5o,6 49,3 51,7

34.8 44,3 49,1 49,о 48,1 5o,4 49,7

34,5 43,o 44,4 47,4 49,9 51,1 5o,3
zóna 35,2 44,2 47,3 47,6 49,4 5o,9 49,7

átmé- 35,3 45,2 47,4 47,8 49,1 5o,3 49,4

rők 35,1 43,8 47,o 46,3 5o,4 51,7 52,4

/у/ 34,5 44,4 46,9 5o,8 49,3 51,8 5o,2
39.8 44,2 49,o 48,9 52,о 51,6 52,9

5o,6

51,4

51,1
52,o

52,3

52,8

53,1
52,8

átlag 35,4 43,6 47,о 47,9 49,8 5o,9 5o,8 52,o

szórás o,44 o,66 1,63 1,64 1,17 o,85 1,35 o,9o
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2. Borodat

Elrendezés szerint:

42,8 26,4 39,1 47,6 45,2 31,8 4o,7 45,8 293,о

48.1 41,5 35,o 46,1 25,5 44,8 46,7 37,4 299,6

45.3 47,3 46,4 48,5 45,о 24,2 4o,o 32,7 Зо5,2

36.7 4o,3 27,7 44,5 48,2 46,2 49,о 45,7 31o,6

41.4 35,9 44,5 26,о 46,8 49,о 46,1 37,5 311,2

49.1 5o,9 48,8 46,1 35,3 42,5 25,4 42,9 315,6

45.4 49,7 49,3 36,1 4o,3 47,8 45,1 26,2 314,2

31.8 47,o 49,o 43,o 49,1 45,6 36,4 47,9 318,о

3o$8 312,6 312,1 311,9 31o,4 3o7,7 3o4»o 299,о 2467,4

L-iuet ionin mikrograu

15 2o 25 3o 35 4o5 lo

26.4 31,8 39,1 4o,7 42,8 45,2 47,6 45,8
25.5 35,o 37,4 41,5 44,8 46,1 46,7 48,1

zóna 24,2 32,7 4o,o 45,о 46,4 45,3 47,3 48,о
átmé- 27,7 36,7 4o,3 44,5 45,7 46,2 48,2 49,о
rők 26,o 35,9 41,4 44,5 41,8 46,1 47,5 48,8
/у/ 25,4 35,3 42,5 42,9 46,1 5o,9 49,l 48,5

26,2 36,1 4o,8 45,4 45,1 49,3 47,8 49,7
31,8 36,4 43,o 45,6 47,о 47,9 49,о 49,1

26,65 34,98 4ó,96 43,76 45,58 47,12 47,9o 48,5oátlag

sacrás o,93 1,79 1,81 1,85 1,36 2,o5 o,81 1,18



Y

п
7. sz. ábra

tmérő /пил/zóna;'
У’

5o ..

Az L-metionin mennyisébe és a 

zónaátmérők közötti összefüggés

/papirkorong módszer/

45 "

4o

35 - yi " 17’42 + . log x

y’p = 1o,1o 24,03 • log X

30

10

log X
■>27 t

1,61 ,0O,

ÍX hnetior.in1 ■*---------- 1--------1—1—t—
2о 25 Зо 35 4olo 1 ■ь



- 42 -

Lyukdiffúziés módszer

1, sorosat
Elrendezés szerint:

53,5 38,4 49,7 58,о 56,3 44,8 51,5 55,8 4o8,o
56.1 52,o 45,8 54,9 38,9 54,8 55,8 5o,8 4o8,8
54,3 56,4 53,6 57,o 52,3 39,о 5o,8 45,о 4o8,4
45.1 49,4 38,2 52,2 56,1 54,6 56,6 53,3 4o5,5

49,9 45,o 5o,8 38,5 53,6 57,2 55,3 56,о 4o6,3

55,8 55,1 56,9 53,5 44,6 49,2 37,о 55,6 4o7,7

50.1 56,5 55,o 44,2 49,о 56,4 53,6 36,3 4ol,l

35,7 53,o 56,6 48,8 56,3 49,3 43,7 54,7 397,1

4«ю,5 4o5,8 4o5,6 4o7,l 4o7,l 4o5,o 4o4,3 4o7,5 3242,9

L-metionin mikrogram /х/
5 lo 15 2o 25 3o 35 4o

38,4 44,8 49,7 51,2 53,5 56,3 56,о 55,8
38,9 45,8 5o,8 52,о 54,5 54,9 55,8 56,1

zóna 39,o 45,o 5o,8 52,3 53,6 54,3 56,4 57,о
átrné- 38,2 45,1 49,4 52,2 53,3 54,62 56,1 56,6
rők 38,5 45,o 49,9 5o,8 53,6 55,3 56,о 57,2
/у/ 37,o 44,6 49,2 51,1 53,8 55,1 55,8 56,9

36,3 44,2 49,o 5o,l 53,6 55,о 56,4 56,5
35,7 43,7 48,8 49,3 53,о 54,7 55,6 56,3

átlag 37,75 44,77 49,7о 51,12 53,61 55,о2 56,о 56,55

SEdcÓS 1,25 0,63 0,76 1,14 о,42 0,60 о,31 0,48
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2. sorosat

Elrendezés szerint:

52.2 36,8 42,8 54,5 53,2 43,5 49,8 53,4 392,2

53,4 5o,6 42,5 52,7 35,6 52,2 54,2 47,4 388,6

52,7 54,3 5o,4 53,о 48,3 35,1 47,2 42,5 383,5

41.3 46,7 35,o 48,2 53,о 52,5 53,1 5o,7 38o,5

45.9 41,1 48,2 34,o 49,9 52,6 51,9 52,7 376,3

50.3 51,4 53,8 49,9 #1,5 46,4 34,8 48,о 376,1

47.9 53,o 51,8 41,1 45,6 52,8 49,9 34,3 376,4

34,2 5o,5 52,9 46,5 53,4 47,9 41,1 52,8 379,3

377,9 384,4 383,4 379,9 38o,5 383,о 382,о 381,8 Зо52,9

L-iaetionin mikrogram /х/

5 lo 15 2o 25 3o 35 4o

36,8 43,5 48,8 49,8 52,2 53,2 54,5 53,4

35,4 42,5 47,4 5o,6 52,2 52,7 54,2 53,4

zóna 35,1 52,5 47,2 48,3 5o,5 52,7 54,3 53,о

átmé- 35,o 41,3 46,7 48,2 5o,7 52,5 53,о 53,1

rők 34,o 41,1 45,9 48,2 49,9 51,9 52,7 52,6

/у/ 34,8 41,5 46,4 48,o 49,9 51,4 53,5 53,8

34,3 41,1 45,6 47,9 49,9 51,8 52,8 53,о

34,2 41,1 46,5 47,9 5o,5 52,8 52,9 53,4

átlag 34,95 41,82 46,.81 48,32 ,5o',37 52,37 53,48 53,21

o,28 o,9o 0,32 o,67 l,o5 o,6l o,8o o,36sä órás
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A két méréshez tartozó regressziós egyeneseket a 8, 

sz. ábra mutatja* Az egyenesek korrelációs együtt-
« o99Q32**x 

r2 = o,995oxxx

A Variancia elemzés segítségével a lemezen tör
ténő elhelyezésből származó hiba számítható volna,de 

igy is látható, hogy az oszlop és sor összegek jelen
tős eltérést nem mutatnak. Többnyire a szélső /fal 
melletti/ sorok, ill. oszlopok összege tér el nagyobb 

mértékben az átlagtól. Ezt a fal melletti hatást már 

mások korábban megfigyelték és leírták /Lees and 

Tootill, 1955/.
A regressziós egyenesek egyenleteivel kiszámított 

/becsült/ x értékek a következőképpen alakulnak:

hatói:

lyukdiffúzió papirkorong
xX1 X2X1 X2 x

5,884 4,64o 5,26
13,o73 lo,o46 11,56 

18,255 16,855 17,5o
19,942 22,678 21,3o

24,o33 26,848 25,46
26,777 3o,969 28,9o
26,513 33,293 29,9o
29,887 35,197 32,55

4,o95 4,658 4,376

13,o47 o,9ol 11,474 

16,31o 17,135 16,72
19,221 2o,228 19,72

25,635 26,334 25,984
3o,175 31,57o 3o,87
33,846 34,132 33,99
36,ol6 34,859 35,44

5
lo

15
2o

25
3o

35
4o



zónaátmérő 
/mm/ 8. sz. ábra

Az L-metionin mennyiségeУ
és a zónaátmérők közötti

összefüggés
55

/lyukdiffóziós/

5o

45 4-

(O
y’ = 25,56 + 19,91 . log x

•1°у2 = 2о,9б + 2o,95 . log x

4o--

ч1°
log X

35
metionin pgx

15 2o 25 3o 4olo5
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Miután a becsült értékek a valódi értékektől plusz 

ée minusz irányban véletlenszerűek, ezt pontatlan
ságnak tekinthetjük, amit nagyobb számú méréssel 
pontosabban meghatározhatnánk.

Mind a zónaátmérők szórásértékei, mind a reg
ressziós egyenes segitségével becsült x* értékek a 

lyukdiffúziós módszernél mutatnak kisebb pontatlan
ságot, ezért a továbbiakban a lyukdiffúziós módszert 
alkalmaztam.
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4.3* A minta amino вау tartalmának meghatározására
szolgáld számítási módszerek

A ml mérési körülményeinkre sajnos nem alkalmaz
od

ható Lees és Tootill által ismertetett módszer, ezért 

a meghatározáshoz szükséges matematikai formulákat ma
gunknak kellett kidolgozni. A mi esetünkben egy 8x8-as 

lemezre* 1 standard és 3 minta felvitele lehetséges.
A standard mennyisége mindig 5 jug és 4o jog metionin/ 

0,1 ml.
A minta várható metionin tartalmának 5 Mg ós 4o 

)ig/0,l ml között kell lennie. A nagyobb mérési pontos
ság elérése céljából két koncentrációban célszerű az 

oldatot készíteni. A töményebből felező hígítással ké
szítsük a másikat.

Egy lemezen igy minden metionin mennyiséghez /kon
centráció értékhez/ nyolc zónaátmérőt mérhetünk. A me
tionin mennyiségét /х/ a mért zónaátmérők átlagából 
/у/ grafikusan, vagy a megfordított regressziós egyen
let segítségével a következőekben ismertetett számítás- 

menettel ill. nomogrammal határozhatjuk meg.
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4.3.1. Graflkonos megoldás

A graflkonos megoldásnál az у tengelyre felvesz- 

szűk a zónaátmérők értékeit, az x tengelyre a log x 

értékeknek megfelelő távolságokra a metionin mennyi
ség értékeit 5-4o-ig. A standardokkal mórt értékeket 

a koordináta rendszerben ábrázoljuk* A mintánál mért 
zónaátmérőhgz tartozó metionin mennyiségét az egyenes
ről leolvassuk. Ez a megoldás elvégezhető, de nehéz
kes, mert minden lemezhez meg kell a grafikont szer
keszteni. Ebben az esetben célszerű négy koncentrá
cióban felvinni a standardot /5# lo, 2o, 4o >ig/, ek
kor viszont csak két minta mérhető egyszerre.

4*3.2. A fordított regressziós egyenlet kiszámítása

Az x értékét a regressziós egyenes egyenletéből
>

у e a + b lóg x
rssak pontatlanul számíthatjuk, ezért szükséges a for
dított regresszió kiszámítása. Ehhez az egyenlet e- 

gyütthatóját /bt/ a következőképpen számíthatjuk,

2 11. bf « r Ъ
ahol r * a korrelációs együttható.
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Az állandó /а^/ értéke egyenlő
vlc _f ■ log x - bf у2. a

és végUl a fordított regressziós egyenlet
toV.

log x e af + bf . у3*

A lyukdiffüziós és paplrkoronggal történő méré
sek esetén az egyenletek a következők /7* és 8. óbra/i

l-e 4,y^ « 25#56 + 19#91 • log x
d°

у2 в 2o,96 + 2о,95 • log х

log х^е -1,8173+0,о6о7*у
je

log mg* -о,9749+0,0472.у

A laboratóriumi gyakorlat számára azonban ez az 

eljárási mód nem alkalmas, mert nagyok sok számolást 
igényel, csak komputeres számítás esetén használható.

4*3*3* Számítás a mérési adatokból

»0
4/у * a + b • log x

függvényből kell kiindulni* Az egyenlet egyszerűsíthe
tő, ha 4Sb • log x в о , ekkor ugyanis

у * a
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Ez akkor igaz, ha z = 1 . A ni esetünkben 1 yiß metio- 

nin nem mérhető, de az 5 is vehetjük egységnek.
Ebben az esetben az 5 pg metioninhoz tartozó zónaátmé- 

гб a a .
A Elérési tartomány felső határát képező 4o ug ak

kor egyenlő 8-cal. Ily módon az egyenlet t
(O

У40 e У5 + ^ • log 8
ebből a b számítható

ъ - y4o - У.; 
log Ó

a "bn és az ismeretlenhet tartozó zónaátmórő /у_/ is- 

méretében

1.

KC

• log x*+ bУх e У5

ebből (0
&-LZ54,

log X* e2. ъ

*» num, log x* • 53. x

Az öttel való szorzás azért szükséges, mert ezt 

választottuk egységnek, a valódi értek ötször nagyobb, 
A regressziós egyenlet torzítási hibáját tapasztalati 
úton úgy különböztethetjük ki, hogy öt helyett 4,5-del 
szórzunk.
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4*3*4* A nomogramraos megoldás

E módszer alapját az képezi, hogy az előbbi há
rom egyenlet adatai előre kiszámithatók, mert a méré
si tartomány 5 és 4o )ig közötti metionin és a hozzá 

tartozó zónaátmórők, nem végtelen sok, hanem Jól de
finiálható szélsőértékek között mozognak*

Az x tartományai 5 - 4o jog 

25- 4o mm 

45 - 65 mm 

25-65 

14 - 26 mm 

о - 26 mm

_ n _Az y5
Az y4o - " - 

Az yx

Az y4o - y5 

Az yx - y5

- « - mm
tart.
tart.

yx és a x közötti összefüggés egy-Az y5 • y4o 

szerű megoldásét adja a 9. ábra.
Az ábra alapjául az említett egyenletek összevont a-

lakja szolgált
Ух - У5
У4о~ У5
lg Ö

x a 4*5 num.lg

A nomogram szerkezetére rendezett alakja i

* ^ /yx“y5/ /У4о“У57 • lg 8x e 4,5 num



чэ
И
N I
Ps «1
CJ1

3 •
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A nomogram szerkesztése 3 nomogram összekapcsolá
sával készült* A két első egység az yx - y^ és az 

У40 - У5 kUlönbsásének meghatározását szolgálják, 

amelyeket az yx , y^ és y^ azonos mértékű skálán 

való ábrázolásánál számolás nélkül megrajzolható•
Mivel у - értékintervalluma 24-től kezdődik, a ked
vezőbb méret kialakítás miatt a jobboldalra kijutó 

/az ábrán nem látható/ eredményksálát 24 egységgel 
eltolva átértékeltem*

■Az y^-y^ eredményét ferde görbe sereg segítsé
gével, a pontosság títs leolvashatóság számára kedvezőbb 

függőleges tengelyre vittem át, amely a lg-os szorzó 

skála függőleges tengelye* A ferde értékátvivő gör
besereg a kész lg szorzó skála és a yx - y^ eredmé
nyeinek az összekötésével készült*

y^Q - y^ képzése az Ух “ У5 - megoldóval a- 

zonosan készült, az eredményét a lg szorzó skála a- 

latti segédegyenesre vittem, amely«
- a lg szorzó skála vízszintes tengelyét Is al

kotja
- az y^ - y^ érték skála reciprokát és a lg 8 

hányados képzését is megoldja
- továbbá a skála hosszúság növelésével a pon

tosságot és leolvashatóságot is .javítja és
- végül a szorzóákálára a leolvasás vonal veze

tésének irányát is megváltoztatja 90°-kal*

Az
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A segédegyenes két végpontját az y^Q - y^ számítás
ba vehető értéktartományának végpontjai adják, A 

segédegyenes pontjainak értékét a következő táblá
zat és az y^0- y^ vízszintes vonalainak metszéspont
jaiból nyertem.

1 1 . lg 8У40 ~ ^5 У40 - ^5 У40 - У5

0,0646

0,0564
o,o715
0,0625

14
16

o,o323o,o35728

Ezen a módon a lg szorzó-skála vízszintes és 

függőleges tengelyének érték tartományát és beosz
tását nyertem, A skála görbe vonalának szerkeszté
séhez, minden vonalat 7 ponton számitottam és szer

illetvekésztettem a következő táblázat alapjánj 

ugyanez a táblázat yx - y^ = 6, 7, 8 ••«« 

értékekkel /összesen 21 hasonló táblázat/.

26



1 lg 8 = f ig Vyx - y5/ 4,5 num lgfl /Ух - У5Х numУх - у51У40-У5

6,53о,1615 

о,174о
1,45о
1,493

о,о323
о,о348

5
6,725

I
vj:4*
I• •

8,610,0564 1,914о,282о5
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Esen táblázatok adataival a lg szorzóskála megszer
keszthető. Az eredeti nomogram 35o x 57o mm méret
ben készült, amelynek kicsinyített másolata a 9. 
ábrán látható, az alkalmazási kulccsal ellátva.

A nomogram яг értékének о,5 pontosságú gyors 

meghatározását teszi lehetővé, amelyre a következő 

kontroll példákat említem meg*

monogrambólszámított Д xУх У40 У5
46,4 51,8 38,5 

36,7 45,4 25,9 

5o,l 61,6 37,3

14,9
14,2
13,7

0,4
o,l
o,3

15,3
14,3
13,4

A nomogram alkalmazásához célszerű karcolt cellulóz 

lapot mint leolvasó segédeszközt használni.
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4*4* Vizsgálati minták mérési eredményei, szórás és
hiba

A mád szór kipróbálására marhahús hidrolizátumot 

/yestort és Beef, extract/, Bacto pepton /Dlfco/, é- 

1észtőkivonatоt /Oxoid/, szérumalbumint /bovin-Fluka/, 

globlnt /saját preparátum/ és deszt# vizes metionin 

oldatokat vittem fel a lemezre, az eredményeket rész
ben grafikonnal, részben a 4*1*4.3* pontban leirt 

számitásmenet alapján határoztam meg. A mérést 2o és 

24 ára inkubálás után is elvégeztem. A táblázati e- 

redmények a minták alacsonyabb és magas koncentrációi
hoz tartozó mérések átlagát Jelentik.

A4* sz. táblázat adatai mutatják, hogy tiszta 

metionin oldat esetében mért szórás 5,7 -8,8%. A 

24 órai inkubációs idő után történő értékelés adatai 
átlagban kÖaaLebb vannak a valódi értékhez. Ez igazol
ja 4*1*1* pontban történt megállapítást, miszerint 

24 órai inkubáció esetén a regressziós egyenes mere
deksége nagyobb mint 2o óránál. 24 órai értékelés u- 

tán, 95 #—os valószínűségi szinten a konfidencia ha
tárok* lo pg-nál a o,65 jag , 2o jag-aúl « 1,44 pg*

A vizsgálat minták közül a Beef extract-ból, a 

szérumalbuminból és a globinból szabad metionint ki
mutatni nem tudtam.



4. sz. táblázat
Az L-metionin mennyisége tisztán metionint tartalmazó 

mintáknál mért adatokból számítva

Valódi L-metionin mennyiség
2o pglo jig

33 21 12

25,39X 2o,89 2o,89 

22,36 21,4o 21,88 

2o,26 21,36 2o,75 

2o,13 19,26 19,7o 

22,61 21,85 22,23

lo,64 o,87 lo,26
lo,7o 9,63 1o,16
9,86 9,67 9,76
9,33 lo,oo 9,61

11,2o 11,16 11,18

Számított
értékek

Összeg 85,35 lo4,76 lo5,4551,73 5o,33 5o,97

Átlag lo,32 lo,o7 lo,19 21,34 2o,95 21,o9

Szórás o,749 o,567 o,582 1,763 1,298 1,411

Szórás % 7,49 5,67 5,82 8,81 6,49 7,o5

hlh2 ~ 2,36 1,44 1,56o,84 0,63 0,65

ТГ ninkubáció, 2«, 24lo 2o inkubáció, 3» átlag, x=nem vettem
figyelembe

ill. az 5. táblázat be-/x\ - u/2A szórást n
csült szórását 5 összefüggés alapján számítottam*

A konfidenciahatárok meghatározásához a középérták 

szórását sx =
meg* A két konfidenia határ h^,

összefüggés alapján állapítottam
hg a x + t 4 •P% *
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Kérdés, hogy e nativ fehérjék jelenlétében a szabad 

metionin meghatározható-e? Két párhuzamos lemezen al
bumin és globin esetében, lo mg/ml töménységű oldat
nál a következő adatokat kaptam.

Hozzá mért metionin globinalbumin

18,7 19,2

24,3 25,4 

29,6 31,2

19,321,4
24,6

3o,9

2o jig 

25 jug
3o pg

25,3
31,3

Az eredményekből látható, hogy szórás mértéke a 

tiszta metioninnál mórt szórási határoknál nem na
gyobb.

A vestor. pepton és álesztőkivonat esetében 

csak a látszólagos metionin tartalmat tudtam megha
tározni, mivel kémiai módszerrel mért összehasonlí
tási adat nem áll rendelkezésemre. Fixion lemezen a 

jelenlévő polipeptidek miatt a metionin elválasztá
sa nem sikerült. A szabad aminosavak meghatározásá
hoz szükséges membránszürőt pedig nem állt módunkban 

beszerezni.
Az álesztőkivonat metionin tartalmát az Élelmi- 

szeripari Főiskola Kémia Tanszékén magyar gyártmányú 

aiiiinosav analizátoron meghatározták és azt 0,65 %-nak 

találták.
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Az áltálára mért átlag о,57 %• Az automata analizá
tor oszlopára azonban csak előirásszerüen 6 N HC1- 

val hidrolizált minta vihető fel. Ennek következ
tében a két mérési eredmény nem hasonlitható össze, 
mert a hidrolizis során egyrészt metionin veszteség 

áll elő, másrészt a polipeptidek hidrolízise követ
keztében a szabad metionin mennyisége növekedhet.
Az aminosav analizátorba bevitt hidrolizátumot vi
szont kevés metionin tartalma miatt nem lehet a mik
robiológiai eljárással mérni.

L-metionin ug/0,1 ml
Élesztőkivonat Pepton

2o 24 átlag

Yestor
ТГ h 24 átlagh átlag2o 24 2o

7,6 7,5 7,5
6.3 7,8 Ö,o
8.3 7,3 7,8

15,3 15,9 15,6
14.7 15,2 15,2
12,9 13,8 13,8
14.8 14,3 1,43

24,3 21,6 22,9
22.5 22,5 22,5
23.6 22,2 22,9

7,o4 66,3 68,3 

23,4 22,1 22,7 

o,91 o,46 o,24
3,89 2,o7 l,o8
l,o8 o,54 o,29

24,2 22,6 23,3 

8,1 7,8 7,7
o,41 o,41 o,26
5,ol 5,29 3,43
o,48 o,49 o,31

57,7 59,2 58,9
14,4 14,8 14,6 

l,o5 o,93 o,83
7,29 6,31 5,72
1,08 o,96 o,86

összeg
átlag
szórás

hlh2

5* sz. táblázat
A vizsgálati minták látszólagos metionin tartalma 

grafikonos megoldással értékelve
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E mintákra vonatkozó mérési adatok elemzés© alapján 

elmondhatjuk, hogy a szórás itt sem nagyobb, mint a 

tiszta metionin esetén* 95 %-os valÓszintieégi szin
ten az átlagtól való eltérés konfidencia határai 24 

órai inkubáció után történt méréseknél*
* +о,9б Я8

élesztókivonat * +0,54 pg
* + o,49 pg

yestor

pepton

Szólni kell még a higitás szerepéről* A minta 

két koncentrációban történő felvitele több szempont
ból is indokolt* Egyrészt két mérés sorozat átlaga 

nagyobb valószinüsóggel közelíti meg a valódi érté
ket* Másrészt az egyenestől való szórás kisebb x ér
téknél más, mint nagyobb x értéknél, Így a kettő egy
mást kiegyenlítheti* Továbbá előfordulhat, hogy a me
tionin mennyisége több vagy kevesebb a várható érték
nél és ennek következtében nagyobb a valószínűsége, 
hogy legalább az egyik hígítás a mérési tartományba 

esik % к

A yestorra számított adatok a 6* sz. táblázat
ban találhatók*



- 6o —

A higitás
Átlag 

A fr /о1/2 1/1

hhh a h 2424 2o2o 24 2o

16,0

15.4
12.5 

14,3

13,6
14,8

13,3
13,6

15.7 

14,5 

13,4
13.8

17,8
14,2

13,5
14,o

14,8
13,6

12,4
14,o

17,3
17,2
12,6
14,6

6, sz, táblásat

Yestor látszólagos metionin tartalma mérési
adatokból számítva

A 6. sz. táblázat adatai nem egyeznek meg az 5* 

sz. táblázat eredményeivel, mivel ott grafikonos 

megoldást alkalmaztam, de az eltérések és szórások 

értékei hasonlóak, A két koncentrációban történő mé
rés az eredmények alapján indokolt.g*



- 61 -•

MEGBESZÉLÉS

Célkitűzésünk az volt, hogy A* nigerből amino- 

sav mérésére alkalmas mutánsokat nyerjünk és a mérés 

kísérleti feltételeit meghatározzuk* Munkám során si
került mérésre alkalmas aminosav dependens mutánso
kat nyerni*

A mérésnél az alapvető feladatot a megfelelő 

nagyságú és éles határvonalú zóna kialakítása jelen
tette* A problémát megoldottuk* Az Indikátorral lilás- 

vörősre színezett táptalajba kevert konidiumok, a dif
fúziós zónában fejlődésnek indulnak és savkópzósük ál
tal citromsárga, jól szembetűnő és mérhető zónát al
kotnak* A táptalaj egyszerű és a lemezöntóstől a ter
mosztátba helyezésig - különösebb gyakorlat nélkül is 

- 3o-4o perc alatt elkészíthető a lemez* A mérés pon
tossága szempontjából lényeges, hogy a tápközeg hő
mérséklete 45 és 5o°C között legyen* Alacsonyabb hő
mérsékleten a tápközeg viszkozussága miatt a konidiu
mok nem keverhetők jól el és nem lehet egyenletes le
mezt önteni* Ebből az okból feltétlenül szükséges még 

az üveglemez előmelegítése, ugyanis magasabb hőmér
sékleten a konidiumok elpusztulnak*

A zónaátmérő mérését 2o-24 órai inkubálás után 

célszerű végezni* Két különböző időben történő mérés 

és számítás nem növeli számottevően az eredmény pon
tosságát*
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A módszer 95 %-os valószínűségi szinten 8 95-os re
lativ hibával terhelt, ami rutin munkáknál elfogad
ható* Pontosabbá tehető volna az eljárás, ha a min
tát két töménység helyett három higitásban használ
nánk, mint például Levin J*D* és munkatársai /i960/ 

a tiostrepton mérésénél tették* Másik lehetőség a 

mérési tartomány szűkítése 5-3o jag tartományra*
E módszer viszonylag nem nagy pontossága elle

nére azzal az előnnyel rendelkezik, hogy feltehető
en sok más anyag mellett különösebb elválasztási mű
veletek alkalmazása nélkül lehetővé teszi a metionin 

meghatározását. Két nativ fehérje a globln és szórum- 

albumin, illetve a megvizsgált hidrolizátumok eredmé
nyei erre utalnak* Természetesen tisztázni kell, hogy 

a mutáns a polipeptidek, oligopeptidek és egyéb egy
szerű fehérjék metionin tartalmát milyen körülmények 

között képes hasznosítani, vagy csak a szabad metio- 

nint asszimilálja* Amennyiben az utóbbi nyerne bizo
nyítást, a mérési módszer jelentőségét növeli, mert 
a kémiát elválasztó műveletek során mindig jelentős 

az aminosavak vesztesége*
Ezen kivül ugyanezen törzs többi mutánsai /lizin, 

arginin stb./ feltehetően hasonló mérési körülmények 

között, hasonló pontosságú mérést tesznek lehetővé*
A kísérleti eredményekből arra következtetünk, 

hogy a módszer megfelelő adaptáció után széles körben 

alkalmazható lenne*
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ÖSSZEFOGLALÁS

Az amino savak meghatározására a kutatómunka szá
mos területén szükség van# Az aminosav analizátorok 

alkalmazása különösen akkor költsége^, ha csak egy, 
vagy két amino sav meghatározására van szükségünk. E- 

zórt tűztük ki célul egy új* egyszerűen kivitelezhe
tő mikrobiológiai módszer kidolgozását,

Aspergillus nigerhől ultraviola sugárzással nyert 

mutánssal sikerült a metionin kvantitatív meghatározá
sára alkalmas módszer kidolgozni. A meghatározás 

"nagylemezen* lyukdiffúziós eljárással végezhető el.
A mérésre alkalmas zónákat megfelelően pufferolt és 

brómkrezolbibor indikátort tartalmazó tápközeg össze
állításával értük el. A bíborvörös táptalaj, a beleke
vert konidiumokból fejlődő micélium savképzése követ
keztében, jó kontrasztot adó, citromsárga zónákat ké
pez.

Kísérleti úton meghatároztam és matematikai sta
tisztikai módszerrel értékeltem a metionin mennyisége 

és a mutáns által képzett zónaátmérők közötti össze
függést. Az összefüggés ismeretében kidolgozott mód
szer 95 %-os valószinüségi szinten + 9 %-os hibahatá
ron belüli pontosságot biztosit.
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A mérési tartomány 5 pg-4o pg/o,l ml, A mérési taa>- 

tomány szükitésével» valamint az egy lemezre felvitt 

párhuzamos minták számának csökkentésével a módszer 

pontossága növelhető, A rutin vizsgálatok számára 

könnyen kezelhető nomogrammos értékelési eljárást is 

kidolgoztunk,
A meghatározás nem munkaigényes, nem igényel 

költséges berendezéseket, vegyszereket, A peptono- 

kat, peptideket és fehérjéket tartalmazó minták elem
zésének eredményeiből arra következtethetünk, hogy a 

módszer szabad metionin elválasztások nélküli megha
tározására is alkalmassá tehető megfelelő adaptáció 

után, Valószinü, hogy ugyanezen faj egyéb mutánsainak 

segitségével hasonló körülmények között más aminosa- 

vak is meghatározhatók.
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