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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A Tokaj-hegyaljai borvidék éghajlati adottsadga, talaja, ¢és szolofajtai optimalis feltételeket
teremtenek a Botrytis cinerea hatasara végbemend nemesrothadds kialakuldsahoz. Az igy
képzodott aszaszemek alkotjdk a vilaghires tokaji asziiborok legfontosabb alapanyagat. Az
aszuszemek héjanak enzimes és mechanikai feltardsaval a Botrytis cinerea utat nyit szamos
szaprofiton faj (egyéb penészek, élesztok, baktériumok) szaporodasanak. A tokaji asztibogyok
feliileti mikrobiotajat eddig kevesen tanulmanyoztak, pedig ennek Osszetétele 1ényeges hatast
legtdbb pincészetben gyakorlatilag iranyitatlanul, spontan modon torténik, melynek sordn az
aszubogy6 feliiletén megtaldlhatdo természetes ¢€lesztéflora fajai, valamint az asziuszemek
aztatasdhoz felhasznalt alapborok élesztdgombai inditjadk meg az erjedést.

Az aszubogylkat az tlizembe tOrténd szallitds utdn altalaban tobb hétig taroljak a
feldolgozast megeldzden. A tarolas nyitott kadakban, konténerekben vagy tartalyban torténik
¢s —foként a nagyobb pincészetek- kénezést is végeznek az ecetsavbaktériumok és a muslicak
visszaszoritdsara. A feliileti éleszt6- €és penészgomba biota az asziszemek tarolasa soran
jelentds hatast gyakorolhat az asziszemek mindségére, kémiai paramétereire, ezaltal az
aszuborok érzékszervi mindségére is, igy elengedhetetleniil sziikséges, hogy a tarolas soran
bekovetkezo valtozasokrol ismeretek legyenek birtokunkban.

A tokaji borkiilonlegességek jellemz6i a nemesrothadasbdl szarmazo Un. aszu-jelleg,
valamint az érlelésbdl adodo Un. tokaji jelleg. Az eldbbi kialakulasat az érett vagy thlérett
sz016t megtamadd nemespenész, a Botrytis cinerea tevékenysége okozza, melyet a toppedt
bogyon kiilonbdz0 mértékben, de mindig megtaldlhatd egyéb penészek (Penicillium,
Aspergillus) tevékenysége egészit ki. A Penicillium chrysogenum és P. notatum jelenlétének
lehetdségébdl kovetkezden az aszubogyok belsejében penicillinek képzddhetnek. A viladg
boraszati szakirodalmaban mindeddig nem taldltunk adatokat arra vonatkozodan, hogy az
aszuszemek, illetve az asziborok tartalmaznak-e penicillint, holott ennek a vegyiiletnek a
jelenléte, vagy bizonyos mértékii koncentracioja az asziisodds —mint mindséget meghatarozo

tényez0- identifikalasdnak egyik kritériuma lehet.

A kutatdmunkdm sordn mindezen témakordk tanulmanyozéasara, valamint a gyakorlati
megvaldsitdshoz elengedhetetlen ismeretek megszerzése érdekében az aldbbi célokat tliztem

ki:



—

A Tokaj-hegyaljar6l szarmazd botritiszes nemesrothadason atesett asziszemek

feliiletén el6forduld élesztd- és penészgomba biota mennyiségi Osszetételének

vizsgélata, a tokaji asza legfontosabb alapanyaganak mikroflorajarol adatok gytjtése.

Ezzel a vilag kiilonb6zé borvidékein a nemespenészes bogydk mikroflorajanak

feltérképezéséhez jarulhatunk hozza.

2. Az erjesztOképes ¢Elesztészam alakuldsanak vizsgélata az Osszes élesztészamhoz
viszonyitva.

3. A tokaji aszubogyok élesztéflora Osszetételének mindségi meghatarozasa.

4. Az évjarat befolydsold szerepének tanulmanyozasa az élesztd- ¢és penészflora
Osszetételére vonatkozoan.

5. A térolas hatdsara bekovetkezd valtozasok elemzése.

6. Az aszszemrdl izolalt élesztdgomba torzsek koziil melyek azok, amelyek jelenlétével
fajélesztOs beoltas esetén is szamolnunk kell?

7. Az aszusodas mechanizmusdnak elektronmikroszkdpos tanulményozasa.

8. Az aszbogyon jelen 1évé szamos Penicillium faj valamelyike a jelen levd
prekurzorokbol termel-e masodlagos anyagcseretermékként penicillint? Az évjaratbeli
kiilonbségek hogyan befolyasoljak az esetlegesen kimutathatd penicillin-tartalmat?

9. Amennyiben mérhetd az aszubogyodk esetében penicillin-koncentracio, lebomlik-e az

aszukészités sordn, vagy mérhetd koncentricioban megtaldlhaté a kész asziborok

esetében 1s?

Kutatomunkam tovabbi feladata volt, hogy javaslatot tegyek az asziszemek optimalis
tarolasara vonatkozoan, illetve az elméleti megfontolasok, valamint az elvégzett vizsgalatok

alapjan az aszszemek mindségének megitélésére alkalmas paramétereket valasszak ki.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A botritiszes sz6l6 mikroflordjanak tanulmanyozdsa

A mintavételezés kozvetleniil Tokaj-hegyalja kiilonbozd iiltetvényeirdl, vagy a bordszati
tizemekbe beszallitott ¢és tarolt asziszemekbdl tortént. Az asziibogyok feliiletén tapadt sejteket
alapos razassal steril vizbe mostam be, majd higitassal és lemezontéssel meghataroztam az
egyes mikrobacsoportok ¢éldsejtszamat. Az 0Osszes élesztészamot ¢és  penészszamot
bromkrezolzold indikatort tartalmazo taptalajon (BKZ) vagy savanyitassal (pH 3,5 - 4)
szelektivvé tett élesztOkivonat-gliikoz (EG) agaron hatiroztam meg 1998 -ban és 1999 -ben.
2000 —ben ¢és 2001 —ben az Osszes é€lesztd- és penészszam meghatarozasara dikloran-
bengalrozsa-kloramfenikol (DRBC)-, illetve dikloran-glicerin (DG18) —agarokat (Merck
készitmények) hasznédltam, eltéréen a kordbban alkalmazott élesztOkivonat-pepton-gliikdz
agartol. A diklordn tartalom kovetkeztében a penészszam ndvekedése lassabb mértékiiveé valt,
valamint egyes diffuz koloniat képzdé penésztorzsek (pl. Mucor) telepképzése nem tette
lehetetlenné a kiilonféle élesztétorzsek 1zolalasat.

Az 1998 —as évjaratban az Osszes élesztdszamon beliil az erjesztoképes €élesztOk szamat is
vizsgéltam oly moddon, hogy a fent emlitett taptalajokra leoltott Petri—csészéket szénsav-
atmoszféras koriilmények koz¢ helyeztem.

A penészszamon belill a Botrytis cinerea és az egyéb penészgombak szamanak
elkiilonitését a telepek megjelenési formdja alapjan végeztem el.

Az ¢losejtszamokat minden felsorolt mikroba csoport esetén az asziibogyd minta 1
grammjara vonatkoztattam. A modszer kimutatasi hatara 10 sejt/1g bogyo volt.

A mennyiségi vizsgalatok soran kitenyésztett mikrobatelepek koziil a jellemzo
¢lesztotorzseket i1zoldltam, szélesztéssel tisztitottam, majd klasszikus morfologiai és
fiziologiai vizsgalatok alapjan nemzetség illetve faj szintig identifikaltam KURTZMANN ¢és
FELL (1998) monografidjanak hatarozdkulcsai alapjan.

Az azonositasi vizsgalatokhoz 24-48 o6ras ferde agar tenyészeteket hasznaltam.

A Botrytis cinerea morfologiajanak, valamint az aszisodds mechanizmusanak
tanulmanyozasat TESLA BS-300 tipusu Scanning Elektronmikroszkoppal végeztem.

A kiilonb6z0 tarolasi modok hatasanak megismerésére laboratdriumi vizsgalatot végeztem
azonos homogén alapanyagbdl kiindulva. Két valtozo (kénezés, hdmérséklet) fiiggvényében
12 kezelést (4-féle kénszint x 3 homérséklet) hasonlitottam 6ssze. A leoltasokat elvégeztem a

friss sziiretbdl, 2 hét, majd 4 hét mulva.



2.2. A Penicillin-tartalom meghatdrozdsa

A mintavételezés egyrészt az lizembe beszéllitott és tarolt aszuszemekbdl, masrészt
kiilonboz6 nyersaszuk, asziiborok és natir eszenciakbol tortént. 7 aszabogyd minta, valamint
13 nyersaszl, aszubor és natur eszencia esetében vizsgaltam a penicillin — tartalmat.

Az aszubogyokat feltartam keverdgéppel, majd oldatot készitettem bel6liik. Folyadék-
folyadék extrakcioval elvégeztem a szerves fazis betoményitését, majd HPLC-technikaval
hataroztam meg a penicillin-tartalmat.

A nyersaszuk, asziborok ¢€s natur eszencidk esetében folyadék-folyadék extrakcioval
elvalasztottam a szerves fazist, beparoltam az alsé fazist, etanolban feloldottam a beparolt
széaraz anyagot. A mintdk mérését HPLC-technikaval végeztem.

A kalibracids egyenes felvételét Penicillin-V (Sigma) kromatografids standardbol készitett

oldat felhasznalasaval végeztem.



3. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kutatomunkam eredményeinek értékelése alapjan a kdvetkezoket allapitottam meg:

A nemesrothadasos sz06l6 mikrofloraja mind mennyiségi, mind mindségi értelemben

kiilonbozik az egészséges szO10 feliiletén dltalanosan megtalalhaté mikrobiotatol.

A mikrobacsoportok mennyiségi vizsgalata azt mutatta, hogy az eredmények
nagymértékben fliggnek a mintavétel helyétdl. A tokérdl vett mintdk élesztd €s penész
populacidinak nagysaga lényegesen eltér az lizembe beszallitott és ott tarolt

aszuszemekétol.

- A t0kérol szedett mintdkban az egészséges szO6l0hdz viszonyitva
természetszertien kiugréan magas penészkonidium szamot, de emellett
magasabb ¢élesztészamot is mértem. A Botrytis a t6kérdl mintavételezett
aszubogyok esetében 10* — 107 tke/g bogyd nagysagrendben volt megtalalhato,
az egyéb penészek konidiumszama 10%-10° kozott, az élesztdgombak sejtszama
pedig 10°-10° koz6tt véltozott.

- Az évjarat szignifikans hatassal volt a mikrobaszamra, de kisebb mértékben,
mint azt az évjaratok szélsdségei alapjan vartam. A tékén elsésorban az
¢lesztdszdmban okozott kiilonbségeket az évjarat, a penészek esetében az
eltérés kevésbé volt szignifikans.

- Az iizembe valo beszallitas és taroldas utan a penésszamban altalaban
csokkenés, az ¢€lesztészamban altalaban novekedés, de olykor csokkenés is
tapasztalhatd volt. Az évjarati kiilonbségek a tarolds soran felerésodtek, ami
felhivja a figyelmet a tarolasi koriilmények szerepének tisztazasdra és

évjarattol fiiggd optimalizalasara.

Az ¢lesztoflora mindségi Osszetételét tekintve szintén kiilonbséget tapasztaltam az
egészséges szOlordl kozolt eredményekhez képest, €s a mintavétel helye ugyancsak

jelentds hatast gyakorolt.

- A tékén Hanseniaspora fajok mellett nagyon gyakori volt a Candida
pulcherrima, valamint obligat aerob fajok jelenléte. Az évjarat hatasa az

¢lesztdflora faji Osszetételére jelentds. Az asziisodasnak kedvezdbb feltételeket



teremtO évjaratokban (1999, 2000) a C. pulcherrima és a cukortiird fajok (C.
stellata, Zygosaccharomyces torzsek) nagy szamu jelenléte volt megfigyelhetd.
A gyengébb asztermést add, nedvesebb évjaratokban (1998, 2001) az aerob
bazidiumos élesztégombak, valamint az egészséges bogyon is nagy szdmban
megtalalhatdo Hanseniaspora fajok mennyisége volt uralkodo.

- A taxonOmiai Osszetételben a beszallitas, tarolas soran jelentds valtozasok
kovetkeznek be: a valtozatos aerob bazidiumos rokonsagu élesztégombik, a
Hanseniaspora fajok, valamint a C. pulcherrima hattérbe szorulnak, a Candida

stellata és mas erjesztoképes, cukortiird fajok felszaporodnak.

Osszeségében megallapitottam, hogy az asziibogyok élesztéflorajara legjelentésebb
hatdssal a postharvest szakasz van. Az ¢lesztébiotdban az aszuszemek szedése,
valogatasa, szallitdsa ¢és tarolasa alatt jelentds szelekcids folyamatok zajlanak le.
Ennek kovetkeztében az élesztéflora faji  Osszetételében mutatkozo kezdeti
kiilonbségek egyre inkdbb csokkennek ¢€s kiegyenlitdédnek. Az iranyitott erjesztés
kidolgozdsdhoz figyelembe kell venniink a természetes ¢élesztébiota alkotoit,
elsdsorban a C. stellata és Zygosaccharomyces fajokra kell tekintettel lenniink, hiszen
az itt eléforduld fajok pozitiv vagy negativ irdnyban egyarant befolyédsolhatjdk az

aszuborok mindségét.

Tarolasi kisérlet sordn megallapitottam, hogy a kiilonféle tarolasi paraméterek koziil a
kénezésnek, a hdmérsékletnek €s a tarolas idétartamanak fontos befolydsold szerepe

van az aszibogyok feliiletén megtalalhatd dsszes élesztd- €s penészgomba szdmra.

Az aszisodas mechanizmusa jol nyomon kdvethetd elektronmikroszképpal, és segiti a

folyamat megértését a sz0l6bogyo €s a Botrytis cinerea kolcsonhatasara vonatkozoan.

Az aszibogyon jelen leve szamos Penicillium faj valamelyike a jelen levd
prekurzorokbdl termel masodlagos anyagcseretermékként penicillint. Mérheté a
penicillin-tartalom, de a csekély szdmu vizsgdlati eredmény alapjan az évjaratbeli
kiilonbségekre  vonatkozéan nem  tehetiink  megéllapitdsokat. A tokaji
borkiilonlegességek esetében is mérhetd volt Penicillin-V koncentraci6, tehat nem

bomlik le teljes egészében a penicillin-tartalom az asziakészités kiillonb6zo fazisaiban.



4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A tokaji aszibogyok feliileti mikrobiotdjat mennyiségileg az alabbiak szerint
jellemeztem:
A Botrytis 10* — 107 tke/g bogyo nagysagrendben fordult eld, az egyéb penészgombak
(elsésorban a Penicillium és Aspergillus torzsek) 10° — 10° tke/g bogy6 nagysagrendben
voltak megszamlalhatok, amely értékek Iényegesen magasabbak az egészséges sz6lo
esetében mérhetd értékektsl. Az dsszes élesztégomba szam 10° — 10° sejt/g bogyé volt,
amely valamelyest nagyobb a normal sz6l6bogyo feliiletén megtalalhatd élesztégomba
sejtszam értékektdl. Az aszibogyok élesztd- és penészgomba flordjanak mennyiségi
alakulasat elsésorban a szedést kovetd beszallitas, tarolas, masodsorban az egyes

évjaratbeli sajatossagok befolyasoljak.

2. Az aszibogyo ¢lesztoflorajanak mindségi 0sszetétele eltér az egészséges bogyoétol, és
azt az évjarat erdteljesen befolyasolja. A feldolgozast megel6zd tarolas az évjarat
mellett a masik legfontosabb tényezd az aszuszemek, illetdleg az asziiborok mindségét

tekintve.

e Az iltetvénybdl, vagyis a tOkérdl szarmazd mintdkban a leggyakrabban
eléforduld faj a Candida pulcherrima (teleomorf alakja: Metschnikowia
pulcherrima), illetve aerob, bazidiumos rokonsagu fajok (Sporidiobolus,
Trichosporon), a nedvesebb ¢vjaratokban az egészséges sz6lore jellemzo
Hanseniaspora fajok nagy gyakorisdggal megtalalhatok. Saccharomyces
fajokat az asziibogyordl nem tudtam izolalni.

e A beszallitas, tarolas soran a taxondémiai 0sszetételben valtozas kovetkezik be:
hattérbe szorulnak az aerob ¢lesztok ¢és Hanseniaspora fajok, a cukortlird
Candida stellata (és/vagy az 0j fajként legjabban leirt Candida zemplinina)
valik dominanssa egyéb cukortlird fajok (Zygosaccharomyces, Kluyveromyces)

mellett.

3. Kutatomunkdm soran 158 ¢Eleszt6torzset izolaltam tokaji aszibogyok feliiletérdl,

amelyeknek legnagyobb része faji szinten is azonositott. Ezen élesztétorzsek
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nagyrésze a Boraszati Tanszék torzsgyljteményében megtalalhaté és tovabbi

tudomanyos munkak kiindulasaul szolgalhat.

4. A kiilonféle tarolasi paraméterek koziil a kénezésnek, a hdmérsékletnek €s a tarolas
idotartamanak fontos befolyasold szerepe van az aszubogyodk feliiletén megtalalhato

Osszes ¢lesztd- és penészgomba szadmra.

e Az aszuszemek feliiletén megtalalhatd élesztogombak a tarolads sordn nem
érzékenyek a kénezésre, szaporodasukat a hdémérséklet és a tarolas
id6tartama befolyasolja. Magasabb homérsékleten jobban szaporodnak ¢€s
hosszabb taroldsi iddtartam soran szelekciés folyamat megy végbe a
vegyes populdcioban.

e A kénezésre a penészgombak érzékenyebben reagdlnak, mint az
¢lesztdgombak. A kénezési adag emelésével a penészgombdk szdmaban
csokkenés kovetkezik be, a tomoritéssel a novekedésiiket még tovabb lehet
gatolni. A homérséklet emelkedésével csokken az Osszes penészgomba

szam.

5. A vizsgélataink alapjan kijelenthetjiik, hogy az aszibogyon jelen levd szamos
Penicillium faj valamelyike a jelen levd prekurzorokbol termel madasodlagos
anyagcseretermékként penicillint, tehat a botritisz mellett egyéb penészgomba fajok
felszaporodasa jabb biologiailag aktiv vegyiiletek megjelenését eredményezhetik az

aszubogyoban. A penicillin-tartalom 0 — 74 mg/kg nagysagrendben mérheto.

Megallapitottuk, hogy az aszibogydban mérhetd Penicillin-V tartalom nem bomlik le
teljes egészében az aszikészités kiilonbozo fazisaiban ¢és mérhetd a tokaji
borkiilonlegességek esetében is 0,4 — 26 mg/l mennyiségben. Ez azonban nem
képvisel olyan értéket, amely az emberi szervezetben antibiotikum-rezisztencia
kialakuldsdhoz vezetne. Terapids adagnak sem tekinthetd, mert az orvosilag indikalt
mennyiség legfeljebb 0,5 — 4 % -a talalhatdo meg 1 liter tokaji borkiilonlegességben,

amelynek fogyasztasa tipikusan alkalomszert.
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5. AZ EQEQMENYEK TOVABBFEJLESZTESI ES HASZNOSITASI
LEHETOSEGEI

Azok az évjaratok, amikor a sz6ldszemeket nem kelléen nagy cukortartalomnal
éri a botritiszes fert6zés, valamint sok a nedvesség, magas Botrytis
konidiumszammal kell szamolnunk, amely hatdssal van az Gsszes €leszto- és
egyéb penészgomba-szam alakulasdra. A tarolds soran altaldban né mind az

Osszes ¢lesztd-, mind az egyéb penészgomba szam.

Az aszusodasnak jobban kedvezd évjaratokban az asziibogydk magasabb
beltartalmi  paraméterekkel rendelkeznek, a Botrytis novekedésének
micéliumos formédja keriil elétérbe, a konidiumtartok és konidiumok képzése
visszaszorul. Az egyéb penészgombdk szdmdban a tarolds soran csokkenés
kovetkezik be. Magasabb szdrazanyagtartalmu asziibogyok esetében, amikor a
nemesrothadasos periodus soran elegendd csapadék esik, a tarolas soran
csokken az ¢élesztogombak szama, kevesebb nedvesség esetén azonban

novekedésre kell szamolnunk.

Az 0Osszes élesztdszamon beliil tulstilyban vannak altaldban a nem erjesztd
fajok. Az lizembdl szarmazd mintdkban az erjesztOképes fajok aranya
nagyobb, mint a t6kérdl szarmazdkban, tehat az erjesztd éleszték jobban

szaporodnak a beszallitas, tarolas soran.

Javaslom az lizembdl mintavételezett nagy szamban jelen levd erjesztoképes
¢lesztOknek az aszuborok aroma-, illatanyag tartalmara és mindségére,
valamint kémiai Osszetételére gyakorolt hatdsdnak vizsgalatat, valamint
ezeknek az ¢élesztoknek az erjedésben betoltott szerepének feltarasat. Kiilonos
tekintettel kell lenniink a cukortiiré Candida stellata és Zygosaccharomyces
fajokra, amelyek esetleg olyan sajatos jelleggel gazdagithatjdk az asziborok
zamatvilagat, amelyet a csak Saccharomyces cerevisiae torzzsel torténd
fajélesztOs beoltassal nem érhetiink el. Ez esetben olyan tarolasi koriilményeket
kellene biztositani, ami még jobban eldsegitené a természetes ¢€lesztéflora
fajainak szaporodasat. Erre alkalmasnak tlinik a 20-22 °C koriili hémérséklet

mérsékelt kénezéssel (300 mg/kg adag) és tomoritéssel.
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A boraszatok szdmara sziikségesnek tartom olyan Saccharomyces
¢lesztotorzsek szelektalasat a borvidék természetes €lesztoflorajabol, amelyek
alkalmasak lehetnek az iranyitott erjesztés megvaldsitasdhoz oly moédon, hogy
a helyi tradiciok lényeges megvaltoztatdsa nélkiil a spontdn erjesztéshez
hasonlé  érzékszervi mindségli  asziborok  késziilhessenek.  Ilyen

Saccharomyces torzsek izoldlasa azonban nem az aszuibogyorol véarhat6.

Az aszliszemek mindségének megitéléséhez a mikrobioldgiai értékelés mellett
az aszuszemek kémiai Osszetétele is jellemzd lehet. A jovOben fontosnak
tartom, hogy az elméleti megfontoldsokbol eredd Osszefliggések
tanulméanyozasra keriiljenek a cukor-gliikonsav, glicerin-gliikkonsav, glicerin-
borkdsav, magnézium-kalium koncentraciok vonatkozasaban. Az EU -s
jogharmonizéacié érdekében elengedhetetleniil sziikséges, hogy az élettani
hatasu vegyiiletek (polifenolok, biogén aminok, rezveratrol, penicillin),
valamint a lehetséges toxin-forrasok (OTA) jelenlétével pontos adatokkal
rendelkezziink a tokaji borkiilonlegességek alapanyagaul szolgald aszuszemek

esetében.
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