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1 BEVEZETES

A dohany (Nicotiana tabacum L.) Osrégi élvezeti cikk. Nevét Linnét6l kapta, termesztése ¢€s
feldolgozasa 1867 o6ta allami monopdlium. A dohany szarmazasat tekintve meleg égovi novény.
Nagyfoku alkalmazkodé képessége folytan eltérd éghajlati és talajadottsagok mellett tobb mint szaz
orszagban termesztik. A kornyezeti tényezok fliggvényében természetesen valtozik a szoveti
mindség, az aromatikus jelleg, a beltartalom és a terméshozam is.

A dohany alkaloidjainak, és foleg a nikotinnak koszonheti sikerét, kettés nyugtatd és izgatod hatésa
miatt specialis jO érzést biztosit. A dohany Gsszetevdi veszélyes szerepet jatszanak a fogyasztok
egészségének alakuldsidban, ugyanis a pillanatnyi, kellemes kdzérzetet nyujto hatdsa mellett magas
kockézatot jelentenek a rak, illetve a sziv- és érrendszeri betegségek kialakuldsdban. Napjainkig a
cigarettafiistben tobb mint 5-6000-féle anyagot azonositottak.

A fiist komponensei elsOsorban az elégett dohanyvagatbdl szarmaznak, elhanyagolhatd része
keletkezik a cigarettapapir, illetve a vagatra felvitt segédanyagok elégetésébdl. A dohdnylevelek
kémiai Osszetételébdl elég pontosan eldre lehet jelezni a filist Osszetételét. Az iparagi
laboratériumokban elsdsorban dohdnyipari alapanyagok 0sszes nitrogén-, fehérje nitrogén-, dsszes
cukor-, redukal6 cukor-, alkaloid-, nitrat- és klorid-tartalmat mérik. Nagyon sok az olyan vegytilet,
amelynek sem mennyiségét, sem mindségét rutinszerlien nem ellendrzik a dohanyipari
nyersanyagokban, ilyenek példaul a fenolos komponensek is. Fontos, hogy minél tobb Osszetevd
mennyiségét ismerjik a dohanylevelekben, hiszen annal pontosabban tudjuk elére jelezni a
végtermékek mindségét, Osszetételét, esetleg egészségkarositod hatasat.

Amig a dohanymag elvetésétdl eljutunk a kész dohanytermékig, nagyon hosszu, tobb 1épésbdl allo
feldolgozasi folyamaton kell a dohanyleveleknek keresztiilmenni. A technoldgiailag érett
dohanylevelek kozvetleniil nem alkalmasak dohanytermékek gyartasara. A dohanyfeldolgozas elsé
fazisa a szaritds és ez egyben a termesztés befejezd 1épése is. A szdritds nem egy egyszerl
nedvességtartalom csokkentési eljards, tobb fizikai, kémiai, biokémiai 4talakitdsi folyamat
egylittese. A szaritast kovetden a levelek feldolgozasa a fermentdld lizemekben folytatodik. A
szaritasi mod jelentdsen befolyasolja, hogy a fermentalasra elokészitett, balazott dohanyban melyek
lesznek azok az atalakulasi folyamatok, amelyek dontd jelentdséggel birnak a fermentalt levelek
mindségének formaldasdban. A magasabb hoéfokon végzett mesterséges szdritds inaktivalhatja a
héérzékeny enzimeket. Masfeldl a dohanylevelek dehidratalt allapota szintén korlatozhatja a
jelenlévé enzimek miikodését. Egyes dohanyenzimeket késdbb részletesebben is targyaljuk. A
fermentacio ideje alatt, ha mddosulva is, de folytatddnak az enzimatikus folyamatok. A dohdny
novény levelei a talaj kozelében helyezkednek el, igy a betakaritott levelek jelentds szamu talaj

eredeti mikroorganizmust hordoznak, melyeknek szdma a feldolgozas soran jelentdsen
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megvaltozhat. Az enzimek eredetiiket tekintve, lehetnek a dohanylevél szdveti enzimei, de
szarmazhatnak a dohany feliiletén megtapadt mikroorganizmusokbol is.

A fermentdci6 idében elhuz6édd folyamat, amely egyes alapanyagok esetében honapokig,
szivardohdnyoknal egy-mdasfél évig is eltarthat. A fermentacid soran megvalosuld kémiai,
biokémiai, mikrobioldgiai valtozasok biztositjak azt, hogy a dohany szine, illata, ize, aromadja,
éghetdsége egyarant megfelel a gyartoi €s fogyasztoi elvarasoknak. Az igényeknek vald megfelelést
a szakemberek sokszor csak érzékszervi mindsitéssel ellendrzik.

A fokozott gépesités, miiszerezettség kdvetkeztében a dohdny fermentalds folyamatanak idétartama
lerdvidiilt, valamint a kornyezeti feltételek szabalyozottabbd és konnyebben ellendrizhetébbé
valtak. Ezzel parhuzamosan a novénynemesitok egyre tjabb fajtdkat szolgaltatnak a kéztermesztés
szdmara, ami azt teszi szlikségessé, hogy nyomon kovessiikk és ellendrizziik az 0 fajtak
mindségének és Osszetételének formalddasat azon feldolgozasi fazisokban, (szaritds, fermentalas),
amelyek legmarkansabban modositjak és teszik alkalmassa a zold levél dohanyipari végtermékké
valo alakulasat. Ennek kovetkeztében dohanyipari szempontbol ismételten idészertivé valt annak
tisztazasa, hogy a megvaltozott koriilmények kozott milyen mikrobiologiai és biokémiai
valtozasokhoz adottak ezek a feltételek.

Ugyanakkor ezek a vizsgalatok azt is lehetévé tehetik, hogy a dohanyndvény egyéb iranyu
felhasznalasanak lehetdségei is megfontolhatoak legyenek. Ez azért is eldnyds lehet, mert a
dohanyzas okozta egészségartalmak miatt visszaszoruloban 1évé dohdnyipar kisebb volumenti
felhasznalo kapacitdsa miatt lehetdség lenne ennek a gazdasdgosan termesztheté novénynek mas,
kedvezd felhaszndldsaira. Az egyéb iranyt felhasznalasi lehetdségek koziil korabban a nikotin
kinyerése és mezOgazdasagi, valamint gydgyszeripari alkalmazésa tiint a legfontosabbnak.
Napjainkban egyre kevésbé latszik kizartnak, hogy a dohanyndvény kedvezd termesztési
tulajdonsagai, valamint az emberi felhasznalds szempontjabol megfeleld Osszetételii és aranylag
konnyen izoldlhatdo fehérjetartalma miatt fehérjealapi ¢élelmiszer kiegészitésre, illetve
takarmanyozasra is felhasznalhatova valhat. Még az sincs kizdrva, hogy a fehérjetartalom

elkiilonitése utan a dohanylevél dohanyipari célokra is felhasznalhato lehet.

1.1 Doktori értekezésem el6zményei

Doktori értekezésemben dohdnyeredetii nyersanyagokat jellemeztem biokémiai és mikrobiologiai
moédszerekkel. Munkahelyemen, a BCE ETK Gabona- és Iparindvény Technolégia Tanszéken a

kiilonb6z6 tipust dohanylevelek vizsgalatinak nagy hagyomanya van, és szoros kapcsolatot
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apolnak a dohanyiparral. A ndvényi eredetli élelmiszeripari alapanyagok biokémiai jellemzésével
doktori értekezésem témavezetdje Dr. Kosary Judit egyetemi tanar tobb, mint egy évtizede
foglalkozik a BCE ETK Alkalmazott Kémia Tanszéken. Ugyanis a vegetacios idészakban, majd a
tarolds soran az enzimek egy részének (példaul: peroxidaz, polifenol-oxidaz, lipoxigenaz
enzimeknek) fontos szerepe van az abiotikus és biotikus stressz hatasok kivédésében, illetve mas, az
¢lelmiszeripari és egy€b novényi eredetli alapanyagok mindségének befolydsolasaban. Az emlitett
alatt az id6 alatt ,,A lipoxigenazok izoenzim Osszetételének valtozdsai a novényekben” cimmel
immar tizrészes sorozatot jelentetett meg az Olaj, Szappan, Kozmetika cimii folyoiratban, valamint
ebben a témakorben mas folyoiratokban koriilbelill ugyanannyi kdzleménye jelent meg. ,,A ndvényi
eredetli ¢lelmiszeripari nyersanyagok mindségének enzimes jellemzése” cimii az OTKA K63162 sz.

kutatési projektnek témavezetdje volt (2006-2009).

A vegetacioés id6szakban az enzimek egy részének (példaul: peroxiddz, polifenol-oxidaz,
lipoxigenaz enzimeknek) fontos szerepe van az abiotikus és biotikus stressz hatasok kivédésében.
Fontos, hogy ezek az enzimek aktivak maradjanak a dohdnyndvény elsddleges feldolgozasa
(szaritas, fermentalas) soran is, hogy a sejtekbe betarolt anyagokat atalakithassak és ezaltal a kivant

alapanyagmindséget biztositani lehessen.

1.2 Célkitizések

A dohanytipusok koziil harom Virginia és 6t Burley fajta termesztését és elsddleges feldolgozasat,
valamint mind a sajat, mind pedig lizemi termesztésii dohanylevelek biokémiai és mikrobiologiai
vizsgélatat terveztem.

Az Alkalmazott Kémia Tanszék és a Gabona- és Iparindvény Technoldgia Tanszék korabbi

eredményeire tamaszkodva az alabbi célokat tiiztem ki:

1. A dohéanyiparban mostanaban termesztett, dsszesen nyolc Virginia és Burley dohényfajta sajat
termesztése soran az irodalomban eddig nem igen ismert mdédon biokémiai moddszerekkel
nyomon kivantam kovetni az oxidativ stresszre jellemz6 enzimek (peroxidaz, polifenol-oxidaz,
lipoxigendz) aktivitasat, illetve a dohanymindség kialakuldsdban fontos szerepet jatszo vizben
oldhato polifenol tartalmat, valamint a dohanyndvény esetleges élelmiszeripari felhasznalasa
szempontjabol dontd fontossagu vizben oldhato fehérjetartalmat.

2. Nyomon kivantam kovetni a kiillonb6z0 szarpozicidoban elhelyezkedd dohanylevelek biokémiai
jellemzdinek valtozasait a termesztés soran.

3. Vizsgalni kivantam, hogy egyes novényekhez hasonléan a dohdnyndvényfajtak

megkiilonboztethetdek-e a lipoxigenaz izoenzim dsszetételiik alapjan.
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4. A sajat termesztésii dohanylevelek szaritdsa soran a magas cukortartalmi Virginia fajtara az
altalanosan alkalmazott, draga, mesterséges szaritas kivaltasdra egy, a természetes ¢&s
mesterséges szaritds paramétereinek felhasznalasaval egy kombinalt modszer kidolgozéasat
tliztem ki célul, hogy ezt a modszert valamennyi sajat termesztésii dohdnyfajtdmon kiprobaljam.
Célul tiztem ki az altalam kombinalt modszernek elnevezett eljaras és a természetes szaritas
eredményeinek 0sszehasonlitasat.

5. A fent emlitett vizsgalatok sordn az esetleges ¢élelmiszeripari felhasznalas szempontjabol fontos
vizben oldhat6 fehérjetartalom alakuldasabdl kovetkeztetéseket kivantam levonni a termesztés,
illetve a szaritas koriilményeinek megvalasztasa szempontjabol.

6. Célul tiztem ki a kétféle szaritdsi modszer utdni fermentdcios periddusban a biokémiai
vizsgalatok, valamint a mikrobioldgiai vizsgélatok eredményeinek Osszehasonlitiasat. Ez
utobbiban a Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Tanszék segitségére szamitottam.

7. A sajat termesztésii dohanyndvényekkel kapcsolatos vizsgalataim eldkisérleteként célul tliztem
ki tizemi termesztésii dohany anyalevelek biokémiai és mikrobioldgiai vizsgalatat az tizemi gépi

fermentalas soran.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Hazankban termesztett dohanyok

A dohany (Nicotiana) nemzetség rendszertanilag a magvas viragos novények (Spermatophyta)
csoportjaba, a zarvaterm6k (Angiospermae) rendjébe, a kétszikiick (Dicotyledones) osztalyaba, ezen
beliil pedig a burgonyafélék (Solanaceae) csalddjaba tartozik (TERPO, 1987).

A dohanynemzetséghez tartoz6 fajok szama ismeretlen. A fajok egy része lagy szaru, egyéves
névény, de vannak kozottik tobb éves fas novények is. Csaknem valamennyi faj alkaloidokat
szintetizal. A dohanynemzetség fajai koziil csak kevés keriilt koztermesztésbe, legtobbjiilk még ma
is vadon ¢l az 6shazaban, K6zép- és Dél-Amerikaban. A Nicotiana tabacum ¢és a Nicotiana rustica
fajokhoz tartozo valtozatoknak kiemelkedd gazdasagi jelentdsége van. A Nicotiana tabacum
(kdzonséges dohany) a feltevések szerint természetes hibridizaciéo eredménye. A Nicotiana rustica
(kapadohany) szdmos valtozatat tobb orszadgban termesztik — Magyarorszagon az 1960-as évekig
kizardlag nikotingyartasi célbol termesztették.

A hazankban termesztett Nicotiana tabacum két vadfajnak a természetes keresztezodése nyoman
jott 1étre, melyet aztan folyamatosan nemesitettek (BORSOS, 2002).

A dohany eredetileg mélyen gyokerezd novény, amelynek fogyokere és a 7-8 erdteljes oldalgyokere
fejlodik. A dohény a szabad foldbe paldntazva keriil, a gyokérzet bojtos gyokérhez lesz hasonld,
ezek legnagyobb része a talaj felsd rétegében helyezkedik el, ezért a hagyomanyos palantarol nevelt
dohény sekély gyokérzetii. A dohanylevél a novény legértékesebb része, szamuk 20-30 kozott van.
A levél mirigyszorokkel boritott. A leveleknek tovon vald elhelyezkedése alapjan elkiilonithetdk (1.

abra), azok kémiai Osszetétele €s szoveti szerkezete eltéro.

hegy- vagy csucsleveleket

anya- vagy derékleveleket

alj- vagy homokleveleket,

1. abra A dohanylevelek szarpozicié szerinti megkiilonboztetése és elnevezése
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A levél erezete halozatos, f6- és oldal erek rendszerébdl 4ll, a levél tomegének 20-35%-at teszi ki,

amely szintén alkotoja a dohanytermékeknek.

2.1.1 A dohany tipusai

A dohdnyndvény morfoldgidja és mindsége szerint a kovetkezd tipusok kiilonboztethetéek meg
(BORSOS, 2002; LAYTEN & NIELSEN, 2002):

virginia dohény,

burley dohény,

viladgos cigaretta dohany,
kentucky dohény,
szivardohany,

keleti dohény,

egyeb dohanyvaltozatok,
egy¢b Nicotiana fajok.

Munkéam soran a Virginia €és a Burley dohanytipusba tartozo fajtakat vizsgaltam.

A Virginia tipusui dohanyok a nagylevelll cigarettadohanyok legjelentésebb képviseldi. A vilag
dohdnytermd teriiletének mintegy 50%-4an termesztik. A jelenleg termesztett Virginia tipusu
dohanyok a Nicotiana tabacum faj Virginia varietasabol szarmaznak. Oshazaja Dél-Amerika, innen
vitték at Virginia allamba, ahol meghonosodott, majd vilagszerte elterjedt, neve is innen szarmazik.
Viladgosabb ¢és sotétebb valtozatai alakultak ki. Mesterséges szaritassal tobbnyire sargara szinezddik.
A Virginia tipusi dohany a tobbi nagylevelii cigarettadohanytdl mind bioldgiai, mind beltartalmi
tulajdonsagait tekintve Iényegesen kiilonbozik. Termesztésben sok tipusa alakult ki, de ezek
genetikailag, morfologiailag és kémiai tulajdonsagaiban kozel allnak egymashoz.

,»Vildgos dohanynak™ is nevezik a szaritds sordn szerzett sargds, narancssargds szine miatt.
Kiilonosen jol termeszthetd szubtropikus teriileteken, ahol kevés a csapadékmennyiség.

Azonban a tobbi nagylevelii cigarettadohdnytdl mind bioldgiai, mind beltartalmi tulajdonsagait
tekintve lényegesen kiilonbozik. Magyarorszagon a Virginia tipusi dohényok termesztésével
elészor 1930-ban kisérleteztek, de a koztermesztésben csak a II. vilaghaboru utan terjedt el és
Hevesi megnevezéssel valt ismerté (BORSOS, 2002).

Jellemz6 tulajdonsaga, hogy a novény levele, szara zold, s6tétzold szini, nagy klorofill tartalma. A
novényt 100-130 cm magasan tetejezik. Levelei nagyméretiiek, hosszuk 70-80 cm. A hasznosithato
levelek szdma 15-20 db. A levelek alakja jellegzetes, hegyes cstcs és befiizott alap jellemzi.
Jellemz6 a kozepes nikotin (1-3%), csekély fehérje (>1,5%) és nagy cukortartalom(10-20%). A

fermentalt dohany kellemes siitétok illatd, a beldle szarmazo féfiist pH-ja savas. Osszes nitrogén
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tartalma alacsony (2-3 %). Fenolos vegyiiletek nagyobb mennyiségben fordulnak elé benne, mint a
tobbi dohéany tipusban.
A legnagyobb mennyiségben a cigarettagyartasi célokra szolgdlo fajokat termesztik, mely esetben a

szaritasi mod kozvetett hdatadassal torténd (flue- curing), ugynevezett mesterséges szaritas.

Burley tipusu dohanyok dse a mult szazad elsé felében az Ohio allamban Little Burley néven volt
ismeretes. Ettdl a kiindulo fajtatél azonban a ma termesztett tipusok jelentdsen eltérnek. Az 6si fajta
viszonylag alacsony ndvekedésii, széles és lehajlo levélallasu volt. A Burley szine vilagosabb zold,
mint a Virginia, és jobb mindségli termofoldre, illetve tobb tragyara van sziiksége. A Burley
dohanyfajta legjobb termdhelyei az Egyesiilt Allamok tagallamaiban — mint példaul Maryland és
Kentucky allamokban — valamint K6zép-Amerikdban, Malawiban, Uganddban és Indonéziaban
talalhatok. A levegdn valo szaritas utan szine barna lesz, ¢s tulajdonképpen alig tartalmaz cukrot,
ami szinte szivar izlivé teszi. A levegdén szaritott dohanyt jellemzdéen cukorral — melasszal vagy
édesgyokérrel — kezelik, valamint a keverék is tartalmazhat hozzaadott izesitdanyagokat.

A Burley dohédnyok levelei vilagoszold, zold sziniik, folfelé alldak, alacsony klorofill tartalmuak.
Eréskor az erek és a novény széra teljesen kifehéredik. Széritott levelei 6zbarna, barna sziniiek.
Kozepes nikotin (2,0-4,5 %) alacsony cukortartalom (>1%) jellemzi. A fermentalt dohany
csokoladé illatu, a fofiist pH-ja lugos (POPOVA et al., 2003) Magyarorszagon a 60-as években
kezdédott a Burley tipustt dohdnyok honositdsa és termesztése. A Burley tipust dohanyok jo
mindségli nyersanyagot csak természetes Uton szdritva adnak. A hazankban termesztett Burley

fajtak Pallagi néven valtak ismertté.

2.2 A dohanylevelek elsédleges feldolgozasa

2.2.1 A dohany szaritasa

crer

Természetesen felsorolhatatlan mennyiségli koriilményt kellene megemliteni, ami befolyasolja a
szaritds eredményességét. Mar az agrotechnikai miveletek mindsége, a fajtacsoport fajtdjdhoz
leginkabb megfeleld termesztéstechnologia megvélasztasa is jelentds hatast gyakorol a megfeleld
eredmény eléréséhez a szaritds sordn. Nagyon fontos, hogy a technoldgiai elemek iddben, jo
mindségben legyenek végrehajtva, hiszen a megel6zd fazisok hibai csak kis mértékben

korrigalhatoak a szaritaskor.
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VEPRASKAS (1986) szerint a szaritas folyamata egy olyan technika, mely a rogzitett tapasztalatok
segitségével alakult ki. Mas szerzok véleménye radikalisan eltér a fent emlitettektdl, miszerint a
szaritasi technoldgia segitségével meghatarozott kémiai Osszetételli dohanylevél allithato eld, sot
szamos kémiai komponens a szaritds paramétereinek valtoztatasaval iranyithatéan szelektdlhatod
(CHAPLIN & MINER, 1981).

Osszességében elmondhatd, hogy a dohanyszaritds célja a dohanyfajta jellegének és a felhasznald
igényeinek megfeleld mindség elérése. Masrészt fontos szempont az is, hogy a szaritott dohény
biztonsagos, romlas nélkiili eltarthatdsaga is biztositott legyen.

A dohany szarithat6 kiilonb6z0 modszerekkel, természetes wton (air-curing) és mesterségesen
(flue-curing). A kétféle szaritasi mod kozott alapvetd eltérés van az alkalmazott homérséklet,
légnedvesség-tartalom é€s a szaritas idOtartama tekintetében.

Természetes uton szaritjak a nagylevelii barna dohanyokat, mig a Virginia tipusu dohanyok szaritasi

moddja a mesterséges szaritas.

2.2.2 A természetes szaritas

A dohanyszaritas egyik legdsibb tipusa a természetes szaritds, melynek két fo tényezdje a pajta
belsdé hémérséklete, valamint a relativ nedvességtartalma. A munkdm sordn vizsgalt dohany tipusok
koziil a Burley dohanyt hazdnkban is természetes szaritassal szaritjadk. Természetesen a szaritasi
paraméterek ebben az esetben nem olyan nagymértékben irdnyitottak, mint a Virginia tipust
dohany mesterséges szaritdsa alatt, hiszen a természetes szaritds paramétereit az iddjaras
nagymértékben befolyasolja (BORSOS, 2002).

Hazankban az iddjarasi viszonyok a dohany szaritds iddszakaban megfeleléek. A szaritas
hémérséklete 15-35 °C kozott optimalis, azonban nagyon fontos a 1égsebesség és a légnedvesség a
dohany megfeleld szaradasi sebessége, valamint a szaritott levél mindsége miatt (1. tablazat). A

leginkabb elfogadhat6 1égsebesség 15-30 m/min.
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1. tablazat A szaritasi hdmérséklet és a nedvességtartalom osszefiiggései. (Forras:
BORSOS, 2002)

Hémérséklet (°C) Relativ paratartalom (%) | Szaritas mindségi jellemzoi
Ures, szénaszerti
Alacsony alacsony
dohanylevelek keletkeznek.
Gyors szaritasi folyamat,
Magas alacsony z0ldes szindrnyalata
dohanylevelek keletkeznek.
Gyors szaradas, sotét
Magas magas levélszinezddés, mindségi
romlas jellemzo.
Szaritas gatolt, mindségi
Alacsony magas .
romlas jellemzo.

A természetes szaritas folyaman végbemend legszembetiinébb valtozasok a kovetkezdk: a levelek
turgor allapota megsziinik, sziniik el6szor sarga, majd barna lesz, valamint a féér kiszarad.

SHEEN & CALVERT (1968) harom kiilonb6zé tipust dohany mintadban vizsgalta a
polifenoltartalom, a PPO és POX aktivitas valtozasat természetes szaritas alatt. Megallapitottak,
hogy a legnagyobb mennyiségben el6forduld polifenolos komponens a dohany szoveteiben a
klorogénsav, melynek mennyisége a szaritas elsé hetében jelentds mértékben lecsokken. A rutin
tartalom alacsonynak bizonyult a szaritas alatt, valtozasa nem volt szignifikans, kiilondsen, amikor
a klorogénsav koncentracidé magasnak bizonyult.

A PPO aktivitas mindharom dohany mintdban kozel azonosnak volt mondhat6 a szaritas folyaman.
A PPO aktivitds a szaritas els@ napjaiban hirtelen novekedést mutatott, majd a szaritds végéig
jelentds csokkend tendencia volt jellemzo.

A POX aktivitds értékek mindharom minta esetén a szaritas kezdeti fazisaban kdzel azonos volt. A
szaritdas els6 24 orajaban a POX értékek hirtelen megndvekedtek. A hdrom minta esetén a
mesterséges szaritdsii dohany minta POX értéke bizonyult a legmagasabbnak, a torok dohany
kovette ezt egy alacsonyabb értékkel, mig a Burley dohdny POX értéke volt a legalacsonyabb. Ezek
utdn a POX aktivitads csokkenését figyelhetjiik meg mindhdrom dohany minta esetén (SHEEN &
CALVERT, 1968).

Mind a mesterséges, mind a természetes szaritds folyaman a dohany legfontosabb polifenolos
komponenseinek mennyisége erdteljes csokkenést mutatott, kivételt képez a scopolin €s scopoletin
(WEAVING, 1958). Ezen polifenolos komponensek jelen vannak mind a mesterséges, mind a
természetes szaritdsu dohanyok leveleiben is. A mesterséges szaritas alatt a scopoletin fokozatos

novekedését véltek tapasztalni (PENN & WEYBREW, 1958).
15



A természetes szaritas ald vetett dohanylevelek megfeleld szinparamétereinek kialakitasa koriilbeliil
két hetet vesz igénybe, a fOborda kiszaraddsahoz még harom-6t hét sziikséges. ANDERSEN ¢és
munkatarsai természetes szaritdsi Burley dohdny levelei szinének, és kémiai Osszetételének
alakuladsat vizsgalta az arnyékolas mértéke (0%; 45%; 65%) fliggvényében (ANDERSEN et al.,
1985).

Meghataroztak a klorofill izomereket, karotinoidokat, barna pigmenteket, a polifenol tartalmat, az
Osszes- alkaloid tartalmat és a nitrat-nitrogén tartalmat a levelekben. Novelve az arnyékolas

2

mértékét, vegetacios iddszakban mind a klorofill ,,a”, mind a klorofill ,b” mennyisége
megnovekedett, szaritaskor pedig mélyiilt a levelek szine, vordses, barnds arnyalatot nyertek.

Az eredmények azt tdmasztjak ala, hogy a polifenol tartalom egyértelmiien fiigg a levelek szaron
vald elhelyezkedésétdl, a felsd levelektdl az als6 levelek felé haladva fokozatos csokkenést
mutattak. A fels6 allasu levelek kortilbeliil kétszer tobb fenolos komponenst tartalmaztak, mint az
also allasuak. Az arnyékolés szintén befolyasolta a fenol tartalom alakulasat, de kozel sem olyan
erdteljesen, mint a szarpozicio.

A barna pigment tartalom szintén szarpozicio fiiggo, a felsd levelek tartalmaztak legtobbet, 38%-kal

kevesebbet a kdzépallastiak, és 47 %-kal kevesebbet az als6 allasiak (ANDERSEN et al., 1985) .

2.2.3 A mesterséges szaritas

Mig a természetes szaritast nagyrészt az iddjaras koriilményei hatarozzak meg, addig a mesterséges
szaritas jol szabalyozott folyamat (WYNDER & HOFFMANN, 1967). Hazai dohanyfajtaink koziil
a Virginia dohanyt vetik ala mesterséges szaritasnak. A mesterséges szaritds szakaszait a 2. abra

szemlélteti.

16



100
AR . s

920 Er-szaritas

Levéllemez
szaritas

80 - Szinesités

Paratartalom (%) / H6mérséklet (°C)

20 —eo— Paratartalom
—m— Nedves hém. R
10 Szaraz hém.
O I I I I I I I I I

0 13 26 39 52 65 78 91 104 117 130

Id6 (6ra)

Virginia dohany szaritasi diagramja

2. abra Virginia dohany mesterséges szaritasi diagramja és a szaritas szakaszai
(Forras: BORSOS; 2002)
A szinesitési fazis szorosan kapcsolodik a szinrdgzités szakaszahoz, alig kiilonithetéek el

egymastol. A szaritdsnak ez a szakasza kivan a legnagyobb szakmai odafigyelést, nyomon kovetést.
Ennek az oka az, hogy ebben a fazisban mennek végbe azok a kémiai folyamatok, melyek
nagymértékben meghatarozzdk a dohdnylevelek mindségét. A szaritds szinesitési szakaszaban
alakul ki a dohanylevelek sarga szine, melynek idGtartama nagyban fligg a szaritasnak alavetett
zO0lddohany mindségétdl. A szaritds paramétereit tekintve nagyon fontos a pontos homérsékleti,
valamint a megfeleld relativ paratartalom értékek betartdsa. A szdraz hOmérd értéke minddssze
32 °C lehet, a hdmérséklet novelése fokozatosan torténik, 0,5 °C, vagy maximum 1 °C-kal emelhet
oranként, egészen addig, amig a hdmérséklet el nem éri a 38 °C-ot (2. 4bra). A nedves hémérd
értéke a szarazéndl 1 °C-kal lehet alacsonyabb. Nagyon fontos, hogy a szaritds szinesités
szakaszaban a szaraz héméré értéke nem emelkedhet 40 °C folé, kiilonben komoly bioldgiai
kéarosodas érheti a szarad6 dohanyleveleket, mely jelentés mindségi karokat okozhat. Ez a folyamat
atlagosan 30-60 orat is igénybe vehet.

A szinrdgzités elkezdése nagyon fontos, €ppen akkor, amikor mér a levelek megfeleld sarga
arnyalata kialakult. A folyamatos vizelvonas kovetkeztében megakaddlyozhatéak a barnulési és
bomlasi folyamatok. A szaraz hémérd értékét 47 °C-ra emeljik a hémérséklet 0,5-1 °C-os,
fokozatos emelésével. Ezzel parhuzamosan a nedves hdméroé értékeit is szabalyozni kell, tartani kell

a 38-39 °C-os hémérsékleti értékeket. Amikor a szaraz hdmér6 elérte a 47 °C-os hdmérsékletet,
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akkor ezen a hoéfokon tartjadk a dohanylevelek szaritdterét 8-12 o6ran at. Amint eltelik a 8-12 6ras
id6intervallum, akkor a szaraz hdmérd értékét 51 °C-ra kell emelni a nedves héfok 38-39 °C-on
tartdsa mellett. A szinr0gzités id6tartamat természetesen jelentds mértékben befolydsolja a szarités
intenzitasa. Atlagosan 14-26 6rét vesz igénybe ez a folyamat.

A szinrogzitést a levéllemez szaritdsa koveti, mely atlagosan 16-20 6rat vesz igénybe. A szarités
ebben a szakaszdban is fontos a paraméterek pontos szabalyozdsa. A szaraz homérd értékét
51 °C-rol 57 °C-ra kell emelni fokozatosan, mikézben a nedves hdmérd értékeit 38-39 °C-on kell
tartani. A dohanylevelek szaritoterében tartanunk kell az 57 °C hémérsékletet mindaddig, amig a
levéllemez teljesen ki nem szarad.

A f6ér szaritds soran a szaraz hémérd értékét 57 °C-rol oranként 1,5-2 °C emeléssel 68 °C.ra
noveljiik. Ezzel a folyamattal parhuzamosan a nedves héméré értékeit is modositanunk kell, 38-39
°C-r0l fokozatosan 34 °C-ra kell csokkenteni. A féér szaritas id6tartama atlagosan 24-30 6ra kozott
mozog. A szaritasnak ebben a fazisaban kiilonds figyelemmel kell kisérni a szaraz hoéméroé értékeit,
hiszen ha a héfok 68 °C folé emelkedik, akkor a cukrok karamellizalodasa fordulhat el8, mely
jelentds irreverzibilis mindségi problémakat okozhat, ugyanis a dohanyleveleken nemkivanatos
voroses szinarnyalatok jelenhetnek meg.

A puhités fazisa a szaritas befejezése utan kdvetkezhet. Els6 1€pésben a szaritotér hdmérsékletének
csokkentése torténik 32-34 °C-ra, valamint finom porlasztasu vizet kell bejuttatni a szaritotérbe. Ez
a folyamat addig folyik, amig a dohanylevelek ,,gylirhet6” allapotba nem kertilnek.

Szamos kutatd koveti és kovette nyomon a dohanylevelekben végbemend valtozadsokat mesterséges
szaritas soran.

GONG (2006) és munkatarsai a polifenolok valtozésait vizsgaltadk dohanylevelekben mesterséges
szaritas soran ¢és vizsgaltak a kapcsolatot a mért kémiai komponensek kozott. A levélmintdk Kina,
Henan tartomanyanak kiilonb6z0 termesztési teriileteirdl szarmaztak.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a polifenol tartalom a szaritas elsé 24 ordjaban novekedett,
azutan pedig csokkend tendenciat mutatott.

A klorogénsav tartalom a szaritas els6 24 o6rdjaban szintén ndvekedést mutatott. Azonban a
legalacsonyabb érték a szaritas 60. valamint 72. 6rajaban volt lathatd, de ezek utdn a szaritas végéig
folyamatos volt a novekedés.

A rutin tartalom 4ltalaban novekedett a szaritas alatt és kicsiny mértékii ingadozast mutatott.

A PPO ¢s POX enzim aktivitas értékek esetén hatarozott csokkenés volt tapasztalhato.

A rutin tartalom szoros Osszefiiggést mutatott (pozitiv korrelacid) az Osszes cukortartalommal,
valamint szoros Osszefiiggést mutatott (negativ korreldcid) a keményitd-, nikotin- ¢&s

fehérjetartalommal is.
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A polifenolok és a csoportba tartozo vegyiiletek, melyek megtalalhatéak a dohanylevelekben, mint
példaul: tannin, kumarin, flavonid, egyszerti fenolok szarmazékai. A klorogénsav és a rutin a
legfontosabb vegyiiletek a fenolos komponensek koziil a dohdnyban.

A polifenolok jelentds szerepet jatszanak a dohanylevelek mindségét tekintve, mint a dohéany
fejlodése, szaritasa, szinarnyalat és a fiist aroma kialakulasa, mindsége szempontjabdl (YAN &
HAN, 1987; ZHU, 1993;; XU & SUN, 2003).

Szamos kutatast végeztek a dohanyban talalhat6 f6 fenolos komponensek, a veliikk kapcsolatba
hozhaté enzimek és a barnuldsi folyamatok Osszefiiggése tekintetében. A mesterséges szaritds
soran, nyomon kovették az enzimek aktivitdsanak, és a folyamattal kapcsolatba hozhatd kémiai
komponensek mennyiségi valtozasat. Masfeldl azért végezték el a végrehajtott vizsgalatokat, hogy
elméleti alapokat szolgéltassanak a szaritas alatt atesett dohanylevelek mindségének javitasahoz.
Kiilonbozd termesztési teriiletr6l szarmazo dohanylevelek Osszes fenol tartalmanak valtozésait
vizsgaltak azonos mesterséges szaritasi koriilmények kozott.

A mesterséges szaritas els@ 24 orajaban a fenolos vegyliletek lassu novekedése jellemzd, kissé
csokken 72 h-ig, aztan a szaritas végéig erdteljesen novekedik.

A z0ld, friss dohdnylevelek Osszes fenol tartalma a levelek mesterséges szaritasa alatt a
kovetkezOképpen alakult: a legmagasabb értékeket a Mianchi tartomanybol szarmazdé mintak
képviselték, majd ezt kovették a Zhongmou tartomanybol szdrmazo mintak, végiil a legalacsonyabb
polifenol tartalmat a Xiangcheng tartomany mintai mutattak.

A mesterséges szaritds alatti polifenol tartalom valtozasat nem lehetett Osszefliggésbe hozni a
szarmazasi hellyel.

A klorogénsav tartalom novekedése figyelheté meg a szaritas elsd 24 6rajaban, ezutan csokkenés
kovetkezik, majd a szaritds 72. 6rdjadban van a mélypont, ezek utan kisebb mértékii ndvekedés
torténik a szaritas végéig, hasonldan, mint amit a polifenol tartalom esetén is tapasztaltunk.

De a kiilonboz6 termesztési teriiletrél vald varidciok klorogénsav tartalma kozott hatarozott
kiilonbség volt.

A teljes mesterséges szaritas folyamatiban a legmagasabb klorogénsav tartalmat Mianchi
tartomdnyban termesztett valtozat mutatta, de nem volt jelentds kiillonbség a masik két termesztési
teriiletrél szarmazo fajta klorogénsav tartalma kozott.

A rutin tartalom novekedett, kicsiny fluktuacié mellett. A rutin tartalom a kovetkezdképpen alakult
az eltérd termesztési helyrdl szarmazo dohanyfajtak esetén: Mianchi tartomany mintaiban mérték a
legmagasabb rutin tartalmat, ezt kovették Zhongmou tartomany mintai, majd a legkevesebb rutin
tartalom lett meghatarozva Xiangchen tartomanybdl szarmaz6 mintdkban.

A PPO enzim jelentdsége meghataroz6 a dohéanylevelek megfeleld szinparamétereinek

kialakitdsaban a szaritds soran. A szaritas folyamata alatt a PPO enzim oxidalja a polifenolokat
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kinonokkd, melyek majd melaninna polimerizalédnak. Ezek a vegyiiletek feleldsek az ugynevezett
barnulési folyamatokért.

A szaritas folyamataban, ahogyan csokken a levelek nedvességtartalma, mind a PPO és mind a
POX aktivitas is csokken a szaritds végéig. A szaritas 72. drajaban a PPO aktivitas eltlinik, de még
kicsiny POX aktivitds érzékelhetd. A Mianchi tartomanybdl szarmazé dohéanylevelek PPO
aktivitasa lassan csokken, hasonldéan, mint a Zhongmou tartomanybdl szarmaz6 mintdké a szaritas
elsd 48 orajaban. Ezek utan a Zhongmou tartoméanybdl szarmazé mintdk PPO csokkenése a
hatarozottabb. A harmadik szdrmazasi helyrdl valdo minta PPO aktivitdsa fokozatosabban csokken.
A szinesitési szakasz végéig a POX aktivitas alig csokken, hiszen itt még csekély a vizvesztés
mértéke, a szinrdgzitéstol (40-48 oratol) kezdve azonban meredeken csokken. Az 6sszes zold levél
¢s a szaritasi folyamatban vizsgalt mintak PPO aktivitas értékei az egyes iddpontokban, a kdvetkezd
sorrendben kovetik egymast: a legmagasabb értékeket képviselik a Xiangcheng tartomanybol
szarmazo6 mintak, ezt kovették a Zhongmou tartomany mintai, valamint a legalacsonyabb értékeket
Mianchi tartomanybdl szarmaz6 mintdkban rogzitették. Az eredmények azt mutattdk, hogy a PPO
aktivitads értékek alakulasat a szaritds alatt egyértelmiien a friss levelek kiinduld enzim aktivitas
értékei hatdrozzdk meg. A POX enzim a PPO enzimhez hasonléan viselkedett. A mérésekbol
megallapithatd volt, hogy a polifenol tartalom és klorogénsav tartalom pozitiv korrelaciot mutat az
Osszes cukortartalommal, de negativ korrelaciéban van a keményitdtartalommal, az dsszes nitrogén
tartalommal, fehérjetartalommal, de a tobbi alkotoval nem talaltak szignifikans kapcsolatot. Pozitiv
szignifikans korreldcié van a polifenol tartalom ¢és a klorogénsav tartalom, valamint a rutin és az
Osszes cukor tartalom kozott. Azonban negativ szignifikdns kapcsolat lathatd a rutin és a nikotin
tartalom kozott és a rutin valamint a fehérjetartalom kozott. A tobbi komponens kézott nem talaltak
Osszefiiggést (GONG et al., 20006) .

A 2. tablazatban lathaté két termesztési évbol szdrmazd Virginia és Burley dohdny mintak
polifenoltartalma. Az adatokbdl egyértelmiien kitlinik, hogy a Virginia dohany mintak
polifenoltartalma magasabb, mint a Burley mintaké mindkét termesztési év eredményeit tekintve

(SMEETON, 1987; LAYTEN & NIELSEN, 2002).
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2. tablazat Virginia és Burley dohanyok polifenoltartalma (Forras: SMEETON, 1987)

Dohany fajtak 1980 (%) 1981 (%)
Virginia 3,13 3,75
Burley 1,78 2,05

3. tablazat Tipikus polifenolok a dohanyokban (Forras: SHEEN, et al., 1979)

Virginia (mg/g) Burley (mg/g)
Klorogénsav 34,71 12,83
Rutin 7,95 4,00
Scopoletin 0,13 0,06
Scopolin 0,94 0,35

Az 3. tablazatban Osszefoglaléan szerepelnek a Virginia és Burley dohanyok legjelentésebb
polifenol vegyiileteit. A dohanyokban el6fordulo, legfontosabb polifenolok a klorogénsav, a rutin, a
scopoletin, valamint a scopolin (SHEEN, et al., 1979). A Virginia tipusi dohdnyok magasabb
klorogénsav ¢és rutin tartalommal rendelkeztek, mint a Burley dohdnyok. A scopoletin és scopolin
tartalom kozott jelentds eltérést nem tapasztaltak.

Szamos fenolos vegyiilet fordul el6 a dohanylevelekben és a dohany fiistben, de a leginkabb
kutatott a dohanylevelekben eléforduld fenolos vegyiiletek jelenléte (WILSON, et al., 1982). A
klorogénsav ¢és rutin tartalom igen magas a dohanylevelekben, akér a polifenolos molekulacsoport
75-95%-at is jelenthetik (CHEN et al., 2005; KAO, 2005; YANG et al., 2005).

Valészinti, hogy a dohanylevelekbdl izolalt szamtalan Osszetételii fenolos komponens a lignin
hidrolizisének kovetkeztében keletkeznek, valdjdban a lignin bomlasanak valtozatos Osszetételii
termékei. A fenolos vegyliletek erdteljes aromavegyiiletek, melyek jelenléte sziikséges a jo
mindségl fiist kialakitdsdhoz (GREEN, et al., 1980) .

ANDERSEN és KASPERBAUER dohany palantak fejlodését kovették nyomon 8 héten at, UV és
lathatd fénnyel megvilagitva. Tobb kémiai Osszetevok valtozasat vizsgaltak, koztik a polifenol
tartalmat is. Megallapitottak, hogy mind a szarpozicid, mind a tévek elhelyezkedése a parcellakon
beliill, valamint a megvilagitas eréssége és hossza hatdssal van a polifenol tartalomra. Mivel a
szerzOk nem kiilonboztették meg a vizben oldhatd €s nem oldhat6 polifenolokat, ezeket az értékeket
teljes polifenol tartalomnak (TP) nevezem. A felsO levelek PF tartalma magasabb volt (40 mg/g),
mint az alsobb allasuaké (37 mg/g). A parcelldk széls6 és kozépsd soraiban 1évo tovek leveleinek a
polifenol tartalma kozott is jelentds volt a kiillonbség. Mind az UV, mind a lathaté fény, hatdssal

volt a minték polifenol tartalom értékeire (ANDERSEN & KASPERBAUER, 1973).
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A Hubei Egyetem kutatéi mesterséges szaritasti Virginia tipusu dohdny termesztett valtozatanak
(K326) leveleiben atlagosan 37,63 mg/g polifenol tartalmat mértek.

Meglepd eredményeket publikaltak, 6k azt tapasztaltak, hogy a polifenol tartalom a fels6 levelekben
a legkevesebb, ¢és az also levelek fele haladva né annak mennyisége. A termdhely tengerszint feletti
magassaga is befolydsold hatdssal volt a levelek polifenol tartalmara. Minél magasabban
helyezkedett el a dohdny parcella a tengerszint felett, annal t6bb polifenolos komponens
szintetizalodott (LI YAN YAN, 2009).

Egy spanyol kutatdé csoport a kalcium tipoldatban vald adagolidsdnak a fenolos komponensek
szintézisére, valamint a fenolos komponensek metabolizmusaban részt vevd enzimek miikddésére
gyakorolt hatasat vizsgalta. A kalcium koncentraciot novelve visszaszorult a fenolos komponensek
fenol tartalom 2467 ng kavésav/mg- rol 1715 pg kavésav/mg-ra csokkent. A PPO és POX aktivitas
értékek a kalcium fokozott hozzaadasaval egyértelmtien novekedtek (JUAN et al., 2003).

2.2.4 A szaritas soran végbemend valtozasok

A dohéanyszaritds nem egy egyszerii vizelvonast jelent azok szdmara, akik az aktudlis piaci igények
kielégitéséhez kivannak eladhatd terméket eldallitani. A szaritdsi technologia feladata nagyon
sokrétii, hiszen a folyamat soran bonyolult fizikai, kémiai, mikrobioldgiai folyamatok mennek
végbe. Ezen valtozasok megfeleld 6sszehangoléasa, sok esetben iranyitasa folyik a szaritds soran. A
felsorolt folyamatok egyensulyban tartdsa ¢s megfeleld iranyitdsa azért is fontos, hiszen a szaritas
végére ki kell alakitani a dohany mindségét meghataroz6 tulajdonsagokat (YAN & HAN, 1987;
ZHU, 1993; XU & SUN, 2003).

FRANKENBURG (1949) mar az 1940-es években publikélta, hogy a dohanyszaritas folyaman
végbemend kémiai, biokémiai folyamatok az ¢él6 levélben végbemend folyamatok folytatasa. Mivel
a szaritasi technoldgia soran radikdlis nedvességcsokkenés 1€p fel, s6t a mesterséges szaritds
folyaman alkalmazott magas homérséklet hatasara a levelek biokémiai egyensulya felborul, a
folyamatok az oxidacids atalakulasok iranyaban haladnak tovabb. Az is vildgossa valt, hogy a
magasabb rendli ndvények enzimcsoportjai kozott sincsen jelentds eltérés, kivételt képeznek a
dohényban taldlhaté azon specifikus enzimek, melyek az alkaloidok atalakitdsdban jatszanak
szerepet.

A szaritas folyamatanak a kovetkezd fazisait kiilonithetjiik el: szinesités, szinrdgzités, levéllemez és

foér-szaritas, valamint puhitas.
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A z6lddohany levele, amikor a szaritoba bekertil, igen magas nedvességtartalmu, mintegy 80-85 %.
A széritads végére ez az érték jelentds mértékben lecsokken (3-10 %). Természetesen a jelentds
nedvességvesztés szdrazanyag-tartalomvaltozast is eldidéz, mintegy 12-13 % veszteség mérhetd.

A jelentés nedvességcsokkenés befolyasolja a levelekben lejatsz6dd biokémiai, kémiai,
mikrobiologiai folyamatokat is. A biokémiai folyamatok fokozatosan lassulnak a levelek
nedvességvesztésével parhuzamosan, majd megsziinnek egy kritikus nedvességvesztés alkalmaval.
A szaritdst minden esetben ugy célszerli irdnyitani, hogy a vizleadds iiteme és mértéke
egyensulyban legyen a levelekben végbemend kémiai-biokémiai folyamatokkal. A levelekben
végbemend anyagcsere folyamatokat ugy kell irdnyitani, hogy a klorofill lebomlasa fokozatosan a
nedvesség csokkenésével parhuzamosan torténjen. Ellenkezd esetben ugyanis, ha a klorofill
anyagok lebomlasat, valamint a fenolos vegyiiletek atalakuldsdt megelézi a hirtelen vizvesztés,
akkor zoldre szaradnak a levelek, nem alakul ki a fajtara jellemzd, megfeleld szindrnyalat a
levelekben.

A szaritds kezdetén egy bioldgiai, vagy €10 szdritds torténik, majd a nedvesség nagymértékii
elvesztése utan egyszerii fizikai szaritasrol beszélhetiink.

A technoldgiai érettséget elért levelekben, melyek a szaritoba keriilnek, az anyagcsere folyamatok
iranyat tekintve a felépitd folyamatokkal szemben a leépitd folyamatok keriilnek elétérbe. Ennek
megfelelden megindul a nagyobb mértékii oxigén felvétel és ezzel parhuzamosan a szén-dioxid
leadas. A lebontd folyamatok soran a makromolekuldk (szénhidratok, lipidek, fehérjék. stb) kisebb

molekulakra hasadnak.

Szénhidratok valtozasa a szaritas folyamata alatt

A mesterséges szaritds sordn talan az egyik legfontosabb folyamat a szénhidratok kiilonb6zd
tipusainak mennyiségi és mindségi valtozasa. A szénhidratok Osszmennyisége a mesterséges
szaritas folyaman 35 %-kal csokken (DRWIEGA, 1980). A keményitd kb. 90 %-a mono —di- és
oligoszacharidokkd alakul at.

DRWIEGA (1980) kutatasai alapjan elmondhato, hogy a valtozasok nagy része a szinesités
fazisaban megy végbe. Mérései alapjan az egyszerli cukrok mennyisége az eredetinek tobb mint
100%- aval nétt, mig a szénhidratokon beliil a keményitd mennyisége koriilbeliil 90%-kal csokkent.
A gliik6z mennyiségének novekedése mintegy 80%, a fruktézé 140%, a szachardézé 75%. Ha a
szaritds folyamatdnak kezdeti fazisat vizsgaljuk meg, akkor a gliikoz-fruktoz mennyisége
azonosnak mondhat6é, majd a szinesités eldrehaladasaval a fruktdoz mennyisége ndvekedik. A

gliikoz-fruktdéz mennyiségének kiilonbsége a szaritas folyamatanak 45-50. orajara allandosul.
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Szamos kutat6 kovette nyomon a szénhidratok valtozasat a dohanylevelek szaritasi folyamata soran.
MOHAPATRA és JOHNSON (1980) a lebomlasi folyamatokat vizsgaltdk. Méréseikkel
bizonyitottdk, hogy a cukor-keményit arany gyorsabban valtozik a szdritdsi szakaszban, mint a
szinesités folyamata alatt. Ennek okét abban lattak, hogy a szaradas alatt jelentds a 1€gzés csokkenés
a keményitd lebomlas folyamatos fennmaradéasa mellett.

Bizonyos kutatdk szerint a keményit6t a hidrolizis a kezdeti 18%-161 2%-ra csokkenti. A szinesités
elején a gliikkdz mennyisége nd, majd ennek a folyamatnak a masodik fazisdban és a lemezszaritas
elején csokkend tendenciat mutat. A szdritasi folyamat végén ismét novekedik (AMIN, 1979;
LONG & WEYBREW, 1981).

A széritas elsd fazisdban elindul a keményité lebomlédsa egyszerii és Osszetett cukrokkd. Ez a
folyamat nyomon kovethetd, hiszen a keményitd mennyiségének csokkenésével parhuzamosan
novekedik a dohanylevél cukortartalma, féképpen az egyszerli cukrok mennyisége novekedik.

A keményit6 lebomlasanak folyamataval szamos kutaté foglalkozott. LEFFINGWELL (1976)
vizsgalatai szerint a szaritds soran a keményitd az eredeti mennyiség 6todére csokken, mig a szabad

redukalé cukrok mennyisége kozel a haromszorosara n6 (4. tablazat).

4. tablazat Keményit6 lebomlasa a mesterséges szaritas eltéré fazisaiban (Forras:
LEFFINGWELL, 1976)

Komponens (%) Anyagallapot

z6ld szinesitett szaraz
Keményitd 29,3 12,4 5,52
Szabad redukalo cukor 6,68 15,92 16,47
Levuloz 2,87 7,06 7,06
Szacharoz 1,73 5,22 7,30

Ha a torés idépontjaban vizsgaljuk meg a dohanylevelek atlagos cukortartalmat, akkor mennyisége
6-10 %-ra tehetd. A mesterséges szaritas szinesités szakaszaban a levelek cukortartalma jelentds
mértékben novekedik. A levelek cukortartalmanak valtozasa leginkdbb a Virginia tipust dohanyok
esetén mindségi kérdés. A Virginia dohanyok mesterséges szaritdsa soran éppen a cukortartalom
megfeleld szinten tartasa a cél, mig a természetes szaritdsi Burley dohdnyokban a cukor
mennyisége kevésbé Iényeges.

Ha kifejezetten a szénhidratok jelenlétének mindségre gyakorolt hatdsat vizsgéljuk, akkor igen
komplex kérdésre kell megadnunk a vélaszt, ugyanis ennek pontos meghatdrozdsa nem konnyt.
Altaldban véve a szénhidratok pozitiv hatassal vannak az illat és aromaképzddés folyamatara
(PYRIKI, 1959; PYRIKI & HOFMANN, 1959; ENZELL, 1976; MENDEL, 1984;). Nem
egyértelmii azonban a szénhidratok mennyiségi novekedésének mindségre gyakorolt hatdsa,
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ugyanis ebben a megkozelitésben figyelembe kell venniink egyéb komponensek szénhidratokkal
kialakitott aranyat is. A cukrok mennyiségének novelése csak akkor okoz pozitiv mindségi
jellemzdket az iz tekintetében, ha vannak megfelel6 mennyiségben gyantak és viaszok. A cukrok
jelentdsége oriasi a dohdny savassadganak, lugossdganak megfeleld értéken tartdsaban, az optimalis
egyensuly kialakitasaban. Ha azonban hirtelen megné a dohany cukortartalma, akkor csipds,
kapards flistre kell szamitanunk. Az oldhatd szénhidratok talzott jelenléte kifejezetten ront az
érzékszervi paramétereken, noveli a fiist savassagat, valamint csékkentik az égést.

A klorofill felhalmozdédasaval ndvekedik a levelekben a keményité ¢és cukor tartalom. A
szénhidratok felhalmozddasa kovetkeztében a szaritds soran kedvezobb szinarnyalata levelek
keletkeznek, jobb mindségli szaritott dohanyt kapunk (BELJAKOVA, 1966).

A celluloz szerepe kettds, hiszen az égdképességre pozitiv hatdst gyakorol, azonban az altaldnos
mindséget negativan befolyasolja (PYRIKI, 1959; ABDALLAH, 1974).

A pektinek szerepének megitélése mindség szempontjabol meglehetdsen negativ, tobb szerzd is
alatdmasztja munkajaban (SHMUK, 1953; ABDALLAH, 1970). Kiemelik a metil-alkoholt, mint

pektin 6sszetevot, mely igen kdros a mindségre.

Nitrogénvegyiiletek valtozasa a szaritas folyamata alatt

A nitrogénvegyiiletek a fehérjéket, aminosavakat, alkaloidokat, nitratokat, amidokat és az ammoniét
magaba foglald vegyiiletcsoport. Bar ez az a molekulacsoport, melyrdl a legtobb informaciot
tudjuk, hiszen a dohanykutatisban dolgozod szakemberek vizsgalatainak koézéppontjaban
szerepelnek, most csak a fehérjék sorsaval foglalkozom részletesen, bar megemlitem, hogy a
nitrogéntartalmi  vegyiiletek mennyiségének valtozdsa a széritds folyaméan kismértékd.
Természetesen az alkaloidok széritds soran végbemend valtozasaival szamos kutatd foglalkozott,
ebbdl itt csak egyet emlitek meg (ENZELL & WAHLBERG, 1980).

A nitrogéntartalmu vegyiiletek fele-kétharmada fehérje formdjdban van jelen a dohanylevél
technologiai érettség allapotdban. Ha a fehérjelebomlds mértékét vizsgaljuk a mesterséges szaritas
alatt, akkor a szinesités és levéllemez széritds kozben ez a folyamat gyorsabb, mint a tovabbi
szaritasi szakaszokban. Az aminosav tartalom véltozasa szintén ezt a tendenciat koveti
(MAHAPATRA & JOHNSON, 1980).

Osszességében elmondhaté, hogy a nitrogéntartalmi vegyiiletek mennyiségi valtozasaért felels
atalakulasi folyamatok meglehetésen bonyolultak, hiszen nem csak a lebomlési folyamatokra,
hanem szdmos bels6 atalakulasi folyamatra vezethet6k vissza (WINDER &. HOFFMANN, 1967;
TSO, 1990).
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LEFFINGWELL (1976) is foglalkozott a nitrogéntartalmt vegyiiletek valtozasaval mesterséges
szaritas soran. O is arra a megallapitasra jutott, hogy az osszes nitrogéntartalom csokken a szaritas
folyamén, melynek f6 oka a fehérjék aminosavakkd valdé bomléasa elsésorban. Természetesen ezen
iranyu valtozasok nem fejezddnek be a szaritds végén, hanem a tarolas soran is folytatddnak.

Az aminosavak mennyiségének valtozasit LONG & WEYBREW (1981) is vizsgalta.
Megallapitottak, hogy a szaritds sordn az aminosavak mennyisége jelentds mértékben nd, azonban
ez a megallapitds csupadn az aminosavak egyiittes mennyiségére igaz. Bizonyos aminosavak
mennyisége kicsiny csokkenést mutat a szaritas sordn, ezek a kovetkezOok: valin, alanin, tirozin,
leucin, lizin, arginin, izoleucin. Mig egyéb aminosavak mennyiségének novekedését tapasztaltak,
melyek a kovetkezOk: aszparaginsav, fenilalanin, glicin, glutaminsav, hidroxiprolin, hisztidin,
prolin.

Az aminosavak koziil a prolin viselkedése egyedi, hiszen tobbszords ndovekedésérdl is beszamolnak
a mesterséges szaritds folyaman (LEFFINGWELL, 1976), akar 25-szoros emelkedést is
publikaltak. Ennek oka nem lehet csupan csak a proteolizis, a novekedés sokkal jelentésebb annal.
Valoszinlinek tartjak, hogy ennek a nagymértékii ndvekedésnek a hatterében a klorofill molekulak
pirollgytriijének metabolizmusa all.

Ha a dohanylevelek fehérjetartalmat a dohany mindsége szempontjabol vizsgéaljuk meg, akkor
elmondhatd, hogy a proteinek mindségre gyakorolt hatasa meglehetdsen Osszetett. Az albumin
fehérje frakcid elsdsorban az izre van negativ hatassal. Az sem mondhat6 el azonban, hogy a fehérje
frakciok Osszessége haszontalan, példaul az oldhato fehérjefrakciok egy részének jelentds szerepe
van a mindség kialakitdsaban. Az mar bizonyitott, hogy az égés soran a fehérjéknek kellemetlen
szaguk lesz, azonban kis mennyiségiik kifejezetten pozitiv hatast gyakorol az aroméara (GROB,
1961). Az aminosavak szerepét sem feledhetjiik el, hiszen az aminosavak, mint aroma prekurzorok
szerepelhetnek ebben a komplex rendszerben, ezzel befolydsolva pozitiv irdnyban a fiist illatdnak
mindségét. A Virginia dohanyok esetén bizonyos aminosavak (alanin, glutamin) jelenléte mindség
meghatarozo, s6t a j6 mindségli dohanylevelekben igen magasnak bizonyult a prolin mennyisége

(LEFFINGWELL, 1976).

A lipidek valtozasa a szaritas folyamata alatt

A lipidek mennyiségi, mindségi atalakulasat is nyomon kovették mesterséges szaritds alatt.
FRANKENBURG (1946) még csak egy szerves olddszerben oldédé molekulacsoportrél beszél,
nagyrészt azonositatlan komponensekrdl. A kémiai analitika fejlodésével parhuzamosan egyre tobb
lipid molekula vizsgalata, azonositasa kertiilt a kutatasok kézéppontjaba. Kidertilt, hogy a zsirsavak

oxidacidja még a szaritds kezdeti fazisdban megtorténik. Szdmos intermedier molekula lett
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azonositva, mint példaul a benzaldehid, a fenil-acetaldehid, melyek benzoesavon illetve fenil-
ecetsavon keresztiil benzilalkoholld, illetve fenil-etil-propil-alkoholld bomlanak.

A dohany mindsége szempontjabol nagyon fontos az illdolajok mennyiségi valtozasainak nyomon
kovetése. Komponensenként lebontva mennyiségiik valtozatosan alakult ugyan, de az 6sszes illoolaj
tartalom egyértelmii ndvekedést mutatott a szaritas alatt (LONG & WEYBREW, 1981). Tovabba
megallapitasra keriilt, hogy az 0Osszes zsirsav metilésztere fokozatosan csokken, a zsirsavak
mennyisége pedig 2-6%-ban csokken a szaritds soran, bar a mesterséges szaritas alatt kisebb
mértékben, mint a természetes szaritds folyaman. A dohanylevelek feliiletén taldlhatd paraffin
szénhidrogének mennyisége a szaritas alatt gyakorlatilag nem mutattak valtozast (DAVIS, 1976;
LAYTEN & NIELSEN, 2002).

Hazankban az 1970-es évek masodik felében folytak dohanylipidekkel kapcsolatos vizsgalatok.
BIACS ¢s munkatarsai (1975) megallapitottak, hogy a lipidtartalom vizsgalata lehetdséget nyujt a
dohénylevél technologiai érettségének beltartalmi, kémiai modszerrel végzett meghatarozasara.
GRUIZ ¢s munkatarsai (1977) az érésgyorsitd szereknek a dohanylevél lipidjeire gyakorolt
hatasat kutattak.

Fenolos komponensek valtozasa a szaritas folyamata alatt

A fenolok, polifenolok jelentdsége a dohdny mindsége szempontjabol kulcsfontossagiiak, azok
hozzajarulnak az érzékszervi tulajdonsagokhoz, Gigy, mint a szin, az aroma ¢és a keseriiség ¢s az
antioxidans hatds formal6dasdhoz. Annak tekintetében, hogy hatdsukra mely paraméterek alakuldsa
pozitiv, szamos kutatd eltérd eredményekre jutott. Az dsszes fenol tartalom mennyisége kiilonb6zo
tipustt dohanyok leveleiben széles hatarok kozott, 0,52-2,61% kozott valtozhat (SNOOK et al.,
1986).

A szakirodalom beszamol a fenolos vegyiiletek pozitiv hatasair6l a dohany fiist és aroma
komponenseire, hiszen a fenolos vegyiileteket aromaanyag prekurzoroknak tekintik (ABDALLAH,
1970; KALIANOS, 1976). Azonban akad olyan feltételezés is, miszerint nincsen kapcsolat a
fenolos komponensek jelenléte és a dohany mindsége kozott (PYRIKI, 1959). Masok szerint szoros
az Osszefliggés a dohany mindsége és a fenolos komponensek jelenléte kozott, de csak abban az
esetben, ha a fenolos vegyiiletek mennyisége kisebb, mint az oldhaté szénhidratoké. Ha a fenolos
komponensek mennyisége nagyobb, mint az oldhatd szénhidratoké, abban az esetben jelentds
mindségromlas figyelhetd meg. Kutatok sora ir arrol, hogy a polifenoltartalom és a mindség
parhuzamosan jelentkezik. Kiemelt szerepet szannak a klorogénsav és rutin tartalomnak

(KALIANOS, 1976; MENDEL, 1984).
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A fenolos komponensek mar a z6ld dohdnylevélben benne vannak, azonban a szakirodalom szerint
a szaritds és a tarolas alatt valnak a flistmindség szempontjabol kedvezd anyaggd (ENZELL &
WAHLBERG, 1980). A polifenoltartalom mesterséges szaritds folyaman torténd valtozasa
tekintetében eltéréek a vélemények. FRANKENBURG (1946) allitasa szerint a fenolos
komponensek Osszes mennyiségét tekintve a szaritds soran nem torténik valtozds. Id6ben joval
késobb jelennek meg ennek ellentmond6d publikaciok, miszerint a szaritds alatt a fenolos
komponensek mennyisége fokozatosan né (AMIN, 1979; MOHAPATRA & JOHNSON, 1980).
GANG ¢s munkatarsai (2010) vizsgalataik sordn Osszefliggést kerestek a szaritott dohanyok
polifenolos komponenseinek és szerves savainak koncentracioja, valamint a dohanyok foldrajzi
eredete, mindségi osztalya, €s fajtai kozott. Az adatok feldolgozasa fokomponens analizissel (PCA,
Principal Component Analysis) €és lineéris diszkriminancia analizissel (LDA, Linear Discriminant
Analysis) tortént. Az eredmények azt mutattak, hogy a dohanyfajtdk a polifenol és szerves sav
tartalmuk alapjan egyértelmiien (100 %-os biztonsaggal) elkiilonithetok, azaz kiilon osztalyba
sorolhatok. Véleményiik szerint a polifenolos komponensek ¢€s szerves savak mennyisége
egyértelmiien alkalmas a fajtak jellemzésére.

A fékomponens ¢s linedris diszkriminancia analizissel nem tudtdk teljes mértékben elkiiloniteni a
kiilonb6z6 foldrajzi eredetii €s mindségi osztalyt dohanyleveleket.

AMIN (1979) részletes vizsgalatoknak vetette ald a mesterségesen szaradd dohanylevelekben
végbemend klorofill bomlas folyamatat. Megallapitdsa szerint a klorofill bomlasabdl szarmazo
fitolbol neofitadién keletkezik. Ennek az 4talakulasnak koszonhetden a neofitadién mennyisége akar
30%-kal is novekedhet a szaritas alatt.

Szamos kutaté (COURT et al., 1983; COURT & HENDEL, 1984; COURT et al., 1993) kdvette
nyomon a scopolin, klorogénsav és izomerei, valamint a scopoletin mennyiségének valtozasait
mesterséges szaritdsnak aldvetett dohanylevelekben. Megéllapitdsaik egyértelmiien mutatjdk, hogy
az emlitett komponensek mennyisége novekedik a szaritas folyaman. A szarpozici6 szerint is eltérés
tapasztalhaté klorogénsav, rutin és scopoletin tartalom tekintetében. Az aljlevelekben a
legalacsonyabb, a hegylevelekben a legmagasabb mennyiségiik, a szarpozicid emelkedésével
mennyiségiik novekedik (WILLIAMSON & GWYNN, 1982; COURT et al., 1983; COURT &
HENDEL, 1985). A fenolos komponensek mennyiségét sok minden befolyasolja, mint példaul a
fajta, a taptalaj 0sszetétele (OKAZAKI et al., 1982), a termesztés koriilményei (WESTON, 1969),
a fény, a homérséklet, a szaritas koriilményei (PENN et.al., 1958; WALKER & LEE, 1968;
KOEPPE et al., 1970).

A lignin tartalom ndvekedése a dohanylevelek tulérettségét jelzi, mely nagymértékben befolyasolja

a dohany min8ségét is. Altalanossagban elmondhatd, hogy a lignin mennyiség és a dohany
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mindsége kozott forditott aranyossagot véltek felfedezni (PHILLIPS & BACOT, 1953; PYRIKI,
1959; GOHEEN & HOYT, 1985).

A széraz dohdny mindségét meghatirozo egyik legfontosabb paraméter a levelek szindrnyalata. A
jo mindségli Virginia tipustt dohanylevelek élénksarga szine arrdl tanuskodik, hogy magas
cukortartalommal, kedvezd iz és aromakomponensekkel, optimalis égéképességgel rendelkezik.
SzerzOk sora tamasztja ala kisérleti eredményeivel azt a tényt, miszerint a polifenolok jelentds
szerepet toltenek be a dohany szinének kialakitdsaban. Kiemelt szerepet adnak a vegyiiletcsoporton
beliil a klorogénsavnak és a rutinnak (CHOUTEAU, 1966; SHEEN, 1969; JOHNSON, 1970;
KANDRA, 1971; GWYNN & McCLURE, 1974; GWYNN, 1978).

Az amerikai mesterséges szaritast dohanyok mindsége €és a jelenlévd klorogénsav mennyisége
kozott szoros Osszefliggést tapasztaltak, valamint a magasabb klorogénsav és rutin tartalommal jobb
mindség parosult (WILKINSON et al., 1954; KANDRA, 1971).

PAWLOVSKA (1973) szerint nem csak a polifenol magasabb mennyisége van szoros
kapcsolatban a j6 dohanymindséggel, hanem nagyon fontos a jelenlévé klorogénsav-rutin arany is.
SHEEN (1973) kiemelt jelentdséget tulajdonitott a dohanylevelek klorofill és klorogénsav
tartalmanak, sdt pozitiv korrelacidt talalt a két komponens kozott. SHEEN (1973) tapasztalatai
szerint minél fokozottabban jellemzd a levelekben a klorofill szintézis, anndl magasabb a

klorogénsav tartalom.

2.2.5 A dohany fermentalasa, a fermentalas soran lejatszodo valtozasok

A dohény fermentalasaval kapcsolatos kutatasok az Gtvenes és hatvanas években folytak nagyon
intenziven. Kozelmultban €s napjainkban a fermentalas szinte elfelejtett kutatasi témanak szamit. A
ismételten a vizsgalddasok kozéppontjaba keriiljon.

A széritott dohdny nem ég jol, fiistjének illata, ize, Osszhatdsa nyers, csipds, kaparos,
kiegyenlitetlen. Ahhoz, hogy élvezeti célra alkalmas legyen, at kell esnie egy fermentacios
folyamaton.

A széritott dohany fermentdldsanak célja, hogy a feldolgozott anyag, karosodas nélkiil tarolhato
legyen, izében, szinében, zamatdban olyan valtozasok menjenek végbe, hogy a tovabbi feldolgozas
szempontjait alapul véve megfelelé6 mindségli alapanyagot adjon.

A fermenticido folyamataban végbemend bonyolult, Osszetett fizikai, kémiai, mikrobiologiai
valtozasok kutatasa igen sok megvalaszolatlan kérdést indikalt az elmult években. A vizsgalt

rendszer kétségteleniil komplex, nehezen nyomon kovethetd (FRANKENBURG, 1950).
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A dohany ndvény levelein talalhaté mikroorganizmusok bejutnak a fermentdcios rendszerbe, ezzel
mindenképpen részt vallalnak a végbemend kémiai, enzimoldgiai folyamatokban. A szaritéas
folyaman végbemend valtozdsok nem dallnak le teljes mértékben a szaritds végén, hanem
folytatddnak a fermentéacié soran is (AKEHOURST, 1973; DEVAINE & McINTOSH, 1986;.
TSO, 1990)

Feltételezhetd, hogy a fermentacid soran elsdsorban az enzimoldgiai, biokémiai folyamatok a
domindnsak. Voltak azonban olyan iddszakok, amikor csupdn egyszerli kémiai valtozasok
halmazaként értelmezték a fermentaciot (FOLKMAYER, 1970a, FOLKMAYER, 1970b)

Az eltérd elméleteket modellezéssel probaltak alatdmasztani. Példaul annak igazolasa, miszerint a
fermentacid csupan kémiai valtozasok Osszessége, ugy tortént, hogy huzamosabb ideig 100 °C-on
tartott szaritott dohdnyok steril koriilmények (kizérva az esetleges mikrobiologiai és enzimologiai
hatast) kozotti tovabbi valtozasat vizsgaltak. Ezzel a kisérlettel bebizonyosodott, hogy a
fermentacid soran kémiai valtozdsok a mikroorganizmusok kizarasa ellenére is végbemennek,
hiszen ilyen magas hémérsékleten mar a mikrobas hatasokra nem szamithatunk, valamint
kizarhatjuk az enzimolégiai hatasokat is (GYORIVANYI, 1982).

Jelentésen meghatarozta a dohanyok fermentacids folyamatainak kutatasi irdnyat az a tény, hogy a
kémiai valtozasok mellett nem zéarhaté ki a dohanylevelekrdl a fermentacié rendszerébe bekeriild
mikroorganizmusok hatdsa sem. Az biztos, hogy mikroorganizmusok jelen vannak a fermentacios
rendszerben, azonban nehéz megjosolni, milyen mértékii hatast gyakorolnak a dohanylevelek érési
folyamatdban. Az biztos, hogy bizonyos szerepet betdltenek, de jelenlétiik nem feltétleniil
sziikséges ahhoz, hogy a dohdny fermentacié végbe menjen, ugyanis bebizonyosodott, hogy steril
koriilmények kozott is fermentalodnak a dohanyok (GYORIVANYI, 1982). A kérdés csak az,
hogy mely mikroorganizmus csoport a dominans a fermentacios rendszerben, valamint az, vajon
milyen iranyu folyamatokat befolyasolnak a jelen 1év6 mikrobak.

SZMIRNOYV és munkatarsai (1945) szerint a fermentacié sordn fellépd felmelegedés, nincsen
szoros kapcsolatban a jelenlévé mikroorganizmusok mikddésével. Véleménylik szerint a melegedés
oka inkébb a fermentacid sordn végbemend oxidacios folyamatok kovetkeztében alakul ki. Ezen
oxidacids folyamatokat természetesen enzimek katalizalnak, azonban nehéz megjosolni, vajon az
enzimek a jelenlévd mikroorganizmusok altal termelt enzimek, avagy a dohany ndvény szoveti
enzimei. Szmirnov ¢és munkatarsai nyomon kovetve a természetes fermentacid folyamatat,
kidolgoztdk az un. Szmirnov moddszert, mely a fermentalt dohédny fermentaltsagi fokanak
meghatarozasara szolgéalt. A modszer alapjat jelentette a polifenol-oxiddaz enzim aktivitdsanak
fokozatos csokkenése a fermentacio soran, amibdl kovetkeztetni lehetett a kérdéses dohanyhalmaz

fermentaltsagi fokara (KRETOVICH, 1945).
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Mai ismereteink szerint a fermentacid egy olyan komplex folyamat, melynek soran bonyolult
fizikai, kémiai, enzimoldgiai, mikrobioldgiai valtozasok mennek végbe.

A fermentacié soran végbemend fizikai valtozasoknak nemcsak technoldgiai, hanem gazdasagi
jelentdsége is van. Az egyik ilyen fontos fizikai valtozas a dohanylevelek rugalmassagéanak javulasa
a fermentacid soran. Ennek a valtozasnak a hatterében a vizben oldhaté pektin anyagok
fermentéacid soran val6 tovabb bomlasa all, ennek kovetkeztében a vizoldhatatlan pektin frakcio
mennyisége az Osszes pektin anyag mennyiségét tekintve nd. Gyakorlati tapasztalat, hogy a
magasabb hdéfokon fermentalt dohdnylevelek rugalmassdga gyengébb mindségili, hiszen ebben az
esetben a vizoldhatatlan pektin anyagok nagyobb aranyban bomlanak le, mint az alacsonyabb
héfokon fermentalodott dohanyok esetén.

A fermentacié folyaméan a dohényok szarazanyag tartalma csékken, melynek mértéke nem csak a
dohdny fajtajatol, hanem a fermentdcio modjatol is fiigg. A kolloidok csokkenésének kisebb
higroszkopossag lesz az eredménye, ennek a kovetkezménye az egyensulyi nedvességtartalom
csokkenése is. Ennek ellenére a dohanylevelek rugalmassaga optimalis marad (AKEHOURST,
1973; TOTH, 1973).

A dohényhalmaz szinének valtozasa leginkabb a szaritds folyaman szembetlind, azonban a
fermentacié folyamatdban is folytatddnak azon kémiai, biokémiai valtozasok, melyek hatdsara a
levélrészek szindrnyalata kiegyenstlyozottabbd valik, valamint a megfelelden iranyitott szaritast
kovetd fermentécids valtozasok kovetkeztében eltlinnek az esetleges zdldes arnyalata levélrészek. A
dohény szinének valtozasa szamtalan kémiai, biokémiai valtozas eredménye. Szerepet jatszanak a
redukald cukrok és aminosavak kondenzacidjabol szarmazo melanoid tipust vegyiiletek. Ezzel
parhuzamosan nem zarhatjuk ki a polifenolok bonyolult oxidativ atalakuldsabol szarmazé szamtalan
intermedier vegyiilet hatasat, melyek a fermentalt dohanyok szinének mélytilését, barnuldsat és
egyben kiegyenlitett jellegét okozzak (TOTH, 1975; TSO, 1990). Ebben a folyamatban jelentés
részt vallalnak az oxidaciés enzimek, mint példdul a peroxidazok ¢és polifenol-oxidazok.
Természetesen a vizben oldhatd polifenol tartalom (PF) mennyiségének valtozasa is kapcsolatba
hozhaté a dohanylevelek megfeleld szinarnyalatanak kialakitasaval (YAN & HAN, 1987; ZHU,
1993; XU & SUN, 2003).

Tény, hogy a fermentélt dohany eltarthatosdga sokkal jobb, mint a szaritott¢. Ennek szamos oka
van, mint példaul az, hogy a széritott dohany nedvességtartalma nem kiegyenstlyozott, bizonyos
biokémiai folyamatok nem jatszodhatnak le benne teljes mértékben. Tovabba az oxidacios
folyamatok hodt termelhetnek, ennek kovetkeztében nedvesedés alakulhat ki a halmaz bizonyos
pontjain, melynek kovetkeztében megindulhat a penészesedés folyamata. A penészgombak

felszaporodasa és a toxintermelésnek kedvezd kornyezeti paraméterek jelenléte komoly mindség
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romlést idézhetnek elé a dohany halmazban (FRANKENBURG, 1950; NEMETHI & HALASZ
1971; TOTH, 1975).

Kordbban komoly veszélyt jelentett a fermenticid ald vetett dohdnylevelek penészesedése
szempontjabol a nedvesebb f&ér bekeriilése a halmazba. Jelenleg a fermentdciot megeldzi a
kocsanyozas folyamata, melynek soran a levéllemezbdl eltavolitjdk a fOerezetet, ezzel jelentds
mértékben lecsokkentve a penészgombak elszaporodasanak lehetdségét. A nedvesebb, vastagabb
foerek eltdvolitasa nagyon fontos, hiszen jelenlétiik nedves penészesedési gocokat alakithatnak ki.
A dohényok asvanyi anyag tartalma a fermentacio soran gyakorlatilag nem valtozik, kisebb mértéki
relativ emelkedés rogzithet6 ugyan, de ennek oka a szarazanyag tartalom csokkenésének
koszonhetd (TOTH, 1975).

A fermentacié soran végbemend kémiai valtozasok koziil a leginkabb szembetiind a szénhidratok
atalakuldsa. A keményitd lebomlasa igen intenziv mar a szaritas soran, a természetes szaritas alatt
gyakorlatilag teljesen lebomlik, a mesterséges szaritasnak alavetett dohanylevelekben még talalunk
kis mennyiségben keményit6é molekuldkat. Azonban a fermentalds végére a keményitd teljes
mértékben lebomlik (FRANKENBURG, 1950). Az egyszeri cukrok szdmos kémiai folyamatban
részt vesznek, az egyik legfontosabb 4talakulasi irdny a fermentacio soran az oxidacio. A celluloz és
lignin molekuldk nem valtoznak, azonban a hemicellulézok koziil a pektinanyagok lebomlasa
szamottevo.

A dohanyok nitrogéntartalma a fermentacid soran csokken. Ennek hatterében az oldhato
nitrogénvegyiiletek bomlasa allhat, valamint a fehérjék oldhatd nitrogénvegyiiletekké alakulésa.
Jelentés mértékli nitrogén tartalom csdkkenést okoz a nikotin és ammonia veszteség. A fehérjék
lebomlasa, atalakuldsa kulcsprobléma, hiszen nagymértékben befolyasolja a dohdny mindségét,
mert a fehérjék égéstermékei -foképp alacsony cukortartalom mellett- a fiist izét és illatat jelentds
mértékben lerontjak. A nikotin mennyiségét kiilonb6zd technologiai paraméterek befolyasolhatjak.
Tapasztalat szerint, mig a szaritds folyaman az id6, addig a fermentdci6 soran a folyamatot
megeldzé magasabb hékezelés mértéke hatdrozza meg a nikotin tartalom valtozasit (WYNDER &
HOFFMANN, 1967).

A dohany mindségét szamtalan komponens jelenléte és atalakuldsa befolyasolja. Roviden attekintve
a szerves savak mennyiségi valtozasat szaritds és fermentdcid soran, igen eltéré iranyu
valtozasokrdl szamoltak be. Mig a mesterséges szaritasu dohanyok savtartalma a fermentalas soran
csokken, addig a természetes szaritasnak alavetett dohanyfélék fermentdcidja utdn ndvekedést
tapasztaltak (GANG, 2010).

A polifenolok mennyisége nagyon meghatarozd a dohanyok mindsége tekintetében, kiemelt

jelent6séggel birnak a dohanyok szivasi tulajdonsagainak kialakuldsa szempontjabdl. A polifenolok
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mennyiségének valtozdsa fermentaciod soran csdkkend tendencidt mutatnak, azonban szamos olyan
eredmény is napvildgot latott, melyek szerint a csokkend tendencia nem altalanosithat6.

A fermentécio alatt a vizsgélt mikroorganizmusok szdma a kontroll mintdkhoz képest csokkent. A
dominans mikroorganizmus csoportot a baktériumok képviselték, a fermentacido 8. napjan vett
mintdkban az Osszes mikrobaszam 92%-at, a 18. napon pedig a 93,4 %-at tették ki. A nem
fermentalt leveleken a vizsgalt iddpontokban koriilbeliil 86%-o0s volt a baktériumok részaranya. A
baktériumok, penészek €s actinomycetesek szdma mar a fermentacio elsd szakaszaban erdteljesen
lecsokkent, az 6sszes mikrobaszam pedig felére csokkent. A fermentacié végére az actinomycetesek
nem voltak kimutathatéak (QUIU, 2003-2004).

A feldolgozas kiilonbozd fazisaibol (kontroll, 8 napos és 18 napos fermentalas) vett mintdk
mikroorganizmusai ugyanabba a harom nemzetségbe tartoztak (Bacillus, Clostridium,
Sporolactobacillus), a dominans nemzetség a Bacillus volt. A fermentalas lecsokkentette az
Actinomycetes nemzetségek szamat, a kontroll mintan identifikalt fonalas baktériumok 5
nemzetséghez tartoztak, a fermentacidé 8. napjan mar csak 3 nemzetségbe tartoz6 fonalas
baktériumok jelentek meg, amelyek a fermentacid végén mar nem voltak kimutathatok (QUIU,
2003-2004).

A frissen letort dohanylevelek sokféle enzimet tartalmaznak, ezek nagyon fontos szerepet jatszanak
a technologiailag érett levél sejtjeibe betarolt anyagoknak szaritas alatti kémiai atalakitasaban, ezzel
a levél elvart mindségének kifejlesztésében. A mesterséges szaritds végére mind az oxidoreduktaz,
mind a hidrolitikus enzimek aktivitdsa erdteljesen lecsokkent. A fermentalas alatt a hidrolitikus
enzimek aktivitasa kozel kétszerese volt a kontroll mintdkban rogzitett értékekhez képest. A PPO és
POX aktivitas értékek is novekedtek, azonban a kontroll mintdkhoz képest ez a valtozas nem volt
olyan latvanyos.

A szerzOk allitdsa szerint az enzimaktivitds szignifikdns novekedése 0Osszefliggésbe hozhatd a
leveleken €16 mikroorganizmusokkal. Nem tartjak valdszintinek, hogy a mesterséges szaritas utan, a

dohany sejtek, szovetek szintetizalni tudnanak Gjabb enzimeket (QUIU, 2003-2004)

2.3 Mikrobiologiai valtozasok a dohany elsédleges feldolgozasa alatt

A ndvényi anyagok, mint a dohany is, mikroorganizmusokkal szinte mindig szennyezett. A
mikroorganizmusok szerepét semmiképpen sem zarhatjuk ki a dohany elsédleges feldolgozasa alatt.
Természetesen nagyon fontos tudnunk, hogy a feldolgozas kezdetekor milyen mikrobiologiai
allapotban keriil be a dohény az {izembe, valamint milyen valtozdsoknak van kitéve a feldolgozas
soran. Nagyon fontos nyomon kovetni a dohdny anyag mikrobiologiai valtozasait a szaritds alatt,

hiszen a fermentacid soran szerepiik jelentéssé valhat.

33



Megfeleld kornyezeti tényezok mellett a talajbol hozott mikroorganizmusok felszaporodhatnak, a
dohany anyagban anyagcserét folytathatnak, a szubsztratumok egy részét lebonthatjak,
atalakithatjak, melynek kovetkeztében jelentds beltartalmi és érzékszervi valtozasokat okozhatnak.
Oriasi szerepet kapnak a mindéségromlast okozé gombak, melyek a feldolgozas minden fazisaban
okozhatnak problémat, mig a baktériumok és élesztok jelentdsége a fermentacio alatt csicsosodik
ki.
Altalaban véve a mezdgazdasagi termények karformait CHRISTENSEN és KAUFMANN (1969)
a kovetkez6 csoportokba sorolja:

1. dohossag, fiilledtség.

2. kéros biokémiai valtozasok.

3. andvényi részek elszinezddése.

4. mikotoxinok keletkezése.

5. beltartalmi- és érzékszervi problémak.
A dohany ¢és a dohanygyartmanyok szintén ki vannak téve a felsorolt veszélyeknek, ezért is fontos a
feldolgozas és tarolas folyamataban nyomon kdvetni a dohdnylevél halmaz mikrobiolédgiai allapotat
(GHABRIAL, 1976; RUBINSTEIN, 2002)
A dohénylevelekrdl izolalt mikrobacsoportok elsésorban a szantofoldrol keriilnek a levelek
felszinére, mint példaul: Alternaria-, Cladosporium-, Fusarium-nemzetség fajai. A raktarozas soran
a legnagyobb problémat az Aspergillus-, Penicillium és Mucor-féle penészgombak okozzak.
A betarolt dohany halmaz 14-18 % nedvességtartalma lehetdséget adhat a xerophil
mikroorganizmusok elszaporodasahoz (5. tablazat), elsésorban az Aspergillus fajok szerepe lehet
szamottevd. A jelenlévé mikroorganizmusok anyagcsere tevékenysége helyi nedvesedéssel jarhat,
melynek kovetkeztében a nedvességtartalom emelkedése kedvezhet a Penicillium- és Mucor-félék,
valamint a szant6foldi mikrobak, mint Cladosporium- és Alternaria-fajok, esetleg az élesztok és
baktériumok szaporodésanak is.
A szant6foldi gombak fejlodésiikhoz magas nedvességtartalmu szubsztratumot igényelnek (20-
30%). A raktari gombak koziil a legalacsonyabb nedvességtartalmu szubsztratumot az Aspergillus
(14-20%), majd a Penicillium-fajok (18-25%), mig a Mucor-félék 25% feletti nedvességigénnyel

rendelkeznek.
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5. Tablazat Mikroorganizmusok fejlodéséhez sziikséges vizaktivitas (ay) értékek
(Forras: BATA et al., 1990)

Mikroorganizmusok megnevezése Vizaktivitas értékek
Gram negativ baktériumok 1,00-0,95
Bacillaceae- csalad 0,95-0,91
Elesztégombéak 0,91-0,88
Penészgombak 0,88-0,80
Staph. aureus, halofil baktériumok 0,80-0,75
Xerophil penészek 0,75-0,65
Ozmofil gombak 0,65-0,60

A mindségromlasnak kiilonb6z6 fokozatai vannak. A mindségromlas akkor nevezhetd enyhébb
fokinak, ha a jelenlévd gombak és anyagcseretermékeik nem mérgezoek. A gombak
¢lettevékenységének hatdsara jelentds kémiai valtozdsok kovetkeznek be megfeleld szubsztratum
jelenlétében. Ilyen esetben a gombak a rendszerben jelenlévé makromolekuldkat hasznositjak
anyagcseréjiilk soran, konnyen metabolizalhatd szénforrasokat, fehérjéket, zsirokat bontanak le. A
dohany mindsége szempontjabol a szénhidratok lebomlasa okozhat jelentds problémat. A
mikroorganizmusok anyagcseréje kovetkeztében a dohanylevél halmazban iz- és szaghibak
jelentkezhetnek. A kémiai véltozasok jelentds beltartalmi értékcsokkenéshez is vezethetnek, mint
példaul jelentds vitamin, esetleg karotinoid tartalom csokkenés jellemzd egy penészes
anyaghalmazban.

Stulyosabbnak akkor nevezhetd a mindségromlas, amikor a feltételek adottak mikotoxinok
keletkezés¢éhez (MASSEY, 2000). A toxikus anyagok nem csak a dohdny végtermék
»elfogyasztasaval” okozhatnak jelentds egészségligyi problémakat, hanem a dohany feldolgozasa
soran a dolgozok kozvetlen kapcsolatba keriilve a dohany halmazzal, esetleg csak az iizemi
1égtérrel, belélegezve a veszélyes komponenseket, komoly megbetegedéseket okozhatnak. A
penészes dohanyban human patogén gomba is jelen lehet, mint példaul az Aspergillus fumigatus,
ami tiid6-mikozist okozhat (BATA et al., 1990).

A dohanylevél halmazon eldfordulnak atoxikus és toxikus penészfajok is. A legjelentésebbek
kozilik az Aspergillus- Penicillium- és Fusarium nemzetségekbdl szarmaznak. A toxikus fajok
nem mindegyike termel toxinokat (NYIRED et al., 1976; SZIGETI, 1976a-d).

Szamos vizsgalatot végeztek mesterséges dohanyszaritd pajtdkban, ahol tobb penészfajt és
baktérium torzset sikeriilt azonositani. A penészgombak ¢és baktériumok a levélre a talajrol, vagy az

el6zo években, a dohanypajtakban visszamaradt tenyészetekrdl keriilnek (GARAGULY, 1964).
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WELTY és munkatarsai (1968) megallapitottak, hogy a szaritas hatdsara csokken a
dohanyleveleken taldlhatdo mikrobak szdma, de a szaritas koriilményei kovetkeztében sem sikeriilt a
mikroorganizmusok teljes elpusztitasa.

A fermentalas kezdetén a dohanyok magas cukortartalma miatt az élesztdk szerepét emeli ki tobb
szerz0. Valoszinli, hogy a fermentacid folyamatat az élesztdk inditjdk be, szerepiik lehet a pH
tartomany semleges iranyba valo alakitasaban, ezzel lehetdséget adva mas mikrobacsoportok
elszaporodasanak. Egyes hazai vizsgélatok szerint a fermentacié soran a jelenlévd penészek koziil a
legnagyobb jelentdséget az Aspergillus niger kapta.

GIOVANNOZZI (1961) a fermentalas kezdeti csiraszamat 1,0-5,5x10*10° db/g, cstcsat 3,0-
5,0x10%-10° db/g, végét 1,0-2,0 x 10°-10° db/g adatokkal jellemezte.

A fermentdlt dohanyt raktirozas ald vetik, melynek id6tartama igen véltozatos, néhany honaptol
tobb éven at is tarthat. A dohdnyhalmaz nedvességtartalma ekkor 12-15% kozott mozoghat, mely
lehet6vé teszi az utdfermentécio lehetdségét (KOVACS, 1970).

Szamos fermentaciés modellkisérletet elvégeztek annak érdekében, hogy nyomon kovessék a
levegd relativ paratartalma, nedvességtartalma, hOmérséklete ¢€s a dohanyhalmazbdl izolalt
penészfajok kozotti osszefliggéseket (WELTY & VICKROY, 1975; WELTY & WEEKS, 1976).
Hat héten keresztiil (75-78-80-85% relativ nedvességtartalom, 20-25-30°C hémérséklet) kovették
nyomon az ¢l6 mikrobiota valtozasat. A penészek koziil az Aspergillus térzsek szerepe kiemelt volt,
a fermentécio sordn a nedvességtartalom 22-32%-ra emelkedett, a penészszam hirtelen felfutott, a
cukortartalom 3% ala csokkent, a szdrazanyag veszteség elérte a 31,2 %-ot.

Szamos probalkozas volt a tarolt dohanyhalmaz penész elleni védelmére. Alkalmaztak
antibiotikumos kezelést (GARAGULY, 1963), propion- és ecetsav (LUCAS et al, 1973)
adagolast, valamint glikolok, szorbin-és benzoesav K ¢és Na so¢janak (PIERRE et al., 1973)
adagolasaval is probalkoztak, de sikerteleniil (LUCAS & POUNDS, 1973).

A penészek jelenléte a dohanyleveleken elfogadhatatlan aromét kolcsondzhet a fermentalt
dohénynak. Szamos kisérlet folyt annak vizsgélata kapcsan, hogy vajon minden, dohényleveleken
szaporodd mikroorganizmus hatdsa negativ lehet-e a dohany aromajellemzoéire. IZQUIERDO ¢s
munkatarsai  (1958) szerint Micrococcus aurantiacus-szal beoltott spanyol dohanyok
aromajellemz6i javultak. Hasonldé eredményekre jutottak Bacillus subtilis és Bacillus circulans
hatasanak vizsgalata soran is (MORIN et al, 2000; BLANC et al.,, 2002). LUCAS ¢és
munkatarsai  (1973) fermentaciés  modellkisérleteik  soran  felszaporitottdk  azon
mikroorganizmusokat, melyek szerepe dontd ebben a folyamatban. Arra a megallapitasra jutottak,

hogy jelentds aromavaltozasok észlelhetdek a mikrobacsoportok felszaporodasa hatasara.
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2.3.1 A dohanyok mindségromlasat befolyasolo kornyezeti tényezok

A nedvességviszonyok

A mikroorganizmusok novekedése a szubsztrat vizaktivitasaval, illetve a szubsztratumot koriilvevo
légtér relativ légnedvességével mutat szoros Osszefliggést. A legkevésbé nedvességigényes
mikroorganizmusok a gombak kozott talalhatéak, azonban 0,6-0,65-nél kisebb vizaktivitds értékii
szubsztratumokon maér ezek a szervezetek sem képesek életjelenséget mutatni. Eppen ezzel
magyarazhato, hogy hosszu tavu tarolas csak ennél alacsonyabb vizaktivitasi anyaghalmaz esetén
lehetséges jelentds mértékli romlas kizarasaval.

Azonban a tarolasnal nem elegendd az alacsony nedvességtartalom biztositdsa, hiszen ha a rendszer
inhomogén, azaz nem egyenletes a nedvességtartalom eloszlasa, azaz a halmazban eléfordulnak
magasabb nedvességtartalmu helyek, akkor ott a mikroorganizmusok felszaporodasa megindulhat,
majd anyagcsere tevékenységiik kovetkeztében a mikrobdk hét, parat és szén-dioxidot
termelhetnek. Ilyen mdédon még a megfeleld nedvességtartalmi tarolt halmazokban is
kialakulhatnak nedves goécok, melyekben a toxikus anyagokat termeld gombak szaporoddsédhoz
szlikséges feltételek kialakulhatnak.

Kiilondsen veszélyes lehet a magas egyensulyi nedvességtartalom a természetes szaritds és a
dohany természetes fermentacidja, asztag fermentacid esetén. Ebben a folyamatban a legnagyobb
problémat a bemelegedés és a kondenzviz keletkezése okozza. Az asztag kiilsd- €és belso rétegei
kozott jelentés homérséklet kiilonbség 1ép fel, ennek kovetkeztében a meleg levegd felfele szall,
ahol gyorsan lehiil, és kondenzviz formajaban lecsapddik. Ilyen modon kialakulhatnak olyan gécok,
melyekben a mikroorganizmusok ¢élettevékenysége lehetdvé valik, majd elindulhatnak

mindségromlast okozé folyamatok.

Homérséklet

A legtobb mikroorganizmus a pszichrofil és mezofil fajok kozé tartozik, melyek 0-40 °C-os
hémérsékleti tartomanyban képesek szaporodni.

A hoémérséklet valtozasa hatdssal van a légtér relativ nedvességtartalmara, mely visszahat a
szubsztraitum nedvességtartalmara. A kondenzviz kicsapddasanak hatterében is a hdmérséklet
kiilonbség all. Magasabb hémérsékleten mar alacsonyabb nedvességtartalom mellett is elindulhat a
gombak szaporodasa. Ennek oka az, hogy a szubsztratum vizaktivitisa magasabb az alacsonyabb
nedvességtartalomndl, magasabb homérsékleten. A homérséklet mindenképpen befolyasolja a

mindségromlas folyamatdt. A toxinogén gombdk esetén a mikotoxin termelés és a ndvekedés
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hémérséklet optimuma nem esik egybe. A legtdbb faj esetén a toxintermelés optimalis hdmérséklete
20-30 °C kozé eshet.

A magasabb hdmérsékletre az élesztd-és penészgombik kifejezetten érzékenyek. Az enzim fehérjék
karosodasa miatt mar 40-60 °C-on a gombasejtek erdteljes pusztulasa figyelhetd meg. A szaporitd
sporak életképessége sokkal erdteljesebb, azonban 70-80 °C-on ezek pusztulasa is megindul (BATA
et al., 1990).

A leveg6 oxigén és szén-dioxid tartalma

A penészgombak szaporodasat nagymértékben befolyasolja a légtér oxigén tartalma. Oxigén
jelenléte nélkiil ennek a mikroba csoportnak a szaporodéasa ledll, mikotoxinok sem képzddnek.
Mindez nem azt jelenti, hogy a levegd oxigén tartalmanak csokkenése minden esetben pozitiv
valtozassal jarna, mert bizonyos toxinogén gombak toxintermelése éppen ilyen koriilmények kozott
fokozodik.

A raktari penészek jol tlrik a magas szén-dioxid és az alacsony oxigén koncentraciot. Ha
oxigénmentes kozegben tartjuk a raktari penészeket, abban az esetben elvesztik
¢lettevékenységiiket.

Az asztag fermentéacio esetén a balak utoérlelésekor csokken az oxigén és felszaporodik a szén-
dioxid mennyisége. Az emelkedett szén-dioxid koncentraciora a penészek eltérd modon reagélnak.
Példaul az Aspergillus flavus toxintermelését mérsékelte ugyan a légtér emelkedd szén-dioxid
koncentracioja (max.. 20%), azonban szaporodasara, fejlédésére nem volt hatdssal. Azonban a szén-
dioxid mennyiségét 20% f{olé emelve a penészgomba szaporodasa, fejlddése korlatozottd valt,

tisztan szén-dioxidos kdzegben toxintermelés nem volt rogzitheté (BATA et al., 1990).

pH és redox viszonyok

A mikroorganizmusok szaporodasanak, fejléddésének a megfeleld kémhatas az egyik legfontosabb
feltétele. Az optimalis pH tartomany penészek esetén (4-6 pH) kissé eltér a baktériumoknal (pH= 7)
tapasztaltaktol.

Megfigyelték, hogy a dohanylevelek préslevének savassdga Osszefiiggést mutat a levél kordval,
valamint a szaritds €s fermentalds folyamataval. A fiatal és idésebb dohanylevelek pH-ja eltérést
mutatott, a fiatal leveleké 5-6 pH értékek kozott mozogtak, mig az id6sebb levelek pH értékei kissé
magasabbnak adodtak (5,3-5,7). Mind a szaritds, mind a fermentalds folyamatdban az 1d6
elérehaladasaval parhuzamosan a levelek pH értékei fokozatos emelkedést mutattak (DEMECZKY
et al., 1952).
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A mikotoxinok stabilitasukat altaldban alacsonyabb pH tartomanyban érik el, hiszen gyakran
tartalmaznak fenolos hidroxil- csoportokat, epoxi-és savanhidrid-csoportokat. Magasabb pH
tartomanyokban bizonyos mikotoxinok hatistalanna vélhatnak, hiszen olyan szerkezeti valtozdsok
mennek végbe benniik, melyek megakadalyozzak bioldgiai aktivitasukat. Szigortan meghatarozott
koriilmények kozott a mikotoxinok nagy része lugokkal irreverzibilis folyamatokban vehetnek

részt, ennek kovetkeztében a mikotoxinok elveszthetik toxikus hatasukat (BATA et al., 1990).

A dohanylevél, mint a mikroorganizmusok taptalaja

A dohanylevél megfeleld taptalaja lehet szdmos mikroorganizmus szdmara. Példaul dohénytartalmu
agar taptalajok alkalmasak Candida nemzetséghez tartozo fajok elkiilonitésére (ZIA et al., 2004).

A valtozatos Osszetételi dohanyleveleken szamos mikrobacsoport telepedhet meg, melyek hatassal
vannak egymads anyagcserefolyamataira. Befolyasoljdk egymads szaporodasat, fejlodését. A
tarsflordnak nagy jelentdsége van a toxinképzé penészek esetén. Egyes gombafajok kozott
szinergista és antagonista kapcsolat is lehet. Eléfordulhat ugyanis, hogy bizonyos mikotoxinok
szinergista hatassal vannak egymasra, igy jelentds mértékben emelik az anyaghalmaz toxikus
hatasat. Kevés vagy egyetlen fajt tartalmazo mintakat stlyosabban kell megitélni, hiszen tobb faj

jelenléte esetén kisebb az esély mikotoxin termelésére (SZIGETI, 1976a-d).

2.4 Ocxidoreduktaz enzimek szerepe a novények életfolyamataiban és feldolgozasuk soran

A novényi eredetli élelmiszeripari és egyéb ipari nyersanyagok, mint eredetileg €16 szervezetek,
tulajdonsagainak jelentds része kiilonb6z0 enzimeinek aktivitasaval, illetve biomolekuldinak
mindségével, mennyiségével, illetve viselkedésével jol jellemezhetdk. A kiilonb6zdé célokra
termesztett novényeket termesztéskor, betakaritiskor és nyersanyagokkd torténd feldolgozasuk
soran szdmos — stresszhatasoknak tekinthetd — behatds éri, amely hatasara benniik kiillonb6zo —
elsésorban enzimaktivitast érinté — valtozasok mennek végbe a sejtek stressz okozta sériilésekor
bekovetkezd intenziv oxigénbehatas karos hatasainak kikiiszobolésére. Mivel ezek a valtozdsok
mindségrontd tényezok kialakuldsanak veszélyét jelenthetik, megismerésiik feltétleniil kivanatos. A
megnovekedett aktivitasti enzimek koziil a harom legjellemzdébb a peroxidaz (POX), a polifenol-
oxidaz (PPO) és a lipoxigenaz (LOX). Ezeknek az enzimeknek azonban nem csak az abiotikus és
biotikus stressz hatdsok kivédésében lehet szerepe, hanem mas, az élelmiszeripari és egyéb novényi
eredetli alapanyagok mindségének befolyasoldsdban is. A fentiek alapjan érthetd, hogy egyre
inkdbb elterjedd moddszer, hogy a ndvényi stressz vizsgalatakor, illetve a tarolt élelmiszeripari

nyersanyagok vizsgalatakor egyes enzimek aktivitasat mérik.
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A lipoxigendzok aktivitdsanak vizsgalatara is van példa, bar ritkdn tudatosan, a novényi
stressz vizsgalatdval kapcsolatban. Megallapitottak példaul, hogy fert6zdédéskor a buzaban a
peroxidazok és a lipoxigendzok aktivitdsa, valamint a lipid-peroxidaci®é mértéke jobban
megemelkedett, mint a burgonydban (ABDOU et al., 1993). Az utobbi években végzett kutatdsok
(GRECHKIN, 1998) azt mutattak, hogy kiilonb6zé novényi stresszek nem csak aktivalhatjak a
lipoxigenazokat, hanem képzddésiiket is intenzivebbé tehetik. A lipoxigendzok Kkatalizalta
folyamatokban keletkezd zsirsav-hidroperoxidokbdl képzddd vegyiiletek a stressz jelzésében és a
valaszreakciok kivaltasaban — igy a membran védelmében jatszanak szerepet, sot egyesek koziiliik
antimikrobas hatasuak. A novényi eredetli élelmiszeripari nyersanyagokban ezeket az enzimeket —
elsésorban a peroxidazt, de egyre inkdbb a lipoxigendzt is — az el6f6zés eredményességének

ellendrzésére alkalmazzdk (MUFTUGIL, 1985).

2.4.1 Peroxidazok (POX) (E.C. 1.11.1.7.)

A peroxiddzok (hidrogénperoxid-oxidoreduktaz protohem csoportot tartalmazod enzimek kozé
tartoznak, mivel kofaktoruk vas-porfirin komplex (DUNFOLD & STILLMANN, 1976).

A peroxidazokat igen eltéré ¢l6lénycsoportokban talaltdk meg. Ismertek ugynevezett bakterialis
kataldz-peroxidazok, éleszt citokrom-c-peroxidazok, lignin és mangéan-peroxidazok. Ezek az
enzimek eltérnek egymastol elsddleges szerkezetiiket €s szubsztrat specifitasukat tekintve, azonban
sok esetben aktiv centrumuk felépitése nagyon hasonld (FINZEL et al., 1984; POULOS et al.,
1993; PATTERSON & POULOS, 1995; SCHULLER et al., 1996).

A gomba peroxidaz enzimek nagyon alacsony pH-an (pH=3) képesek oxidalni hidrogén-peroxid
jelenlétében a veratril-alkoholt (TIEN & KIRK, 1988). Igen elterjedten vannak jelen a ndvényi
szervezetekben. Miikodésiik soran kiilonb6z6 elektrondonor vegytileteket oxidalnak. A peroxidazok
az oxigén hatdséara a szovetek viztartalmabol képzddod és a szdveteket karositd hidrogén-peroxidot
képesek elbontani (EVERSE et al., 1991). Ez a folyamat nagyon elterjedt a novényvildgban. A

peroxidazok altal katalizalt folyamatot altalanosan a kovetkez6képpen irhatjuk fel:

AH2 + HzOz =A+ 2H20,

AH, tobbféle vegyiilet lehet, mint oxidalandé szubsztrit (GOMBKOTO & SAJGO, 1985;
HARASZTY, 1988; SARKANY & HARASZTY, 1990; LANG, 2002).

Hidrogén donorok lehetnek a kovetkezdk: fenolok, aminok, aszkorbinsav, citokrom-c, indolecetsav,

szervetlen ionok.
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A peroxidazok eldsegithetik a hidrogén-peroxid képzddését is. Ebben a folyamatban monofenolok
szerepelnek, mint katalizator. A peroxiddzok szamos izoenzimjét sikeriilt mar izolalni. Az egyes
izoenzimek specifitasukat tekintve tobbé-kevésbé eltérnek egymastol.

A peroxidazok élettani szerepe folyamatosan kutatott téma. A legtobb szerzd két fontos élettani
funkcido koré csoportositja azt a szdmos feladatot, melyet a peroxidazok végeznek a novényi
sejtekben. Az egyik legfontosabb a hidrogén-peroxid elbontasa. A masik az elektrondonorok
fiziologiai hatassal rendelkezd oxidacids termékeinek eldéllitasa (lignin szintézis, etilén-
bioszintézis, stb.).

A peroxidazok szamtalan folyamatot katalizalnak a ndvényi sejtekben (WELINDER, 1992). Részt
vesznek a sejtfal, a lignin képzddésében, az Oregedési folyamatokban, a patogének elleni
védelemben, az auxin oxidacidjaban, a flavonoidok lebontdsaban. Szerepiik egyértelmiien
bizonyitott a kiilonb6z6 abiotikus és biotikus hatdsok okozta stresszben.

El6fordulasuk valtozatos, z6ld szdvetekben a kloroplasztiszokban koncentralédnak, mig nem
fotoszintetizalo sejtekben, a citoplazmaban és a sejtfalban fordulnak elé (LASZTITY, 1981;
WILSON & VAN STADEN, 1990; LANG, 2002). A peroxidazok aktivitdsdnak mérése
altalanosan elterjedt — még olyan folyamatokban is, amelyek végbemenetelében nem ez az enzim a
meghataroz6. Ennek oka elsésorban az, hogy a novények peroxidaz tartalma és aktivitdsa
kiemelkedden magas és konnyen mérhetd.

Dohany peroxiddzok izolalasat és teljes korti jellemzését is elvégezték (GAZARIAN et al., 1996).
A vizsgélatok ala vetett dohany peroxidaz (36 kDa; pl: 3,5) a veratril-alkoholt oxidalja extrém
koriilmények kozott, igen széles pH (1,5-5,0) tartomanyban. Miikddését jelentdsen meghatarozta az
alkalmazott kalcium és magnézium jelenléte. Ujabb és Gijabb dohdny POX enzimeket izolaltak és
jellemeztek transzgénikus dohany névényekbdl (GAZARIAN & LAGRIMINI, 1996).

Napjainkig nagyon kevés kutatd vizsgélta a fejlddé dohanyndvény leveleiben a POX aktivitas

valtozasat és annak okait.

2.4.2 Polifenol-oxidazok (PPO) (E.C. 1.14.18.1.)

Az utobbi idékben maés, a ndvényi stressz hatds szempontjabdl fontos enzimek, elsfsorban a
polifenol-oxidazok aktivitasanak tesztelése is eldtérbe keriilt (KENNEDY & FILIPPIS, 1999).
Szamos ndvényi szovetre jellemzO, hogy a sejtszerkezet karosodas esetén oxigén jelenlétében
megbarnul (CLAYTON, 1959). Ilyen latvanyos barnulasi folyamatnak lehetiink szemtanui a
burgonya, alma, korte, gomba vagasi feliiletén is. Ebben a folyamatban vesz részt a polifenol-

oxidaz (o-difenol: O,-oxidoreduktaz) réztartalmt fehérje, mely oxigén felhasznalasaval kiilonb6zo
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fenolokat oxidal. Monofenolok, difenolok reakcioit is katalizalhatja (LANG, 2002). Az egyik
polifenol-oxid4z enzim, a tirozinaz katalizalta reakci6 szerepe a melanin bioszintézisben (3. abra).
A polifenol-oxidaz a fotoszintetizaldo szovetekben a kloroplasztiszokban lokalizalt, a nem
fotoszintetizald szovetek sejtjeiben pedig peroxiszoméakban. A PPO enzimek fontos szerepet
toltenek be a ndvényi stressz-rezisztencia kialakitdsdban. Az altaluk katalizalt reakcidokban képz6do
kinonok vesznek részt a virusok inaktivaldsaban (MAYER et al., 1979; CONSTABEL et al.,
1995; THIPYAPONG et al., 1995;THIPYAPONG et al., 1997). Szubsztratja lehet a DOPA (3,4-
dihidroxi-fenilalanin). Monofenolok atalakitasara is képes, ebben az esetben H-donor jelenlétében
O, felhasznalasaval difenolla alakitja (ROBB, 1984; SHEPTOVITSKY & BRUDVIG, 1996;
SANCHEZ —-AMAT et al., 1997). Az enzim tisztitdsa tobbféle modszerrel megtortént mar
(KADER et al., 1997; DING et al., 1998). CHUNHUA SHI (2001) ¢és munkatarsai dohany PPO I.
enzimet izolaltak, melynek meghataroztdk pH optimumat és optimalis hdmérsékleti értékét (pH: 7;
T= 40 °C). A szerzd szerint kiemelt jelent6sége van a PPO enzimeknek a dohany feldolgozéasakor,
hiszen a dohdny mindséget a megfeleld szinparaméterekkel éri el a dohany, ebben a folyamatban
pedig nagy jelentésége van azon enzimologiai valtozasoknak, melyek katalizisében f6 szerepet
kapnak a PPO enzimek. Az elébbiekben emlitett hatdsmechanizmusa teszi erre alkalmassa,
miszerint képes a polifenolos vegyiileteket oxidalni kinon szdrmazékokka, ezen intermediereken
keresztiil pedig kialakulnak a szines melanoidinek. BROOTHAERST (2000) mar izolalt dohany
PPO 1. enzimet, azonban részletes bemutatasait még nem végezte el. Transzgénikus dohanybol
izolaltak szdmos 1) PPO enzimet (BROOTHAERTS et al., 2000), valamint lakk4z tipusti dohany
enzimet is (RICHARDSON & McDOUGALL, 1997). Kordbban mar izolaltak és jellemezték a
dohany PPO 1. és II. enzimeket, melyek molekulatomegét is meghataroztak (35800 Da; 35600 Da).
A PPO II. enzim csak o-difenolokat képes oxidalni, para-és meta-difenolokat, valamint
monofenolokat nem oxidal. A PPO enzimek hatdasmechanizmusat tobbféle hatdsnak kitéve
vizsgaltak. Vizsgaltak sav-és lug sokk, SDS (FLURKEY, 1986; MOORE & FLURKEY, 1990;
SANCHEZ-FERRER et al., 1993), poliaminok (JIMENEZ et al., 1991), proteazok (GOLBECK
& CARMARATA, 1981) és zsirsavak (HUTCHENSON & BUCHANAN, 1980; SODERHALL
& SODERHALL, 1989) hatasat is. HUI JIANG és munkatarsai (2003) sodium-dodecil-szulfattal
(SDS) aktivaltak a PPO II. dohany enzimet és meghataroztak, valamint dsszevetették homérséklet
¢és pH optimumat a PPO II. enzimmel. Az SDS-PPO II. enzim komplex héoptimuma 50 °C, 10 °C-
kal magasabb, mint a PPO II. enzimé volt.

A kutatok tobbsége elsdsorban csak a dohanylevélbdl izolalt enzimeket (PPO I, PPO II) probalta
jellemezni, a termesztés soran nem. Kinai kutatok viszont a mi vizsgalatainkkal kortilbeliil
egyidében, a szaritds alatti PPO aktivitds valtozésait kovették nyomon a Kinaban termesztett

dohanyfajtakban.
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2.4.3 Lipoxigenazok (LOX) (EC 1.13.11.12)

A dioxigenazokhoz tartozo lipoxigenazok olyan, nem-hem vasat tartalmaz6 enzimek, amelyek az
1(Z2),4(Z)-pentadién egységeket tartalmazo politelitetlen zsirsavak oxigén felvételét katalizaljak és e
reakci6 soran hidroperoxidokon keresztiil optikailag tiszta (S)-hidroperoxi-zsirsavak keletkeznek. A
kiilonboz6 ndvények olyan sokféle lipoxigenazt tartalmaznak, hogy a kiilonféle lipoxigenazokat
nem izoenzimeknek, hanem kiilon enzimcsoportnak tekintik. Szdmos névényben, elsésorban a
sz6jaban, a babban, a burgonyéaban, az uborkéban, a rizsben és az drpaban igen sokféle lipoxigenazt
detektaltak. A lipoxigendzok hatasara a telitetlen C,s zsirsavakbdl, a linolsavbol és a linolénsavbol
9- vagy 13-hidroperoxidok képzddhetnek. Az el6z6 folyamatot katalizalo lipoxigendzokat 9-LOX,
az utdbbiakat 13-LOX lipoxigenazoknak nevezték el (FEUSSNER & WASTERNACK, 1998).

A lipoxigendzok szerkezetét, aktivitasat €s tipusait elsdsorban a szdjdban tanulmanyoztak, mert
benne a lipoxigenazok aktivitdsa gyakran egy nagysagrenddel nagyobb, mint egyéb ndvényekben,
¢s, mivel egyes lipoxigendz izoenzimeknek szerepe lehet a szdjaliszt mindségének megdérzésében.
Megallapitottak, hogy a sz6ja lipoxigenazok szubsztratjai Cg telitetlen zsirsavak, az izoenzimek pH
optimumuk, szubsztrat specificitdsuk, molekulatomegiik, stabilitdsuk és aktivalhatésaguk alapjan
megkiilonboztethetok. A lipoxigenazok izoenzim Osszetételére a lipoxigenaz aktivitdsdnak pH
fiiggése alapjan lehet kovetkeztetni (SONG et al., 1990).

Az elmult években az Alkalmazott Kémia Tanszéken vizsgaltak a kiilonb6zo behatdsoknak kitett
novényekben €és novényi szervekben, illetve a ndvények csirdzdsa soran a lipoxigendzok aktivitas
emelkedése hogyan oszlik meg kiilonboz6 lipoxigenaz izoenzimek kozott (KOSARY et al. 2005),
majd az azonositott termds és porzos egyedektdl szdrmazd ginkgodfa levelek lipoxigendz izoenzim
Osszetételének vizsgalata alapjan megkiilonbdztették az egyedeket nemiik szerint, s6t kisérleteket
tettek arra, hogy kiilonb6z6 novényfajtakat megkiilonboztessék lipoxigendz izoenzim Gsszetételiik
alapjan (KOSARY et al. 2006).

A dohény lipoxigendzokat is csak elsdsorban izolalt forméaban vizsgaltak (SIEDOW, 1991), nem
pedig a termesztés soran. Magyar kutatok azt vizsgaltak, hogy a lipoxigendz izoenzimeknek mi a
szerepe egyes novények, tobbek kozott a dohanyndvények ellenallosdgaban bizonyos betegségek,

pl. dohanymozaik virus esetében (KUNSTLER et al., 2007).

2.5 A dohanynovény fehérje dsszetételének jelentésége

Bar kétségtelen, hogy szamtalan alternativ fehérjeforras létezik taplalkozas és takarméanyozas
céljara, de érdekesnek tlinhet a dohanyfehérjék vizsgélata is ebbdl a szempontbol. A dohanylevél-

fehérje és mas magasabb rendli novény fehérjéi két nagy csoportba sorolhatoak. Beszélhetiink
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ugynevezett oldhato- és nem oldhatd fehérje frakciorol. A két fehérjefrakcié mennyisége kozel
azonos. Az oldhat6 fehérjecsoport tovabbi két részre oszthatd molekulatomegiik szerint:

1. csoport (18 S) / FI frakcid

2. csoport (4- 6 S) / FII frakcid.

A vegetacios 1d6 kezdeti szakaszaban az FI és FII frakcié kozel azonos mennyiségben van jelen. Az
érés elorehaladtaval ez az ardny megvaltozik az FI protein frakcio lebomlésa kdvetkeztében.

Az FI fehérje frakciordl joval tobbet tudunk, mint az FII frakciorél. Annak megfeleléen bdviilnek az
biokémia teriiletén egyre jobban bdviilnek az ismeretek. A levél proteinek hozzajarulnak a fiist
mindségéhez, azok prekurzorai tobb karos fiistkomponensnek, mint példdul a kinonoknak,
hidrogén-cianidnak és szdmos mads nitrogén tartalmit komponensnek (GROB 1961; DONG et al.
1978; TSO, 1990) szerint az oldhatd fehérje frakcid meghatarozd szerepet tolt be a dohany
mindségének kialakitdsaban. Tovabba arra is fény deriilt, hogy bizonyos aminosavak, mint
mutagének okozhatnak kart, ha azok magas, a dohany égési hdmérsékletének vannak kitéve. Ezek
az aminosavak a kovetkezok: triptofan, glutaminsav, lizin. A dohanylevél fehérjének szaritas eldtti
eltavolitasa kedvezobb Osszetételii alapanyagot szolgaltat cigaretta és szivar gyartasahoz.

Elészor WILDMANN és BOLDNER (1947) izolalta ¢s jellemezte az FI frakciot. Az oldhato
fehérjék megtaldlhatbak minden olyan €16 szervezetben, amelyek klorofill ,,a” molekulakat
tartalmaznak, beleértve a prokariota kék-zold algékat is. Az FI frakci6 a magasabb rendii
ndvényekben nagy mennyiségben tartalmaz ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase-t
(RuBisCo). A RuBisCo, a fenolos komponensekhez kotddve, erdteljesen lerontja ezen fehérje
frakcio emészthet0ségét az emberi szervezetben (PEDONE et al., 1995).

Az FI protein molekulatdomege 550,000 és nyolc nagy (LS) és nyolc kisebb (SS) alegységbdl épiil
fel, amelyek kétrétegli szerkezetbe rendez6dnek, minden réteg négy nagy és négy kicsi tovabbi
alegységbdl all (BAKER et al., 1975).

A dohénylevelek fehérjéi kedvezd aranyban és megfeleld mennyiségben tartalmaznak esszencialis
aminosavakat. KUNG (1980) ¢és munkatarsai kisérleteik soran meghataroztdk a dohanylevelek
oldhato fehérje tartalmat a ndvény, kiilonboz6 fejlédési fazisaiban. Vizsgélataik kiterjedtek az
izolalt fehérje kémiai analizisére, valamint tapértékének meghatirozasara is. Valdjaban ez a
kisérletsorozat €s szdmos mas munka célja az volt, hogy bizonyitékokat kapjanak arr6l, valoban
érdemes-e a dohany novény felhaszndldsat taplalkozas tekintetében is kiterjeszteni. A ndvények
leveleiben taldlhatdo fehérje a vildg legbdségesebb fehérjeforrasa, valamint ilyen modon
mondhatjuk, hogy a fehérjék szintézisével kozvetleniil €s eredményesen hasznosul a nap energiaja.

Szamos probalkozas ismert a vilagban, sok kutatdo eldallitott levél-fehérje koncentratumot
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kiilonb6z6 novényi fehérjékbdl emberi és allati taplalkozas céljara. Felhasznalasuk mégsem terjedt
el, ennek szamos oka van, példaul az, hogy sziniik, iziik, s6t aruk sem volt megfeleld a fogyasztok
szamara. LOWE (1977) és WILDMAN (1979) alapjan bemutatasra keriilt egy egyszer(i, dohany FI
fehérje frakcio, kristalyositasi modszer. Ekkor mar a dohany fehérjét taplalkozasi célbdl ajanlottak.
Természetesen a dohdnylevelek fehérjetartalmanak elkiilonitése mas megkozelitésben is hasznos
lehet. A dohanyosok szempontjabol o6ridsi jelentéségli, mert ha eltavolitjak a taplalkozasi
szempontbol hasznos, de a dohany fiistjének mindsége szempontjabol kéros fehérje frakciokat,
majd a fehérjementesitett leveleket vetik ala a hagyomédnyos dohany feldolgozasi technologianak,
akkor egy biztonsdgosabb, kevésbé karos molekula halmaz keriil a szaritokba, majd a
fermentalokba és végiil a cigarettafiistbe. Tehat Osszefoglalva a dohany fehérje eltavolitasa,
taplalkozasi célra valo felhasznélasa kettds pozitiv eredménnyel jarhat.
DONALD (1986) ¢s munkatarsai kiilonb6z6 termesztési koriilmények kozott nevelt dohany
novények fehérje tartalmanak mennyiségi valtozasait kovették nyomon a termesztés alatt. A
dohanylevél fehérjének kiillonb6zo frakcidit vizsgaltadk. Harom nagyobb fehérje frakcio kiilonithetd
el:

1. kloroplasztisz eredetii fehérje komplex

2. fehér fehérje komplex (FI protein frakcio)

3. fehér fehérje komplex (FII protein frakcid)

KUNG ¢és munkatarsai (1980) liveghazban termesztett (julius- oktober kozott) dohany ndvények
leveleiben vizsgaltak a fehérje frakciok valtozasait. Az FI frakcido mennyisége a termesztés hetedik
hetében kezdett csokkenni. Ekdzben még a levelek fejlodése folyamatban volt. Az F II frakcid
mennyisége ez alatt az id6 alatt valtozatlan maradt. Természetesen az FI frakcid mennyiségének
csokkenése miatt az Osszfehérjetartalom is csokkent. Az FI frakcio mintegy 40-50%-a az
Osszfehérjetartalomnak. Az FI és FII fehérje frakcid drasztikus degradacidja a levelek beérése
kozeledtével jelentdsen felgyorsult. Korabbi munkdk eredményei (DORNER et al., 1957) is
alatdmasztjdk KUNG eredményeit, miszerint az FI frakcié a dohanylevelek beérésével elvész.
Késébb megjelent tanulmanyok (PETERSON et al., 1975) is igazoltdk, hogy az arpa ndvény
esetében is a novény FI frakcidja a beéréssel erdsen lecsokken. Az is vildgossd valt, hogy az
extrahalhato, oldhato fehérje mennyiségét szamos paraméter befolyasolja (n6vény fejlettségi foka,
termesztés koriilményei). A dohany ndvényekkel végzett kisérleti eredmények is alatamasztjak

ezeket a publikéciokat.
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2.5.1 A dohanyfehérje alkalmazasanak lehetéségei a takarmanyozasban és a taplalkozasban

Az esszencialis aminosav Osszetétel a dohanylevelek fehérjéiben megegyezik a szojabab fehérjéiben
talalhatoéval, s6t elénydsebb a rizs, a bluza és a kukorica fehérjéinek aminosav Osszetételénél
(BLOCK & BOLLING, 1951; BLOCK & WEIS, 1956), azonban az nem vethetd 0ssze a tej
fehérjéivel (FAO, 1957).

A dohénylevél FI frakcio és az Osszes oldhato fehérjéinek aminosavai koziil a lizin és a metionin
kevesebb, mint a kazeinben. Mig a dohanylevelek FI frakciojanak és Osszes oldhato levél-
A termesztési kisérleteket szdmos kutatd kiegészitette allat etetési kisérletekkel. A dohany
leveleiben taldlhato fehérjék aminosav Osszetételét a kazein aminosav Osszetételével vetették Ossze
(KUNG & TSO, 1978; KUNG et al., 1980).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy szdmos magasabb rendii névény fehérjefrakcidinak taplalkozasi
célu felhasznaldsanak gondolata megfordult a kutatok fejében és ennek kovetkeztében szamos
kisérlet sorozatot is végrehajtottak (ACQUADRO et al., 2009). A dohany levél-fehérje frakcidinak
human taplalkozéasu felhasznéaldsa azért igéretesebb a tobbi ndvény fehérjével szemben, mert a
dohdny fehérjéi egyszerlien és tisztan kristalyosithatok, nem tartalmaznak szénhidratokat ¢és
lipideket, valamint egyéb szennyezddéseket. A dohany oldhato fehérje frakcidja minddssze 5-10%-
ban tartalmaz nem fehérje alkotokat. A dohany fehérjék masrészrdl fontos prekurzorai szamos nem
kivanatos komponensnek. Ezeknek a fehérje frakcioknak a szaritas eldtt torténd eltavolitasa egy
biztonsdgosabb dohdnyipari alapanyagot eredményezne.

Az etetési kisérletek, valamint a fehérje tapértékének meghatdrozasa szerint a dohany FI frakcid és
az oldhat6 fehérje tapértéke kozel azonos a kazein tapértékével.

Egyéb novényi fehérje frakciokkal osszevetve a dohanylevél FI és oldhato fehérje frakcidinak
aminosav 0sszetétele hasonld. Tovabba hasonld a szojabab ¢€s lucerna fehérjével, mig a rizs, buza és
kukorica fehérjéinek tapértéke elmarad a dohany fehérje tapértékéhez képest.

Hazankban is folytak olyan irdnyu kutatasok, melyek a dohanynovény ujszer(i hasznositasat tiizték
ki célul (MOGER, 1983). A kutatasok és a megvalositott kisérletek célja egyrészt nikotin, masrészt
a fehérje gazdasagos kinyerése zo6ld dohanyndvénybdl. Az egyszerii takarmanyfehérjéknek
z6ldnovénybdl torténd eldallitasara kiillonbozo eljarasokat dolgoztak ki, melyek koziil méar néhanyat
bemutattam. Hazankban az ilyen irdnyu kutatdsok 1985-1990 kozotti idoszakra koncentralodtak. A
kisérleti eredmények alapjan a Nicotiana rustica fajhoz tartozo fajtakat tartottak e célra leginkabb
alkalmasnak. A szelekcios kisérletek olyan hibrideket eredményeztek, amelyek leveleinek
nikotintartalma elérte a 6-8%-ot is. A kettds cél elérése érdekében a termesztés feltételeire is oda

kellett figyelni. Kiilon kisérletek voltak sziikségesek annak érdekében, hogy kidolgozzanak egy 1j
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termesztési technologiat. Nem csak a jo tapanyagellatas (foleg a N), hanem az 6ntdzEs biztositasa is
feladatként vetddott fel.

Gazdasagossagi szempontb6l onmagiban sem a nikotin kinyerése, sem a fehérje preparatum
eldallitdisa nem gazdasdgos. Azonban gazdasidgi szempontbdl is igéretesnek latszanak olyan
kombinalt modszerek, amelyek segitségével a dohanyfehérjék kinyerheték a névény dohanyipari
felhasznalasa el6tt vagy alatt (KUNG et al.,, 1980; PLATIS & LABROU, 2006) — akar a

feldolgozas soran nem hasznosuld, tugynevezett hulladék anyagokbol.

48



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Kisérletek helye, alkalmazott miiszerek és berendezések, valamint vegyszerek

A dolgozat kisérleti része a Budapesti Corvinus Egyetem, Alkalmazott Kémia Tanszékén
(tanszékvezetd: Dr. Fodor Péter), a Gabona- és Iparindvény Technoldgia Tanszékén (megbizott
tanszékvezetd: Dr. Somogyi Laszlo), a Mikrobiologiai ¢és Biotechnologiai Tanszékén
(tanszékvezetd: Dr. Mardz Anna), valamint a szolnoki dohdnyfermentald iizemben (Continental

Tobacco, Dohanyfermentald Zrt.) tortént.

A vizsgalt dohanyok kémiai Osszetételének meghatarozasa a BRAN & LUEBBE gyartmanyu AA 3
tipusu folyamatos analizatorral tortént (4. abra). Meghatdrozasra kertilt az 6sszes cukor-, redukald
cukor-, alkaloid-, fehérje-, nitrat-, valamint a klorid-tartalom. Az eredményeim ismertetése soran
csak az 0sszes- €és redukald cukortartalmi értékeket teszem kozzé.

A miiszer teljesen automatikus miitkodésii rendszer, amely viz, talaj, ndvényi, kémiai €s ipari mintdk

analizalasara képes, tobb mint 700 féle elemzésre alkalmas.

4. abra Bran & Luebbe gyartmanyu AA 3 tipusu folyamatos autoanalizator

A miiszer a CORESTA ajanlott modszerei szerint dolgozik (CORESTA ajanlott mddszerek
/htPF://www.coresta.org).

A pufferek pH értékeinek meghatdrozadsat a pH209 pH Meter, Hanna Instruments miiszerrel

végeztem.
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Meéréseimet még a kdvetkez0 miiszerek felhasznalasaval hajtottam végre:

- Analitikai Mérleg (Precisa 40SM-200A)

- Centrifuga, Mikro 22-R, 1015 rotor (Hettlich Zentrifugen, Tuttlingen, Németorszag).

- Razogép (Ika-Vibrax-Vxr-Nr.514336, Janke & Kungel Gmbh)

- Spektrofotométer [Helios Gamma egyfényutas UV/VIS spektrofotométer (9423 UVG 1002E)].
- Vizkopenyes termosztat (inkubator szekrény)

- Vilagos latoterti Zeiss mikroszkop

- Ojektiv és okular mikrométer

A vizsgalataim sordn alkalmazott vegyszerek €s oldoszerek SIGMA termékek voltak

3.2 Az eredmények statisztikai értékelése

Az alkalmazott statisztikai modszerek a két dohanyfajta csoportnal a kovetkezok voltak:

atlag- és szorasszamitas,

kéttényezds variancia-analizis, ismétlés nélkiil.

A mikrobiologiai vizsgalataimat kivéve valamennyi bemutatott eredmény hdarom parallel
mintavételbdl és mintdnként harom parallel mérés atlagabol adodott. Az eredmények szorasa
minden esetben +5% értékhataron beliill volt. Az egyedi szorasértékeknek az abrakon valod
feltiintetésétdl az attekinthetdség érdekében eltekintettem.

A kéttényez0s variancia-analizis elvégzésével tisztazni kivantam azt, hogy az egyes tényezdknek,
ugy, mint a dohanyfajtanak és a szarpozicionak milyen sulyt hatdsa van a POX, PPO, PF és vizben

oldhat6 fehérjetartalom alakuldsara a termesztési €s a feldolgozasi periodusban.

33 Sajat termesztésii dohanynovényeim vizsgalata

Sajat termesztési kisérleteimhez a koztermesztésben legnagyobb teriileten termesztett
dohanyfajtakat valasztottam ki. A dohanypaldntak két fajtacsoporthoz tartoztak, azok Virginia és
Burley tipushoz tartozo fajtak voltak, amelyeket a Szolnoki Fermentald Uzemtdl kaptam. A fajtak
az ilizem kérésére nem kerlilnek pontos megnevezésre, azokat sorszamokkal kiilonbdztetem meg

egymastol:

Virginia fajtak:
Virginial (V1), Virginia2 (V2), Virginia3 (V3) (2. kép).
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Burley fajtak:
Burleyl (B1), Burley2 (B2) (1. kép), Burley3 (B3), Burley4 (B4), BurleyS5 (B5).
Ezeket, az azonositd jeloléseket hasznadlom az eredmények kozlésénél is. Valasztdsom azért esett

ezekre a fajtdkra, mert Magyarorszdgon ezek szerepelnek legnagyobb ardnyban a kdztermesztésben.

3.3.1 Vegetacios idészak

A 2005. és 2006. termesztési években a Szolnoki Fermentdlé Uzem az altaluk nevelt dohany
palantakbol rendelkezésiinkre bocsatott 50-50 darab palantat. Mivel jellemzObbnek taldltam a 2006.
évi eredményeimet, ezért most csak ezekkel kapcsolatos vizsgalataimat mutatom be az elsddleges
feldolgozas soran, bar megjegyzem, hogy az el6z6 évi eredményektdl ezek évi eredmények nem

sokban kilonboztek.

1. kép: Burley 2 fajta 2.kép: Virginia 3 fajta

A dohanypalantak kitiltetésére, 2006. junius 2-an keriilt sor. A dohdnypalantékat 15 literes miianyag
konténerekben, 3:1 aranyt foldkeverékekben helyeztem el (balkani tézeg, palantafold).

A kitiltetést kdvetden a palantakat gyakrabban, majd késébb a ndvények igénye szerint locsoltam.
Az Ontozésen tul folyamatos tdpanyag utdnpoétlasra is sziikség volt. Tetejezés nem tortént a
termesztés soran.

A paléntak kiiiltetésétdl az els6 mintavételezésig eltelt vegetacios 1dot elétermesztési periodusnak
nevezem ¢€s jelolom az abrdkon. A mintavételezés akkor kezdddhetett, amikor a dohdnylevelek

mindharom szarpozicidban kell6 szdmban differencialodtak (aljlevél, anyalevél, hegylevél). Az
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elétermesztést (69 nap) kovetéen a mintavételek idopontjai napokban: 1., 9., 13., 21., 27., 36., 44.,
50. nap. A vizsgalatokhoz a névény felso (hegylevelek), kozépsé (anyalevelek) és alsé (aljlevelek)
torési Ovezetébdl vettem a mintdkat, minden esetben az egészséges ¢és ép leveleket. A mérések

megkezdése eldtt homogenizaltam az egyes mintakhoz tartozé dohanyleveleket.

3.3.2 Természetes szaritasi periodus

A fent emlitett termesztett dohanyfajtdk betakaritasat a dohéanylevelek technikai érettségi
allapotaban kezdtem meg (2006. 09. 29-én). A betakaritds folyamatosan, a dohanylevelek
beérésével tortént. A leveleket zsinorra flizve helyeztem el a szaritoba. Ezért értelemszerlien az
aljlevelek keriiltek eldszor a szaritoba (faszerkezetll pajta, teljes szell6zésii), majd az anyalevelek és
végiil a hegylevelek. Hetente (7., 14., 21., 28. napon) tortént a tobb helyrél nyert, majd
homogenizalt mintavétel. A szaritds utolsd6 hetében, mely a fermentacié kezdeti idépontjaval

azonosithat6, kezdtem a homogenizalt levélmintdk mikrobiologiai feltérképezését.

3.3.3 Kombinalt szaritasi periodus

A természetes szaritastol eltérden, zart helyiségben, szell6zés nélkiil tortént a szaritas, 80-90%

relativ paratartalom mellett és 20-25 °C-on.

3.3.4 Fermentacios periodus

A fermentaciot a dohany ipari szempontbol legértékesebb leveleivel, az anyalevelekkel végeztem.

A természetes szaritasi kisérlet végén kiilon a Virginia és Burley fajtak egészséges, ép szaritott
anyaleveleit kivalogattam és kisméreti (sajat kisérleteimen 20 literes), ugynevezett fermentacios
boxba préseltem. Az lizemben fermentalt adagok ennél lényegesen nagyobbak voltak, egyszerre kb.
500 kg dohanylevelet préseltek oOssze. Kiilon fermentdltam a Virginia és Burley tipusu
dohényleveleket. Hetente vettem mintat. A fermentacid koriilményei a kovetkezok voltak: kiilsé
20-25 oC, 85-90% relativ paratartalom. Mikrobiologiai mérésekhez a fermentacié kezdetén (szarités
végén), a fermentacié kozepén (10 hét), valamint a fermentdcido végén vettem mintat (18 hét).
Elvégeztem a mintdk kémiai analizisét a fermentacié kezdetén (szaritds végén), a fermentacio
kdézepén (10 hét), valamint a fermentacid végén. A fermentacios kisérlet alatt nyomon kdvettem a

homérséklet, a relativ paratartalom, valamint a pH értékek valtozasait is.
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3.3.5 Fermental6 iizem dohanymintai

A mérésekhez egy Burley és egy Virginia tipusi dohany szaritott anyaleveleit hasznaltam fel,
amelyeket a szolnoki termesztd korzetben neveltek a 2004-2005-2006 termesztési évben. A Burley
dohany szaritdsa természetes uton, pajtdban (3 hét), a Virginia dohdny szaritdsa mesterségesen,
szaritd kamréban (5 nap) ellendrzott koriilmények kozott tortént az irodalmi részben leirt médon

(2.2.4).

34 Biokémiai modszerek

3.4.1 Mintaelokészités, kivonatok készitése

Minden esetben egész dohanylevél keriilt homogenizalasra. Vizsgdlataimhoz kivonatot
(0,10 g ml-1) készitettem, a kivonoszer ionmentes viz volt, a LOX aktivitds mérése kivételével. A
LOX aktivitas mérésé¢hez az irodalomban leirt (SONG et al., 1990) kivonoszer (olyan 0,05 M
TRISZ-acetat puffer pH 8,20, amely 0,38 M szacharozt és 0,02 M kalcium kloridot tartalmaz)
bizonyult megfeleldnek. A kivonatkészités soran a dohdnylevél homogenizatumot 25:1 ardnyban
kvarchomokkal 2 percig, majd a megfeleld mennyiségli egylitt 5 percig, dorzsmozsarban

dorzsoltem +4 °C hémérsékleten, végiil centrifugaltunk (6 ezer g, +4 fok, 10 perc).

3.4.2 Peroxidaz enzimaktivitis meghatarozasa

A kivonatok POX aktivitasat irodalmi modszerrel (BJORKSTEIN, 1968) mértem, hidrogén-
donorként o-dianizidint alkalmaztam. A POX aktivitasmérésének reakcioelegye a kivonaton (0,02
ml) kiviil o-dianizidint (0,41 mM) és hidrogén-peroxidot (1,84 mM) tartalmazott 0,1 M natrium-
acetat pufferben (pH 5,1) (1,0 ml). A reakcidelegyek abszorbancia-valtozasat 438 nm helyett,
technikai okokbdl 430 nm hulldmhosszon mértem. Az 1 ml reakcidelegyben, 1 perc alatt elreagald
hidrogén-peroxid molekuldk szamat (umol) tekintettem a peroxidaz aktivitas egységének (U), erre
o-dianizidin abszorpcids koefficiensének segitségével kovetkeztettem (¢ = 7,32 ml umol™). Az

eredményeim bemutatasakor az dbrakon a POX aktivitast mindig U egységben adtam meg.
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3.4.3 Polifenol-oxidaz enzimaktivitas meghatarozasa

A PPO aktivitdsmérésének reakcioelegye a kivonaton (0,12 ml) kiviil pirokatechint (0,014 M)
tartalmazott az altaldban szokésos natrium-foszfat helyett 0,1 M natrium-acetat pufferben (pH 6,5)
(1,57 ml). A reakcioelegyek abszorbancia-valtozasat 420 nm hullimhosszon mértem. Az irodalmi
gyakorlat szerint (WATSON & FLURKEY, 1986) az 1 ml reakcidelegyben 1 perc alatt
bekovetkezd 0,001 vagy 0,01 abszorbancia valtozast tekintik az enzim aktivitas egységének (U),

koziiliik az utobbit, a 0,01 abszorbancia valtozast tekintettem az enzim aktivitas egységének (U).

3.4.4 Lipoxigenaz enzimaktivitas meghatarozasa

A LOX aktivitdas mérésére a dohanylevelekbdl a mintavételt a tobbiekkel azonos modon és
toménységben végeztem. A kivonatok lipoxigendz aktivitdsat és izoenzim Osszetételét, azaz az
enzimaktivitas pH fliggését a legelterjedtebb irodalmi modszerrel (SONG et al., 1990), a
monohidroperoxidok kettdés kotésének 234 nm hullamhosszndl mért abszorbancia valtozdsanak
segitségével hataroztam meg. A vizes linolsav szubsztrat oldat 0,008 M linolsavat, 0,25% TWEEN
20 emulgeatort ¢s 0,01 M natrium-hidroxidot tartalmazott 0,05 M TRISZ-acetat pufferben (pH
9,20). A lipoxigendzok aktivitismérésének reakcidelegye linolsav szubsztrat oldatot (0,03 ml) és
dohany kivonatot (0,02 ml) tartalmazott a megfeleld pufferben: 0,05 M TRISZ-acetat puffer (pH
4,5-6,1), 0,05 M kalium-foszfat puffer (pH 6,3-7,3), 0,05 M natrium-borat puffer (pH 7,5-9,3) (1,35
ml). Az 1 ml reakcidelegyben 1 perc alatt bekovetkezd egységnyi abszorbancia valtozast
tekintettem az enzim aktivitas egységének (U). A kivonatok tobb napig megtartottak eredeti
lipoxigenaz aktivitasukat +4 °C hdmérsékleten és ez alatt az id6 alatt izoenzim Osszetételiik sem

modosult.

3.4.5 Vizben oldhaté polifenol tartalom meghatarozasa

A kivonatok vizben oldhato polifenol tartalmat az irodalom szerint (SINGLETON & ROSSI,
1965) mértiik meg ¢€s galluszsav ekvivalensben (GSE) (mmol galluszsav szaraz dohany g-1) adtam
meg. A vizes mérési elegyek (1,50 ml) Folin-Ciocalteu reagenst (0,125 ml), metanolt (0,005 ml) és

0,05 ml kivonatot tartalmaztak. Az elegyeket szobahdmérsékleten egy percig inkubaltam, majd
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natrium-karbonat vizes oldalat (0,7 M) adtam hozza (1,0 ml), ezutan 5 percig 50 °C hémérsékleten

inkubaltam, végiil hiités utdn fotometraltam (750 nm). A kalibraciot galluszsav oldattal végeztem.

3.4.6 Vizben oldhaté fehérjetartalom meghatarozasa

A kivonatok vizben oldhaté fehérjetartalmat (mg vizben oldhat6 fehérje szaraz dohany g-1) Layne
modszerével (LAYNE, 1957) mértem meg. A vizes mérési elegyek (2,50 ml) biuret reagenst (1,50
ml) és 0,05 ml kivonatot tartalmaztak. Az elegyeket 37 °C hémérsékleten inkubaltam 20 percig,

majd hiités utan fotometraltam (580 nm). A kalibraciot marhaszérum albumin oldattal végeztem.

3.5  Mikrobiologiai vizsgalatok

A mikrobiologiai vizsgalatok kiterjedtek mind a sajat termesztésii dohanyok fermentacids
szakaszara, mind az iizemi kisérletekre. A mikrobiolégiai vizsgalatokat az Elelmiszertudoméanyi
Kar Mikrobiolégiai - és Biotechnologiai Tanszékén végeztem. Mikrobioldgiai vizsgalatokhoz a
mintadkat egyrészt a fermentdld lizemben a 39. abran jelzett technologiai fazisokban steril
eszkozokkel vettem, steril mintavevd edényekbe. A sajat termesztésii dohanymintdk fermentécios
periddusanak kezdeti fazisdban, a fermentacio kdzepén (10. hét), valamint a fermentéacio végén (18
hét) vettem steril eszkozokkel mintat.

A mikroorganizmusok mennyiségi meghatarozasahoz higitasos, feliileti szélesztéses lemezmddszert
alkalmaztam.

A mikrobiologiai vizsgalatok kivitelezése minden alkalommal steril fililke alatt tortént
(HORVATH, 1980), megakadalyozva ezzel a befertdzdés veszélyét. Az alkalmazott tipkozegek
sszetétele és elkészitési modja a II. MELLEKLETBEN talélhato (ALCAMO, 1996).

3.5.1 Alap szuszpenzio, ,,torzsoldat” készitése

A megfeleléen homogenizalt dohanylevél mintakbol alap szuszpenzidt, azaz ,torzsoldatot”
készitettem a mikrobiologiai vizsgalatokhoz.

A mintakbdl 10g dohany (leveles) bemérése utan, 90 cm3 steril higitd oldat (0,1%-os peptonviz)
hozzdadasaval pipettdzhatd alap szuszpenzidt, ,,torzsoldatot™ allitottam eld. Ennek megfelelden a
szuszpenzi6 a dohdnylevél minta 101 higitasi fokanak felel meg.

A bemérés utan azzal a céllal, hogy a dohany levelein 1évé talaj és raktari mikroorganizmusok

bekeriiljenek a pipettazhato torzsoldatba, 10 percig tarto, alapos keverést végeztem
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(A homogén szuszpenzid készitésére, a keverésre, valamint a bemérések pontossagdra minden

estben tligyeltem, mert az itt elkovetett hibak a tovabbi higitdsok révén megsokszorozddnak.)

3.5.2 Higitasi sor készitése

Az alap szuszpenzidbol (torzs szuszpenzidbol) a tovabbi, 10-es alapu higitasi sorozat készitéséhez 9
cm’ -ként kiadagolt 0,1%-o0s peptonvizet hasznaltam fel.

Az RDE (redrying el6tti), az RDU (redrying utani), valamint az FU (fermentaci6 utdni), valamint a
fermentacios modellkisérlet mintdinak alap szuszpenzi6jabol egyarant tobbtagt, 10-es alapt higitasi
sort allitottam el6, hogy a higitasi sorbdl leoltdst végezzek a tenyésztéses ¢élOsejtszam

meghatarozasokhoz.

3.5.3 Mezofil aerob mikroorganizmusok élosejt szamanak meghatarozasa

A TGE téapagar, a mezofil aerob él6csiraszam meghatdrozasara alkalmas taptalaj. A Petri csészében
megszilarditott, steril TGE tapagar lemez feliiletére 0,1ml mintat pipettaztam, majd alkohollal
lelangolt steril szélesztd bottal szétteritettem az elkiilonitendd sejteket. (A tdpagar lemez
megszilardulasa és a feliileti nedvesség elparologtatasa, leszaritdsa utan kertilt sor a szélesztésre.)

A beoltott Petri-csészéket felforditott helyzetben, termosztatban inkubaltam, 30 °C- on. A mezofil
aerob ¢€ldcsiraszam meghatarozdsanal 2-4 napos inkubacidé utdn leszamoltam a kifejlodott
telepeket.(El6iras szerint azokat a Petri-csészéket vettem figyelembe a telepszamldlasnal, ahol a
telepszam 300-30 kozé esett). A jellegzetes telepekbdl vald izolatumgyiijtéskor, tiszta tenyészetek

eldallitasara, azok tisztasaganak ellenérzésére alkalmaztam az oltokaccsal vald szélesztést.

3.5.4 Mezofil aerob sporas baktériumok vizsgalata

A mezofil aerob Osszes él6csira szam meghatarozasahoz hasonldé médon végeztem a mezofil aerob
sporaképz6 baktériumok tenyésztését. A szélesztés szintén TGE agaron tortént.(A megszilarditott,
steril agar lemez feliiletén szétkentem a higitdsi fokozatonként elkiilonitett 0,1 cm3-oldatot). Azzal
a kiilonbséggel, hogy eldtte a mintdkbol készitett torzsoldatot 80 °C-on, 15 percen at hokezeltem,

majd higitasi sort készitve, a higitasokbol és a torzsoldatbdl is elvégeztem a mintak feliileti
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szélesztését. A torzsoldat 80 °C-os, 15 perces hdkezelését csak a baktériumok sporai képesek

talélni. A két napos 30 °C-os inkubacid utan megtortént a sporakbol képzodott telepek szamlalasa.

3.5.5 Penész-élesztészam meghatarozasa

A penészek és az élesztégombak telepképzd egységeinek meghatarozasahoz bengalrdzsa-agar
taptalajt alkalmaztam, amely kléramfenikolt tartalmazott. Az eldzdekhez hasonléan feliileti
sz€lesztéses modszerrel tortént a penészek ¢és az élesztdgombik telepképzd egységeinek
meghatérozasa. Itt is 0,1 cm® mintat szélesztettem a szelektiv RBC taptalajra. Az inkubalds szintén
30 °C-on tortént négy napon at, majd ezt kovette a telepszamlalas. (A telepek novekedését,

szamanak esetleges valtozasat 1 hét utan leellendriztem.)

3.5.6 Anaerob mikroorganizmusok mennyiségi meghatarozasa

Anaerob csirdk tenyésztésére a MERCK altal forgalmazott RCM téaptalajt alkalmaztam. A
torzsoldatbdl és a higitasi sorozat tagjaibol is 2 parhuzamos leoltast végeztem: 10 -10 ml taplevesbe
1-1ml mintat mértem, majd steril paraffinolajat rétegeztem a beoltott tdplevesek feliiletére. Mivel a
meghatdrozas nemcsak a mezofil 6sszes anaerob mikroorganizmusra terjedt ki, hanem az anaerob
sporas baktériumokra is, ezért a korabban leirt mddon 80 °C-os (15 perc) hékezelésnek vetettem ala
a torzsoldatot, majd a hokezelés utan az elkészitett higitasi sor tagjaibdl és a torzsoldatbol is 1-1 ml
mintat mértem be az RCM taplevesekbe.

A bemérés utan tortént 1-1ml steril paraffin olaj felrétegezése a kémcsovek tartalmanak felszinére.
fgy tudtam biztositani az anaerob mikroorganizmusok tenyésztésének alapvetd feltételét, a tapleves
leveg6tdl valo elzarasat.

Az anaerob mikroorganizmusok vizsgalatdhoz hatarhigitasos eljarast alkalmaztam (MPN moddszer),
2 parhuzamos téplevesbe valod beoltdssal. A tenyésztési id0 utan a mikrobaszaporodast mutatd
pozitiv kémcsovek szamabol, Hoskins tdblazat segitségével, matematikai statisztikai alapon

kovetkeztettem a mintak legvaldszinilibb élocsira szamara.
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3.5.7 Penészgombak izolalasa

A penészgombdk faj szerinti meghatirozaséhoz az izolatumok tisztasagat, valamint a
telepmorfologiai jellemzOket meghatarozott tapkozegeken, 25 °C-on tenyésztve ellendriztem. A
hatarozokonyvek a Czapek-Dox-agar, valamint a malatas agar hasznalatat irjak eld.

Az izolalasi mddszer 1ényege az volt, hogy a mar kiontott €s megszilardult taptalaj feliiletének
kozepére egy pontban, szart oltassal vittem fel a vizsgalandd penészgombabol inokulumot. Az
inkubalas 25 °C-on tortént, majd 7-14 nap elteltével elvégeztem az izolatumok makroszkopos
bélyegeinek megfigyelését. (Az inkubalas sordn kifejlodott telepbdl torzsfenntartas céljara Saboraud

ferde agarra is oltast végeztem.)

3.5.8 Mikroszkopos preparatumok készitése a penészgombak faj szerinti meghatarozashoz

A Czapek —Dox agaron és a Malatas agaron kifejlodott telepeket eldszor makroszkdposan, majd
sztereomikroszkoppal, 400-600-szoros nagyitassal vizsgaltam. A  penészgomba fajok
azonositasdhoz azonban nélkiilozhetetlenek a targylemezes preparatumok. Félig tartds
preparatumokat készitettem, laktofenol — gyapotkék alkalmazédsaval. A targylemezre cseppentett
festékbe preparald tlivel bevittem a micélium egy darabjat a szaporitdszervekkel egylitt. A
fedélemez Ovatos rahelyezése utan a penészgombdk propagulumait tartalmazo preparatumot
mikroszkopos mérésre is felhasznaltam. A cellux szalagos moddszerrel, amikor cellux szalagot
Ovatosan a penész-telep feliileté¢hez érintettem, még kevésbé tortem Ossze a torékeny hifa-képleteket
¢és szaporitoszerveket. Ebben az esetben is laktofenol-gyapotkék festéket hasznéaltam a cellux
szalagon megtapadt hifaképletek, penészpropagulumok jobb, kontrasztosabb megfigyeléséhez.

A fajok azonositasahoz THOM & RAPER (1949), RAPER & FENNEL (1965), FASSATIOVA
(1984) modszereit, hatdrozokulcsait hasznaltam, valamint PITT (1999) hatarozokonyvét
alkalmaztam. Az Aspergillus nemzetség fajcsoportjainak hatarozokulcsat RAPER & FENNELL
(1965) nyoman, a Penicillium nemzetség fajainak hatarozokulcsit RAPER & THOM (1949)
nyoman végeztem el (UBRIZSY& VOROS, 1968; RAMIREZ, 1982).
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELES

4.1 A mintavétel fontossaga

c gy

leveleinek érettségi allapota, igy anyagi Osszetétele lehet kiilonb6zé (BORSOS, 2002), hanem
egyetlen dohanylevélben sem egyenletes az Osszetétel. Tehat egy nem megfeleld mintavétel
félrevezethetd lehet. Ennek elkeriilésére valamennyi dohédnyfajta esetében harom-harom,
véletlenszertien kivalasztott dohanyndvény keriilt megmintazasra. Minden egyes mintavételnél
minden poziciobol két levelet dolgoztunk fel azonos mddon. A vizsgélt dohanylevelek teljes
egészét turmixgéppel homogenizaltam. EbbOl a homogenizdtumbol készitettem a megfeleld
kivonatokat az Anyagok és modzserek cimii fejezetben (3.3.1.) leirtak szerint.

adatok értékelése szempontjabol. Ezért a kiillonb6zé mintavételi iddpontokban az eredményeket a
levélpozicid alapjan is megkiilonboztetem. Az Anyagok €és modszerekben (3.2.1.) leirtak szerinti
mintavételi iddpontokat az alabbi megfontolasok szerint valasztottam Kki.

A palantak kitiltetésétol az els6 mintavételezésig eltelt vegetacios idét (69 nap) elbtermesztési
periodusnak nevezem. A mintavételezés akkor kezdddhetett, amikor a dohanylevelek mindharom
szarpozicidban kell szamban differencidlodtak. A vegetacios iddszak alatt torekedtem az egyforma
mintavételezési szakaszokra, de ennek tobb esetben technikai akadalyai voltak, ezért a szakaszok 4
¢€s 9 nap kozott valtoztak.

A szaritasi periodusban az alkalmazott modszertdl fiiggetleniil a mintavételezést hetente végeztem.
végeztem el a homogenizalast.

A fermentacios szakaszban csak az anyaleveleket vizsgaltam. A fermentacids boxba (a box
Urtartalma a sajat termesztésii dohany esetében 20 liter volt) bepréselt levelekbdl altalaban
hetente (fermentacios célra ritkdbban), specialis mintavételi eszkozzel, tobb helyrdl (a sajat
termesztésli dohdny esetében két, az iizemi mintdk esetében négy helyrdl) vettem mintakat,
amelyeket homogenizaltam.

Az abrakban és a tablazatokban eléfordulé valamennyi eredmény atlagérték, amelyeket a
(3.3.9.9.) helyen megadottak alapjan két mintavétel €s a harom parallelmérés értékeibol

szamoltam ki.
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A tovabbiakban a mérési eredmények ismertetésekor az adatok valtozasat a termesztési, illetve a
kezelési 1d6 fiiggvényében, valamennyi dohanyfajtara vonatkozolag egy abraban mutatom be a

levelek szarpozicidja szerint.

4.2 Sajat termesztésii dohanynovények

Valamennyi sajat termesztésti dohanyfajtamat (V/1; V/2; V/3; B/1; B/2; B/3; B/4; B/5) valamennyi
szakaszban (vegetacid, szdritds és fermentacidés) nyomon kovettem. A dohanyndvény biokémiai

vizsgalataival kapcsolatos eldkisérleteimet tudomanyos kozleményben foglaltam  Ossze

(SZEDLJAK et al., 2007/a).

4.2.1 Vegetacios idészak

A vegetacidos idészakban, dohanytermesztési gyakorlatnak megfeleléen, a szdrpoziciok
megjelenésekor, a kipalantazastol szamitott 69. naptdl kezdve végeztem a mintavételezéseket — a
lehetéségek szerint 6.-9. napos 1dokozonként. A vegetacids iddszak alatti, az atlagos nyari
koriilményektdl jelentdsen eltérd iddjarasi koriilményeket (radikalis hdmérsékletvaltozas és jelentds
csapadék) regisztraltam. A vegetacidos iddszakkal kapcsolatos eredményeimet tudomanyos

koézleményben foglaltam 6ssze (SZEDLJAK et al, 2007/b).

4.2.1.1 A sajat termesztésii dohanylevél peroxidaz aktivitasa

Mint mér korabban emlitettem (2.4.1.), az irodalomban ilyen jellegli, a dohanytermesztésre
vonatkozé POX aktivitasi adatokkal nem taldlkoztam. Altalanos novénytani megfontolasok alapjan
arra  kovetkeztettem, hogy a POX értékek alakuldsa a termesztés folyaman szorosabb

Osszefiiggésben allhat a termesztés koriilményeivel (homérséklet, csapadék), mint a termesztési

crer

be.
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5. abra POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak
hegyleveleiben, a vegetacids idoszakban
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(nap)

6. abra

POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak
anyaleveleiben, a vegetacios idészakban
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Mintavételi idépontok az elétermesztési periddust kovetéen (nap)
7. abra POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

aljleveleiben, a vegetacidos idészakban

A vegetacios iddszak alatt megfigyeltem az atlagos nyari hdmérsékleti és csapadékbeli viszonyokat.
Az atlaghdmérsékletnél alacsonyabb hémérsékletet az iiltetés 69. napjatol szamitott vizsgélati
id6szak elotti héten, valamint a vizsgalati id6szak 34. és 38. napja kozott tapasztaltam, az atlagosnal
magasabb homérséklet pedig 21. és 25. nap kozott volt. Nagyobb mennyiségli csapadék vizsgalati
id6szak 6-7. és 11-12. napjai kozott esett.

A POX aktivitas adatok alapjan feltételezem, hogy a Virginia érzékenyebb a homérsékletvaltozasra
¢s a csapadékra (abiotikus sokkok), mint a Burley. A melegedésre viszont a Burley valamivel
jobban reagalt, mint a Virginia (az anyalevelekben a POX aktivitds maximuma melegedéskor, a 27.
napon volt, a Virginidban tapasztalhatd6 maximum a lehiiléskor, a 36. napon). A lehiilésre
mindegyik Virginia fajta, a melegedésre csak a V/2 fajta reagdlt szamottevéen. A Burley fajtak
POX aktivitasa altalaban alacsonyabb volt, koziilik a B/3 bizonyult aranylag érzékenynek. A
valtozasok legerdsebben az anyalevelekben voltak nyomon kovethetok, de a hegylevelek sem

voltak sokkal kevésbé érzékenyek. A legkisebb valtozasok az aljlevelekben voltak tapasztalhatok. A

a stresszhatasnak, hanem annak koszonhetd, hogy az aljlevelek joval idésebbek, mint az

anyalevelek, a hegylevelek pedig még ennél is fiatalabbak.

Természetesen nem zarhatdé ki az, hogy a POX aktivitdsi maximumok nem csak az iddjaras
viszontagsagaira, hanem a levelek életkorara is jellemzdek lehetnek. De ez esetben a hegylevelek és

az anyalevelek kozott is idéeltoldast kellett volna tapasztalnom.
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4.2.1.2 A sajat termesztésii dohanylevél polifenol-oxidaz aktivitasa

Az irodalomban a dohanytermesztésre vonatkozo PPO aktivitasi adatok sem igen fordulnak eld. A
PPO novénybioldgiai tevékenységének figyelembevételével feltételeztem, hogy a vegetacios
idészak elsé felében a PPO aktivitds igen magas, mivel ez id6 alatt alakulnak ki azok a fenolos
intermedierek, amelyekbdl a dohany értékes pigmentjei képzddhetnek az érlelés soran. Ugyanakkor
nem zarhattam ki azt sem, hogy a PPO aktivitas értékek alakuldsdra a termesztés folyaman a

crer

aktivitas valtozasait a 8., 9. és a 10. abrak mutatjak be.
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Mintavételi idopontok az elotermesztési periodust kovetoen
(nap)
8. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

hegyleveleiben, a vegetacios idészakban
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9. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak
anyaleveleiben, a vegetacios idoszakban
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(nap)
10. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajak

aljleveleiben, a vegetacids idészakban

A PPO aktivitas adatai az 4ltalam vartnak megfelelden csokkentek a vegetacios 1d6 elérehaladtaval,
a Virginia ¢és a Burley PPO aktivitdsok kozott nem mutatkozott jelentds kiilonbség. Még az
hegylevelekhez ¢s az anyalevelekhez képest 1ényegesen alacsonyabb PPO aktivitasrol indulo, és

azoknal gyorsabban csokkend PPO aktivitasu aljlevelekben is megmutatkozott a csapadék
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aktivitasnoveld hatasa a vizsgalati iddszak 13. napjan. A PPO esetében is az anyalevélben mértiik a
legnagyobb PPO aktivitast (kiilondsen a Virginia fajtaknal), és a csokkend aktivitas értékekre ez
esetben a hdmérséklet ingadozésa volt lathatd hatdssal a Burley fajtdk esetében a vizsgalati idészak
27. és 36. napja kozott. A hegylevek esetében is érvényesiilt a PPO aktivitas csokkend tendenciaja,
de a vizsgalati id6szak elsé6 21 napjaban az egyes tipusok PPO aktivitasanak alakuldsa
meglehetdsen egyéni volt. Kezdetben a polifenolok kialakulasdhoz nagy polifenol-oxidaz aktivitas
szlikséges, azok tovabbalakuldsa viszont mar ilyen magas aktivitdst nem igényel. Ez az oka az

iddsebb aljlevelek alacsonyabb kezdeti PPO aktivitdsanak is.

4.2.1.3 A sajat termesztésii dohanylevél lipoxigenaz aktivitasa

Az Alkalmazott Kémia Tanszéken kordbban részletesen foglalkoztak a LOX izoenzimek
aktivitasanak és Osszetételének valtozasaival, valamint azzal, hogy a LOX izoenzim 0Osszetétel
mennyire lehet jellemz0 az egyes novények kiillonbozo szerveire, illetve alkalmas-e az egyes fajtak
megkiilénboztetésére (KOSARY, 2005). Eredetileg célul tiiztem ki az kiilonb6z6 dohanytipusok, és
azokon beliil a kiilonb6z6 dohanyfajtdk megkiilonboztetése lehetdségeinek vizsgalatat a lipoxigenaz
izoenzim Osszetételiik alapjan. A dohany az elsé olyan ndvény, amely kiilonbozd tipusai LOX
izoenzim eloszlasanak vizsgalatai soran nem talaltam szignifikans kiilonbséget az egyes tipusok
kozott. A kiilonbozo Virginia, illetve Burley fajtak, sot a két tipus leveleinek LOX aktivitasa kozott
gyakorlatilag semmi kiilonbség nem volt, ezért csak egy szemléltetd dbran a vegetacids idoszak
végén, a hegylevelek értékeinek atlag aktivitasait mutatom be (11. abra). Mivel a teljes vizsgéalatok
soran a dohany LOX izoenzim eloszldsaiban szamottevd kiilonbséget nem taldltam, a tovabbi
vizsgélataim bemutatasatdl eltekintek. Ebbdl le kellett vonnom azt a kovetkeztetést, hogy a dohany

LOX ilyen iranyu vizsgalatokra nem alkalmas.
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LOX aktivitas
(U szaraz dohany g-

11. 4bra A Virginia (¢)és a Burley (W) dohanytipusok hegylevél LOX aktivitasanak
(U szaraz dohany g-1) alakulasa a pH fiiggvényében

4.2.1.4 A sajat termesztésii dohanylevél vizben oldhaté polifenol tartalma

A kiilonb6z6 dohanylevelekben a vizben oldhat6 polifenol (PF) tartalmat is megmértem, mivel ezek
szolgadlnak a dohany fontos szinanyagainak kiinduldsi vegyiileteiként. A  polifenolok
mennyiségének alakulasat elére nehéz volt az irodalom alapjan megbecsiilndm, mert ott altalaban
az oldhatatlan polifenol tartalommal egyiitt adtdk meg a TP (total phenol) értéket. Ezt
megkiilonboztetéen jeleztem a vizben oldhaté polifenol tartalmat PF roviditéssel. A PPO
szubsztratjai fenolos hidroxilcsoportot tartalmazod vegyiiletek, amelyekbdl az oxigén hatdsara
polifenolok, beldliik elébb kinonok, majd sotét szinanyagok képzdédnek a dohédnyérlelés soran.
Mivel feltételezhetd, hogy a polifenolok oxidativ degradicigja mar a ndvényi fejlédés
elérehaladtaval elkezdddik, ezért a vegeticidos iddszak végére a vizben oldhatdo PF tartalom
csokkenését vartam az oldhatatlan polifenol tartalom javara. Természetesen ez esetben sem

ey

értékeinek valtozasait a 12., 13. és 14 abrak mutatjak be.
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12. dbra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és
Burley dohanyfajtak hegyleveleiben, a vegetacios idoszakban
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(nap)

13. dbra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és
Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, a vegetacios idészakban
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14. abra Vizben oldhaté polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és

Burley dohanyfajtak aljleveleiben, a vegetaciés idészakban

cre

felében meglehetdsen hektikusan valtozott, de minden esetben kirajzolodott egy maximum a
vizsgalati iddszak 13. és 21. napja kozott, ami a vizben oldhatd fenolok fokozott képzddésével,
majd tovabbalakuldsdval magyardzhato. Ennek tulajdonithatd, hogy a vizsgalati id6szak elsd és
utols6 napjan gyakorlatilag azonos vizben oldhaté PF értékeket mértem. A hegylevelekben
tapasztaltam a legmagasabb értékii vizben oldhatd PF tartalmat. A Virginia ¢és a Burley esetében

igen hasonl6 értékeket kaptam.

4.2.1.5 A sajat termesztésii dohanylevél vizben oldhaté fehérjetartalma

A dohanylevél sokkal értékesebb biomolekula Osszetevoket €s egyéb komponenseket tartalmaz,
semhogy csak a dohanyipar hasznalja. Az irodalmi attekintésben (2.5.) utaltam arra, hogy beldle
gyogyszer alapanyagokat is izolalnak, s6t taplalkozasi szempontbol eldnyds aminosav Osszetételin
fehérjetartalmanak felhasznalhatosagat is vizsgaltak. Igazabol egy olyan komplex felhasznalas
latszik gazdasagilag is elénydsnek, hogy a fehérjekivonas utan a dohanylevelet még dohanyipari
célokra is hasznositsak, illetve a feldolgozas soran nem hasznosuld, ugynevezett hulladék
anyagokbol nyerjenek ki fehérjét. A taplalkozasi célra hasznosithaté dohényfehérje (F1) elsésorban
a fotoszintézis sotét szakaszanak kulcsenzime, a RUBISCO (FELLER et al., 2008; ACQUADRO
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et al, 2009). Mivel a dohanynovény termesztési kisérleteimnek egyik célja éppen a
fehérjehasznositas lehetdségeinek vizsgélata volt, a mintdk vizben oldhaté fehérjetartalmat is
nyomon kovettem.

Altalaban a dohanyok vizsgalatanal nem fehérjetartalmat, hanem Gssznitrogént mérnek és abbol egy
szorzoszam segitségével kovetkeztetnek a fehérjetartalomra (LAYTEN & NIELSEN, 2002).

Az altalanos gyakorlattdl eltérden a vizben oldhatd fehérjetartalom meghatdrozasat valasztottam,
mert az oldhatatlan fehérjedlloménynak kisebb jelentdséget tulajdonitottam az esetleges

crer

vizben oldhato fehérjetartalom valtozasait a 15., 16. és 17. abrak mutatjak be.
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15. abra Vizben oldhaté fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley
dohanyfajtak hegyleveleiben, a vegetacios idoszakban
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16. abra Vizben oldhato fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley
dohanyfajtak anyaleveleiben, a vegetacios idoszakban
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Mintavételi idopontok az elétermesztési periddust kovetéen

(nap)

17. abra Vizben oldhato fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley
dohanyfajtak aljleveleiben, a vegetacios idészakban
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A vizben oldhaté PF tartalomhoz hasonléan a vizben oldhato fehérjetartalom is maximumgorbe
szerint valtozott valamennyi vizsgalt dohdnyminta esetében (hegylevelek és az anyalevelek
esetében a vizsgalati id6szak 27. napjan, illetve az aljlevelekben elhtizodva a 9.-21. napjan). A
Virginia fajtdk valamivel magasabb vizben oldhaté fehérjetartalom maximumot mutattak,
kiilondsen az aljlevelekben e vizsgalati idoszak 13. és 21. napja kdzott. A vegetacids idészak végére
a legmagasabb fehérjetartalmat a hegylevelekben mértiik, ez esetben is a Virginia fajtak voltak
valamivel jobbak (10-13 mg oldhatd fehérje szaraz dohany g™), kéziilik is a V/1 volt a legjobb
(13 mg oldhat6 fehérje szaraz dohany g™'). A vegetacios idszak végén altalaban alacsonyabb volt a
Burley fajtadk esetében a vizben oldhatd fehérjetartalom a hegylevelekben is (7-12 mg oldhato
fehérje szaraz dohany g). A legmagasabb értéket a B/2 fajta mutatta (12 mg oldhaté fehérje szaraz
dohany g™).

Az eredmények azt sugalljak, hogy a vizben oldhat6 fehérjetartalom szempontjabol egy rovidebb
vegetacios peridodus (a vizsgalati idészak 22.- 29. napja) eldnyosebb lenne, mint a dohanyipari
feldolgozasnal idedlisnak tekinthetd, altalam vizsgalt vegetacids periddus (a vizsgalati idészak 43.-
50. napja). A dohanynovény fejlédése soran bekdvetkezd, vizben oldhatdo fehérjetartalom
valtozasaival kapcsolatos eredményeimmel kiemelten foglalkozik az Acta Alimantaria folydiratban
megjelent kozlemény (SZEDLJAK et al., 2010b).

Kutatdsom sordn annak a lehetdségeit is kerestem, hogyan hasznosithatd az igen gazdasagosan
termesztheté dohdnyndvény a legfontosabbb felhasznalasi teriiletén, a dohanyiparon kiviil, illetve
azzal parhuzamosan. A vizben oldhatd fehérjetartalom végig kovetésével talan sikeriilt némi

tdmpontot nyljtanom egy esetleges, tovabbi kutatashoz.

4.2.2 Szaritasi periodus

A magyar dohanyipar gyakorlata szerint a Burley dohdny széritdsa természetes titon, zsinorra fiizve,
jO szellézésti pajtaban (3 hét), a Virginia dohany szaritdsa mesterségesen, szaritd6 kamraban (5 nap,
2. abra) ellend6rzott koriilmények (hokezelés, 1égbefuivatas, stb.) kozott torténik. A Virginia dohany
igen koltséges mesterséges szaritasat az aranylag magas cukortartalom megovasa miatt tartottak

sziikségesnek (BORSOS, 2002).

4.2.2.1 A sajat termesztésii dohanynovény szaritasa

Sajat szaritdsi kisérleteimben célul tliztem ki a Virginia dohanyfajtadk olcsobb szaritasi

koriilményeinek kidolgozasat. Elsé kozelitésben mind a Virginia, mind a Burley fajtdkra a
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természetes €s mesterséges szaritasi koriilmények kombinalasat valasztottam: A szaritast felfiizott
allapotban, de zart, szabalyozott paraméter(i helyiségben (20-25 °C és 85-90% relativ paratartalom)
¢s légbevezetés nélkiil végeztem. A sajat termesztésli dohdnyndvény kombindlt szaritdsaval
kapcsolatos eredményeimet két tudomanyos kdzleményben foglaltam 0ssze (SZEDLJAK et al,
2010a; SZEDLJAK et al, 2010b ). A kiilonboz6 Virginia, illetve Burley fajtak eredményei kozott

csak jelentéktelen eltéréseket tapasztaltam.

4.2.2.2 A kombinalt szaritasi modszer biokémiai értékelése

A kombinalt szaritas soran a vizsgalt dohanyfajtaknal a POX aktivitasa folyamatosan és jelent6sen
nétt. A Virginia fajtidkban, a hegylevelekben és az anyalevelekben (300—>1600-1800 pmol perc™
szaraz dohanyg™') a Burley fajtakban, a hegylevelekben ehhez képest a POX aktivitas novekedése
kisebb volt (300—1000 pumol perc’ szaraz dohanyg™), az anyalevelekben és az aljlevelekben a
POX aktivitas novekedése ellenére is elhanyagolhatéan alacsony volt (18., 19. és 20. abra). A
dohénylevelek POX aktivitasanak valtozdsa a kombinalt szaritds soran valosziniileg elsdsorban a
szaritds okozta stressz allapotnak tulajdonithatd, ahogy annak volt tulajdonithatd a vegetacios
idészakban is a homérséklet ingadozasara és a hirtelen csapadékra (4?.). Nem kizart, hogy a
Virginia erdsebb stressz valasza a termesztési koriilményekre altaldban tapasztalhatdo fokozott

érzékenységével (BORSOS, 2002) indokolhato.
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18. abra POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

hegyleveleiben a kombinalt szaritasi periédusban
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19. dbra POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

anyaleveleiben a kombinalt szaritasi periodus alatt
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Mintavételi idopontok a betakaritast kovetoen (nap)

20. abra POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak
aljleveleiben a kombinalt szaritasi periodus alatt

A tovabbi biokémiai mérések eredményei azt mutattadk, hogy a kombinalt szaritdsi periodus a
biokémiai hidrolizisek €és az azt kovetd kiilonbozo oxidacids folyamatok kombinacidja. A vizben
oldhato polifenol tartalomban bekovetkezé kezdeti enyhe emelkedés (példaul 0,37—0,41 GSE a
Virginia ¢és 0,35—0,43 GSE a Burley tipusok hegylevelei esetében, 21. abra) azt mutatja, hogy a

vizben oldhatatlan fenolos régi6 egy része enzimes hidrolizis utjan a vizben oldhat6 fenolokka

crer

csokkenés (példaul 0,30 GSE a Virginia és 0,21 GSE a Burley tipusok hegylevelei esetében) a

fenolokbdl kiinduld, oxidativ enzimes barnulési folyamatok beinduldséra utal (21., 22. és 23. abra).
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21. abra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és

Burley dohanyfajtak hegyleveleiben a kombinalt szaritasi periodus alatt

75




E "w ——V/
£ -
EZ \/
z é Vi3
= g
g > —— B/
2 7 —x—B/2
s 2
= ?o ——B/3
g g —— B/4
g —B/5

7 14 21 28

Mintavételi idépontok a betakaritast kovetden (nap)

22. abra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és

Burley dohanyfajtak anyaleveleiben a kombinalt szaritasi periédus alatt
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Mintavételi idopontok a betakaritast kovetéen (nap)
23. abra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és

Burley dohanyfajtak aljleveleiben a kombinalt szaritasi periodusban

Mivel a kombinalt szaritasi folyamatok sordn a csokkend PPO aktivitas (24., 25. és 26. abra)

(példaul 4470—1231 U széraz dohany g a Virginia és 10436—>2475 U szaraz dohany g”' a Burley
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tipusok hegylevelei esetében) és a vizben oldhato polifenol tartalom nagysaganak valtozasa kozott
nem talaltam korrelaciot. Feltételezem, hogy ebben a periddusban a fenolos vegyiiletek
kialakulasdban nem csak a PPO, hanem direkt oxidacios folyamatok is részt vesznek. A vizsgalatok
ebben a szakaszaban feltételeztem, hogy a Burley tipusok szignifikansan magasabb PPO
aktivitasanak tulajdonithat6, hogy a késobbi fermentacids periodusban a Burley dohany sokkal

sOtétebb szinii lesz, mint a Virginia.
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Mintavételi idopontok a betakaritast kovetden (nap)

24. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak
hegyleveleiben a kombinalt szaritasi periodus alatt
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25. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

anyaleveleiben a kombinalt szaritasi periodus alatt
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26. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

aljleveleiben a kombinalt szaritasi periddus alatt
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A kombinalt szaritds sordn a vizben oldhaté fehérjetartalom valtozasa kozel egyforman alakult a
Virginia és a Burley fajtdk esetében (27., 28. és 29. abra). Az anyalevelekben valamivel magasabb
fehérjetartalmakat mértem (11-14—14-18 mg fehérje szaraz dohany g™'), mint a hegylevelekben (8-
12—>12-16 mg fehérje szaraz dohany g'). Az aljlevelekben, amelyek fejlédésben mindig elbbre
tartanak, mint az egyéb levelek, a vizben oldhaté fehérjetartalom valtozasa esetében egy enyhe
maximum gorbe volt tapasztalhato a 21. napnal (8-12—11-14, illetve 11-14—9-12 mg fehérje
szaraz dohany g'). A tapasztalt enyhe vizben oldhaté fehérjetartalom novekedés feltételezésem
szerint annak tulajdonithatd, hogy az oldhatatlan fehérjék részleges hidrolizise vizben oldhatod
fehérjékké altaldban gyorsabb (az aljlevelekben késobb lassabb), mint ezek hidrolizise
aminosavakka. A dohanylevelek vizben oldhato fehérjetartalmanak ez a novekedd tendencidja azt
sugallja, hogy nem csak a vegetacios periddus végén, hanem a kombinalt szaritds utan is alkalmas

lehet a dohanylevél a fehérjetartalom kivonasara, illetve a maradék felhasznaldsara a fermentacios

periodusban.
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Mintavételi idopontok a betakaritiast kovetoen (nap)
27. abra Vizben oldhaté fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley

dohanyfajtak hegyleveleiben a kombinalt szaritasi peiédus alatt
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28. abra Vizben oldhaté fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley
dohanyfajtak anyaleveleiben a kombinalt szaritasi periédus alatt
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Mintavételi idopontok a betakaritast kovetéen (nap)
29. abra Vizben oldhatoé fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley

dohanyfajtak aljleveleiben a kombinalt szaritasi periodus alatt

A kombinalt szaritds soran nem talaltam olyan kiilonbséget a Virginia és a Burley dohanyfajtak

kozott, ami kizarnd a Virginia természetes szaritasanak lehetdségét. Mivel a mesterséges szaritas
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igen koltséges, a kombinalt szaritds eredményein felbatorodva mindkét dohanyfajtat természetes

uton is megszaritottam.

4.2.2.3 A természetes szaritasi modszer biokémiai értékelése

A jo szell6zést pajtaban, természetes koriilmények kozott szaradd dohdnylevelekben a kombinalt
szaritashoz igen hasonlo eredményeket kaptam. A POX aktivitds ndvekedése ebben az esetben is a
Virginia fajtdkban volt erdsebb. A kombindlt szaritdshoz képest az aktivitds eredmények mintegy
15-20 szazalékkal voltak magasabbak (kivéve az aljleveleknél, mert itt a kiilonbség még nagyobb
volt). Ez azt jelenti, hogy a szabalyozott 1égtér a dohdnyleveleknek kisebb stresszt jelentett, mint a
homérsékleti ingadozasoknak ¢€s valtoz6 paratartalomnak jobban kitett pajta. Mivel 1ényegesebb

eltérést csak az aljlevelek POX aktivitdsdban tapasztaltam a kombinalt moédszerhez képest,

kizarolag ennek az abrajat (30. abra) tiintetem fel.
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Mintavételi idépontok a betakaritast kovetden (nap)
30. abra POX aktivitas értékek a sajat termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak

aljleveleiben a természetes szaritasi periodus alatt

A PPO aktivitds csokkenésében, illetve a vizben oldhatd polifenol tartalom véltozasaban is
ugyanolyan tendenciat talaltam a természetes szaritds esetében, mint a kombinalt szaritaskor. Nem

csak az egyéni mérési eredmények voltak szinte azonosak, hanem ugyanugy nem volt korrelacio a
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PPO aktivitas, illetve a vizben oldhatd polifenol tartalom kozott, ezért a PPO és a PF mérésekkel
kapcsolatban nem mutatok be abrat. Ugyanez vonatkozik a vizben oldhat6 fehérje értékekre is.

A kombindlt és a természetes szaritds soran mért adatok alapjan kijelenthetd, hogy eddigi
tapasztalataink szerint nem csak a Burley, hanem a vizsgalt Virginia fajtdk is szarithatok

természetes koriilmények kozott.

4.2.3 Fermentacios periodus

A fermentacids periddusban kizarolag a dohanyipari szempontbodl legfontosabb levélfajtak, az
anyalevelek vettek részt. A kiilonb6z6 Virginia, illetve Burley fajtdkat ebben a fazisban egymastol
mar nem kiilonbdztettiik meg, a mintakat homogenizaltuk.

A hosszl (18 hetes) fermentécios periddusban mind a kombindlt, mind a természetes szaritas utan a
dohéany anyaleveleket fermentacids boxba préselve, 20-25 °C kiilsé hdmérsékleten, 85-90 % relativ
paratartalom mellett taroltam. Mivel a préselés kovetkeztében boxban az oxigéntartalom jelentdsen
lecsokkenhet, feltételezhetd, hogy a fermentacioé alatt az anaerob folyamatok eldtérbe keriilhetnek.
A fermentacios box belsejében bekdvetkezd hdmérsékleti és paratartalombeli valtozdsok mindkét
esetben igen hasonldak voltak. A 31. és 32. dbrakon a kombindlt szaritds utdni, a fermentacios

boxon beliili relativ paratartalom, illetve hdmérsékleti valtozasokat mutatom be.
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31. abra A fermentacios boxon beliili relativ paratartalom értékek (RP%) a sajat

termesztésii Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleinél a kombinalt szaritas utani
fermentacios periodusban
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32. abra A fermentacios boxon beliili hdmérsékleti értékek a sajat termesztésii Virginia
és Burley dohanyfajtak anyaleveleinél a konbinalt szaritas utani fermentacios periodus alatt

4.2.3.1 Fermentacio a kombinalt szaritas utan

A fermentacio sordn a dohdnylevelek POX aktivitasa a Virginiaban lényegesen magasabb volt, mint
a Burleyben (a fermentacié elsé hete utan 1300 pmol perc™' szaraz dohany g a Virginiara és 150
pmol perc” szaraz dohany g a Burleyre), de mindkét dohanyfajta esetében az aktivitas az id6
elérehaladtaval dramaian csokkent, Burley esetében a fermentécio 6. hetében, a Virginia esetében a
fermentacid 11. hetében teljesen megsziint (33. abra). A POX aktivitas ilyen mértékii csokkenését a
dohénylevél enzimrendszerének a fermentacid soran bekovetkezd fokozatos leépiilésének

tulajdonithato.

2000
1800
1600

1400
—.—
1200 « Burley

1000
800 \
600
400 -

200 -

0 T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

—e— Virginia

POX aktivitas
U széraz dohéany g ™!

Mintavétel idopontja (hét)

&3



33. abra POX aktivitas értékek a sajat termesztési, kombinalt szaritasnak alavetett
Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, a fermentacios periodus alatt

A fermenticios periddusban a dohanylevelek PPO aktivitdsa a szaritdsi periodusban mért
értékekhez képest gyakorlatilag megsziint (1200—55 U szaraz dohany g' a Virginidra és
1820—76 U szaraz dohany g a Burleyre). Ez azt jelenti, hogy azok a veszélyes oxigén gyokok,
amelyeket a PPO el tudna bontani, érintetleniii maradvan tonkretehetik a dohdnylevél
enzimrendszerét. A Burley dohanylevél szignifikdnsan magasabb PPO aktivitasa a fermentacid

soran is tapasztalhato volt (34. abra).
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34. abra PPO aktivitas értékek sajat termesztésii, kombinalt szaritasnak alavetett
] )

Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, a fermentacios periodus alatt

A fermentéacids periodusban a vizben oldhaté polifenol tartalom csokkenése (0,51—0,29 GSE
Virginiara és 0,26—0,04 GSE a Burleyre) feltételezhetéen fenolok barna szinanyagga (melanin)

torténd tovabbi oxidaciojadnak az eredménye (35. abra).
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vizben oldhaté polifenol tartalom
mmol galluszsav szaraz dohéany g '
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35. abra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii, kombinalt
szaritasnak alavetett Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, a fermentaciés periédus
alatt

A fermentécio soran a dohanylevelek vizben oldhato fehérjetartalma is csokkent (8,84—4,70 mg
fehérje szaraz dohany g a Virginidra és 5,55—3,15 mg fehérje szaraz dohany g a Burleyre)

feltételezhetden a hidroltikus és egyéb fehérje lebomlasi folyamatok kovetkeztében (36. abra).
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vizben oldhat6 fehérjetartalom
mg old. fehérje sziraz dohany g™
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36. abra Vizben oldhaté fehérjetartalom értékek a sajat termesztésii, kombinalt
szaritasnak alavetett Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, fermentacios periodus

alatt

4.2.3.2 Fermentacio a természetes szaritas utan

crer

utanihoz képest hasonld tendenciat mutatod biokémiai valtozadsok mentek végbe, de a POX aktivitds
esetében mindkét dohanylevél tipusnal az aktivitas értékek kb. 20 szazalékkal magasabbak voltak,

ezért kiilon bemutatasuktol eltekintek.
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37. abra PPO aktivitas értékek a sajat termesztésii, természetes szaritasnak alavetett
Virginia és Burley dohanyfajtiak anyaleveleiben, a fermentacios periodus alatt

A PPO aktivitas valtozasainal is hasonlo tendencia mutatkozott, mint a kombinalt szaritas utani
fermentacional, de a Virginia esetében a PPO aktivitas sokkal gyorsabban csokkent, mint a

kombinalt szaritas utani fermentacional (37. abra).
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38. abra Vizben oldhato polifenol tartalom értékek a sajat termesztésii, természetes
szaritasnak alavetett Virginia és Burley dohanyfajtik anyaleveleiben, a fermentacids periodus
alatt
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A természetes szaritds utani fermentacid sordn a vizben oldhatd polifenol tartalom is a kombinalt
szaritds utdnihoz hasonléan alakult (38. abra), de a természetes szaritas utani fermentacional az
értékek valamivel alacsonyabbak voltak, és nagysidguk is jobban hulldmzott, mint a kombinalt
szaritas esetében.

A vizben oldhaté fehérjetartalom valtozasai gyakorlatilag megegyeztek a kétféle szaritas utani
fermentacid soran, ezért ezek a természetes szaritds utani fermentacidé soran mért eredmények

bemutatasatol eltekintek.

4.2.3.3 A sajat termesztésii dohany anyalevelek kémiai analizise a fermentacios periodus
soran

A Corvinus Egyetemen rendelkezésemre 4ll6 metodikdk nem engedtek meg széleskorti kémiai
analizist, de lehetdségem nyilt arra, hogy a szolnoki dohanyfermentalo lizemben az tizemi mintak
mellett a sajat termesztésii dohanyleveleim kémiai analizisét is elvégezzem a fermentécios periddus
soran. Elsdsorban a vizsgalt dohany anyalevelek cukortartalmanak vizsgalata miatt volt sziikségem
a kémiai analizisekre, amelyek értékei gyakorlatilag nem kiilonboztek a kétféle szaritasi modszer
utan kovetkezd fermentacio soran. A kétféle szaritasi modszernek a kémiai Osszetételre gyakorolt
hatdsan keresztiil tudtam igazolni azt a feltevésemet, hogy az altalam termesztett Virginia fajok
magas cukortartalmat nem veszélyezteti a természetes szaritasi modszer (6. és 7. tablazat).

Az egyéb analitikai eredményekkel kapcsolatban csak azt kivinom megjegyezni, hogy bar a
fermentacids folyamat sordn egyes vizsgalati értékek valtoztak ugyan, de a folyamat kezdetekor és
végekor mért értékek (kivéve a Virginia klorid ion tartalmat) szdmottevéen nem kiilonboztek
egymastol. Megjegyzem, hogy a fermentacid soran képzddd, a kiillonbozd dohdnyok élvezeti
értékére vonatkozo informaciok altalaban csak érzékszervi, illetve elektronikus orral és elektronikus

nyelvvel torténd vizsgalatok alapjan értékelhetok.
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6. tablazat A kémiai analizis eredényeinek alakulasa a sajat termesztésii, kombinalt

szaritasnak alavetett Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, a fermentacios periodus
alatt

Minta | Red. cukor tart. | Osszcukor tart.
-vétel | g/100 g szaraz | g/100 g szaraz
ideje dohany dohany

(hét) | Vvirg. | Burl. | Virg. | Burl

4 19,52 1,23 20,52 1,31
8 19,01 1,21 19,67 1,27
12 18,89 1,20 19,68 1,26
16 21,52 1,21 21,68 1,28
18 21,31 1,22 21,65 1,44

7. tablazat A kémiai analizis eredményeinek alakuldsa a sajat termesztésii, természetes

szaritasnak alavetett Virginia és Burley dohanyfajtak anyaleveleiben, a fermentaciés periédus
alatt

Minta | Red. cukor tart. | Osszcukor tart.
-vétel | g/100 g szaraz | g/100 g szaraz
ideje dohany dohany

(hét) | Virg. | Burl. | Virg. | Burl.

4 19,62 1,16 20,43 1,21
8 19,11 1,12 19,56 1,28
12 18,78 1,13 19,67 1,24
16 21,43 1,23 21,76 1,29
18 21,34 1,23 21,75 1,39

4.2.4 A sajat termesztéstii dohanynovény feldolgozasanak osszefoglalasa

4.2.4.1 Vegetacios periodus

A sajat termesztésti dohanynovény elsddleges feldolgozasa soran kapott kiilonbozd vizsgalati

levelekben egyarant a POX aktivitds nagysaganak véltozasai elsdsorban az extrém iddjarasi
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koriilményeknek voltak kdszonhetdk. Bar a vegetacids idoszak folyaman szamottevd kiilonbségek
alakultak ki az egyes dohanytipusok, és azokon beliil az egyes fajtak kozott, a termesztési periodus
végére szdmottevo kiilonbség nem mutatkozott, bar a Virginia fajtak kissé érzékenyebbek voltak az
iddjarasi viszonyokra, és kezdetben a PPO aktivitdsuk is némileg magasabb volt, mint a Burley
tipusoké. A vegetacios idészak végére a legmagasabb fehérjetartalmat a hegylevelekben mértiik, ez
esetben is a Virginia fajtdk voltak valamivel jobbak koziiliik is a V/1. A Burley fajtak esetében a
vizben oldhaté fehérjetartalom a hegylevelekben is némileg alacsonyabb volt, a legmagasabb
érteket a B/2 fajta mutatta. Az eredmények azt sugalljak, hogy a vizben oldhaté fehérjetartalom
szempontjabol egy rovidebb vegetacidos periddus eldonyosebb lenne, mint a dohanyipari
feldolgozasnal idealisnak tekinthetd, altalam vizsgalt vegetacios perioddus.

A teljes vegetacios iddszakban rogzitett adatokkal elvégeztem az ismétlés nélkiili kéttényezds

varianciaanalizist, melynek eredményei a 8. tablazatban lathatok.

8. tablazat Kéttényezoés varianciaanalizis (ismétlés nélkiil) eredményei a sajat termesztésii

dohanyokra vonatkozdan a vegetacios idészakban

Vizben
Osszehasonlitasi oldhaté
Dohanytipusok POX PPO PF
szempontok fehérje
tartalom
Szarpozicié + + + +
Virginia
Fajta + — + —
Szarpozicié + + + +
Burley
Fajta — + + +
+ p= 5% szinten szignifikans kiilonbség

— p= 5% szinten nincs szignifikans kiilonbség

Az eredmények szerint megallapithatom, hogy lényeges kiilonbség volt tapasztalhatdé mind a

szarpozicid, mind a fajtak és a mért jellemzok tekintetében (8. tablazat).

4.2.4.2 Szaritasi periodus

Eredetileg a Virginia dohanyfajtak olcsobb szaritasi koriilményeinek kidolgozasat tiztem ki célul.
Ennek érdekében elészor mind a Virginia, mind a Burley fajtdkra a természetes €s mesterséges

szaritasi korlilmények kombinaldsat valasztottam. Azonban hamarosan kiderilt, hogy az altalam
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termesztett Virginia fajtdk magas cukortartalma az irodalmi varakozasokkal ellentétben nem
bomlott le szadmottevden, ezért attértem a természetes szaritasi modszerre, amely mérési eredményei
majdnem megegyeztek a kombinalt szaritds utdn mért eredményekkel.

A POX aktivitas valtozasai arra engedtek kovetkeztetni, hogy a Virginia fajtak stresszérzékenysége
a szaritasi periodusban is nagyobb, mint a Burley fajtaké. Mivel a kombinalt szaritasi folyamatok
soran a csokkend PPO aktivitds és a vizben oldhat6 polifenol tartalom nagysaganak valtozasa kozott
nem taldltam korrelaciot, feltételezem, hogy ebben a periodusban a fenolos vegyiiletek
kialakuldsdban nem csak a PPO, hanem direkt oxidacids folyamatok is részt vesznek. A Burley
tipusok szignifikdnsan magasabb PPO aktivitdsdnak tulajdonithatd, hogy a késébbi fermentacios
periodusban a Burley dohany sokkal sotétebb szinti lesz, mint a Virginia. A dohdnylevelek vizben
oldhat6 fehérjetartalméanak a szaritas sordn tapasztalhaté némileg ndvekedd tendencidja azt sugallja,
hogy nem csak a vegetacios periddus végén, hanem a kombinalt szaritas utan is alkalmas lehet a
dohédnylevél a fehérjetartalom kivonasara, illetve a maradék felhasznalasara a fermentacios

periodusban.

9. tablazat Kéttényezos varianciaanalizis (ismétlés nélkiil) eredményei a sajat termesztésii,

kombinalt szaritasnak alavetett dohanyokra vonatkozéan

Vizben
Osszehasonlitasi oldhato
Dohanytipusok POX PPO PF
szempontok fehérje
tartalom
Szarpozicié + + + +
Virginia
Fajta + —_ —_ —_
Szarpozicié + + + +
Burley
Fajta + + — +
+ p= 5% szinten szignifikans kiilonbség

- p= 5% szinten nincs szignifikans kiilonbség

Az eredmények szerint megallapithatom, hogy lényeges kiilonbség volt tapasztalhaté mind a
szarpozicio, mind a fajtak és a mért jellemzok tekintetében a kombinalt szaritasi periddusban is (9.
tablazat). Mivel a kombinalt és a természetes szaritasi periddus eredményei kozott jelentds eltérés

nem volt tapasztalhatd, igy csak a kombinalt szaritds soran rogzitett eredmények statisztikai

91




értekelését mutatom be. Mind a vegetacids iddszakban, mind a szaritdsi periodusban a vizsgalt

jellemzok szignifikans kiilonbséget mutattak szarpozicio szerint (8-9. tablazat).

4.2.4.3 Fermentacios periodus

Az alkalmazott kétféle szaritdsi modszer utdn végzett fermentacids periodusban a vizsgélati
eredmények gyakorlatilag nem kiilonboztek egymastol. A Burley fajtdkban mért, a kezdeti
iddszakban szignifikdnsan magasabb PPO aktivitas, illetve benniik az alacsonyabb vizben oldhat6
polifenol tartalom azt jelzi, hogy a fermentacids periddusban a Burley fajtadkban a fenolok nagyobb

aranyban oxidalédnak melanin szinanyagga.

4.2.5 A sajat termesztésii dohany anyalevelek mikrobioldgiai vizsgalata a fermentacios
periodus soran

A fermentacié soran harom mintavétel tortént: a fermentacid kezdetekor (0. hét), a 10. hét végén,
valamint a fermentaci6 befejezésekor (18. hét). A vizsgalatokat mindkét szaritds utani
fermentacidoban elvégeztem. Mivel azonban a tenyésztési eredmények a kétféleképpen szaritott
dohanylevelek esetében gyakorlatilag megegyeztek, csak a kombinalt szaritas utani fermentacid

soran kapott eredményeket mutatom be.

4.2.5.1 Mezofil aerob mikrobaszam
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10. tablazat A mezofil aerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa a sajat termesztés,
ombinalt szaritasnak alavetett Virginia dohanyleveleken, a fermentaciés periodusban

Telepképzd egység/g sziraz dohany (*10°)
) , Osszes mezof.
Fajta Eleszt6 Aerob sporas
Penészgombak aerob telepk.
gombak baktériumok
mikroorg
Virginia
Ferm. 0 0 3,5 4,2
kezdete
Virginia
Ferm. kozepe 0 0 960 1008
(10 hét)
Virginia
Ferm. Vége 0 0 0,002 0,005
(18 hét)

11. tablazat A mezofil aerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa a sajat termesztésii,
kombinalt szaritasnak alavetett Burley dohanyleveleken, a fermentacios periodusban

Telepképzé egység/g szaraz dohany (¥10°)
Fajta Eleszt6 Aerob sporas Osszes mezof. aerob
Penészgombak
gombak baktériumok telepk. mikroorg
Burley
Ferm. 0,08 0 3,14 9
Kezdete
Burley
Ferm.
55 0 476 748
kozepe
(10 hét)
Burley
Ferm. vége 13 0 1,12 6
(18 hét)

Elesztgombakat egyik dohanytipus fermentacidja soran sem izolaltam (10. és 11. tablazat).

Meglepd eredmény az, hogy a jelentdsen magasabb cukortartalommal rendelkezd Virginia

leveleken egyaltalan nem taldltam penészgombakat, ezzel szemben az alacsony cukortartalmi
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Burley leveleken igen az éltalam alkalmazott vizsgélati moddszerrel. A spords baktériumok a
fermentéacid id6tartaméanak kozepére (10 hét) jelentds mértékben felszaporodtak, majd a kisérlet
végére (18 hét) mindkét dohanytipus esetén szamuk lecsokkent.

A mezofil aerob mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalata azt demonstralja, hogy mindkét
dohanyfajta fermentacidjanal a baktériumok, ezen beliil az aerob sporas baktériumok szama a
fermentécid idétartamanak kozepéig két nagysagrendnyi novekedést mutatott, majd a csokkenésiik
mértéke mar eltérd. Ez a Virginia fajtandl sokkal jelentdsebb volt, 6t nagysdgrendnyi, mig a Burley
esetén ez csak két nagysagrendnyi volt. Az aerob sporas baktériumok a Bacillus nemzetség tagjai.

A Virginia leveleken penészgombakat nem izolaltam. A Burley dohany hosszl fermentacioja soran
a kezdeti allapotban izolalt és faj szerint identifikalt Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus
¢és Aspergillus flavus fajok konidiumai talélték a 18 héten at tartd fermentacids periodust is.
Megjegyezem, hogy ezek a tuléld fajok potencidlis toxintermeldk ugyan, de egy lizemi fermentacios
modszereknél ezek toxintermelése gyakorlatilag kikiiszobolhet. Eddigi mérési eredményeim azt
mutatjdk, hogy a Virginia dohany, s6t a Burley dohanylevél is alacsony cukortartalma ellenére

kedvez6 kozeg lehet egyes aerob mikrobak szamara.

4.2.5.2 Mezofil anaerob mikrobaszam

12. tablazat A mezofil anaerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa a sajat termesztésii,
kombinalt szaritasnak alavetett Virginia és Burley dohanyleveleken, a fermentacios periodusban

. Sporas anaerob
Osszes anaerob
baktériumok
Fajta Mintavétel ideje mikroorg.
- *10% spora/g dohany
sejt/g dohan
g y *10%)
Ferm. kezdete 26,0 15,0
Ferm. kozepe
Virginia 64,0 36,0
(10 hét)
Ferm. vége
75,0 44,0
(18 hét)
Ferm. kezdete 35,0 43,0
Ferm. kozepe
Burley 44,0 64,0
(10 hét)
Ferm. vége
75,0 95,0
(18 hét)
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A 12. tablazatban feltiintetett eredmények szerint mind a Virginia, mind a Burley dohénylevelek
megfeleld ,taptalajt” biztositanak az anaerob mikroorganizmusoknak is. A fermentacids
periddusban mindkét dohdnytipus mintaiban ndvekedett az anaerob mikrobaszdm. A magasabb
fehérjetartalommal rendelkezd Burley dohany kissé jobb tapkozegnek bizonyult az anaerob sporas
baktériumoknak, mint a joval alacsonyabb fehérjetartalmu Virginia levelek. Az anaerob sporas
baktériumok a Clostridium nemzetség tagjai.

Az anaerob mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalatat azért végeztem a kis redoxpotencial értéket
biztosit6 RCM taplevesben, paraffin-olajzar alatti tenyésztéssel, mert ez a sériilt Clostridium sporak
ujraélesztését is lehetévé teszi. A sporas baktériumok koziil az aerob fajok, a Bacillus nemzetség
tagjai igy nem képesek szaporodni, viszont az anaerob fajok, igy a Clostridium nemzetség tagjai
csak ilyen koriilmények kozott tenyészthetdk (Reinforced Clostridial Medium).

A Clostridium nemzetség egyik élettani csoportja a fehérjéket és mas nitrogéntartalmu vegyiileteket
is bontja. Ezen baktériumoknak a tobbsége erdsen proteolitikus, és valamennyinek jellegzetes

energianyerési modja az aminosavak erjesztése.

4.2.5.3 A sajat termesztésii dohanynovény mikrobioldgiai vizsgalatanak osszefoglalasa

A mikrobioldgiai vizsgélatok soran meglepének taldltam, hogy a jelentdsen magasabb
cukortartalommal rendelkez6 Virginia leveleken egyaltalan nem taldltam penészgombakat, ezzel
szemben az alacsony cukortartalmii Burley leveleken igen. Az aerob sporas baktériumok
mennyiségi vizsgalata megallapitottam, hogy a Virginia fajtandl ndvekedés mértéke sokkal
jelentdsebb volt, mint a Burley esetben. Ennek alapjan gy tlinik, hogy a Virginia mesterséges
szaritasa mikrobioldgiai szempontbdl elénydsebb, mint a természetes szaritds, mert az alkalmazott
magas homérséklet miatt a fermentacioba keriil6 dohany fert6zottsége joval kisebb, mint a
természetes szaritas esetében — ez elézheti meg a fermentdcid soran a magas cukortartalom miatti
igen magas fertézottséget. Ez némileg ellent mondott annak a varakozdsomnak, hogy a baktériumok
a fehérjékben gazdagabb Burley fajtan fognak jobban elszaporodni. Ezek szerint az aerob sporas

baktériumok szdmara a szénhidrat jobb taptalajnak bizonyult.

4.3 Az iizemi termesztésii dohany anyalevelek vizsgalata az iizemi gépi fermentalas
soran

A szolnoki dohanyfermentéld iizemben lehetdségem volt arra, hogy az ipari koriilmények kozott
2004 és 2006 kozott termesztett, majd fermentalt Virginia és Burley dohany anyaleveleket részletes
vizsgélatnak vessem ald. Ez a vizsgédlat sorozat mind {izemi, mind munkaegészségiigyi

megfontolasbdl is kivanatosnak tlint, elsésorban a mikrobioldgiai mérések szempontjabdl. Ugyanis
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igy lehetdségiik volt arra, hogy az tizemi gépi fermentalasnal alkalmazott technologiai fejlesztések
eredményeképpen bekovetkezd fermentacids paraméterek modosuldsa €s a mikrobioldgiai allapot
kozott esetleges Osszefiiggéseket taldljanak. Szamomra tulajdonképpen ezek a vizsgalatok képezték
a sajat termesztésti (2005 és 2006) Virginia és Burley dohanyndvényekkel kapcsolatos méréseim
eldvizsgalatait.

A ipari szempontbdl legfontosabb dohany anyalevelek dohéanyipari ugynevezett elsddleges
feldolgozas (szaritas ¢és fermentdcid) sok szempontbol kiilonbozik azoktdl a modszerektol,
amelyeket a sajat termesztési dohdnyndvényeim kezelése sordn mar ismertettem. A Burley
anyalevelek természetes szaritasa legfeljebb méreteiben kiillonbozott az altalam leirt természetes
szaritastol, de a Virginia anyalevelek szaritasa mesterséges uton, tobb 1épésben tortént, ahogy ezt az
irodalmi attekintésben (2.2.4.) részletesen ismertettem.

A nagyiizemi fermentdciéra a szaritott dohany anyalevelek baldkba csomagolva érkeznek. A

kezelés kiilonbozo fazisainak sémajat €s a mintavételezések helyét a 39. abra mutatja be.
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BALABONTAS

KONDICIONALAS
HOFOK:60-70°C

KEZI VALOGATAS
KONDICIONALAS
HOFOK:70-80°C
KOCSANYOZAS > SCRAPS
i ,KOCSANY”
» > SZARITAS
HOM.: 80-100°C
LEVELLEMEZ

v

HOMOGENIZALAS A SILOBAN

MINTAVETEL: RDE

\ 4

\ 4
REDRYING KEZELES

KAMRAK VIRGINIA BURLEY

L 85°C  90°C
11 80°C 85°C
1. 75°C  80°C
V. 70°C  75°C
HUTQ SZAKASZ 10-18°C
PARASITO 40-50°C MINTAVETEL: RDU

ATFUTASI IDO: 6-8 PERC

\ 4

RAKTAROZAS, SZALLITAS

BALA PRESELES

HEVES FERMENTACIO (10-14 NAP)
HOFOK: 18-22°C
PARATARTALOM: 70-80%
MINTAVETEL: FU

v

39. abra Az iizemi gépi fermentalas technologiai 1épései és a mintavételi helyek

97



Az lizemi, ugynevezett gépi fermentalas el6kezelését (hokezelés és parasitas) ,,redying kezelésnek”
nevezik, ezt kdveti a tényleges fermentacid, amit balapréselés el6z meg, ¢s ami koriilbeliil 14 napig
tart. A hagyomdanyos, legaldbb 18 hetes fermentaciotél megkiilonboztetve ezt a szakaszt ,,heves
fermentacionak™ nevezik. Megjegyzem, a dohdny a heves fermentacid utan raktarba keriilve tovabb
fermentalddik. A dohanyipari zsargonban a ,.kocsany” a dohanylevél elkiilonitett erezete.

A fermentéld lizembdl szarmazo6 mintakat a kovetkezé modon jeldltem:

RDE = a redrying alagit el6tt vett minta, szaritott volt és a keverd tarolo silobol szarmazott.

RDU = masodik mintavételre a redrying kezelés utan, a balapréselést megeldzden keriilt sor.

FU = a harmadik mintéat a 14 napos, ugynevezett ,.,heves” fermentaciot kovetden vettem.

A kiilonb6zo évjaratoknak az iizemi gépi fermentdlds sordn nyert mérési értékei igen hasonldak
voltak, ezért csak egyetlenegy év, a sajat dohdnytermesztésemet megel6zé év (2005) adatait
mutatom be (13. tablazat).

A novényi stresszre érzékenyen reagalé POX aktivitas a kondicional6 eldkezelés soran elszenvedett
hohatas miatt emelkedhetett meg, az intenziv redrying kezelés mar az enzimaktivitas csokkenésével
jart. A Virginia ebben az esetben is érzékenyebben reagalt, mint a Burley. A PPO aktivitas
valtozasa nem sokban kiillonbozott a természetes szaritds és a hagyomanyos fermentacional
tapasztaltaktol. A vizben oldhaté polifenol tartalom ez esetben is valamivel alacsonyabb volt a
Burley dohanyban, mint a Virginidban, a vizben oldhat6 fehérjetartalmak esetében is a Virginiaban

mért éretékek voltak valamivel magasabbak.

13. tablazat A 2005-6s termesztési évbol szarmazo, lizemi termesztésii dohany anyalevelek
POX, PPO aktivitas értékeinek, valamint vizben oldhato polifenol-és fehérjetartalmanak
valtozasa az lizemi gépi fermentalas soran

POX Vizben oldhaté Vizben oldhato
aktivitas | PPO akdivitis polifenol fehérjetartalom
mol perc " .
2005 Kezelések (M ) P (U szaraz tartalom (mg oldhato
szaraz L e
. dohinyg") | (mmol galluszsay | fehérje szdraz
dohany g™) dohi -1
szaraz dohany g”) ohany g7)
RDE 2134 2310 0,58 14,23
Virginia RDU 1567 1350 0,49 12,35
FU 53 43 0,09 10,87
RDE 512 3421 0,32 13,43
Burley RDU 421 2950 0,29 12,02
FU 43 76 0,12 9,38
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4.3.1 A dohany anyalevelek kémiai analizise iizemi gépi fermentalas elétt

A kémiai és a mikrobidlis analizis vizsgalatokat mind a hirom {izemi termesztési, majd
fermentacids vizsgalatokba bevont évben (2004-2005-2006) végeztem, a kémiai analiziseket az
lizemi gépi fermentalas el6tt, a mikrobidlis vizsgalatokat pedig az iizemi gépi fermentalas alatt.
Ezek alatt a vizsgalatok sordn az alabbiakat mérték: Osszes nitrogén-, fehérje nitrogén-, Gsszes
cukor-, redukald cukor-, alkaloid-, nitrat- és klorid-tartalom. Ezek kozil most csak a
cukortartalmakat mutatom be, amelyek szoros kapcsolatban éallnak az lizemi gépi fermentalasi
vizsgalataim eredményével. A kémiai analizis tablazataban (14. tablazat) Osszefoglalt adatokbol
egyértelmiien kideriil, hogy a Burley dohanyok 0Osszes cukortartalma nagymértékben elmaradt a
Virginia dohdnyokhoz képest. Ennek megfelelden alakultak a redukald cukortartalom értékek is. A
megjelolt termesztési éveket Osszehasonlitva jelentds eltérést nem tapasztaltam egyik fajta esetén

sem a vizsgalatba vont paraméter tekintetében.

14. tablazat Az iizemi termesztésii dohany anyalevelek kémiai analizise az iizemi gépi
fermentalas elétt

Komponens VIRGINIA DOHANY BURLEY DOHANY

Termesztési év 2004 2005 2006 2004 2005 2006

Osszes
cukortartalom
17,49 20,58 19,82 0,97 0,64 0,81
(g/100 g szaraz

dohany)

Reduk.
cukortartalom
11,50 14,29 13,05 0,82 0,56 0,67
(g/100 g szaraz

doh4ny)

4.3.2  Aziizemi termesztésii dohany anyalevelek mikrobiolégiai vizsgalata iizemi gépi
fermentalas alatt

Az iizemi termesztésli dohany anyalevelek lizemi gépi fermentdlas alatti mikrobiologiai vizsgalata
soran is nem csak mennyiségi vizsgalatokat (mikrobaszam) végeztem, hanem a kiilonb6zo
mikrobak azonositasara is torekedtem. Mivel ez utobbi esetben igen valtozatos eredményeket

kaptam, attekinthetdbbnak tartottam, ha a Burley és a Virginia tipusokat kiilon targyalom.
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4.3.2.1 Az iizemi termesztésii Burley dohany anyalevelek mikrobiologiai vizsgalata iizemi
gépi fermentalas alatt

A korébbiakhoz hasonloan a fermentélas alatti dohdny anyalevelekben eldszor mezofil aerob és
anaerob mikroorganizmusokat vizsgaltam

Mezofil aerob mikrobaszam (Burley)

A mezofil aerob mikroorganizmusok koziil penészgombdkat, az élesztdgombakat és a spords

baktériumokat vizsgaltam (15. tablazat).

15. tablazat Mezofil aerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa a kiilonb6zo
termesztési évbol szarmazo, lizemi termesztésii Burley anyalevelekben az iizemi gépi
fermentalas alatt

Telepképzé egység/g szaraz dohany (*10%)
) , Osszes mezof.
Fajta Kezelések ) Aerob sporas
Penészgombdk | Elesztégombak . aerob telepk.
baktériumok
mikroorg.
RDE 0,14 14,20 14,32 54,32
Burley
RDU 0,00 0,23 28,41 61,36
(2004)
FU 0,00 4,32 2,95 21,82
RDE 3.3 4,1 35,9 240
Burley
RDU 0,00 0,3 3,6 57,0
(2005)
FU 0,00 0,00 2,0 10,4
RDE 1,3 12,1 25,9 120
Burley
RDU 0,00 1,4 2,3 27,0
(2006)
FU 0,00 0,34 2,1 8,4

Megallapitottam, hogy az ilizemi termesztésii Burley anyalevelekben a redrying el6tt a
penészgombak szama egy nagysagrenddel kisebb volt 2004-ben a 2005 és 2006 évjaratokhoz
képest. A fermenticio végére mindhdrom évben a penészek szdma a kimutathatosagi érték alé
csokkent. (13. tablazat). Az ¢élesztdgombdak mikrobaszamanak valtozasa analég mdédon ugyancsak
majdnem nullara csokkent. A spoéras baktériumok szamaban volt a legnagyobb az eltérés. A 2005-es

termesztési €évbol szarmazd mintdk esetén a redrying kezelés nem ndvelte, hanem jelentds

100



mértékben csokkentette az aerob sporas baktériumok szamat a masik két termesztési €vbol

szarmaz6 dohanylevelekkel szemben.

A mezofil aerob mikrobak koziil a penészgombak minéségi azonositasa (Burley)

A mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalata utan elvégeztem azok egyik fontos csoportjanal, a
leggyakoribb el6fordulasti penészgombdkndl a mindségi meghatarozast is, nemzetség ¢s faj
szintjén. A 2005. évbdl szarmazé Burley dohanylevél mintak mutattdk a legnagyobb fajgazdagsagot

a leggyakoribb el6fordulast penészgombék esetében, mint azt 14. tablazat szemlélteti.

16. tablazat Kiilonb6zo6 termesztési évbol szarmazo, iizemi termesztésii
Burley anyaleveleken az iizemi gépi fermentalas alatt azonositott
penészgomba fajok (I11. Melléklet)

Dohanymintak RDE RDU FU

Burley Aspergillus niger

(2004) Asper_g!llus
parasiticus

Aspergillus
parasiticus
Alternaria
alternata
Alternaria
tenuissima
Cladosporium
(2005) cladosporioides
Penicillium
expansum
Paecilomyces
niveus
Paecilomyces
Farinosus
Aspergillus
parasiticus
(2006) Penicillium
echinulatum

Burley

Burley

A vizsgalt dohanymintdkon azonositott penészgomba fajokat a 16. tablazatban tiintettem fel.
Lathato, hogy mindhdrom termesztési évbodl szarmaz6 Burley mintdk esetén a redrying kezelés
hatasos volt, penészgombdkat nem tudtam izolalni és identifikalni sem a redrying kezelés utan vett
mintdkban (RDU), sem a fermentaciot (FU) kdvetden az lizemi mintakbol.

Minden termesztési évben el6fordult a redrying kezelés el6tti mintakban az Aspergillus parasiticus

nevl faj. A tobbi penészgomba eldforduldsa viszont valtozo jellegli, évjaratok szerint kiillonboztek
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az izolalhat6 fajok. A legvaltozatosabb penészbidtat a 2005-6s évbol szarmazo Burley izolatumok

mutattak.(7 faj).

Mezofil anaerob mikrobaszam (Burley)

A mezofil anaerob mikroorganizmusok koziil elsésorban a sporas anaerob baktériumokra (Bacillus

¢s a Clostridium nemzetség) koncentraltam.

17. tablazat Mezofil anaerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa a kiilonb6zo
termesztési évbol szarmazd, iizemi termesztésii Burley anyaleveleken az iizemi gépi
fermentalas alatt

. Sporas anaerob
Osszes anaerob
baktériumok
Fajta Kezelések mikroorg.
4 spora/g dohany
sejt/g dohany (*10%) 4
(*10%)
RDE 44,0 2,7
Burley
RDU 4,2 1.5
(2004)
FU 19,0 27,0
RDE 35,0 5,3
Burley
RDU 3.4 257
(2005)
FU 29,0 24,0
RDE 43,0 3.4
Burley
RDU 4,2 257
(2006)
FU 13,0 29,0

A 17. tablazatban feltlintetett eredmények szerint a Burley dohdnylevelek megfeleld taptalajt
biztositanak az anaerob mikroorganizmusoknak is. Az dsszes anaerob mikroorganizmus szamat a
redrying kezelés egy nagysagrenddel csokkentette, ugyanez nem volt igaz a spdrds anaerob
baktériumokra. Az anaerob spdras baktériumok esetén az alacsonyabb kezdeti spdraszam a
fermentacio végére jelentds ndvekedést mutatott. Valoszinli, hogy ez azzal is magyarazhato, hogy a
Burley dohédnylevelek fehérjetartalma joval magasabb a Virginia dohdnylevelekhez képest, ezaltal a
anaerob sporas baktériumoknak kitling taptalajt jelent. Megallapithat6, hogy mindharom termesztési
¢vbol szarmazo mintdk anaerob mikrobaszama hasonloképpen alakult.

A mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalata utdn elvégeztem azok egy részénél a mindségi
meghatarozast nemzetség szintjén. A sporas baktériumok a Bacillus és a Clostridium nemzetség

tagjai voltak.
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4.3.2.2  Aziizemi termesztési Virginia dohany anyalevelek mikrobioldgiai vizsgalata iizemi
gépi fermentalas alatt

A korédbbiakhoz hasonloan a fermentalas alatti dohdny anyalevelekben eldszor mezofil aerob ¢és

anaerob mikroorganizmusokat vizsgaltam

Mezofil aerob mikrobaszam (Virginia)

A mezofil aerob mikroorganizmusok koziil penészgombakat, az élesztégombakat és a sporas

baktériumokat vizsgaltam.

18. tablazat Mezofil aerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa a kiilonb6z6
termesztési évbol szarmazo, iizemi termesztésii Virginia anyaleveleken az iizemi gépi
fermentalas alatt

Telepképz6 egység/g szaraz dohany (*¥107)
. , Osszes mezof.
Fajta Kezelések , Aerob sporas
Penészgombik | Elesztégombak aerob telepk.
baktériumok
mikroorg.
RDE 0,09 0,25 0,38 36
Virginia
RDU 2,1 1,7 32,7 40
(2004)
FU 0,01 12,6 2,6 16,5
RDE 0,01 0,15 0,42 24
Virginia
RDU 2,3 2,1 34,7 43
(2005)
FU 0,07 12,4 3,1 18,5
RDE 0,03 0,32 0,42 28
Virginia
RDU 1,9 1,6 42,2 46
(2006)
FU 0,02 14,5 2,7 20,6

A Burley dohédny anyalevelekhez képest magasabb cukortartalommal rendelkezd Virginia dohény
anyalevelekben a penészgombak szamat a redrying kezelés nem csokkentette (18. tablazat), sot
kissé megemelte. (A valtozas a redrying kezelések utdn egy nagysagrend novekedés.). A Virginia
dohany jo taptalajnak mindsiilt az élesztégombak szamara is, mindhdrom termesztési évben a
fermentacid végére megnovekedett mennyiségiik.(A redrying és a fermentdcié utan is egy-egy

nagysagrendnyi ¢lesztégomba szam ndvekedés volt megfigyelhetd.) Az aerob sporas baktériumok
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szama mindharom termesztési évben a redrying kezelés utan szintén kb. egy nagysagrenddel

megnovekedett, de a fermentacié végére ugyanarra a szintre visszacsokkent.

A mezofil aerob mikrobak koziil a penészgombak minéségi azonositasa (Virginia)

A mikroorganizmusok mennyiségi vizsgalata utdn a Virginia esetében is a penészgombaknal

végeztem mindségi meghatarozast nemzetség €s faj szintjén.

19. tablazat Kiilonb6zo termesztési évbol szarmazo, iizemi termesztésii
Virginia anyaleveleken az iizemi gépi fermentalas alatt azonositott

enészgomba fajok (III. Melléklet)
Dohanymintak RDE RDU FU
Aspergillus
Virginia para_tSItlcu's Aspergillus Aspergl_llus
Aspergillus niger 2. parasiticus
. parasiticus .
(2004) Aspergillus . . Alternaria
- Aspergillus niger
sclerotiorum chartarum
Aspergillus
parasiticus,
Wit Aspergillus niger Aspergl_llus Asper_gl_llus
Alternaria parasiticus parasiticus
(2005) alternata Aspergillus niger Penicillium
Rhizopus sp. echinulatum
Penicillium
echinulatum
o .. Aspergillus .
Virginia parasiticus, Aspergillus AZ?:;?[:ICIS:
(2006) Penicillium parasiticus P
echinulatum

A 19. tablazatban Osszefoglalt eredmények alapjan lathatd, hogy a magasabb cukortartalmua
dohanyfajta igen optimalis taptalaja lehet a vizsgalt mikroba csoportnak. Mind a redrying kezelés
elétt, mind utdna, valamint a fermentacid végén is sikeriilt penész gombafajokat azonositanom. Az
Aspergillus parasiticus elnevezésii penészfaj minden termesztési évben, az Gsszes vizsgalati ponton
felfedezhet6 volt. Aspergillus niger jelent meg a 2004-2005-6s termesztési évben a redrying kezelés
elétt és utan, azonban a fermentacio végén mar nem volt identifikalhatd. Az Aspergillus
sclerotiorum csak a szaritott Virginia leveleken volt kimutathatd, a 2004-es termesztési évben.
Tovabba a 2004-es termesztési évben a fermentacio végén jelent meg az Alternaria chartarum, a

2005-es termesztési évben a redrying kezelés elétt pedig az Alternaria alternata és a Rhizopus sp.
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fajokat sikertilt azonositanom. A 2005 és a 2006-0s termesztési évben a redrying kezelés eldtt vett

mintaban Penicillium echinulatum nevezetii fajt sikertilt identifikalnom.

Mezofil anaerob mikrobaszam, iizemi mintak (Virginia)

20. tablazat Mezofil anaerob mikroorganizmusok szamanak valtozasa kiilonb6z6
termesztési évbol szarmazo iizemi Virginia anyaleveleken

. Sporas anaerob
Osszes anaerob
baktériumok
Fajta Kezelések mikroorg.
it/g dohdny (*10%) spora/g dohany
se ohan
g y *10%)
RDE 23,0 2,3
Virginia
RDU 2,5 1,5
(2004)
FU 3.4 6,2
RDE 32,0 3,2
Virginia
RDU 2,6 1,6
(2005)
FU 4,4 7,5
RDE 29,0 4,4
Virginia
RDU 2,8 2,1
(20006)
FU 3,9 7,5

A 20. tablazat alapjan kijelenthetjiik, hogy a Virginia dohanylevelek megfeleld taptalajt
biztositanak az anaerob mikroorganizmusoknak is. Az 0sszes anaerob mikroorganizmus szamat a
redrying kezelés egy nagysagrenddel csokkentette, ugyanez nem volt igaz a spords anaerob
baktériumokra.

Az anaerob spoOras baktériumok esetén az alacsonyabb kezdeti spéraszam a redrying kezelés utani
csokkent sejtszamhoz képest a fermentacid végére csak kisebb ndvekedést mutat. Valoszini, ez
azzal is magyarazhato, hogy a Virginia dohanylevelek fehérjetartalma a tobbi dohanyféléhez képest
joval alacsonyabb, igy ez a sejtszdm novekedés nem éri el a tizszeres értéket a fermentacid utan,
mert az anaerob sporas baktériumok tdpanyaga a fehérje. Mindharom termesztési évbol szarmazo

mintdk anaerob mikrobaszama hasonloképpen alakult.
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4.3.2.3 Aziizemi termesztésii Burley és Virginia dohany anyalevelek iizemi gépi
fermentacioja soran nyert mikrobiologiai vizsgalatok dsszehasonlitasa

Osszességében elmondhatjuk, hogy a mesterséges szaritasi Virginia dohanylevelek a szaritas
erélyes korilményei miatt a redrying kezelés elott a Burley tipusndl alacsonyabb aerob
mikroorganizmus szammal keriiltek be az tizembe. Ennek azért van nagy jelentdsége, mert ez az
oka annak, hogy a mikroorganizmusok szdmara igen kedvezd magas cukortartalom ellenére sem
emelkedett a fermentacié végére 1000000 tke/g folé a vizsgalt mikroba csoportok mennyisége.

A Burley dohéanylevelek a természetes szaritasi koriilmények miatt magasabb mikroba szammal
keriiltek be az tizembe. A Burley mintak esetében a redrying kezelés volt az, ami lecsokkentette az
¢lesztdgombak szdmat, és tette tonkre a penészgombdakat. A spoérds baktériumok szdma mindhdrom
évbdl szarmaz6é mintaban a redrying kezelés hatasara egy nagysagrend értékben lecsokkent.
Mindkét dohanytipus mindségi mikrobioldgiai vizsgalatinak eredményei alapjan elmondhatjuk,
hogy az azonositott penészgombafajok kozott voltak toxintermeldk, azonban a fermentacio
paraméterei nem kedveztek a toxintermelésnek. A heves fermentacié soran a baldban mért
homérséklet 30-35 °C volt, a vizaktivitas értékek 0,7 alattiak voltak. Bar munkam soran nem tértem
ki a toxin termelés lehetOségének vizsgalatara, az altalam izolalt fajok az irodalmi adatok szerint 0,7
vizaktivitas érték alatt nem képesek toxint termelni, igy nem térténhet toxinképzddés a fermentacio
soran. Eddigi mérési eredményeink azt mutatjak, hogy mind a Virginia és mind a Burley dohény,
kedvezd taptalaj lehet a mikroorganizmusok szamara, ezért kiilonosen fontos a fermentacié kezdeti
nedvességtartalméanak szigora ellenérzése és folyamatos nyomon kovetése a késobbi feldolgozasi
fazisokban is.

A Burley ¢és Virginia tipusok a sporas anaerob baktériumokra vonatkozdéan hasonlod tendencia
mutatkozott, mint az aerob mikroorganizmusok esetében. De ebben az esetben a Virginia

fertdzottsége mar kezdettdl fogva nagyobb volt.
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5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

PhD értekezésem 1j tudomanyos eredményeit az alabbiakban foglalom Gssze.

1.

A dohanyiparban az elmult években 1j fajtdkként koztermesztésbe vont Virginia és Burley
dohényfajtak sajat termesztése soran elséként kovettem nyomon biokémiai modszerekkel a
peroxidaz, a polifenol-oxidaz és a lipoxigendz enzimek aktivitasat, illetve a dohdnymindség
kialakulasdban fontos szerepet jatszd vizben oldhatd polifenol tartalmat, és ezek
alakuldsabol kovetkeztetéseket vontam le.

Megallapitottam, hogy a POX, PPO, aktivitds értékeket, a vizben oldhaté polifenol
tartalmat, valamint a vizben oldhaté fehérjetartalmat a leveleknek a szaron wvald
elhelyezkedése (kora) er6sen meghatdrozza, mind a vegetacids idészakban, mind a szaritasi
periddusban. A kiilonb6zé dohanytipusokban, illetve dohanyfajtdkban a lipoxigenaz
izoenzim eloszlasaiban viszont nincs szamottevo kiilonbség, ezért a dohdnyndvényben ez az
enzim ilyen irdnyu vizsgéalatokra nem alkalmas.

Ugy talaltam, hogy a vizben oldhaté fehérjetartalom, igy az esetleges élelmiszeripari
felhasznalas szempontjabol egy rovidebb vegetacids periddus (13-14 hét) eldnyodsebb lehet,
mint altalam vizsgalt, dohanyipari szempontok szerint valasztott vegetacids peridodus (16-17
hét).

Mind a kombinalt, mind a természetes szaritdsi modszer utan a vizsgalt dohanylevelek
vizben oldhaté fehérjetartalmanak mért novekedd tendencidja alapjan sikeriilt némi
tdmpontot nyljtanom egy esetleges, olyan tovabbi kutatdshoz, amely az igen gazdasdgosan
termeszthetd dohanynovénynek a legfontosabbb felhasznalasi teriiletén, a dohanyiparon
kiviil, illetve azzal parhuzamosan val6 hasznositasaval foglalkozik.

A magas cukortartalmuVirginia dohanytipus esetében a koltséges mesterséges szaritasi
modszer kivaltasara kombindlt szaritdsi modszert dolgoztam ki, amelynek sordn
megallapitottam, hogy a Virginia dohdnylevelek cukortartalma nem csokken sem a
kombinalt, sem a természetes szaritasi koriilmények kozott.

A mikrobiolédgiai vizsgalatok soran megallapitottam, hogy a Virginia mesterséges szaritasa
mikrobiologiai szempontbol eldnydsebb, mint a természetes szaritds, mert az alkalmazott
magas homérséklet miatt a fermentacioba keriilé dohdny fert6zottsége joval kisebb, mint a
természetes szaritas esetében — ez eldzheti meg a fermentacié soran a magas cukortartalom

miatti igen magas fert6zottséget.
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7. Az lizemi termesztésii dohany anyalevelek {izemi gépi fermentélds el6tti és alatti részletes
kémiai, biokémiai ¢€és mikrobioldgiai vizsgalataval tdmpontokat nytjtottam az iizemi
fermentalas paramétereinek (elsdsorban a redrying kezelés hémérsékletének) pontosabb
beallitasahoz. Mivel mind a Virginia és mind a Burley dohdny, kedvezd téptalaj lehet a
mikroorganizmusok  szdmara, ezért kiilondsen fontos a fermentacid kezdeti
nedvességtartalmanak szigoru ellendrzése ¢és folyamatos nyomon kovetése a késébbi

feldolgozasi fazisokban is.

108



6 OSSZEFOGLALAS

Doktoranduszi kutatémunkam célja két dohanytipus (Virginia és Burley) ezen beliil harom Virginia
¢s Ot Burley fajta termesztése és elsddleges feldolgozasa, valamint mind a sajat, mind pedig lizemi
termesztésli dohanylevelek biokémiai és mikrobiologiai vizsgalata volt. A sajat termesztési
dohényndvényekkel torténd vizsgdlataimmal kapcsolatban célul tiztem ki lizemi termesztési
dohany anyalevelek biokémiai ¢és mikrobioldgiai vizsgalatat az ilizemi gépi fermentalds soran.
Célkitlizéseim Osszetettségének megfelelden kutatomunkdm is sokrétli volt. Biokémiai
modszerekkel a peroxidaz, a polifenol-oxiddz és a lipoxigendz enzimek aktivitasat, illetve a
dohanymindség kialakuldsaban fontos szerepet jatszo vizben oldhat6 polifenol tartalmat, valamint a
dohanynovény esetleges élelmiszeripari felhasznaldsa szempontjabol dontd fontossdgi vizben
oldhat6 fehérjetartalmat vizsgaltam. Ez utdbbi tanulmanyozasat kiilonosen fontosnak tartottam a
dohdnyndvény esetleges élelmiszeripari felhasznalasa szempontjabol. Ilyen jelleglhi vizsgalatokat
korabban nem igen végeztek. Megallapitottam, hogy a vizben oldhat6é fehérjetartalom, igy az
esetleges ¢€lelmiszeripari felhasznalas szempontjabol egy rovidebb vegetacios periddus eldnydsebb
lehet, mint &ltalam vizsgalt, dohanyipari szempontok szerint valasztott vegetacios periddus. A sajat
termesztésti dohanylevelek széritdsa soran a magas cukortartalmi Virginia fajtdra az altalanosan
alkalmazott, draga, mesterséges szaritds kivaltdsara egy, a természetes és mesterséges szaritas
paramétereinek felhasznaldsaval egy kombinalt moédszert dolgoztam ki, és ezt a modszert
valamennyi sajat termesztésii dohanyfajtamon kiprobaltam. Késobb megallapitottam, hogy a
Virginia dohénylevelek cukortartalma nem csdkken természetes szaritasi koriilmények kozott sem.
Megallapitottam, hogy mind a kombinalt, mind a természetes szaritdsi modszer utdn a vizsgalt
dohanylevelek vizben oldhaté fehérjetartalmanak a novekedd tendencidja miatt nem csak a
vegetacios periddus végén, hanem a szaritds utan is alkalmas lehet a dohdnylevél a fehérjetartalom
kivonasara, illetve a maradék felhasznalasara a fermentdcios periddusban. A vizben oldhato
fehérjetartalom végig kovetésével talan sikeriilt némi tdmpontot nyljtanom egy esetleges, olyan
tovabbi kutatdshoz, amely az igen gazdasagosan termesztheté dohdnyndvénynek a legfontosabb
felhasznalasi teriiletén, a dohdnyiparon kiviil, illetve azzal parhuzamosan valdé hasznositasaval
foglalkozik. A kétféle szaritasi modszer utani fermentacids periddusban a biokémiai vizsgalatok,
valamint a mikrobioldgiai vizsgalatok eredményeit Osszehasonlitottam. Ez wutobbiban a
Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszék segitett. A mikrobiologiai vizsgalatok soran
megallapitottam, hogy a Virginia mesterséges szaritdsa mikrobioldgiai szempontbdl elénydsebb,
mint a természetes szaritds, mert az alkalmazott magas homérséklet miatt a fermentacidba keriild
dohédny fertdzottsége joval kisebb, mint a természetes szaritds esetében. Az lizemi termesztésii

dohény anyalevelek ilizemi gépi fermentdlas eldtti és alatti részletes kémiai, biokémiai ¢&s
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mikrobiologiai vizsgalataval tdmpontokat nyujtottam az iizemi fermentalds paramétereinek
(elsésorban a redrying kezelés homérsekletének) pontosabb beéllitasdhoz. Mivel mind a Virginia és
mind a Burley dohédny, kedvezd téptalaj lehet a mikroorganizmusok szdmara, ezért kiilonosen
fontos a fermentacid kezdeti nedvességtartalméanak szigoru ellenérzése és folyamatos nyomon

kovetése a késobbi feldolgozasi fazisokban is.
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7 SUMMARY

The aim of my PhD dissertation was the biochemical studies of eight varieties of Virginia (three
varieties) and Burley (five varieties) tobacco cultivars during their cultivation and primary treatment
(curing and fermentation). In addition the microbiological studies of tobacco leaves of both own
cultivation and industrial cultivation during fermentation were accomplished.

Practically I was the first who measured the activity of so-called stress enzymes (peroxidase,
polyphenol oxidase and lipoxygenase), the level of the water soluble polyphenol content
(characteristic for the quality of tobacco) and the level of the water soluble protein content
(characteristic for the possible use of tobacco for food industry) in eight varieties of Virginia and
Burley cultivars during my own cultivation.

By statistic methods in the activity of peroxidase, polyphenol oxidase, the level of the water soluble
polyphenol content and the level of the water soluble protein content of tobacco leaves I found
significant differences according to their different positions (their age). At the same time I found
that tobacco lipoxygenase can not be used to find a convergence between the lipoxygenase
isoenzyme compositions of different varieties of tobacco.

I found that a shorter cultivation period (13-14 weeks) is more favourable for tobacco plants as
protein source than for tobacco cultivated for industrial use (16-17 weeks). I found slightly
increasing protein concentrations for both Virginia and Burley varieties in the curing period of both
open-air-curing and combined curing. The end of curing period was found as the most favourable
term for protein isolation from different tobacco cultivars.

A new and cheap curing system (named combined-curing) was worked out that was a special
combination of open-air-curing and flue-curing methods, especially for Virginia varieties of high
sugar content. I used both open-air-curing and combined-curing for all tobacco plants of own
cultivation. Later on I found that the open-air-curing did not decrease the high sugar content of
Virginia varieties.

On the basis of the comparative biochemical and microbiological studies of the effect of open-air-
curing and own combined-curing methods on the fermentation period of tobacco leaves I found that
the flue-curing was more advantageous for Virginia of high sugar content because during these
longer curing methods the infection of Virginia by different microbes was higher than in the case of
flue-curing.

During the biochemical and microbiological studies on the fermentation period of industrial
cultivation of tobacco plants I worked out better parameters for flue-curing and fermentation period
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than the presently used parameters (especially for the temperature of redrying treatment). As the
leaves of both Virginia and Burley are good substrates of microbes, the possibility of infection
before the fermentation could be an important parameter. Before and during fermentation and

further processes a control of humidity (stronger than it is nowadays) is suggested.
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8.2 I1. Melléklet: A felhasznalt tapkozegek osszetétele

1. Tripton-gliikéz-élesztokivonat (TGE agar)

Osszetétele (g/1): Trypcasin (5g), Gliikoz (1g), ElesztSkivonat (2,5g), Agar (20g),

pH=7,0

Eldallitasa:

A komponenseket elszuszpendaltam és vizfiirdon forralva feloldottam, majd 121°C-on 15 percig

sterileztem a tapkozeget.

2. Malatas agar

A penészgombak izolatumainak telepmorfologiai és mikroszkopos morfoldgiai vizsgalataihoz a
MERCK cég portaptalajat, Malatas-agar termékét hasznaltam fel.

Osszetétele (g/1): Malatakivonat (30,0 g), Szojaliszt /szdjahidrolizatum/ (3,0 g), Agar-agar (15,0 g)
Eldallitasa:

A felhasznalasi javaslat szerint 48 g portapkdzeget adtam 1 1 desztillalt vizhez, amelyet vizflirdon
val6é melegités, feloldas utan autoklavban 10 percig 121°C-on sterilizaltam. A taptalaj pH értéke:

5,6 £0,2; 25°C-on.

3. Bengalrozsa — Kloramfenikol, RBC agar

Szintén a MERCK cég portaptalajat hasznaltam fel, a célom a taptalaj valasztdsanal az volt, hogy a
penészek és az élesztok szamara megfeleld kozeget alkalmazzak.(A kloramfenikol a baktériumok
szaporodasat gatolta, a bengalrdzsa pedig a penészgombak ndvekedési sebességét mérsékelte, igy a
gyorsabb novekedési sebességli penésztelepek 0Osszendvése nem kovetkezett be, ami jobb
telepszamlalast eredményezett. Izolatumok gytijtése is jobban kivitelezhetd volt errdl a szelektiv
tapkozegrol.)

Osszetétele (g / 1): mikrobioldgiai pepton (5,0 g), gliikoz (10,0 g), KH , POy (1,0 g), MgS0,4 (0,5 g),
Bengalvords (0,05 g), Chloramphenicol (0,1 g) Agar-agar (15,5 g)

Eloallitasa:

A felhasznalési javaslat szerint 32,2 g portaptalajt adtam 1 1 desztillalt vizhez, amelyet vizfiirdon
oldottam fel, majd autokldvban 15 percig 121°C-on sterilizaltam. A felhasznalas eldtt 50°C-ra
hiitdttem vissza a taptalajt és steril Petri csészébe lemezt ontottem. ( A bengalrozsa fényérzékeny,
igy az RBC agart, a feliileti szélesztéshez kiontott lemezeket leszaritds utdn , felhasznalasig

sOtétben kell tarolni). A taptalaj pH értéke: 7,2 £ 0,2; 25°C-on.
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4. Czapek-Dox-Agar

Mint szintetikus taptalajt alkalmaztuk a fenn emlitett portaptalajt, melynek a gyartodja szintén a
Merck cég volt. A legjellemzébb penészgombdk — faj szerinti meghatdrozasuk céljabdl - izolalasra
kertiltek, ennek a célnak megfeleléen valasztottam ezt a taptalajt, amelyet a hatarozokdnyvek a
malatas agar mellett a legtobb penészgomba esetén eldirnak a makroszkopos telepmorfologiai és a
mikroszkopos bélyegek megtigyeléséhez

Osszetétele (g /1): NaNOs (3,0 g), KoH PO, (1,0 g), MgSO4 (0,5 g), FeSO4 (0,5 g), szachardz

(30,0 g), agar (13,0 g), desztillalt viz (1000 ml)

Eléallitasa:

A felhasznalési javaslat szerint 48 g portapkozeget adtam 1 1 desztillalt vizhez, majd vizfiirdon valo
szuszpendalas, felmelegités utdn autoklavban 15 percig 121°C-on sterileztem. A taptalaj pH értéke:

7,3+0,2; 25 °C-on.

5. Clostridiumok tenyésztésére alkalmas RCM tapleves

A tapkozeg anaerob mikroorganizmusok tenyésztésére és a Clostridiumok sporainak felélesztésére
alkalmas.

Osszetétele (g / 1): husextrakt (10,0 g), pepton (5,0 g), élesztdextrakt (3,0 g), D+ (gliikoz) (5,0 g),
Keményito (1,0 g), NaCl (5,0 g), Natrium- acetat (3,0 g), L- Cysteinum- cholide (0,5 g)

Eléallitasa:

A felhaszndldsi javaslat szerint 33 g portipkdézeget adtam 1 1 desztilldlt vizhez, vizfiirdon
elszuszpendaltam és felodottam, ezutan 10 ml-ként kémcsdvekbe adagoltam, majd autoklavban 15

percig 121°C-on sterilizaltam. A taptalaj pH értéke: 6,8 +£0,2; 25 °C-on.

6. Sabourand taptalaj

A taptalaj alkalmas a penészgombak torzs-izolatumainak fenntartaséara, tarolaséra.

Osszetétele (g /1): pepton és casein (5,0 g), pepton és hus (5,0 g), D + (gliikoz) (10,0 g),

Maltéz (10,0 g), agar-agar (15,0 g)

Eldallitasa:

45 g portapkodzeget adtam 1 1 desztillalt vizhez, majd vizfiirdon elszuszpendaltam ¢és feloldottam,
ezutan pedig autoklavban 15 percig 121°C-on sterilizaltam. A taptalaj pH értéke: 5,4 + 0,2; 25 °C-

on.
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8.3 III. Melléklet: A dohanymintakrol izolalt és azonositott mikroorganizmusok

Aspergillus
niger

Penicillium

Aspergillus echinulatum

parasiticus

Szaritott Virginia dohanylevelekrdl izolalt penészgombak RBC tapkozegen
(19. tablazat; RDE; 2005)

Aspergillus . Asper_gi_llus
niger .- parasiticus

Szaritott Burley dohanylevelekrdl izolalt penészgombak Czapek-agaron
(16. tablazat; RDE; 2004)
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Fermentalt Virginia dohanylevelekrél izolalt Penicillium echinulatum Czapek-agaron
(19. tablazat; FU; 2005)

Szaritott Virginia dohanylevelekrdl izolalt Aspergillus sclerotiorum Czapek-agaron
(19.tablazat; RDE; 2004)

A fermentalt dohanylevelekrol izolalt aerob sporas baktériumok TGE agaron
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Kiilon koszonet a Continental Tobacco Dohanyfermentalé Zrt. munkatarsainak, hogy onzetleniil
tamogattak munkdmat, hiszen szakmai tamogatasuk nélkiil nem késziilhetett volna el dolgozatom.
Koszonet kedves kollégaimnak, az Klelmiszerkémiai és Taplalkozastudomanyi Tanszék
dolgozodinak, akik nagy tlirelemmel és onzetleniil segitették munkamat.

Koszonet csaladomnak és barataimnak.
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