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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI
Doktori munkdmban 0Osszefoglalom a zold biofinomitds és az agrondmiai szeléndusitas

Osszekapcsolasanak lehetOségét vizsgald kutatasunkat az éveld zold fehérjenovény, a lucerna
(Medicago sativa L.) példajan. Kisérleteink soran harom kiilonb6z6 szervetlen szelénformaval
(szelenat (Se(VI); szelenit (Se(IV) és voros elemi szelén (Se(0)) végeztiink talajkezelést eltérd
koncentraciokban, tenyészedényes ¢és szabadfoldi koriilmények kozott. A szelénkezeléseket
kovetden egymas utan négy alkalommal takaritottuk be az Gjrahajtott friss lucernabiomasszat
¢s a zold biofinomitasnak megfeleld technologiaval feldolgoztuk, igy présrost-, levélfehérje-
koncentratum- (LFK) és barnalé-frakciokat kaptunk. Vizsgaltuk a kiilonb6z6é szelénformak

hatasat és beépiilését a biofinomitas soran kinyert frakciokba.

A doktori kutatas célkitizései:

o Kémiai formatol és dozistol fliggden, a szeléndusitds milyen hatast gyakorol az éveld
takarmanyndvény, a lucerna novekedésére €s a zold biofinomitas 1épéssorait kovetve

befolyasolja-e a kinyert frakcidk aranyéat és kihozatalat?

o Melyik szervetlen szelénforma és koncentracié az, amely optimalis ndvénytermesztési

szempontbol és ezzel egyiitt felhasznélasi szempontbol?

o A fortifikalas soran, a lucernaban milyen formakban halmozddik fel a talajbol felvett
szervetlen szelén, és ezek a speciesek hogyan oszlanak meg a feldolgozott

lucernafrakciokban?

o Hogyan befolyasolja az alkalmazott szelénforma €s a koncentracid a szelén szerves

modosulatokba épiilését a lucernaban?

o A szelén fortifikdlas befolyasolja-e a lucerndbol eldallitott frakciok/termékjeldltek

fehérjetartalmat, illetve fitokémiai Osszetételét?

o A tenyészedényes kisérletek eredményeit figyelembe véve, szabadfoldi, kisparcellas
koriilmények kozott, milyen, gyakorlati szempontbol relevansabb eredményekre

szamithatunk?



2. ANYAG ES MODSZER

2.1 Kisérleti beallitasok és szelén kezelések

Tenyészedényes ¢és

szabadfoldi

lucernakisérleteket allitottunk be a

szelénkezelések

elvégzéséhez (1. tablazat). Mindkét esetében 5-10 leveles allapotban végeztiik a talajkezelést,

majd a tenyészedényes kisérletben 4, szabadfoldi kisérletben 3 betakaritast végeztiink a

megfeleld fejlettségi allapotu, betakarithato novényallomanybol. Tenyészedényes kisérlet soran

a teljes friss z6ld biomasszat feldolgoztuk. Szabadfoldi kisparcellas kisérletben hdromszor 1 kg

mintat gyiijtottiink minden parcellarol és a biomasszat z6ld biofinomitéssal feldolgoztuk.

1. tablazat: A lucernakisérletben vizsgalt szelénformak és kijuttatott koncentraciok.

tenyészedényes kisérlet

szelénforma

kijuttatott
mennyiség (mg/kg)

vords

kontroll natrium-szelenat natrium-szelenit  elemiszelén-szol

o Se(VI) Se(IV) Se(0)
1 1 -
0 10 10 10
50 50 50

szabadfoldi kisérlet

szelénforma

kijuttatott
mennyiség (mg/m?)

vords

kontroll natrinm-szelenat natrium-szelenit  elemiszelén-szol
@ Se(VI) Se(IV) Se(0)
0 5 5 50
50 50 100

2.2 A Zold biomassza betakaritas és feldolgozasa tenyészedényes

Kisérletbol

és Kkisparcellas

A z0ldbimbos allapotban 1évé lucernat betakaritas utan zold biofinomitasnak megfeleléen

feldolgoztuk, melynek 1épéseit az 1. abra szemlélteti.

e st

zold frakciondlas
ikercsigas présgéppel

Hékoagulacio mikrohullammal

Sziirés

Barnalé

1. abra: A z6ld biofinomitas folyamatabraja.



A kipréselt lucernabol keletkezd zoldlevet szabadalmaztatott mikrohulldmt hékozlésen alapuld
technikaval 80+£2 °C homérsékleten koagulaltuk (Fdari & Domokos-Szabolcsy, 2018). A
folyamat végére levélfehérje-koncentratum és barnalé keletkezik, melyeket pamut textilen valod

sziiréssel valasztottunk el egymastol (2. abra).

Kipréselt zold lucerna Hékoagulicié utan LFK és barnalé elvalasztisa sziiréssel

2. abra: A z0ld biofinomitas folyamata képekben, a folyamat végén keletkezo frakciokkal,

rost, levélfehérje-koncentratum (LFK) és barnalé.

2.3 Teljes szeléntartalom meghatarozasa
A komplex ndvényi mintdk teljes szeléntartalmanak meghatarozasdhoz salétromsavas

roncsolast végeztiink. A roncsolatok teljes szeléntartalmat hidridgeneralo-atomfluoreszcens
spektrométerrel (HG-AFS) éllapitottuk meg.

2.4 Szelénspeciacio mérések

A szeléndusitott lucernafrakciok speciacids analitikai vizsgélataihoz vizes és enzimes
kivonatokat készitettiink Dernovics és munkatarsai szerint (2002). A szelén-species-ek
elvalasztasat és mérését anioncseréld, kapcsolt kromatografias rendszerben, nagynyomasu
folyadékkromatograf induktiv csatolasi plazma tomegspektrométerrel (HPLC-ICP-MS)
végeztiik, és a '8Se és 8°Se tomegszamu szelén izotopokat detektaltuk.

2.5 Nyersfehérje- és aminosavtartalom meghatarozasa

A szeléndusitott lucernaminték nyersfehérje-tartalmat Kjeldahl szerinti modszerrel hataroztuk
meg. A mérések akkreditalt koriilmények kozott MSZ EN ISO 5983-2:2009 szamu szabvany
szerint torténtek. A fehérjealkotd aminosavak mérése az MSZ EN ISO 13903:2005 szdmu

szabvany szerint, s6savas hidrolizist kovetden ninhidrines szarmazékképzéssel tortént.



2.6 Fitonutriensek kvalitativ, kvantitativ meghatarozasa
A fitonutriense kvizsgalatahoz a liofilizalt, poritott mintakbol és a folyadék barnalevekbdl

metanolos kivonatokat (70 (V/V)%) készitettiink. A vizsgalatokat ultranagy-hatékonysagu
folyadékkromatograf elektrospray ionizacios tomegspektrométer (UHPLC-ESI-MS) analitikali
rendszeren végeztiik. A retenciés id6 és a fragmentaciés mintazat alapjan, szoftveresen

elemeztiik és azonositottuk a komponenseket.

3. EREDMENYEK

3.1 Szabadfoldi lucernakisérlet betakarithaté biomassza eredményei
Az egy négyzetméterrdl betakarithatd friss biomassza mennyiségét a 3. abra szemlélteti. A

kezelések utani elsé betakaritaskor talaltuk a legtobb biomasszat, a betakaritas atlaga 1,9 kg/m?
volt. Ezt kovetden a masodik 1,2 kg/m? a harmadik 1,3 kg/m? betakarithatd friss
lucernabiomasszat eredményezett. A szelénkezeléseket betakaritason beliil vizsgalva, atlagosan
hasonl6 biomassza eredményeket ért el mind a harom vizsgalt betakaritas alkalmaval. Nagyobb
koncentracidéban (50 mg/m?) azonban a kontrollnal atlagosan tobb friss biomasszat lehetett
betakaritani négyzetméterenként mindkét ionos forma esetében. Ez a pozitiv kiilonbség az elsé
betakaritas alkalméaval bizonyult a legnagyobbnak, a kontroll érték 1899 g/m?, az 50Se(1V)
2015 g/m?, az 50Se(V1) pedig 2086 g/m? volt.
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3. abra: Parcellakrol betakarithat6 friss zold biomassza mennyisége g/m?-ben kifejezve,

harom egymast kovetd betakaritas alkalmaval.

3.2 Szelénkezelt lucerna frakcionalas eredményei
A tenyészedényes lucerna esetében a tobb koncentracioban és formaban végzett szelénkezelés

nem befolyésolta a rost- és zoldlé-frakciok kihozatali ardnyat. A tovabbiakban a z6ldlében 1évo
fehérjék mikrohulldmu koagulalasat kovetden elvalasztott LFK- és barnalé-frakciok aranya sem

valtozott tendenciozusan a szelénkezelések hatasara. Atlagosan 40+3,6% rost, 38+4,7%



barnal¢ és 20+3,2% LFK kihozatalt értlink el a tenyészedényes kisérlet 4 vizsgalt
betakaritdsaban. Ezek az ardnyok Osszhangban vannak korabban, tobb ismétlésben végzett
frakcionalasi adatokkal (Kaszds et al., 2020a; Kaszds et al., 2020b; Domokos-Szabolcsy et al.,
2020; Hansen et al., 2022).

Szabadfoldi, kisparcellés kisérletbdl szarmaz6 lucernafrakcidok egymashoz viszonyitott aranyat
a 4. ébra mutatja be. Nem tudtunk 6sszeﬁiggést kimutatni a szelénkezelés ¢és a frakciok
eredmények azonban Gsszehangban vannak korabbi, szabadfoldi lucerna fajtadsszehasonlito
kisérlet feldolgozasi adataival (Kovdcs et al., 2022), vagyis a présrost 30 %-ban, az LFK 17%,
a barnalé pedig 50 %-ban keletkezik a folyamat végére. A tenyészedényes kisérletben azonban

a présrost 40%-os részt ért el szemben a szabadfoldi kisérletben tapasztalt 30%-Kal.
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4. ébra: Szabadfoldi lucernakisérletbdl szarmazé frakciok szdzalékos megoszlasa a

szelénkezelést kovetd elsd betakaritaskor.

3.3 Szarazanyag-tartalom a szeléndusitott lucernafrakciokban
Tenyészedényes kisérletben nevelt lucernabodl eldallitott LFK szarazanyag-tartalma a négy

betakaritas soran 16,5-31% kozott valtozott, atlagosan 25,4% volt. Az ionos Se-formak
tekintve a 10Se(VI1) kezelt LFK szarazanyag-tartalma 80%-a volt a kontrollhoz viszonyitva, az
50Se(1V) pedig 83%-a. A rost szarazanyag-tartalma 35,2-51,5 % kozotti volt a kezelt és a
kontroll lucernafrakcioban. A szabadfoldi kisérlet soran a rost- és LFK-mintdk esetében is
kisebb az értékek terjedelme a tenyészedényes kisérlethez viszonyitva, mely a kisebb doézisu

szelénkezelések hatasanak tudhato be. A rost 41-50% szarazanyag-tartalommal rendelkezett,



az LFK pedig 23-27%-kal (2. tablazat). A szelénkezeléseknek nincs egyértelmii negativ hatasa

arost és LFK szdrazanyag-tartalmara a szabadfoldi koriilmények kozott.

2. tablazat: Szarazanyag-tartalom eredmények a szabadfoldi lucerna kisérletbdl,

tomegszazalékban kifejezve ((m/m) %), a kezelések és a harom vizsgalt betakaritas atlaga

(n=3).
Betakaritas

rost 1. 2. 3.
Kontroll 48.3+0,5 42 3+1.7 42.4+0.4
5Se(VI) 48.7+1.7 41,1+1.2 42,5445
508e(VI) 47.8£1.5 42.6+0,5 42,4412
5Se(1V) 48,6£0,6 423407 41,9+1,5
50Se(IV) 49.2:+0.6 42.1+1.1 41,0+0,6
50Se(0) 479408 41,5+1.5 423419
100Se(0) 50,504 42.3+1.1 41,8+0,8
LFK

Kontroll 26,1£1,0 25,0+1.0 25,2404
5Se(VI) 26,1£2.6 25.3+0.6 24.8+0.,6
508e(VI) 26,4+2 8 23,6+0.9 25,1+0,5
5Se(IV) 26,3+09 24.4+0.4 26,5+1,3
508e(IV) 27,2404 25,5+1.8 24.0+2.1
508e(0) 244+13 25,1+1.2 23,0+2.5
100Se(0) 27,3£1,0 24.84+2.0 25,5+1,6

3.4 Nyersfehérje-tartalom és aminosavosszetétel a szelénkezelt lucernafrakciokban
A zo6ldlében 1évo fehérjék koagulalasanak eredményeképpen az LFK-frakciok nyersfehérje-

tartalma volt a legmagasabb (36,3+4,1 m/m%) ezt kovették a rost-frakciok (10,5+1,4 m/m%)
¢s a barnalé (1,1+0,3 m/m%). A kezelések tekintetében a harmadik betakaritas kivételével a
tenyészedényes kisérlet soran a legnagyobb nyersfehérje-tartalmat a kontroll LFK-ban mértiik.
Az ionos formak, vagyis a 10Se(VI) és 50Se(IV) nagy koncentracioi az LFK nyersfehérje-
tartalmanak csokkenését okoztak, mely a toxikus szelénszint jellemz6je (Kolbert et al., 2019).
A préselt rost fehérjetartalma hasonlé tendenciat mutatott mint az LFK. A legkisebb értékek a
negyedik betakaritaskor 8,47 és 10,16 (m/m)% voltak (5. abra). A barnalé nitrogéntartalma 0,58
és 1,59 (m/m)% kozott valtozott (5. dbra). Az LFK- és a rostfrakcidkkal dsszehasonlitva a
barnal€ Kis szorasa kovetkeztében, értékeiben nem olyan erdsen kimutathato a szelénkezeléssel

Osszefliggd tendencia.
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5. abra: Tenyészedényes kisérlet LFK-, rost- és barnalé-frakcioinak nyersfehérje-tartalom
eredményei a négy egymast kovetd betakaritds alkalmaval. Az atlag értékek (n=3) kozotti

statisztikailag szignifikans kiilonbséget az oszlopok fol¢ irt eltérd betiik jelzik (p < 0,05).

A szeléntartalom és a nyersfehérje-tartalom kozott negativ Osszefliggést tapasztaltunk a nagy
koncentracioji kezeléseknél (10Se(VI), 50Se(IV), 10Se0) a betakaritdsok soran. Az elsé
betakaritds alkalmaval, mikor a szeléntartalombol a legnagyobb értékeket mértiik, a

nyersfehérje-tartalom alacsonynak bizonyult (6. abra).
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6. abra: Levélfehérje-koncentratum (LFK) nyersfehérje-tartalom és teljes szeléntartalom

10 mg/kg szelenat és 50 mg/kg szelenit kezelések esetében.

A szabadfoldi lucernakisérletben harom egymast kovetd betakaritast végeztink a
szelénkezelések utan. A mintatipusok atlagos értékeit figyelembe véve a szabadfoldi és a
tenyészedényes kisérletben hasonlo eredményeket kaptunk. Az LFK nyersfehérje-tartalma volt
a legmagasabb a szabadf6ldi kisérletben 38-39 % (7. abra). A tenyészedényes kisérlettel
szemben szabadfoldi koriilmények kozott kisebb dozisokat alkalmaztunk. Ezzel 6sszefiiggden

nem tapasztaltunk nagymeértéki kiilonbséget a fehérjetartalom valtozasaban a kezelések kozott.
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7. abra: Nyersfehérje-tartalom eredmények a levélfehérje-koncentratum (LFK) frakciobol, a

harom egymast kdvetd betakaritas atlagaban, a szabadfoldi kisparcellds kisérletben.



A proteinogén aminosavak mennyiségét a tenyészedényes kisérlet esetében 1. és 4. betakaritas
LFK- és rostfrakciokbdl hataroztuk meg. Az aminosavak Osszegét tekintve csokkenés
figyelhet6 meg azonban a 10Se(VI) és az 50Se(IV) kezeléseknél nétt az aminosavak
mennyisége a 4. betakaritdsra a rost- és LFK-mintakban. Azonban kiilonb6zé mértékben a
10Se(VI) kezelés esetén az LFK-ban, 50Se(IV) kezelés esetén pedig a rost mintaban volt

nagyobb az aminosavak novekedése.

3.5 Szeléntartalom és szelénspeciacio mérések eredményei
A z06ld biofinomitas soran keletkezd frakciok, LFK, rost és barnalé szeléntartalmat mind a négy

betakaritds alkalméval meghataroztuk. Emellett a z6ld frakcionélés alapanyagéul szolgalo friss
hajtasok szeléntartalmat is megmértiik levelekre és szarra bontva. A szelénkezelést egyszer
végeztiik a magvetést kovetden, igy a vizsgalt vegetacios periodus alatt a ndvények a talajbol
vették fel a kijuttatott kiilonb6zé szelénformédkat. A négy egymadst kovetd betakaritas
eredményei a 3 vizsgalt szelénforma (Se(VI), Se(IV), Se0) felvételének dinamikajat mutatjak.
A friss hajtdsokat vizsgalva a levelek tendencidzusan tobb szelént akkumuléltak minden
szelénforma és koncentracio esetében, mint a szarak. Az elsd betakaritas soran 10 mg/kg
szelenat (Se(VI)) kezelés esetében 6,5-szer tobb szelén volt a levelekben (211,1£3,5 mg/kg)
mint a szarakban (32,1+4,1 mg/kg). 50 mg/kg szelenit (Se(IV)) kezelés esetében is nagy volt a
szeléntartalom mindkét frakcioban (levelekben 148,9+2.4, szarban 59,4+7,2 mg/kg), de a
kiilonbség itt csak 2,5-szeres kozottiik (8. abra). A vords elemi szelénnel (10Se(0), 50Se(0))
kezelt novények esetében jellemzden Kisebb koncentraciokat tudtunk mérni. A két ionos format
vizsgalva, a kezeléseken beliil, az eltelt idovel folyamatosan csokken a szeléntartalom a 4
betakaritas végére. Az vords Se(0) alkalmazasa csokkent Se-felvételt mutatott a Se(VI) és
Se(IV) ionos formakhoz képest, azonban a négy betakaritas k6zott a vords elemi szelénnél

kisebb ingadozast észleltiink.

Lucernaszar és -levél teljes szeléntartalom az elsé betakaritaskor
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8. abra: A lucernaszar és -levél teljes szeléntartalma az elsd betakaritas alkalmaval, 20 nappal

a szelénkezelés utan.
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A feldolgozott lucernafrakciok szeléntartalmat osszehasonlitva legnagyobb értékek az LFK-
frakciokban voltak mérhetéek, ezt kdvette a rost- és a barnalé-frakcid (3. tablazat). A rost
szeléntartalma hozzavetdlegesen a negyede az LFK-ban mért koncentracidknak minden
betakaritasnal. A barnalevek szeléntartalma 0,33-120,5 mg/l kozott alakult a kezelés és

betakaritasok fliggvényében, jellemz6en tizede az azonos feldolgozasbol szarmazd LFK-nak.

3. tablazat: A zold frakcionalassal keletkez szeléndusitott lucernatermékek teljes
szeléntartalma. Az egy betakaritason és mintatipuson beliil kiillonb6z0 betiikkel felsé indexalt

értékek kozott szignifikans (p < 0,05) kiilonbség mutathaté ki (Tukey-teszt alapjan).

Teljes szeléntartalom

Levélfehérje-koncentratum (LFK) [ng/g]
Betakaritas 1. 2. 3. 4.
0Se 0.7£0.04 &  1.1+0.13 ® 0.8+0.02 & 0.7£0.01 ®
1Se(VI) 03.0+1.95 ¢ 4674045 ° 114+0.18 T 6.6+0.01 ¢
10Se(VI)  916.7+24.66 * 507.4+31.79 * 165.126.66 °  52.7+0.41 ©
1Se(IV) 18.6+033 T 12.620.79 &  4.0+0.05 ¢ 03+0.18 ¢
10Se(IV) 02,3358 ¢ 64.9:020 ¢ 29.0=0.04 ©  34.4+040 ©
50Se(IV)  512.7+29.06 ° 294.1+0.36 ° 183.3+0.06 * 122.1+2.46 °
10Se0 38.84034 ¢ 29.1+045 ' 4472098 ¢  36.620.16 °
50Se0 1263526 ¢ 62.1+1.67 ¢  66.6+2.20 ©  63.8+3.20 °
Rost (ng/g]

Betakaritas 1. 2. 3. 4,
0Se 0.9+0.04 ° 1.0=0.27 ® 0.9+0.10 ® 0.8£0.03 *
1Se(VI) 41.6+4.55 ¢ 8.7£0.01 © 5240555 2.0£037¢
10Se(VI) 343.4+4.80 ° 1471043 * 378+007° 13.7+0.02 ©
1Se(IV) 72+0.13 ¢ 332019 1.7+0.05 & 3.2+0.09 °
10Se(IV) 5274169 ¢ 14.0+021 ¢ 13.3%029°¢ 7.940.02 ©
50Se(IV) 171.01.86 °  89.4+0.59 ° 451+0.05* 323027 ?
10Se0 10.6+0.18 ©  7.8+0.04 ©  10.5£0.95 ¢  11.5+0.03 °
50Se0 34.4+0.14 ¢ 1944019 ¢ 17.0+0.15°  20.3+2.44 °

Barnalé [png/ml]
Betakaritas 1. 2. 3. 4,
0Se 0.2+0.01 © 0.2+0.02 * 0.1=0.00 ¢ 0.1£0.01 &
1Se(VI) 17.8+0.02 © 2.60.02 © 0.6£0.00 ©  03+0.07 ¢
10Se(VI) 120.5£7.95 *  62.0+0.07 * 10.6=031°  3.9+0.04 ©
1Se(IV) 214001 ¢ 09+006¢  05+023F  07+002°f
10Se(IV) 18.3+0.13 ¢ 7.2+0.05 © 1.6+0.03 5 22+025°
50Se(IV) 78.5£129 % 3424023 % 116003 *  9.1+0.04 °
10Se0 2.7+0.01 © 2120027 312000 ¢  25+025°
50Se0 17.7£0.23 © 6.6+0.05 ¢ 3.840.02 © 494030 °

Atlag értékek = szoras (n=3)

A kijuttatott kémiai forma erdsen befolyasolta a frakcidkba épiilt szelén mennyiségét. Az elsd

betakaritaskor a 10Se(VI) kezelés esetén 916,6 mg/kg volt az LFK szeléntartalma (a
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legnagyobb érték az LFK-ban), ugyanakkor 10 mg/kg koncentracioban kezelve szelenittel
(10Se(IV)) csak 92,3 mg/kg, vords elemi szelénnel (10 mg/kg Se0) 38,7 mg/kg szeléntartalma
volt az LFK-nak (3. tablazat). A legnagyobb mértékii, mintegy 17-ed részre torténd csokkenést
a 10Se(VI) kezelés esetén talaltuk: 919,9 mg/kg az elso betakaritaskor, 507,4 mg/kg a masodik,
165,1 mg/kg a harmadik és 52,7 mg/kg az utolso, negyedik betakaritaskor (3. tablazat). Ezzel
szemben a voros Se(0) alkalmazasa, fliggetlentil a kezelés koncentraciojatol, kisebb mértékben
csOkkentette az LFK szeléntartalmat. Azonos koncentracioban alkalmazva a szelenatot

(Se(V1)) a névények nagyobb mennyiségben vették fel, mint a szelenitet (Se(IV)).

A tenyészedényes Kkisérletben alkalmazott szelén dozisok mellett kapott nagy teljes
szeléntartalmak figyelembevételével a szabadfoldi koriilmények kozott kisebb dozisokat
hasznaltunk a lucerna agrondmiai dusitasanak optimalizalasahoz. A biomasszahozam és a
nyersfehérje eredmények arra mutattak ra, hogy ezek az alkalmazott kezelések a névénynek

nem okoztak gatld, negativ stresszt vagy toxikus felhalmozodast.

Teljes szeléntartalom (ng/kg)
2
]

AN S S D 3 ) ) D RS N D 3 D )

& &S &S S TS & SS
& 5§ F & RO I L
rost levélfehérje-koncentratum (LFK)

M 1. betakaritas ® 2. betakaritas ® 3. betakaritas

9. abra: Szabadfoldi lucerna kisérlet rost- és LFK-mintainak teljes szeléntartalom eredményei

harom egymast kovetd betakaritas alapjan.

Szelénmennyiség szempontjabdl a tendencia hasonld a frakciok kozott, vagyis a barnalébe
keriilt a legkevesebb, melyet a rost kovet, az LFK pedig a legtobb szelént tartalmazza, ahogyan
a tenyészedényes kisérletben is tapasztaltuk. Az 9. dbra szemlélteti a rost- és LFK-mintak teljes
szeléntartalmat, a harom egymast kovetd betakaritas soran lathaté a tendencia. A kezeléstol
eltelt idével ardnyosan csokken a felvett €s beépiilt szelén mennyisége, ugyanakkor a legtobb
kezelésnél kiugré valtozasokat nem tapasztaltunk. Kivétel ez alol az 50 mg/m? Se(VI) és a 100

mg/m? Se(0) kezelés, rost- és LFK-mintak esetében is ezeknél a mintaknal kaptuk a legnagyobb

12




szeléntartalom eredményeket az elsd betakaritdskor. Az LFK esetében ezek az értékek
jelentdsen kiugronak bizonyultak, az 50Se(VI) kezelésnél 3349 ng/kg, a 100Se(0) esetén pedig
254 ng/kg volt (9. abra). Barnalébdl is az 50Se(V1) és a 100Se(0) elsé betakaritas mintainal
talaltuk a legnagyobb értékeket, bar a szabadfoldi kisérletbdl szadrmazd barnalevek
szeléntartalma viszonylag alacsony volt. Az 50Se(VI) magas értékei az els6 betakaritas

alkalmaval a tenyészedényes kisérletnél megfigyelt hasonl6 trendekkel magyarazhatok.

Ahogyan a szeléntartalomnal megfigyelhetd volt, a specidciomérések alkalméval is a
levelekben mértiink nagyobb értékeket a szarakhoz képest (4. tablazat). Altalanos tendencia,
hogy a vizes kivonatokban a szervetlen szelenatforma volt a dominans, bar a vizes
kivonatokban is talaltunk szelenometionint (SeMet), azonban ennek donté mennyisége csak az
enzimes feltaras utan volt mérhetd. Nagymértékii szelenattartalom csokkenést talaltunk az elsd
betakaritas és az utolso betakaritas kozott, kifejezetten a 10Se(VI1) kezelés esetében a teljes
szeléntartalom eredményeivel korrelalva. Szar esetében 79,5-r61 4,3-ra, levélmintaban pedig a
vizes kivonatokban 901-r61 10,7 mg/kg-ra csokkent a szelenattartalom. Erdekes eredmény,
hogy a vizsgalt mintakbol még az 50 mg/kg Se(IV) koncentracioban kijuttatott szelenit esetében

sem tudtuk a szelenitet kimutatni.

4. tdblazat: Modosulatanalitikai vizsgalatok eredményei. A lucernaszarbol és -levélbdl késziilt

vizes és enzimes kivonatok SeMet és Se(VI) tartalma (Kovdcs et al., 2021).

Szel tionin- (SeMet) és szelenat-tartalom (Se(VI)) lucernaszirban és -levélben
Vizes kivonat [mg/kg]
szar levél
SeMet Se (VI) SeMet Se (V1)

Betakaritis 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4.  Betakaritas
108e(VI) 2,2 0,9 0,5 79,5 323 43 8,2 1,5 1,2 901 141 10,7 10Se(VI)
508e(1V) 1.7 1.4 1,1 89 224 5,2 2,3 1,9 4.2 336 65,8 20,5  50Se(1V)

505¢0 0,6 0,3 0,5 6.5 0,7 2,7 1.8 0,6 1.4 51.7 3.9 1,5 508e0
Enzimes kivonat [mg/kg]
szar levél
SeMet Se (VD) SeMet Se (VI)

Betakaritas 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2, 4.  Betakaritas
10Se(VI) 18,1 14,3 4.8 8.1 6 0.8 714 41 24.8 86.8 18,1 2,6 10Se(VI)
50Se(1V) 17,7 12,3 8,5 13 52 0.8 56,9 349 224 30.8 12,9 29 5085e(1V)

5080 7.1 4,1 11,9 1.1 *nd nd 20,2 13,1 7.6 5.4 0,6 nd 508e0

*nem detektalt (=LOD)

A két legnagyobb mennyiségben talalt szelénforma a szervetlen szelenat (SeO4>) és a szerves
form4ju szelenometionin (SeMet) volt minden vizsgélt frakcioban (LFK, rost, barnalé) és

kivonatban (vizes és enzimes kivonatok).

A SeMet mennyisége 0-246 mg/kg kozott valtozott az LFK-mintakban (5. tablazat). A szelenat
legnagyobb mennyiségben az els6 betakaritas alkalmaval 10Se(V1) kezelt LFK-mintaban volt,

451 mg/kg szaraztdmegre vetitve. A szervetlen szelenat forma mennyisége minden vizsgalt
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mintatipus esetén (LFK, rost, barnalé¢) kovette azt a tendenciat, mely a teljes szeléntartalomnal

megfigyelhetd volt.

5. tablazat: Modosulatanalitikai vizsgalatok eredményei. Az LFK-, rost- és barnalé-mintakbol

késziilt vizes és enzimes kivonatok SeMet- és szelenat- (SeVI) tartalma (Kovacs et al., 2023).

Szelenometionin- (SeMet) és szelendt-tartalom Se(VI) levélfehérje-koncentritum- (LFK), rost- és barnalé-mintikban

LFK [mg/kg] Rost [mg/kg] Barnalé [ug/ml]
SeMet Se(Vi) SeMet Se(VI) SeMet Se(V1)
Betakaritds 1. 2, 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4 1. 2. 4. 1. 2. 4. Betakaritis
Vizes kivonat
10Se(VI) I nd" nd 451 181 12 1.9 0.6 nd 237 68 2,6 03 01 0 111 52 25 10Se(VI)
508e(IV) nd nd nd 241 71 16 0,7 0,7 nd 98 34 36 01 0 02 74 16 55 508e(IV)
50Se0 nd nd nd 41 39 62 nd nd nd 17 2,1 14 01 0 0 12 35 25 508e0
Enzimes Kivonat
10Se(VI) 246 164 38 30 14 0,7 48 27 6,5 29 13 nd 01 01 nd 35 07 01 10Se(VI)
S0Se(Iv) 158 128 68 13 406 1,9 32 22 15 18 69 1.2 01 0 01 24 05 02 508Se(IV)

50Se0 6] 46 36 45 nd nd 75 74 9 16 nd nd nd nd 01 02 03 05 50Se0

" nem detektalt (<LOD)

A SeMet aranya fontos informécio, mivel a dusitassal célunk, hogy szerves szelénben gazdag,
magas hozzaadott értékii termékjeldlteket/frakcidkat tudjunk eldallitani a lucerndbol. A SeMet
mennyisége az enzimatikusan feltart mintakban minden vizsgalt esetben tobb volt, mely arra
utal, hogy a szerves SeMet-forma proteinekbe beépiilve talalhat6 a lucernafrakciokban. A nagy
fehérjetartalmt LFK és Kisebb rostmintak SeMet-tartalmat vizsgalva forditott aranyt talaltunk
a SeMet megoszlasaban. Bar a 4. betakaritasra a vizsgalt mintakban a teljes szeléntartalom és a
szelenat forma mennyisége is lecsokkent, kiilondsen az ionos formaju kezeléseknél (10Se(VI),
50Se(1V)), ugyanakkor a SeMet-aranya novekedést mutatott. Az elsé betakaritaskor a minta
szeléntartalmanak 18%-a volt SeMet a rostban, és 35%-a az LFK-ban. A negyedik
betakaritaskor ez 45%-ra emelkedett a rostban és 60-70%-ra az LFK-ban (10. 4bra).

Szelenometionin-kihozatal

a2z

60

§ 50
£ 40 B |
S30
N
- 20
0 - - - - - -
10Se(VI) 50Se(IV) 50Se0 10Se(VI) 50Se(1V) 50Sel
rost rost rost LFK LFK LFK

® 1. betakaritas 2. betakaritas 4. betakaritas LFK: levélfehérje-koncentratum

10. abra: SeMet-kihozatal a teljes szeléntartalom szazalékaban. A két szelén és SeMet-
tartalom szempontjabdl relevans LFK- és rostfrakciokban az els6, masodik és negyedik

betakaritas soran.
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3.6 Fitonutriensek és fenolos komponensek a szeléndusitott lucerna frakciokban
Osszességében a fitokémiai komponensek profilja a vizsgalt frakcioban hasonlé volt. Az

irodalmi forrasokkal 6sszhangban (Stochmal et al., 2001a; Stochmal et al., 2001b), a fenolos
komponensek koziil a flavonoidok voltak a legnagyobb mennyiségben jelenlévé anyagok
valamennyi hidroalkoholos extraktumban (11. abra). A 37 azonositott flavonoidbol aglikonokat
¢és glikozil szarmazékokat talaltunk flavanon, flavonol, flavon, flavon, izoflavon és kalkon
alapvazakkal. A legjellemzG6bb alapvazak az apigenin, tricin, krizoeriol voltak. A flavonoidok
cukorlanca nem kizarolag gliikkuronsav volt; az apigeninben, a naringeninben ¢€s a kvercetinben
gliikozt és xilozt is azonositottunk. A masik nagy csoport a szaponinok voltak, melyek koziil
szamos ismeretlen alapvaza vegyiilet keriilt eld, de talaltunk medikozid, medikagénsav,

azukiszaponin €s szdjaszapogenol alapzavu vegyiileteket is, melyek kordbban azonositasra
kertiltek (Rafinska et al., 2017).

A pterokarpanok koziil a medicarpin (3-hidroxi-9-metoxi-metoxi-terokarpan) ([M+H]+ ion m/z
271,09704) és a metilnissolin (3-hidroxi-9,10-dimetoxi-terokarpan) ([M+H]+ ion m/z

301,1076) valamennyi lucerna frakcioban detektalhat6 volt.

Fenolos komponensek levélfehérje-koncentratumban (LFK)
= Flavonoid
2 = Szaponi
p zaponin
' Kalkon
Pterokarpan

m Kumesztrol

[db] ™ Fahéjsav szarmazékok

11. abra: Azonositott fitonutriensek vegyiiletcsoprtokra bontva az LFK-mintakban.

A kvalitativ vizsgalati eredmények alapjan, a hozzaférhetd standardok ismeretében, néhany
pozitiv vagy negativ élettani szereppel bird fitokomponens mennyiségét is meghataroztuk
frakcionként a szelénkezelések fiiggvényében. A hidroalkoholos kivonatok kvantitativ
elemzése alapjan a négy betakaritason beliil az apigenin gliikkuronid és az apigenin (4'.5.7-
trihidroxiflavon) aglikonok voltak a legnagyobb mennyiségben eléforduld flavonoidok. A
rostfrakcioban volt a legnagyobb az apigenin-7-O-gliikuronid koncentracidja, 90,82-170,85
ng/g kozott, mig az LFK-ban és a barnalében 33,31-68,10 ng/g és 376,13-1098,88 ng/ml kozotti

volt. Az apigenin volt a méasodik legnagyobb mennyiségben eléfordulo flavonoid a mennyiségi
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meghatarozasra kivalasztott flavonoidok koziil, 7,97-72,93 ug/g kozotti értékekkel. Az
apigenin-7-O-gliikuroniddal ellentétben az apigenin az LFK- és a rostfrakciokban sziik, 13-24
ug/g tartomany kozott valtozott, kivéve a 4. betakaritdskor, amikor a rost frakcioban atlagosan

67 ng/g mennyiséget mértiink, fliggetleniil a Se-kezeléstol.

A Se-kezelés formaja és koncentracidja hatast gyakorolt az apigenin (4'.5.7-trihidroxiflavon) és
az apigenin-7-O-gliikuronid tartalomra a vizsgalt frakciokban. Mindkét flavon koncentracidja
emelkedett a Se(IV) és Se(VI) kezeléseknél, kiilondsen az 1. betakaritds alkalméval, mig a
voros elemi szelén (Se(0)) koncentraciotol fiiggetleniil Kisebb értékeket mutatott a kontrollhoz
képest. A tobbi hidroxiflavon, a luteolin (3'.4'.5.7-tetrahidroxiflavon) és szarmazékai, illetve,
luteolin-7-O-gliikuronid, luteolin-di-O-gliikkuronid, luteolin-4'-O-gliikuronid-7-O-
[feruloil(1—2)-gliikuronil(1—2)-gliikuronid] a barnalében detektalhatoak voltak, ugyanakkor
né¢hdnyuk hianyzott a rost- és LFK-frakciokbol. A luteolin aglikon koncentracidja minden
lucernafrakcioban jelent6sen kisebb volt (0,71 - 5,10 pg/g), mint az apigeniné. A tricin (3',5'-
Dimetoxi-4',5,7-trihidroxiflavon) atlagosan 14,5 pg/g koncentracioban volt jelen az LFK- és a
rostmintdkban és ~160 ng/ml koncentracidban a barnalében. Az izoflavonok koziil négy
vegyliletet azonositottunk, melyek koziil a formononetin (7-hidroxi-4'-metoxi-izoflavon)
koncentracioja 0,34-8,39 pg/g kozott valtozott az LFK- és a rost-frakciokban és 3,16-80,04
ng/ml kozott a barnalében. Az 1 mg/kg Se(IV) és a 10 mg/l vords elemi Se(0) kezelés a
kontrollhoz hasonldé formononetin-tartalmat mutatott. Ezzel szemben a Se(VI), Se(IV) ¢és a
vorés elemi Se0 nagy koncentracioji kezelése alacsonyabb formononetin-tartalmat
eredményezett a harom frakcion beliil. A Se-kezeléstol fliggetleniil a medikagénsav és annak
rovid vagy hosszi mono-, bi- vagy tridezmozid cukorlancokkal alkotott kombinacidi voltak a
legnagyobb mennyiségben el6forduld szaponinok valamennyi lucernafrakcioban. A lucerna
négy egymast kovetd betakaritasa soran a medikagénsav koncentracidja az LFK- és a
rostfrakciokban 0,11-1,86 ug/g kozott mozgott, mig a barnalében 0,72-32,72 ng/ml kozott
alakult.
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4. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI
1. Eredményeink alapjan a vords elemi szelén szol sikeresen alkalmazhaté a tobbszor

ujrasarjado lucerna (Medicago sativa L.) szelénnel torténd dusitasara.

2. Eredményeink alapjan megallapithato, hogy zart nevelési koriilmények kozott a lucerna
(Medicago sativa L.) zold biofinomitassal és mikrohullamt koagulalassal frakcionalt
termékeinek (levélfehérje-koncentratum (LFK), rost, barnalé) mennyiségi aradnyait nem
befolydsolja a ndvény szelénnel valé dusitdsa. Ugyanakkor szarazanyagtartalom,
nyersfehérje-tartalom tekintetében az emelt szeléndozis (10 mg/kg szelenat és 50 mg/kg
szelenit) statisztikailag kimutathaté moddon csokkentette a levélfehérje-koncentratum ¢€s

rostfrakciok értékeit.

3. A z0ld biofinomitasban gyakran alkalmazott fehérjendvény, a lucerna (Medicago sativa L.)
LFK-, rost- és barnalé-frakcioi koziil a szelén minden esetben az LFK-ban halmozddott fel
legnagyobb ardnyban fiiggetleniil az alkalmazott szelén formdjatol (szelenat, szelenit, voros

elemi szelén) és a kijuttatott koncentraciotol.

4. A voros elemi szelénnel kezelt novények esetén talaltuk a legnagyobb mértékii szerves
szelén (szelenometionin forméaban) beépiilését LFK- és rostfrakciokban. Nagy d6zist ionos
formakkal (10 mg/kg szelenat és 50 mg/kg szelenit) torténd kezelés esetén nem ndvelhetd
aranyosan a beépiilt szerves formak, mint a szelenometionin mennyisége a lucerna

(Medicago sativa L.) hajtasokban.

5. Az LFK, mint alternativ takarméanyfehérje szelénnel valo dusitasara a vords elemi szelén
kiegyenlitettebb szelénfelhalmozddast eredményez az ionos formékkal (szelenat, szelenit)

szemben az egymast kovetd tobbszori betakaritasok alkalmaval.

6. Fitonutriensek kvalitativ és kvantitativ vizsgalataval igazoltuk, hogy a szelén az alkalmazott
koncentraciotartomanyban ¢€s kisérleti beallitasok mellett nem okozott mindségi vagy
szamottevd mennyiségi valtozast a lucerna eredetli frakciok (LFK, rost, barnalé)

szekundermetabolit-osszetételében.
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5.AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

18

1. A zold biofinomitdsban ismert alapvetd frakcionalasi 1épéssorozat alkalmazhat6

agronomiai szeléndusitassal egyiitt anélkiil, hogy lényeges valtozadsok lennének a

frakciok egymashoz viszonyitott ardnyaiban.

. Kisérletesen igazoltuk, hogy a szelenit (1 - 50 mg/kg), a szelenat (1 - 10 mg/kg), és a

voros elemi szelén 10 — 50 mg/kg tartomanyban nem befolyasolja a lucernalevélfehérje-

koncentratum kihozatalat.

3. A feldolgozott lucerna frakcioit 6sszehasonlitva, a levélfehérje-koncentratumban (LFK)

halmozddott fel a szelén legnagyobb mértékben. A takarmanyfehérje-alternativa LFK
szeléndusitasara (fortification) a voros elemiszelén-format alkalmasabbnak talaltuk, mert
kiegyenlitettebb  szelénfelhalmozodéast eredményez, Osszehasonlitva az ionos
szelénformakkal. Gyakorlati hasznositds szempontjabol jelentds, hogy az igy koncentralt
fehérje tehat nem csak takarmanyfehérjeforrasként értékes, hanem biologiailag

kedvezdbb szerves formdju szelénnel is gazdagithato.

. A kémiailag szintetizalt vords elemiszelén-szol technologiai tovabbfejlesztés sordn

alkalmassa tehetd hosszihatasti szelénmitragya eldallitdsara, mely biztonsdgosabb
szelénmiitragyazast jelenthet a termesztésben. A vords elemi szelén lassu ionos formakka
alakulasa a talajban allando és alacsony szelénellatast biztosithat a toxikus felhalmozodas

elkerilésével.
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