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1. BEVEZETES

A szelén (Se) antioxidans hatdst mikroelem, nélkiilozhetetlen az emberek, allatok,
archedk ¢és mas mikroorganizmusok megfeleld és  egészséges miikodéséhez.
Koézetekben, talajokban, vizekben egyarant elofordul, de geografiai eloszlasa erdsen
valtozd, akar egy orszigon belil is, a természetes szubsztratoktol, klimatol, floratol
fliggben (Hartill, 2004). Koztudott, hogy a vilag szamos terilletén a talaj szelénben
hianyos, tobbek kozott Magyarorszagon is (Bogye et al, 1998), ahol ha a megfeleld
szelénpétlas nem biztositott, komoly egészségiligyi kockazat all fent (Reilly, 1998).

A szelén esszencialis voltanak bebizonyitasa utan (Schwartz és Foltz, 1957), a fellendiilt
érdeklodésnek és kutatdsnak koszonhetden sorra deriiltek ki poztiv hatdsai, tigymint az
immunrendszer mikodésében, az AIDS kialakulasanak gatlasaban (Rayman, 2000), a
spermiumok  mozgékonysagdnak novelésében, illetve a daganatos  betegségek
megel6zésében betoltott szerepe (Ip és Ganther 1992).

Hidnytiinetei  kozott szerepel a  pajzsmirigy alumitkkodés, faradtsag, elhizas,
terméketlenség, de olyan sulyos koérok is, mint a kronikus szivizom gyengeséget
eredményez6 Keshan-kor, vagy az iziileti deformaciohoz és torpeséghez vezeté Kashin-
Beck betegség.

A szelkn az egyik legellentmondasosabb mikroelem, melynek szikséges és toxikus
koncentraciéi nagyon kozel esnek egymashoz, olyannyira, hogy ,esszencidlis méreg”
elnevezéssel is illetik. (Reilly, 2006). Ezért nem meglepd, hogy a szelénben gazdag
talaji  teriileteken (pl. Kina, Brazlia egyes részei) a tuladagolas tlineteivel is
talalkozhatunk, Ggymint a fokhagymaszagii lehelet, hajhullis, koromdeformacio. A
szelén, a korilményektdl fliggben, kiilonboz6 vegyiiletekben, ionformakban jelenik
meg, melyeknek felvehetdsége és toxicitdsa nagymértékben eltérd, éppen ezért mikor
szelénrdl beszelink kiemelten fontos a modosulat konkretizildsa. A természetben
gyakran eléforduld szelenit (SeO32”) és szelenat (SeQas?”) sok, szerves szelénformak,
illetve a szelenidek (Se?) mellett az iiledékes kozetekben, redukalt, anaerob
korilmények kozott (pl: Keshan tartomany, Kina) jelenlevd elemi szelén alacsonyabb
toxicitassal rendelkezik, mint a tobbi szelénforma (Wang et al, 2007).

A felsorolt okok miatt a szelén a figyelem kozéppontjaba kerdilt, az egyik leginkabb
vizsgalt elem, melynek kutatdsa rendkiviili iitemben nott az elmult években, a tudomany
szamos teriiletén 1) lehet6ségeket teremtve, és roppant érdekes genetikai, biokémiai,

molekularis és egészségiigyi tulajdonsagaira fenyt deritve (De Filippis, 2010).



A szelnpotlas  jelentdsége is felértekelodott, a szelénhidnyos orszagokban igény
mutatkozott nem csak a szelénnel dusitott miitragyazas (pl: Finnorszag) de a
szeléntartalmu  taplalékkiegészitok felé is, és 1985-ben megjelentek az éleszté altal
eléallitott  szelenometionint tartalmazd gyogyszerek ¢és étrend-kiegészitok is. Ezt a
folyamatot kovetve a kovetkezd logikus Kpés a szelén kozvetleniil élelmiszerbe torténd
juttatasa, pl: szelénnel dusitott joghurt, tojas, vagy hagyma esetén.

Kutatomunkdm alapvetd célkitlizése a Dr. Prokisch Jozsef €s Dr. Mohnsen Zonmara
altal szabadalmaztatott (Prokisch és Zonmara, 2008) technologiara alapulo, a
tejsavbaktériumok, szdmukra toxikus koncentracioji szelénre mutatott védekezési
mechanizmusa soran  létrejové nanoméretl elemi  szelén gdomboket tartalmazo,
szelénpotlasra  alkalmas adalék gyartasanak kidolgozdsa, majd a talaj-nOvény-allat

rendszerben vald vizsgalata volt.

Célkitlizéseim a fentieck alapjan a kovetkezok voltak:
— Tejsavbaktérumok altal eldallitott nanoméretii vords elemiszelén-részecskék
kinyerésének ¢és tisztitasanak kidolgozasa, laboratoriumi felhasznaldsra szant

monodiszperz szelén szol gyartasanak kifejlesztése (NanoSel)

— Az cléallitasi modszer modositasa szelénnel dusitott joghurtpor gyartasara, majd
ennek élelmiszeripari optimalizalasa (LactoMicroSel)

— Az cléallitott nanoszelén vizsgalata a talaj-novény-allat rendszerben, igazolva,
hogy mind a novények, mind az allatok képesek felvenni és hasznositani a
szelén ezen formajat

— A kapott eredmények alapjan felallitani egy elméleti modellt, mely magyardzza

a nanoszelén vizes kozegben valo viselkedését



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szelén torténete

1943-t61 kezdve (Moxon és Rhian, 1943) a mai napig (Arnér, 2012) készinek
szakirodalmi elemzések a szelénrdl.

1817-ben a svéd vegyész, Jons Jacob Berzelius és Gahn azt a feladatot kapta, hogy
vizsgalia ki egy gripsholmi kénsavgyar dolgozoinak megbetegedésének okat. Berzelius
elsd feltevése az volt, hogy a tiineteket valamilyen szennyez6dés okozza, mivel a gyar
éppen akkor tért at a helyt vas-szulfid felhasznalasra. Arzénre ¢és tellirra vald
gyanakvasa a savkadakban taldlhatd vOrdsesbarna lerakodas felfedezésével dolt meg,
ami nem volt mas, mint a szelén, melyet a hold gordg istenndjérdl, Szelénérdl nevezett
el.

Felfedezésétol szamitva 140 éven keresztil a szelén toxikus elemként élt a koztudatban,
melyet szdmos eset tdmasztott ald, akdr a Marco Polo altal 1295-ben leirt, szelént
hiperakkumulald  novényeket fogyaszté lovak patadeformitisit okozd mérgezés
(Birringer et al, 2002), vagy az amerikai katonai sebész Madison altal 1856-ben
jelentett, szintén lovakon jelentkezO szelénmérgezés (Whanger, 2002). Bar a szelén
pozitiv hatasait mar 1954-ben észlelték baktériumokon (Pinsent, 1954), a toxicitasara
vonatkozd nézet csak 1957-ben dolt meg, mikor patkanyokon végzett kisérletek soran
bebizonyosodott a szelén esszencidlis volta (Schwarz és Foltz, 1957). Ezutdn sorra
jelentek meg a szelén vitdlis szerepét vizsgald kutatasok, a kérddzoknél tapasztalhato
izomelvaltozasok elleni véddszerepét (Hogue et al., 1962; Muth 1963), altalanos
antikarcinogén hatasat (Shamberger és Rudolph, 1966), vagy az anaerob baktériumok
altal termelt glicin-reduktaz (Turner és Stadtman, 1973) illetve az emlésokben talalhato
glutation-peroxidaz (Rodtruck et al., 1973) enzimek mikkodéséhez valo szikségességét
bizonyitva.  1976-ban, amikor azonositottdk a glicin-reduktdz enzim fontos
alkotoelemét, a szelenociszteint (Cone et al, 1976), a szelén a Keshan-kornak
koszonhetéen mar a figyelem kozéppontjaban allt. Ez a kinai Keshan tartomanyban
megjelend, szivizom gyengeséghez ¢s haldlhoz vezetd betegség a szikségesnél joval
alacsonyabb szelénbevitelnek volt koszonhetd, mely a talaj szelénhidnyos voltabol
kovetkezett. Kezelésként natrium-szelenites — étrendkiegészitést alkalmazva  sikeriilt
megallitani a betegséget (Chen et al, 1980), ami kés6bb kideriilt, hogy a betegséget
okozd Coxsackie-virus szaporodasat szelektiven gatld hatas miatt sikeriilt (Levander és

Beck, 1997).
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2.2. A szelén kémiai tulajdonsagai

A szelén a periodusos rendszer 16-os (régebben VIa) csoportjaba, a kalkogénekhez
(gorog szo0, jelentése rezesitd, ércesitd) tartozd elem. A csoport kozos elnevezése az
oxigéncsoport, tagjai a szelén (Se) mellett az oxigén (O), a kén (S), a tellir (Te), a
radioaktiv polonum (Po) és a mesterségesen eldallitott livermorum (Lv). A szelén
rendszama 34, relativ atomtomege 78,96 g (Tin Win, 2003). A természetben el6forduld
hat stabil izotdpja gyakorisagi sorrendben (Janghorbani et al, 1981): 80Se (49,61%),
8Se (23,77%), "Se (9,37%), °Se (8,73%), ""Se (7,63%), “Se (0,89%). Az elmuilt
években szamos 1 eredmény jelent meg a szelén stabil izotopjait felhasznilva mind a
talaj- (Mitchell et al., 2011; Zhu et al., 2014), mind a novény (Banning et al., 2014;
Schilling et al.,, 2011), mind az allat kutatas teriiletén (Gonzdlez-lglesias et al., 2015;
Hu et al., 2012).

A szelén felvehetosége és toxicitdsa nagy mértékben fligg kémiai alakjatol, oxidacios
allapotatol: a vizoldékony és alacsony koncentracioban is toxikus szelenat (SeO4)?
illetve szelenit (SeO3)> és a szntén toxikus szelenid (Se*) mellett a szamunkra
legérdekesebb speciesz a vizben nem old6do, természetes koriimények kozott ritka
elemi szelén (SeP), amivé a szelenid is konnyen oxidalodhat (Skinner, 1999).

Ha szelénrél beszElink, fontos megvizsgalni a kénnel vald kapcsolatat. Ugyanabba a
fdcsoportba tartoznak, hasonldak az atomi tulajdonsdgaik, €éppen ezért nem meglepd,
hogy minden kéntartalmi molekulanak Iétezik szeléntartalmi analog vegyiilete
(Combs és Combs, 1986). A szelén és kén fontosabb fizikai, kémiai, biologiai
tulajdonsaganak Osszehasonlitdsat az 1. tablazatban lathatjuk.

Két fontos kiilonbség van azonban a két elem kozott: a szervezet anyagcesere folyamatai
soran a kén vegyiiletek oxidalodnak, mig a szelén vegyliletek redukalodnak, illetve a

szelén tartalmi savak (H2Se és H2SeOs) er6sebb savak, mint kén analogjaik.
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1. tablazat: A kén és a szelén legfontosabb tulajdonsagainak Gsszehasonlitasa

Tulajdonsag Kén (S) Szelén (Se)
] A latin sulphur sz6bol A gorog Seléné névbol
Név eredete
(kénko) (Hold)
Felfedezése, vagy esszencialitasdnak

felfedezdje

von Sachs, Knop (1865)

J. Berzelius (1817)

ben (tonna)

Teljes kibanyaszott mennyiség 2014-

70,400,000

2,275

Gyakorisag a foldkéregben

0,06-0,1 (%)

0,05 (mg kg_l)

Gyakorisag a talajban

0,01-01 (%) 0,33 (mg kg~ 1)
Foldkéregbeni gya_korlsaga sorrend 14, 69.
szerint
Gipsz (CaSO4 2H20), Pirit Klockmannit (CuSe),
Legfontosabb asvanyok

Galenit (PbS)

(FeS2), Kalkopirit (CuFeSp),

Clausthalit (PbSe),
Tiemannit (HgSe)

Legfontosabb forrasok

Vas szulfid és szulfat

Olomfinomitas, réz, nikkel

Legfontosabb felhasznalas

Gyufa, 16por, gyogyszerek

Fotoelektromos cella, TV,

kamera
Oxidaciés allapot =2, 0, +2,+4, +6 =2, 0, ¥2,+4, +6
Tonsugar (A®), ahol 1 A =100 pm 0,37 0,50
Elektronnegativitas
(Pauling skala szerint) 2,58 255
Rendszam 16,00 34,00
Atomtomeg 32,06 78,96
Atomsugar (picométer) 88,00 122,00
Siiriiség 20 °C-on (g cm3) 2,07 4,79
Forraspont (°C) 444,60 684,90
Olvadaspont (°C) 112,80 217,00
Kristalyszerkezet . o
(szobahémérsékleten stabil médosulat) Ortorombikus Hexagondlis
Novények altal felvehets forma s04” Se042", Se0s?"
Esszencialitisa ndvényekben és Mindkett sziméra esszencidlis Allatoknak esszencidlis,
allatokban novényeknek eldnyos
Kritikus vagy elegendd szint levelekben 0 1
(s ZAraztomeg) 0,1-0,5 (%) 0,1-2,0 (mg kg)
Toxikus szint levelekben (szaraztomeg) 0,5-0,7 (%) 5,0-30 (mg kg)
Felvétel novényekben

Aktiv (SO42-)

Passziv (Se03%7)
illetve aktiv (Se0s2") és SeMe

Legfontosabb antagonistai

As, Fe, Pb, Mo, és Se

Hg, Mn, Zn, Cu, és Cd

Mobilitasa n6vényekben

Mérsékelten mobilis

Mérsékelten mobilis

Mozgasa talajban

Vizmozgas (SO42-)

Vizmozgas, nagyon mobilis

(Se042)
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2.3. A szelén a kornyezetiinkben

A szelén széles korben eléforduld elem, sokszor nagyon mmimalis mennyiségben, de
gyakorlatilag a Foldon mindenben megtalalhatd (McNeal és Balistrieri, 1990). A
kormyezetben vald korforgasat szamos fizikai, kémiai ¢és biologiai folyamat
befolydsolja, ugymint a fosszlis {izemanyagok égetése, wvulkanikus tevékenység,
kozetek és talajok morzsolddasa, talajbol valdo kimosodas, talajviz mozgasa, ndvényi €s
allati anyagcsere folyamatok, adszorpcio és deszorpcio, kémiai és bioldgiai oxidacio és
redukcio, kozetképzodés, melyek mind a benniik résztvevd szelén formajatol fliggenek

(Nrigau és Pacyna, 1988).

2.3.1. A szelén el6fordulasa az élettelen kornyezetben

A kornyezetben eldforduld négyfele oxidacios allapotii szelén erdsen eltérd toxicitassal
¢s biologiai hozzaférhetdséggel rendelkezik. A szelkén {0 forrdsa a talaj, foként az
agyagos talajok (Wu, 2004). Ligos pH és jo oxigénellatais mellett a vizoldékony,
novények altal konnyen felvehetd, talaj szemcsékhez lazdn kotddé szelenat (+6
oxidacios szam) a f0 eléfordulasi forma (Zayed et al., 1998). Semleges pH és jo
szellozés esetén a talajba juttatott vizoldékony szelenit (+4) sO6 erdsebben
adszorbealodik, ezért a novények szamara kevésbé felvehetd. Idovel a szelenit jol
leveg6zott talajon, megfeleld koriimények kozott szelenatta oxidalodik (Kdaddr, 1999,
Kadar és Nemeth, 2003a; Kadar és Nemeth, 2003b, Széles et al, 2007).

Vizekben is ez a két forma dominal (Gomez-Ariza et al., 1998). Savas pH-ju, levegbtlen
talajpan a szelenid (-2) az uralkodé forma, mely hidrogén-szelenidként gaz allapotban
szintelen, kellemetlen szagi ¢és toxikus, mig vizes kozegben savként viselkedik
(pKs=3,89). Anaerob, redukald korimények kozott, foképp iledékes kozetekben
talalhato meg az elemi szelén (0)(Craig, 1986). Vizben csak nagyon kis mértékben
oldédik, alacsony a mobilitisa, a novények szamara szinte felvehetetlen
(Hurd-Karrer, 1935, White et al., 2004), azonban az iiledék oxidacidja soran atalakul
szelenitté, majd szelenattd. Erdsen kotédik a vashoz, vastartalmi talajokban oldhatatlan
komplexeket képez a  vashidroxiddal, ezért még nehezebben hasznosithatd
(Reilly, 1996). Az eclemi szelén a természetben harom f6 formaban fordulhat elo:
kristdlyos szerkezetli szirke elemi szelén, vOrds elemi szelén, és szirke amorf
szerkezetli szelén (Kessi et al., 1999). Talajokban a két amorf valtozat talalhatd meg,
melyek  konnyen atalakulnak egymasba. Az amorf szerkezeti vagy monoklin

kristalyracsi, nemfémes vorés elemi szelén 30 °C felett konnyen atalakul amorf
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szerkezetli szirke szelénné, majd pH-t6l ¢és redox viszonyoktol fliggden vagy
tovabbalakul a biologiai rendszerekben inert, stabil, hexagonalis kristdlyracsos sziirke
elemi szelénné, vagy visszaoxidalodik (Gattow et al., 1964; Geering et al., 1968).

Mivel a szelén talajokban valo eloszlasa erésen valtozik a klimatikus viszonyoktol,
természetes szubsztratoktol, novénykozosségtol fliggben, nem meglepd, hogy geografiai
megoszlasa nem csak, hogy a Foldon nem egyenletes, de egy adott orszagon belil is
hatalmas kiilonbségek alakulhatnak ki, pl: Kinaban (Hartill, 2004). Kolumbidban és
Venezueldban kimagasloan gazdag a talaj szelénben (Haug et al., 2007), szntugy, mint
az USA kozEps6 részein, Nebraskaban, Wyomingban és Dakotaban (Tin Win, 2003)
illetve Kalifornidban (Basiuelos et al., 1997), vagy frorszag és Wales egyes részein
(Fleming, 1962). Ezeken a teriileteken akar a toxikus szintet is elérheti a
szelénkoncentracid. Ezzel szemben tobb, mint 40 orszag talajai szelénben hidnyosak,
Eurépaban Finnorszag, Németorszag, Svédorszag, Karpat-medence, Afrikdban Zaire,
Azsidban Kina, de Uj-Zéland déli része is ide sorolhato (Duffield et al., 1999; Haug et
al., 2007; Whanger, 2004.) A 1. abran lathat6, hogy Magyarorszag is a szelénhianyos
orszagok ko6z¢é tartozik. Azonban egy 1992-es felmérés soran (Gondi et al., 1992)
kideriilt, hogy talajaink szelénkoncentracidja tdg hatarokon belill valtozik, rendelkeziink
szelénhianyos (0,1 mgkg alatt), szelénnel megfeleléen ellatott (1-1,5 mgkg), és
szelénben gazdag (4-5 mg/kg) teriiletekkel is, példaul a Biikkkben.
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1. abra: Vérplazmaban mért szelén a Fold kiilonboz6 orszagaiban (Combs, 2005)
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2.3.2. A szelén eléfordulasa az élovilagban

A szelén szervetlen formai mellett fontosak még a szerves kotésben megjelend formak
is, melyek leginkabb szeleno-aminosavak, vagy azok szarmazékai, amelyek olyan
aminosavak, melyekben a szelén szelenidként van jelen a kén helyett. Az egyk fontos
szerves szelénformat, a ndvényi eredetli szelenometionint (SeMet) sem az emberek, sem
az allatok nem képesek eldallitani, igy ezt csak novényi vagy mikrobialis forrasbol
tudjuk bevinni a szervezetbe, ahol a fehérjékbe exogén modon épil be
(Suzuki ¢és Ogra, 2002). Masik fontos szerves szelénforma az Aallati fehérjékbol
szarmazo szelenocisztein (SeCys), melynek szelenoproteinekbe vald beépiilése endogén
modon torténik.

Fontos még megemliteniink a szelénnel kezelt talajokon termesztett ndvényekben
megjelend  szeleno-metil-szelenociszteint  (MeSeCys), illetve glutamil szarmazékat, a
v-0lutamil-szeleno- metil-szelenociszteint (y-MeSeCys)(Kdpolna, 2006).

A szelén tartalmia fehérjéket harom fO csoportra oszthatjuk. Az elsd csoport, a nem
specifikus szelén tartalmi fehérjék esetén a taplalékkal bejuttatott szelenometionin nagy
része a szelén metabolikus utba kapcsolodik be, bar a metionin/szelenometionin
aranytol fligeben egy része kozvetlenil beépiill a metionin helyére, mely esetben a
metionin anyagcserébe kapcsolodik be. A masodik csoport, a specifikus szelén kotésii
fehérjék esetében a szelén csak hozzakapcsolodik a molekulahoz. A harmadik csoport, a
szelenoproteinek esetében a felvett szelén a szelénanyagcsere utba kapcsolodik be, és a

szelenociszteint genetikailag kodolt formaban tartalmazd fehérjét eredményez.

2.3.3. A szelén korforgasa a kornyezetben

A szelén biogeokémiai korforgasa a talajjal kezdddik és a talajjal is ér véget. A talajban
I6vé szelén koncentracidja €s formija hatdrozza meg a felvehetdséget és a szelénpotlas
szilkségességét. Lugos pH és jo oxigénellatas mellett a szelén szelenat formaban van
jelen, mely a talajhoz lazan kotodik, igy konnyen hozzaférheté a ndvények szamara,
ezért ezcken a terilleteken, ha a csapadék ¢és kimosddds gyenge, magas
forma domindl, mely jobban kotdédik a talajszemcsékhez, nehezebben felvehetd, igy a
novények szelénkoncentracidja is alacsonyabb lesz. Mindkét forma vizoldékony, a
novények a talajvizbdl veszik fel Oket. A szelén illékony szelenid formaja mikrobialis
tevékenység soran az atmoszféraba tavozik, de csapadék formdjaban vissza is keril a

korforgasba.
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Ezen folyamatoknak koszonhetden a szelénnek csak egy kis része vesz részt a novény-
allat ciklusban (Gissel-Nielsen és Gupta, 2004). A szelén feltételezett korforgasat a 2.
abran lathatjuk (Hassan et al, 2015).

Atmoszféra
Csapadék
DMSe \
DMDSe
Szeléntartalmu
miitragyak
Vulkanok
T DMSe (g) Haszonallatok
Ipar ‘ (zervesSe) DMDSe (g) (szerves Se)
- :'_
Humusz Talajoldat | 6 \ Allati
— S S TR
5/6 13 3 3 4
7
Szelenat === Szelenit =% Szelenid ]
H— —
AA 1 A 2
(1) Redukcié (savas pH) : SEuree . Ki : di
(2) Oxidacio iigos pH) i Damrds i Oldott
(3) Biometilacié
(4) Volatilizicis e
(5) Mikrobialis tevékenység v : -
(6) Dekompozicié Redukalt Fe, S, Se Fe+ Se” (nem oldodik) <
(7) Niéveényi felvétel Alapkezet, rezidualis o
55 Viztarto réteg

|
Kimosodas l

2. abra: A szelén feltételezett biogeokémiai korforgasa
(Gissel-Nielsen és Gupta, 2004; Hasanuzzaman et al., 2010; Bailey et al., 2012;
Hassan et al, 2015 nyoman)
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2.4. A szelén szerepe az élettani folyamatokban

2.4.1. A szelén metabolizmusa névényekben

Szamos kutatds zajlott az elmilt években a ndvények szelén felvételét és
metabolizmusat vizsgalva (Kadar, 1999; Kovdcs et al., 2005; Sors et al., 2005b; Simon
et al., 2006; Fodor és Kdpolna, 2007; Kdpolna et al, 2007; Dernoivcs és Lobinski
2008a,b;; Pilon-Smits és Quinn, 2010; Nakamaru és Altansuvd,2014; Pilon-Smits et al.,
2014; Malagoli et al., 2015; Pilon-Smits 2015). Bar a szelén esszencialitasa novények
szamara még nem bizonyitott, tdbb médon is metabolizalodik a felvételt koveten.

(3. abra).

Dimetil-szelenid (DMeSe)
H H
£ 115
Dimetil-szeleno-
i propionat (DMeSeP)
H 4

t .
/ | \
Dimetil-diszelenid (DMeDfe)

Metilszelenometionin (MeSeMet) ===xe=ssssesa- + Se-metilmetionin (SeMeMet)

10
Szelenometionin (SeMet)

9 I Dimetil-diszelenid (DMeDse)
Szelenohomocisztein (SeHoCys) g
8 Metil-szelenocisztein (MeSeCys)
Szelenocisztationin (SeCysth) 7 e o o=
13 6 1 o Glu &
Se! TSMenoc’mtein(SeCys} ..................... * SeCys — 3
Alanin  (-acetilszerin 5 l — g
GS-Se” vagy Se’? Protein &
4 § NADPH
Szelenoperszulfid (GSSeH)
3 | NADPH
Szelenodiglutation (GSSeSG)

Nem-enzimatikus Glutation
Szelenit (Se0,?)
2 1
Adenozin-5-foszfoszelenat (APSe)

Ir\‘:ATP

- PPi

\snntm Szelenit (Se0,™) /
s

|
Citoszol Se0,?

I

Talajoldat Se0,?

3. abra: A novényi szelén metabolizmus altalanos abrazolasa. A szamok az ismert
enzimeket jelzik: (1) ATP szulfurilaz, (2) adenozin-5-foszfoszulfat reduktaz, (3)
glutation vagy szulfit reduktdz, (4) glutation reduktdz vagy O-acetilszerin tiol lidz, (5)
szelenocisztein metiltranszferaz, (6) szelenocisztein lidz, (7) cisztation-y-szintaz, (8)
cisztationine-p-liaz, (9) metionin szintaz, (10) metionin- metiltranszferaz, (11) DMSP
liaz, (12) y-glutamilcisztein szintetaz. (Parker et al., 2003; Sors et al., 2005b; Pilon-
Smits és Quinn, 2010, Lindblom et al., 2012; Yu és Gu, 2013, Pilon-Smits et al., 2014;
Winkel et al., 2015; Pilon-Smits,2015; ElI-Ramady et al., 2015 nyoman)
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A talajban a szelén foként szelenatként és szelenitként van jelen, mindkét format
képesek felvenni a novények. A szelenatot, melyhez konnyebben hozzaférnek, a szulfat-
proton Ko-transzporterek veszk fel és tovabbitjdk a ndvényen beliil, hiszen a
novényekben taldlhatd Osszes szulfit transzporter képes a szelendt szallitdsara
(Maruyama-Nakashita et al., 2004). A szelenat asszimilacid foként a levél
kloroplasztokban torténik (Pilon-Smits és Quinn, 2010). A szelenat szelenitté torténd
redukcidja tlink a lmitdlo Iépésnek a szelén asszimilacidos folyamatban, hiszen mig a
szelenattal kezelt novények fOleg szelenatot raktaroznak, addig a szelenittel kezelt
novények szerves szelént (de Souza et al, 2000). A szelenat szelenitté torténd
redukcioja két enzimen keresztill torténik (3. é&bra). Eloszor az ATP-szulfurildz enzim
(APS) adenozin-foszfoszelenatot (APSe) alkotva hozzakoti a szelenatot az ATP-hez,
majd ezt az APS reduktiz enzim (APR) szelenitt¢ redukalia. Mind az APS -nek, mind
az APR -nek megtalalhatok az izoenzimjei a kloroplasztban ¢és citoszolban, de a
szelenat redukcio legnagyobb része a kloroplasztban zajlik
(Pilon-Smits és Quinn, 2010).

A szelenit szelenidddé vald tovabbi redukcidja kizarolag a kloroplasztban zajlik, ha a
szulfit reduktdz enzim kozvetit, a szulft redukcidhoz hasonldan. Feltételezhetd
azonban, hogy a szelenitredukcioban a redukalt glutation (GSH) altal végzett nem
enzimatikus redukci6 is fontos szerepet jatszk (Terry et al, 2000). A kovetkezo,
citoszolban, kloroplasztban és mitokondriumban lejatszodé Iépés soran a szelenidet az
OAS  tiolliaz  (masnéven  cisztein-szintetiz)  O-acetilszerinhez ~ koti (OAS),
szelenociszteint  alkotva. A szerin-acetil-transzferdz =~ enzim  altal  elGallitott,
jelzdmolekulaként mikdédd OAS a szulfit transzporterek ¢€s szulfit asszimilacios
enzimek aktivitasat befolyasolja (Pilon-Smits et Quinn, 2010).

A szelenocisztem  (SeCys)  tovabbalakulhat  szelenomethionmnd  (SeMet)  ¢€s
dimetilszeleniddé (DMSe) hirom  enzim  kozremikddésével (3. abra).
Eloszor a cisztation-y-szintiz (CyS) a szelenociszteint O-foszfohomoszerinhez koti,
Se-cisztationint alkotva. A masodik enzim, a cisztation-p-lidz, atalakitia a Se-
cisztationint Se-homociszteinné. Ez az els6 két folyamat a kloroplasztban jatszodik.
Azoban a harmadik pés, melynek soran a Met szntetiz a Se-homociszteint
szelenometioninna  (SeMet) alakitja, mar a citoplasztban jatszodik. A SeMet
tobbfeleképpen is tovabbalakulhat, példaul metil-SeMet-t¢ metilezheti a metitoin-

metiltranszferaz.
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Az gy keletkezett Met-SeMet tovabbalakulhat illékony dimetilszeleniddé, melyet a
koztitermék  dimetilszelenoproprionatbol (DMSeP) hasit le a DMSeP-liaz (Pilon-Smits
és Quinn, 2010).

Fontos itt megjegyezni, hogy mivel a gyokerek a tobbi szovettel 6sszehasonlitva sokkal
gyorsabban parologtatjadk el a dimetilszelenidet, a kloroplasztban eldallitott dimetil
prekurzorok a levelekbdl a gyokerekbe kell, hogy szallitodjanak (Zayed és Terry, 1994).
Amig a szelén felvételének ¢és szelenocisztemné vald alakitdsanak ezen kezdeti lépései
megegyeznek a szelén akkumuldld és nem akkumulidld névényekben, addig a
metabolikus folyamat kovetkezd «pései mar nem. A nem akkumuldldé novényektol
eltéréen a szelénakkumulald novények a szelenocisztemnt foként
nem-fehérje szelenoaminosavakka metabolizalidk (Brown és Shrift, 1982), ugymint a
szelenometil-szelenocisztein -~ (SemethylSeCys),  szelenocisztation, és a  dipeptid,
v-0lutamil-szelenometil-szelenocisztein (Terry et al., 2000)(Reilly, 2006).

A szelén metabolikus folyamatait magasabb rendii novényekben tobben is vizsgaltak,
pl: Sors és tarsai (2005), vagy Pilon-Smits és Quinn (2010). A metabolikus folyamatok
megértés¢hez, a szelénpodtlds kidolgozasdhoz nagyon fontos a ndvényi szovetekben
talalhatd szelén specidcoja, hiszen az nem csak a novénytdl fligg, de a névény altal
felvett szelénformatol is. Példaul a szareptai vagy mas néven indiai mustar (Brassica
juncea) esetén, amig szelenat bevitel esetén a 0 szoveti szelénforma a szelenat, addig
szelenites talajon foként SeMet és SeOMet képzodik (Kdapolna et al., 2007). Szelénnel
dusitott fokhagyma (Allium sativum), voroshagyma (Allium cepa), nyari hagyma
(Allium ampeloprasum) és brokkoli (Brassica oleracea) esetén az Osszes szelén kozel
fele SeMeSeCys formaban talalhatdé meg. Gabonafelékben, mnt példaul a kozonséges
buza (Triticum aestivum), arpa (Hordeum vulgare) vagy rozs (Secale cereale), a szelén
60-80%-a szelenometionin  (Stadlober et al, 2001). Kiemelkedéen magas
szelénkoncentracid esetén a speciacio eltéré lehet (Zhu et al., 2009).

Mindezek alapjan kijelenthetjik, hogy a novényi szelén metabolizmus kiemelkedéen
fontos az emberek és allatok szelénellatasaban. A szelén és kén hasonldésdga miatt a
novények a kén transzportereket ¢és folyamatokat hasznilva veszik fel és alakitjak at a
szelént, és bar a magasabb rendi novények szamdra nem esszencidlis a szelén, a

felvételt kovetden szerves vegyliletekké alakitjdk a kénasszimilaciés enzimek.
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2.4.2. A szelén metabolizmusa gerincesekben

Az éllatok taplalkozasuk sordn a szeként szerves formaban, foként szelenometioninként
veszik magukhoz, szelénpotlas esetén a takarmanykiegészitéshez alkalmazott forméaval,
foleg szervetlen szelénsokkal kiegészitve. Nem meglepd azonban, hogy a szervetlen és
szerves szelén egymastol eltérd modon szivodik fel Mig a szervetlen formak kozil a
szelenit egyszerli diffizioval abszorbealodik a bélben, addig a szelenat a natrium
ionokkal aktiv Kko-transzporttal szivodik fel a csipébélben. Mig a szulfat kompetitiven
gatolja a szelenat felszivodasat, addig a szelenitre nincs hatassal (Wolffram et al., 1986).
A szerves formdk kozil a szelenometionin  a  vékonybélben szivodik  fel
a Na* -dependens semleges aminosav transzportrendszer segitségével, mely a
metioninnal kozos, igy kompetitiv gatlast figyelhetink meg a metionin-Szelenometion
kozott. A szelenocisztein  hasonldan  szallitodik, a  bazisos  aminosavak
hordozémechanizmusat hasznilva, a ciszteinnel, lizinnel ¢és argninnel kompetitiven
(Wolffram et al, 1989a,b).

A szelenit, szelenat, szelenometionin ¢és szelenocisztein oldott formai kisérleti
koriimények ko6zott hatékonyan szivodnak fel a bélben (Levander, 1986), azonban az
emesztési folyamat szeszelyei €s a takarmany Osszetevoi miatt a ténylegesen felvett
szelén mennyisége lecsokken. A szervetlen formak felvételénél olyan akadalyozo
tényezOket kell figyelembe venni, mnt példaul a takarmanyban vagy ivovizben lévo
vas, kén, fitatok és antioxidansok.

A takarmanyban hozzaférheté szelenometionin felvétele nagyban fligg a forras
emészthet0ségétdl, mely mind az allat fajatdl, mmnd a szeléntartalmii Osszetevod
tulajdonsagaitol, mind a tiplilkozis mindségétdl flige. Altalanossdgban elmondato,
hogy az emelt szeléntartalmi élesztOben, buzidban, takarmanylucerndban talalhato
SeMet a legkonnyebben hozzaférhetd, mas ndvények esetén mar Korlatozottabb, mig a
hisokban és hallisztben talalhatd szelén, mely nem biztos, hogy SeMet formaban van
jelen, mar nehezen felvehetd az allatok szamara (Combs és Combs, 1986).

A felvételt kovetéen a szelén felhasznalodik a  szelenoproteinek — szintézisé¢hez,
elraktarozodik, vagy kiiriil. Bar a szerves és szervetlen szelénformak metabolikus sorsa
eltérd, szelenoprotein szintézishez vald felhaszndlasukhoz el6szor hidrogén-szeleniddé
(H2Se) kell alakulniuk (Daniels, 1996)(4. abra). A szelenat el6szor szelenitté
redukéalodik, majd szelenodiglutation képzddést kovetden tovabb alakul szeleniddé
(Foster és Sumar, 1997). A szelenometionin adenilaciot és demetilezést kovetden

szelenociszteinné  alakul, szelenohomociszteimen és szelenocisztation keresztil, a
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metioninhoz hasonldoan (Schrauzer, 2000). A szelenometionin aktivalasaban piridoxin-
fliggd enzimek 15 részt vesznek, gy a szervezet Bes vitamin elldtottsaga és a
szelenometionn  metabolizmus  kozotti  kapcsolat nyilvanvald. A szelenociszten  a
majban szerinné és szeleniddé bomlik (Schrauzer, 2000), majd a Itrejott szelenid vagy
felhasznalodik a  szelenoproteinek — szintéziséhez, vagy metildlodast  kovetden
kivalasztodik. A kivalasztas soran a szelén egy kis része dimetilszelenidként a tiidon
keresztiil kilégzéssel, nagyobbik része trimetilszelenonium-ion formajaban a vizelettel

tiriil a szervezetb6l (Brody, 1994). Az atalakulas folyamatat a 4. abran lathatjuk.

Sec
(10)
[Se]Cisztationin
9
[Se]AH (11)
(SejMet _ (0 O O ,
. X [Se|Met Szelenit «— Szelenat
proteinek (15)
Y ‘/2)

(CH,),.Se<— CH,SeH  Se° GSSeSG

RS 2

Szelén-koto fehérjék HSe”
(16) vL(4) SelD

HSePOy s
(6) SelA Ser-tRNS ¢\ <— Ser
Sec-tRNS &t
(7)
Se-specifikus szelenoproteinek

4. abra: Szelénmetabolizmus gerincesekben (Sunde, 2003):

1: APSe redukci6, 2: nemenzimatikus redukci6 GSH-val, 3: glutathion-reduktaz, 4:
szelenofoszfat-szintaz, 5: szeril-tRNS szintaz, 6: szelenocisztein-szintaz, 7:
szelenocisztein transzlacios inzercio, 8: transzmetilaciot koveté Se-adenozil-
homocisztein képzodés, 9: cisztationin B-szintetdz, 10: cisztationin y-lidz, 11:

szelenocisztein lidz, 12: nemenzimatikus redukci® GSH-val, 13: S-metiltranszferaz, 14:
tioéter S-metiltranszferaz, 15: transzamindlast kovetd metil-szelenol képzddés, 16:
szelenid feltételezett kotése a fehérjékhez, 17: tRNSMet szelenometionin acilacidja majd
AUG kodon altal ranyitott beépiilése
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2.4.3. Szelenoproteinek és szelén tartalmu fehérjék, szelénraktarozas

A szelenoproteinek ¢és szeléntartali fehérjék olyan fehérjék és enzimek, melyek a
szelén kéntartalmi aminosavakba torténd beépiilésével keletkezett szelenometionint
vagy szelenociszteint tartalmaznak. Fontos kiilonbség azonban, hogy mig a
szeléntartalma ~ fehérjék  kiilsd ~ forrasbol  szdrmazd szelenociszteint  vagy
szelenometionint  tartalmaznak, addig a szelenoproteinekbe csak szervezeten belil
képzddott szelenocisztein tud kozvetlenill beéplini (Levander és Burk, 1996). Az
emlosokben feltételezett 100 szelenoproteinbdl 30-at ismeriink, melyb6él 15 jol
meghatarozott bioldgiai funkcioval bird fehérjét mar sikeresen izolaltak és klonoztak
(Brown et al., 2001; Kyriakopoulos és Behne, 2002). A 2. tablazatban lathatjuk a
fontosabb szelenoproteinek tulajdonsagait.

2. tablazat: Fontosabb szelenoproteinek ¢és tulajdonsagaik (Kasaikina et al., 2012)

Szelenoprotein Lokalizacio Funkcié

—TRx-hez hasonlo gomboly
. —ER stresszszabalyozza
15 kDa szelenoprotein ER —Interakcié az UDP-gliikoz:glikoprotein
(Sep15) oy .
gliikoztrans zferazzal
—Potencialisan részt vesza glikoprotein hajlitasban

Jodotironin-dejodindz 1 Plazma —T4 kiils6 gylirtijébdl eltavolitja a jodot, T3 plazmat

. . létrehozva
(DI1, Dio1) membran —dejodinacio katalizatora, T3 inaktivalas

Jodotironin-dejodinaz 2

(DI2, Dio2) ER —T4 atalakitasa T3-4 lokalisan a szdvetekben
JOdO“E%ng -cl:l)eig)(;()lmaz 3 n::ir?:n —T4 dejodinacidja T3-4 a periférias szovetekben
Glutathion peroxidaz 1 Ci — H202 GSH-dependens detoxifikacioja

itoszol . PR

(GPx1) (maj, vese, vOrosvérseijt)
Glutathion peroxidaz 2 Citoszol — H202 GSH-dependens detoxifikacioja

(GPx2) (tiid6 és bélrendszer epitéliumaban)
Glutathion peroxidaz 3 Plazma — H202 GSH-dependens detoxifikacioja

(GPX3) (f6ként a vese allitja ¢ld, és a plazmaba iriil)

Citoszol
Glutathion peroxidaz 4 | Mitokondrium | —citoszolikus, mitokondrialis, magi izoforma
(GPx4, PHGPX) Sejtmag —lipidvédelem Hz202 oxidacio ellen
(herékben)

Glutathion peroxidaz 6 Citoszol — H202 GSH-dependens detoxifikacioja

(GPx6) (szagld ham)

—TRx-hez hasonlé gomboly
Szelenoprotein H (SelH) Sejtmag —védia sejteket a H2O; ellen, segiti a mitokondrialis
biogenezist és CytC termelést

Szelenoprotein | (Sell) Membran —ismeretlen funcki6

—Ca?* szabalyzas, mely hatdssalvan az immunsejtekre

Szelenoprotein K (SelK) [ ER membran _ERAD komponens

Szelenoprotein M ER —Trx-hez hasonlé gomboly
(Selm) —neuronokoxidativ stresszelleni védelme
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2. tablazat (folytatas)

—expresszid: vazizmok, sziv, tiidd, placenta
—intracelluralis kalcium-felszabaditasi csatornaredox
ER membran allapotanak iranyitasa (ryanodine receptor (RyR)),
Ca?* homeosztazs befolydsolasa
—SelN gén mutacioi velesziiletett miopatiat eredményeznek

Szelenoprotein N
(SeIN, SEPN1, SelN1)

Szelenoprotein O (SelO) | Mitokondrium | —ismeretlen funckio

—Se transzport a periférikus szovetekbe

Szelenoprotein P (SelP) Plazma antioxidans funkeid

Szelenoprotein R —fehérjékben talalhato metionin-szulfoxid maradvanyok

(SelR, MsrB1, Selxl) Citoszol redukélasa metioninna
Szelenoprotein S —gyulladasi citokinek és giikozhiany esetén
(Sels, SEPS1, Tanis, ER membran megnodvekedett termelés
VIMP, és SELENQS) — ERAD komponens
SPS2 Citoszol —szelenofoszfat-szintézis
—Trx-hez hasonl6 gomboly
Szelenoprotein T (SelT) ER és CGolgi —redox szabalyozas

—sejtadhézids szerep

—citoszolikus thioredoxin oxidalt formajanak redukcioja
Citoszol —legalabb 6 kiilonb6z6 izoforma melyek az N-terminalis
szekvencidban kiilonbdznek

Tioredoxin reduktaz 1
(TR1, Txnrdl)

—van egy glutaredoxin doménje

Tioredoxin / glutation —tioredoxin és glutaredoxin rendszerek kiilonb6z6

reduktaz Citoszol .
(TGR, TR2, Txnrd3) reak01011.1§1k katahza}asa
—expresszid: spermatidok
Tioredoxin reduktaz 3 Mitokondrium —mitokondridlis tioredoxin és glutaredoxin oxidalt
(Txnrd2, TR3) formainak redukcidja
. —TRx-hez hasonlé gomboly
Szelenoprotein V Citoszol —ismeretlen funkcio

(Selv)

—expresszio: spermatidok

—TRx-hez hasonlé gomboly

Citoszol —ismeretlen funkcio

—expresszio: vazizmok és egyéb szovetek

Szelenoprotein W
(Selw)

A szelén minden emberi szovetben megtalalhatd szeleno-triszulfid formaban, a majban
¢s izmokban az Ossz-szeléntartalom 30%-a, a vesében 15%-a, a vérplazmiban pedig
10%-a talalhato (Reilly, 2006). A vérplazma albumin frackcidjaban ¢€s eritrocitikban
megtalalhatd  szelénen kivill (Ganther, 1986) az agyi fehérjék szelenometionin
mennyisége is jelentds (Gronbaek és Thorlacius-Ussing, 1992). Szervezetiink
szelénraktara két részbdl tevodik oOssze: a fehérjékbe ¢épiit SeMet raktar, és a
szelenoproteinekben levé SeCys raktar. A bevitt szelén formajatol fligg, hogy melyik
raktarba keril, hisz mig a bevitt SeMet a metionint helyettesitve a konnyebben
hozzaférhetd, szelénhidny esetén elszor iirild, szeléntartalmi fehérje raktarba is
keriilhet, addig a SeCys vagy szervetlen szelénformdk csak a sokkal erdsebben
szabalyozott szelenoprotein raktarban kothetnek Ki  (Levander és  Burk, 1996).
Szervezetiink a szelént csak korlatozott mértékben képes taroli, ezért kiemelkedden

fontos a folyamatos és megfelelé bevitel.
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2.4.4. A szelén emberre gyakorolt pozitiv hatasai

Az rodalmi attekintés soran mar emlitettem, hogy a szelént egészen 1957-ig mérgez0 és
karcinogén anyagnak ismerték, mely nézet a késobbi kisérletek soran nem csak, hogy
megdolt, de egyenesen az ellentettiére fordult, hisz kideriilt, hogy eme esszencialis
mikroelem tumorellenes tulajdonsdga mellett szamos pozittiv €és nélkiilozhetetlen
hatassal is rendelkezik. Ezek kozil az elsd, ¢és talan a legfontosabb az antioxidans
védekezésben betoltott kulcsfontossdghi  szerepe, hisz a szelenoproteineknél mar
bemutatott, hidrogén-peroxidot és mas szerves hidroperoxidokat eliminalo glutathion-
peroxidaz enzimek aktiv centruma. Tovabba a megfeleld szelénbevitel nélkiilozhetetlen
az mmunrendszer megfeleld mikodéséhez, hisz a szelén nem csak, hogy segiti a
antitest-termelését és a T helper sejtek differenciaciojat, de gatolja a HIV-1 virus AIDS-
¢ alakuldsat, virusellenes hatdsat pedig mar a kordbban emlitett Coxsackie viruson
(Cermelli et al., 2002) és Hepatitis C viruson (Mukherjee et al., 2014) is bizonyitottak.
A szeléntartalmi  dejodindz  enzimek  aktivajdk a  pajzsmirigyhormonokat, a
szelénkezelés hatdsara fokozottan expresszalt CatSper gén pedig javitja a spermiumok
mobilitasat, életképességét (Mohammadi et al., 2009). Igy elmondhatjuk, hogy a szelén
anyagcserénkben ¢és  fertilitisunkban is  fontos szerepet jatszik. Antikarcinogén
tulajdonsagat szamos tanulmany vizsgalja, akar a szelenometionin mell-, prosztata- és a
borrak ellenes hatasarol (Redman et al., 1997), akar a GPX-1 enzim UV-sugarzis
okozta DNS lanctorések gatlasarol van szo. Szintén a GPx-1 enzimhez kothetd, a hidnya
miatt  kialakuld, az ér és sziv struktirdlis abnormalitiséhoz vezeté érbelhartya
diszfunkcio. A megfeleld szelénbevitellel emelheté a vér HDL-szintje, csokkenthetd
egyes kardiovaszkularis megbetegedések rizikoja (Cominetti et al., 2012), és
elkeriilhetd a szelénhidny esetén felépd, egyes szivbetegségekbdl vald lassabb
feléptilés. Végil meg kell emliteni a szelén obezitds elleni hatdsat is, hisz a vér
koleszterin-, triglicerid-, LDL- ¢és glikozszintjének csokkentésével segit az elhizas
elkeriilésében, bar ezt még csak patkanyokon bizonyitottak (Kim et al., 2012).
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2.5. Szelénhiany, szelénpoétlas, szelénmérgezés

2.5.1. Ajanlott szelénbevitel, szelénhiany

A szeléent nem weletleniil illetik ,esszencidlis méreg” jelzdvel, hiszen napi ajanlott
mennyisége (RDA) ¢és legmagasabb toleralhatd mennyisége (UL) igen kozel esik
egymashoz, igy mikor taplalék-kiegészitovel viszimk be szelként, kiilondsen oda kell
figyelniink a bevitt szelén formajara és mennyiségére. A 3. tablazatban lathatjuk a
szelén napi ajanlott és legmagasabb toleralhatd mennyiségét, Szelenitre vonatkoztatva
(Ungvari, 2015).

3. tablazat: Szelén RDA és UL életkoronként (Ungvari, 2015)

Kor Férfi No Terhesség | Szoptatas
(1e) (he) (e) (1)

RDA UL RDA UL RDA uL RDA UL
6 honapos korig 15 45 15 45
7-12 hénap 20 60 | 20 | 60
1-3 év 20 90 | 20 | 90
4-8 év 30 | 150 | 30 | 150
9-13 év 40 | 280 | 40 | 280

14-18 év 55 | 400 | 55 | 400 | 60 | 400 | 70 | 400

19-50 év 55 | 400 | 55 | 400 | 60 | 400 | 70 | 400
51 év felett 55 | 400 | 55 | 400

Az elégtelen szelénbevitel, mely legaldbb 0,5-1 milidrd embert érint vilagszerte
(Combs, 2001), a glutation-peroxidaz enzimek milkodési zavarahoz és szabadgyok
felhalmozddashoz, oxidativ stresszhez vezet, mely szamos betegség rizikofaktora lehet,
mint példaul a Kina szelénhidnyos tartomanyardl elnevezett kardiomiopatids Keshan-
kor. Tovabba a szelén szervezetben betoltott funkcioi alapjan konnyl felismerni, hogy a
szelénhiany szamos sulyos tiinethez vezethet, mint példaul a csont és izileti
megbetegedéssel jard Kashin-Beck kor, endemikus kretinizmus, vagy a férfiak
terméketlensége. Mint mar kordbban emlitettik Magyarorszag is a szelénhidnyos
orszagok koz¢ tartozik, a vérplazmiban mért szelén 50 pg/l koncentracidja joval az

optimalis 90 pg/l érték ala esik (Cser et al., 1996).
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2.5.2. Szelénpétlas

Az emberi szervezet szamara kiemelkedden fontos a megfeleld mennyiségli €s
mindségli, folyamatos szelénbevitel Mikor a mndségrol beszElink, természetesen
legnkabb a bevitt szelén formajat értjik alatta. Ha megvizsgaljuk a taplaléklancban
megtalalhatd  természetes  szelénformakat  lathatjuk, hogy nOvények  esetén,
mig a zOldségek ¢és gabonafélék szeléntartalma a talajbol felvehetd szelén
mennyiségétol fligg, és ebbdl adoddan altalaban alacsony (<0.01 mg Se / kg), addig a
szezammag ¢és a brazildio (Palmer et al., 1982) nagy mennyiséget tartalmaz (0,43 és
19,1 mg/kg). Ennél is jobb szelénforras az allati his ¢és belsdség, hiszen példaul
marhahus esetén a hisban 0,2 mg/kg, a szivben 0,55 mg/kg, a majban 0,93 mgkg és a
vesében 4,5 mg/kg szelén talalhatd (Juniper et al., 2008). Rakok és halak esetén a
szelén koncentracioja 0,1 — 5,0 mg/kg az USA-ban (Fairweather-Tait et al., 2010), a
tokehal, capa és tonhal vezetésével (1,5 , 2,0 és 5,6 mg/kg). Fontos megjegyezni, hogy a
halak hasaban a hal fajatol és az  Osszszelkén-koncentraciotol  fliggben a
szelenometioninon kiviil (29-70%) szelenit és szelenat is talalhato (12-45%) (Rayman et
al, 2008; Fairweather-Tait et al., 2010).

Ezen természetes szelénforrdsokon tul a szelénhidnyos teriileteken szikséges a
mesterséges szelénpotlas, étrend kiegészitOk és funkciondlis élelmiszerek formdjaban. A
legegyszeriibb formaja a szelenittel/szelenattal  torténé potlass  vagy  konyhasohoz
keverve (Kina egyes tartomdnyai), vagy tabletta, kapszula formaban. Bar ez egy
koltségkimélo szelénpodtlasi forma, azonban a szervetlen szelénformak rossz bioldgiai
hasznosuldsa ¢és konnyli tiladagolhatosdga miatt tdvol all az idedlis megoldastol.

A szervetlen tablettakhoz képest sokkal jobb megoldas, és emiatt a leginkabb elterjedt, a
szelénnel dusitott élesztd, melynek eldallitisa sordn a szervetlen szelenitet az élesztd
(Saccharomyces cerevisiae) aerob  fermentaciés  folyamatinak  felhasznalasaval
szelenometioninné  alakittatjdk (Pofatajko et al., 2004), majd a kiszaritott terméket a
human szelénpotlason tul takarmanyozasi célokra is felhasznaljak. Ilyen termék példaul
az amerikai AllTech cég ,SelPlex” nevii takarmanykiegészitéje, melyet sokszor
hasznaltunk Gsszehasonlitasi célokra kisérletemk soran. A takarmany szeléndisitdsara
olcsosaga miatt foként szervetlen szelénsdkat hasznilnak, azonban a szelenizalt élesztd
sokkal alkalmasabb erre a feladatra is. Az emelt szeléntartalmi takarmany segitségével
eloallitott funkcionalis ¢lelmiszerek, mint a szelénben  gazdag  tojas
(Fisinin et al., 2008), tej és a csirke-, sertés-, marhahisok szintén idedlis formai a

szelénpotlasnak.
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A novényeket is felhasznalhatjuk szelénpoétlasra, bar a legtobb ndvény, mmt pl a
paradicsom, burgonya, uborka, répa, kdposzta a nem-akkumulald csoportba tartoznak,
¢s még emelt szeléntartalmu talajon sem haladjak meg a 10 mg/kg szelénkoncentraciot.
Ezért erre a feladatra a szelént nagy mennyiségben raktarozni képes akkumulald
novényeket haszndlhatjuk, melyek funkcionalis ¢élelmiszerekként valo felhasznalasukon
tul akar szelénnel szennyezett teriiletek tisztitdsara, azaz fitoremediaciora is alkalmasak
(Basiuelos et al., 2005; Simon et al., 2006; Simon et al., 2007). Normal szelén
ellatottsag esetén a novényekben a szelenocisztein és a szelenometionin a predominans
forma (Whanger 2002), és mig emelt szeléntartalmii talajon nevelve a buza (Olson et
al., 1970), kukorica, rizs (Beilstein et al., 1991), szojabab (Yasumoto et al., 1984) és
kaposzta (Rayman et al., 2008) tovabbra is szelenometionint tartalmaz, addig a
zO0ldhagymaban (Cai et al., 1995; Shah et al., 2004), brokkoliban (Cai et al., 1995;
Abdulah et al., 2009) és fokhagymaban (Ip et al., 2000) metil-szelenocisztein
keletkezik. Fokhagyma esetén, ha a felvett szelén koncentracidja nem ér el egy
bizonyos szintet,
a  y-glutamil-szeleno-metil-szelenocisztein =~ a  jellemzé  forma, csak  magasabb
koncentracié esetén valtozik metil-szelenociszteinre. Osszességében elmondhatd, hogy
a szelénben gazdag, novényi eredetll funkciondlis élelmiszerek, ha Ugy tetszik

funkcionalis zoldségek, szintén idedlis formai a szelénpotlasnak.

2.5.3. Szelénmérgezés

A szelénhiany esetén mar megemlitettem, hogy a napi ajanlott mennyiség (RDA) és a
legmagasabb toleralhatd mennyiség (UL) igen kozel esik egymashoz (3. tablazat), igy
szelénformatol fliggben -feleldtlen szelénpotlas esetén- konnyen szelénmérgezés Iéphet
fel Az akut szelénmérgezés tiinetei mellett, melyek arcpir, hajhullas, feledékenység,
izomgyengeség, tremor, sziv- ¢és  érrendszeri  kdrosodasok, tiidoelégtelenség,
veseelégtelenség, ritka esetben haldl, hosszan tartdé kronkus mérgezés esetén
fokhagymaszagli leheletet, a haj és korom deformalodasat, borkiiitéseket, hanyingert,
hanyast, szédiilést figyelhetink meg, melyek pl brazldid rendszeres, nagy mennyiségii
fogyasztasa esetén fordulhatnak elo.
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2.6. A szelén eloallitasa, ipari felhasznalasa

2.6.1. Szelénbanyaszat, szervetlen szelénformak

A szelén kornyezeti korforgasaba keriilésének fO forrasa a banyaszat. A szelént nem
specifikusan banyasszak, hanem mas fémek, pl olom, de foként réz finomitasanak,
vagy a kénsav gyartisanak mellékterméke (Johnson et al., 2010). Eppen ezért a szelén
készlete szorosan kotodik a réz- és kisebb mértékben a nikkelkészlethez. A vildg
szeléntermelésének nagy részEét Japan, USA és Kanada adjak, de Finnorszag, Ausztralia,
Peru, Zambia, Belgium, Oroszorszag, Kina és mas orszigok is hozzajarulnak. Eppen
ezért nehéz Osszesiteni a vildg szeléntermelését, hiszen a koriilbeliil 80 rézfinomitd csak
egy része jelenti pontosan a termelt szelén mennyiségét. A banyaszat mellett meg kell
emliteni a masodlagos szeléntermelést, melynek sordn a régi elektromos hulladékbol és
fenymasolokbol kinyert szelén az Ossztermelés koriibeliil 15%-4at teszi ki A finomitas
¢s Wrahasznositds sordn kinyert szelén szamos formaban hozzaférhetd az ipar szdmdara,
a natrium-szeleniten és szelenaton tal, vas- és nikkelszelenid, kadmium-szulfoszelenid,
szeléndioxid és szelén-dietildithiokarbamat is forgalomba keriil (Reilly, 2006). A szelén
atlagos ara 2015-ben 60 $/kg koril mozgott, ami 75%-o0s visszaesés a 2011-es
177,7 $/kg —os csucsahoz képest. A vildg szeléntermelésének legnagyobb részét Kina
elektrolitikus mangangyartisa hasznalia fel, mely 2015-ben a korabbi évekhez
hasonldan a maximalis kapacitds 40%-4n mikodott, és melynek sordn a szelén

adalékként vald alkalmazasaval javitjak az eldallitott mangan mindségét.

2.6.2. Szelenizalt éleszto, SelPlex

A szelénpotlasra az egylk legalkalmasabb forma a foként szelenometionn tartalma
szelénnel dusitott élesztd. Eldallitasa sordn a kiindulasi szelénforma lehet az olcsobb
szervetlen  Na-szelenit, natrium-hidrogén-szelenit és  szelenat, vagy valamilyen
koltségesebb szerves szelénforma, mint a L-szelenometionin. A dusitast kovetéen az
¢lesztd szeléntartalma elérheti a 3000 mg/kg értéket is, melynek legnagyobb hanyada
szelenometionin  formajaban, kis mennyiségben metil-szelenocisztein formajaban van
jelen az éleszté fehérjéiben (Kotrebai et al., 2000).

A dusitashoz hasznalt kiindulasi szelénforman kivill az élesztétorzsnek, és a foként
cukorrépa- vagy cukornadmelasz-alapu tapkozeg Osszetételének is fontos szerepe van,
hiszen ezekt6l fligg a késztermék biologiai hasznosuldsanak hatasfoka. Az aerob
fermentaciés folyamat végén pasztérozéssel elpusztitjdk az éleszté sejteket, majd a

létrejott szerves szelénben dus masszit porlasztva megszaritjak.
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Az igy létrejott terméket human fogyasztadson kivil egyre gyakrabban hasznaljak
takarmanyozasi célokra is.

llyen szelénnel dusitott élesztd alapt takarmanykiegészitdé az amerikai AllTech cég altal
gyartott, CNCM 1-3060 ¢leszt6torzset hasznald SelPlex is, mely 3 éves kutatast
kovetden, 2000-ben keriilt forgalomba az USA-ban (Edens, 2001). Napjainkra az
AllTech a vildg legnagyobb szelenizalt €lesztét gyartd cégévé notte ki magat, termékeik
mindenhol megtalalhatéak. SelPlex termékilkk két kiilonbdzd koncentracioban elérhetd,
a 600 mgkg szelént tartalmazd Sel-Plex 600 Selenium 25 kilos kiszerelésben 101 $,
mig az 1000 mgkg szelként tartalmazd Sel-Plex 1000 Selenum szintén 25 kilos
kiszerelésben 169 $.

2.6.3. Nanoméretii elemi szeléngombok

Mar régota ismert, hogy bizonyos talajlakéd baktérumok védekezeési mechanizmusuk
részeként nanoméretli vords elemi szelént allitanak el6, és raktaroznak a sejtfalon beliil
(Garbisu et al., 1995; Tomei et al., 1995). Az eldallitott nanorészecskék mérete és a
szelénatomok elrendezodése nagyban fligg a fajtol, mint az a Sulforospirikkum barnesii,
Bacillus selenitireducens és Selenihalanaerobacter shriftii fajok kozotti 6sszehasonlitd
vizsgalatbol is kiderilt (Oremland et al., 2004). A talajlaké baktériumokhoz hasonloan
az ¢lelmiszeriparban hasznlatos torzsek is képesek a redukciés folyamatra, mnt
példaul a joghurtgyartashoz hasznalt Lactobacillus acidophilus, mely 200+20 nm-es
vOrés elemi nanoszelén gomboket allit eld és raktiroz a sejten belil (Prokisch és
Zonmara, 2008). Ezeket a nanoszelén gomboket savas feltarassal ki tudjuk nyerni, majd
vizes szoljukat szelénpotlasra hasznalni. Ennek a technologianak a kidolgozasa, a
forgalomba vonhato termék kifejlesztése, majd viselkedésének vizsgalata volt tobbek
kozott a feladatom.

Kémiai redukcioval is lehetséges az elemi szelén eldallitas, mint azt szamos kutatds is
bemutatta (Gates et al., 2002; Gao et al., 2002; Nandhakumar et al., 2001; Abdelouas
et al., 2000; Mees et al., 1995). Aszkorbinsav és poliszacharidok segitségével 10 nm-es
részecskék (Zhang et al., 2004), marhaszérum-albumin (BSA) segitségével pedig 5-100
nm-es vords elemiszelén-részecskék allithatok eld (Huang et al., 2003). Paprikabol
késziilt extraktum segitségével pedig 80 nm atmérdjii tomor, vagy 160 nm atmérdji,
10 nm falvastagsagu treges elemi szeléngomboket lehet eléallitani (Li et al., 2007).

A nanoszelén eldnyeit els6ként allatkisérletekben igazoltdk, patkanyokkal végzett

kisérletikben Zhang ¢és tarsai bemutattdk a nanoszelén szelenithez viszonyitott
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alacsonyabb toxicitasat, azonos felvehetdség és antioxidans-kapacitas mellett (Zhang et
al., 2001). Szelenometioninnal Gsszehasonlitva is sokkal Kkisebb toxicitds és nagyobb
antioxidans-kapacitas jellemzi (Wang et al., 2007) ezt a format.

Domokos-Szabolcsy (2011) doktori disszertaciojaban leirta, hogy in vitro rendszerben
az altalunk el6allitott nanoméretli elemiszelén-részecskéket tartalmazod szolbdl készitett
taptalajon fejl6dé dohany kalluszokban, illetve regenerdlodd ndvények gyokér és hajtas
részében a teljes szelénkoncentraci® megnétt a kontrolhoz viszonyitva. Ezzel egyiitt a
szolt tartalmaz6 taptalajon (100 mgkg) pozitiv bioldogiai hatasok voltak megfigyelhetok
ugymint a hiperhidricitds  gétlasa  kallusztenyészetekben;  gyorsabb, erdteljesebb
gyokérképzodés; illetve a tenyészetek késébb kezdtek oOregedni (5-6. abra) (Domokos-
Szabolcsy et al., 2012).

5. abra: Dohany kalluszképzés kiilonboz0 szelénkezelt taptalajokon
(A: kontrol, B: 100 mg/kg NanoSe, C: 100 mg/kg szelenat)
(Domokos-Szabolcsy et al., 2012)

30



6. éabra: Kontroll és 100 mg/kg NanoSel-t tartalmazd taptalajon nevelt, azonos kora
dohanynovény leveles hajtdsa és gyokérrendszere
(Domokos-Szabolcsy et al., 2012)

2.6.4. lpari felhasznalas

2015-ben a vildg szelénfelhaszndlaisa a kovetkezOképpen alakult: kohdszat 40%,
iiveggyartas 25%, mezOgazdasdg 10%, vegyszerek ¢és pigmentek 10%, elektronikai
cikkek 10%, egyéb felhasznalas 5%.

Legnagyobb része a kohdszatban hasznalédik fel, vashoz, rézhez, manganhoz,
acélotvozetekhez adva  adalékanyagként javitja azok Ontvényezési, mechanikai,
formalhat6sagi tulajdonsagatit, MmAar nagyon kis mennyiségekben is
(0,02 tomegszazalék). Ivoviz vezetékekhez bizmuttal alkotott Otvozetét hasznaljak az
USA-ban, hisz egy 1996-os torvény Ota azok nem tartalmazhatnak o6lmot.
Uveggyartishoz ~ valo  felhaszndldsa soran a vas okozta z0ld  elszinezddés
megsziintetésében és a vOrds szin eléallitasaban (Holmes, 1947) van szerepe.
Mez6gazdasagban a mar kordbban emlitett szelénpotlisra haszndljak, kiilonbozo
formaban. A kadmium-szulfoszelenid elegyek remekiil hasznalhatoak a vords, narancs
¢s gesztenyebarna szinek széles skalajat lefedd szinezOanyagokként milanyagokhoz,
porcelanokhoz és festékekhez, hiszen ellendllnak az UV és kémiai hatdsoknak. A szelén
elektronikai cikkekben vald felhasznalasa kezd a hattérbe szorulni, mert bar
napelemekben, TV kamerakban, fénymérokben tovabbra is alkalmazzak (Schuyler,
2015), a korabban legnagyobb részt felhasznalo, fénymasolokban talalhato szelén alapu
fotoreceptorokat levaltottdk a szerves fotoreceptor elegyek (OPC). Egyéb felhasznalasi
tertiletei koz¢ tartoznak példaul a naptejek vagy korpasodas elleni samponok.
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3. ANYAG ES MODSZER

Munkdm 5 részre oszthato:
1. Tisztitott nanoméreti elemi szeléngdmboket tartalmazd monodiszperz szelén
szol eldallitasanak kidolgozasa és analitikai vizsgalata
2. Liofilizalt  nanoméreti  elemi  szeléngdmboket — tartalmazdo  joghurtpor
eloallitasanak kidolgozasa és homogenitasvizsgalata
Nanoszelén vizsgalata vizes kozegben
Nanoszelén vizsgalata a talajban

Nanoszelén vizsgalata novényekben

o o ~ w

Nanoszelén vizsgalata allatokban

A konnyebb attekinthetéség érdekében a felhaszndlt anyagok ¢és moddszerek
attekintésénél is ezt a csoportositast kovetem, a megszokott kisérleti beallitas-

mintaclokészités-mérési modszerek felosztastol eltérden.

3.1. NanoSel nanoméretii elemi szelént tartalmazo tisztitott monodiszperz szelén

szol eldallitasa

Munkam ezen részében a nanoméretli elemi szelént tartalmazd tisztitott monodiszperz
szelén szol (NanoSel) gyartasi modszerének kidolgozasa volt a feladatom. Bar maga az
eloallitasi médszer kidolgozasa is eredménynek mindsil, az Anyag és Modszer rész

onallo értelmezhetdsége és a konnyebb attekinthetdség érdekében itt mutatom be.

3.1.1. Baktériumtorzs

A fellelhetd wodalom alapjan tudtuk, hogy az eltéré baktérumtorzsek eltéré méreti
elemi szeléngdmboket hoznak Iétre, éppen ezért eldkisérlek sordn megvizsgaltam a
kovetkezd torzseket és keverékeiket: Lactobacillus casei, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium BB-12, Lactobacillus acidophilus (LA-5) és Lactobacillus helveticus
(LH-B02). A Itrejott szeléngdbmbok mérete, az atalakitasi hatasfok, és kivaltképp az
¢leimiszeripari  felhasznalhatosag és  hozzaférhetéség  alapjan a  valasztds a

Lactobacillus casei torzsre esett.

3.1.2. Tapkozeg
Mivel a NanoSel szol Ilaboratorumi felhasznalasra készil, nincs szikség nagy

mennyiségre, viszont annil fontosabb a jO reprodukdlhatosdg ¢€s a jo vizsgalhatdsag.
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A gazdasagossagi szempontokat melldzve tdpkdzegnek MRS médiumot vélasztottam
(de Man, Rogosa, Sharpe, 1960), a joval olcsobb tejjel és tejsavoval szemben.

A VWR Chemicals altal kifejezetten Lactobacillus szamara gyartott MRS tapleves
Osszetétele 1 literben: 10g kazein, 10g huskivonat, 5g élesztOkivonat, 20g glikoz, 2g
dikdlum-hidrogén-foszfat, 5g natrium-acetat, 2g diamménum-citrdt, 0,2g magnézium-
szulfat, 0,05g mangan-szulfat, 1,08g polioxietilén-szorbitan-monooleat (Tween 80). A
tapleves készit¢thez 55g¢ MRS port feloldunk 1 liter desztilldlt vizben, majd a
sterilizalashoz 120°C-on 30 percig forralunk. Mikor a leves lehiit 25 °C-ra, hozzaadjuk
az  atalakitani kivant szelénforrast, 10 000 mg/literes  natrium-hidrogén-szelenit
torzsoldatot  hasznalva, az idedlisnak ¢t 200 mgkg-os szelénkoncentracio
beéllitisahoz 20 ml-t. Ezutdn a friss baktérumkultirabol 10 ml-t beoltunk a szelénnel
dusitott taplevesbe. A pH nem kivan kiilondsebb szabalyozist, de a folyamatos

monitorozas soran kideriilt, a kezdeti 6,4 értékrol a fermentacid végére 3,5-re csokken.

3.1.3. Fermentacio

A beoltott szeléntartalmi taplevest inkubatorszekrényben 48 oran keresztil 37 °C-on
fermentaljuk (L. casei optimuma), 70 rpm-es razatas mellett, melyre az ilepedés
elkeriilése végett van szilkség. A fermentacios folyamat végére a szol a képzddott elemi

szeléngdmbok hatasara piros szinlivé valk (7. abra).

7. abra: Nanoméretli elemi szeléngdmboket tartalmazo NanoSel szol
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3.1.4. Tisztitas

A tisztitas megkezdéséhez elsd Iépésben ki kell nyernink a baktérumokat a
taplevesbdl, melyet 15 percig tartd6 6000 rpm-en torténd centrifugalassal, feliiliszo
eltavolitassal majd a visszamaradt pelletek desztillalt vizben torténd felvételével oldunk
meg. A tisztitott nanoszelén szol eldallitisakor, mivel a baktériumok a sejtfalon beliil
raktarozzdk el a képzddott elemi szeléngdmboket, el kell tdvolitani a nagyon ellenallo
sejtfalat.

Ehhez 37 (mym)%-os sosavat hasznalunk, masfélszeres mennyiségben, azaz 100 ml
nanoszelénhez 150 ml sdésavat adunk. A savas hidrolizis 5 napig tart, melynek soran a
sejtfal elroncsolodik, a sejten beliilli nanoszelén gombok sértetleniil kiszabadulnak.
Ezutdin az szolr6l a sdsavat eltavolitjuk, semleges pH eléréséig ismételt centrifugalassal
és deszillalt vizes mosassal A kovetkezd Iépés a szirés, melyhez eloszor a
sejttormeléket és nanoszelént tartalmazod desztilldlt vizes szolt 15 percre ultrahangos
firdobe tesszik, hogy az Osszetapadt gombok szétessenek, majd vakuumsziird
segitségével atszirjik 1 réteg 3,3 um poérusméretii teflon sziirGanyagon és 2 réteg
65 g/m? slrliségli szir8papiron. Az elkészilt NanoSel szol a nanorészecskéket

tartalmazd szuszpenziokra jellemzo optikai tulajdonsdgokat mutat, azaz visszavert

fényben piros, fény felé forditva kékes szinii, lézerrel atvilagitva pedig a fénycsik jol
lathato (8. abra).

8. abra: NanoSel szol visszavert fényben, fény fel¢ forditva, 1ézerrel atvilagitva
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3.2. LactoMicroSel szelénnel disitott joghurtpor eléallitasa

A NanoSel szolndl bemutatott gyartasi folyamat modositasaval célunk olyan
takarmanykiegészitoként  ill.  étrendkiegészitoként is  alkalmazhatd  szeléntartalma
joghurtpor (LactoMicroSel) eldallitasa volt, melyben az elemi szeléngdmboket nem
szeparaljuk a baktérumoktol Bar maga az eldallitdsi modszer kidolgozasa is
eredménynek mindsili, az Anyag ¢és Modszer rész Onalld értelmezhetdsége ¢és a

konnyebb attekinthetéség érdekében itt mutatom be.

3.2.1. Baktériumtorzs

Alapvetd fontossaghh a megfeleld, élelmiszergyartashoz engedélyezett torzs kivalasztasa.
A torzskeverékek vizsgilatdhoz a szintenyészetek mellett a Hansen cég (Dania) tobb
forgalomban levd probiotikus baktériumokat tartalmazd torzskeverékét vizsgaltuk és
hasonlitottuk 0ssze. A kellben nagy atalakitdsi hatasfok mellett kivanalom volt, hogy a
baktériumok egy tombben aljanak Ossze, a termék jO szirhetésége miatt. Ehhez az
ABT7 torzs bizonyult a legjobbnak.

Az ipari gyartashoz végil ehhez a torzshdz legjobban hasonlitd, engedélyezett,
kifejezetten joghurtgyartashoz kialakitott Yo-Mix 401 keveréket hasznaltuk, mely

Streptococcus thermophilust és Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricust tartalmaz.

3.2.2. Tapkozeg

A tapoldat megtervezésénél figyelembe kellett venni a gazdasidgossagi kérdéseket.
Nyilvanvalo volt, hogy a NanoSel cléallitasanal alkalmazott MRS tapoldat sem az ara,
sem pedig engedélyeztetési problémak miatt nem lehet alapja az ipari gyartasnak.
Elséként tejalapti gyartas kidolgozasat vizsgaltam, azonban kideriilt, hogy a tej
zsirtartalma  jelentdsen neheziti a tovabbi feldolgozast, hiszen a szeléntartalmi
baktériumok egy része a zsfros frakcidhoz tapad és Osszegyiilk a kozeg felszinén, mig a
masik rész lesiillyed a kozeg aljara. A két frakcid eltérd szelénkoncentracidja és
viselkedése jelentdsen nehezitené a homogén és jol kezelhetd anyag eldallitasat, ezért a
tejmintat alkalmazis elott egy folyamatosan mikodd tejszeparatorral zsirmentesiteni
kell. A tejcentrifuga levalasztja a tejszint €s a szavasmarha sejteket a tejbdl, igy jol
kezelheté kozeget kapunk a tenyésztéshez.

Miutan lattuk, hogy a tej alapu gyartas jol mikodik, és alkalmas az étrendkiegészitok és
¢leimiszerekhez gyartand6 adalék gazdasagos eldallitdsara, felmeriilt, hogy tovabbi

koltségesokkentés miatt  célszeri  lenne  tejsavot  hasznalni, hiszen ennek ara
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a tej 100 Ft/L-es arahoz képest minddssze 1-3 Ft/L. A tejsavo szirése €s zsirmentesitése
utdn kideriilt, hogy kitlinden alkalmazhatdé kozeg, ezért a gazdasidgossagi szempontok
figyelembe vételével az ipari gyartdshoz végil 75% édes savo és 25% folozott tej
keverékét valasztottuk.

3.2.3. Szaritas és homogenizalas

A szlirt joghurt szaritdsdhoz Osszehasonlitottuk a liofilizalast és a légfivasos szaritast.
Liofilizalassal szEép, konnyen daralhatd, jol hasznalhatd anyagot kaptunk (9. dbra, balra),
kideriilt viszont, hogy a levegdbdl a termék a vizet konnyebben visszaveszi, igy
bizonyos alkalmazasokhoz elénytelen, s raadasul igen draga eljaras. A 1égfivasos,
50 °C-on wvégzett szaritassal kapott anyag ugyanakkor igen nagy szivossagl és
keménységli, nagy kihivast jelentett a megfeleld dardlasi technika kidolgozasa. Végiil
egy draga, de megfeleld teljesitményli dardloval sikeresen elértik a kivant
szemcseméretet, gy sikeriilt megfeleld mennyiségli és mindségli LactoMicroSel

adalékot gyartani (9. dbra, jobbra).

9. 4bra:

Liofilizalt és daralt LactoMicroSel (balra)
Légfuvassal szaritott és daralt LactoMicroSel (jobbra)

3.2.4. Termékfejlesztés, ipari gyartas

A LactoMicroSel szelénnel dusitott joghurtport az Instantpack Kft. Berretyoujfaluban
talalhato gyardban gyartottuk le. Az engedélyezéshez elkésztettik a termelés
folyamatabrajat (10. abra). A termék gyartmanylapja az 1. mellékletben lathato.
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1. Alapanyag atvétele

A 4

2. Alapanyag, hiitése,
elotarolasa, hiitve
tarolasa

v

3. Alapanyagok
Osszekeverése, kezelése

|

4. Atmeneti tarolas

5. Strités

v

6. Adalékanyag
hozzaadasa,
homogenizalas

7. Frlelés, savanyitas

A 4

8. Porlasztva szaritas,
levalasztas

CCP

A 4

9. Csomagolas,
gyljtécsomagolas

Edes savo atvételi héfoka: max 15 °C, savfoka: 3,0-6,8
Folozott tej atvételi héfoka: max. 10 °C, savfoka: 6,0-7,2
(gatloanyag vizsgalat)

Pasztérozés hoéfoka: 74-80 °C 15 masodperc hontartas
A termék hiités utani héfoka <10 °C

Keverési arany 25-75%

Max. 5 ora 10 °C alatt

Szarazanyag-tartalom 18-22 %
Strtmény héfok bedllitasa 42-45 °C

Joghurtkultira adott mennyiségli vizbe
(h6kezelve-visszahiitve) feloldva.
Natrium-szelenit feloldasa.

42-45 °C-on savanyitds, pH 5,2-5,4 értéken tartds illetve
24 Ooranként Ujrakultirazva. Erlelési id6 min. 72 ora. A
maradék szelén aszkorbinsavval torténd redukalasa.

Stritmény hoékezelése 70-72 °C.
Poritasi héfok:a levegd bemend héfoka 160-200 °C
A levegd kimend héfoka: min. 80-90 °C

10. abra: LactoMicroSel szelénnel dusitott joghurtpor gyartdsanak folyamatabraja

37



Az ipari gyartas folyamatat a 4. tablazat mutatja be.

4. tablazat: Gyartasi folyamat fobb jellemzdi és idorendje

Feladat, Jellemz6 adatok Datum
megnevezése
1 mgsy;i?beeﬁ:ggfzzgsse, Mososzeres tisaitds, Perecetsavval (PAA) | 519110118
s torténd fertdtlenités.
tisztitasa.
Edes savé atvételi hdfoka: 12°C,
savfoka: 4,0.
2 | Alapanyag atvétele Folozott tej atvételi héfoka: 6,5°C, 2011/10/18
savfoka: 6,8
(gatloanyag vizsgalat).
" Pasztérozés hoéfoka: 74°C
3 A'apalr,‘,y‘?‘g’ léh“tese’ (15 s héntartas). 2011/10/18
clotrolasa A termék hiités utani héfoka <10°C.
Alapanyagok Keverési’ arany: ’
4 Ssszekevorése 75 VIVY% édes savo. 2011/10/18
25 VIV% folozott tej
5 Atmeneti tarolas Id6tartama:1 h 2011/10/18
Szarazanyagtartalom: 20%
6 Stirités Stritmény héfoka: 42-44 °C 2011/10/18
A stliritmény térfogata: 4700 liter
7 Mintavétel Kontroll szeléntartalom meghatarozashoz. | 2011/10/19
Adalékanyag Joghurtkultira adott mennyiségli vizbe
8 hozzaadasa, (h6kezelve- visszahtitve) feloldva. 2011/10/19
homogenizalas Natrium-szelenit feloldasa.
A beoltott stiritményt 42-44 °C-on,
kevertetés nélkiil (a mintavételt
megelézéen 60 perc kevertetés). 2011/10/19
9 Erlelés, savanyitas PH 5,2-5,4 értéken tartas. -
48 dranként Ujrakultirazva. 2011/10/29
A maradék szelén aszkorbinsavval torténd
redukalasa.
pH nyomon kovetés és optimalizalas
Lol Mintavetel s céliabol 2011710719
feldolgozas Natrium-szelenit atalakuladsi hatasfokanak
o 2011/10/29
meghatarozisahoz.
Stritmény hokezelese 70-72°C.
Porlasztva szarités, Poritasi héfok: a levegd bemend hdfoka
1 levalasztis 160-200°C 2011/10/29
A levegd kimend héfoka: min. 80-90°C
Natronpapirzsak, natir szinli, polietilén
12 Csomagolas bélészsakkal, mérlegen toltve, 2011/10/29

gumigytriivel ¢€s varrassal lezarva.
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1-7. és 11-12.: Altalanos joghurtpor gyértasi folyamatsor.

8.: Adalékanyag hozzaadasa, homogenizalas

Kulturazas:

Adalékanyagok  hozzdaddsanal a  kinduld  csiraszam  bedllitasa  tapasztalati
eredményeink alapjan egyszerli feladatnak mindsiilt. 2 liter hdékezelt ¢€s visszahiitott
csapvizben vettik fel a szaritott kultirat (Yo-Mix 401), majd az igy ecloéallitott
mokulumot rovid allasi id6t (~ 30 perc) kdvetden a stritményhez adtuk.

Natrium-szelenit hozzdadasa:

A slritmény teljes tomegére szamitott natrium-Szelenit mennyiséget a bakteridlis
szeléntranszformaci6 optimalis hatasfokanak elérése érdekében hiarom IlEpésben adtuk a
hozza, natrum-hidrogén-szelenit formajaban. Mindhdrom esetben laborkdriilmények
kozott mértik ki a megfeleld mennyiséget, majd ezt a mennyiséget egy kizardlag erre a
célra hasznalt 5 literes miianyag kannaban csapvizben feloldottuk. A kimérés és higitas
céjara hasznalt munkafelilleteket és eszkozoket hypo-val tisztitottuk meg a natrium-
szelenit szennyezOdéstdl, majd vizzel 3-szor atoblitettik. Ellendrzés céljabol telitett
aszkorbinsav oldattal atitatott fehér szinli papirtdlrékenddvel toroltiik at a felileletet,
hogy a natrum-szelenit és aszkorbinsav reakcidjara utald vordses elszinezddés alapjan

¢szlelhetd mennyis€égli szelén maradt-e a megtisztitott munkafeliileteken.

Natirum-szelenit hozzamérése:

1. 2011.10.19 — 4120 g (1880 g Se)
2.2011.10.24 — 2060 g (940 Se)
3.2011.10.26 — 4120 g (1880 g Se)

9.: Erlelés, savanyitas

A gyartastechnologia alapjat képezd bakteridlis szeléntranszformacio alapfeltétele a
megfeleld élocsiraszam, melyet kozepesen magas homérsékleten 42-44 °C-on, 48
orankénti részleges Ujrakultirdzassal tartottunk fent. A fermentdciot 10000 liter
térfogatl, rozsdamentes acél érleld tartalyban, kevertetés nélkiil vittik véghez.

A fermentacio utolsé épése az aszkorbinsav hozzaadasa, a maradék natrium-szelenit

tartalom redukalasa céljabol.
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L- aszkorbinsav hozzamérése:

2011.10.29 — 2500 g

10.: Mintavétel és feldolgozas

A mintavételek célla a fermentacid eldrehaladtdnak ¢€s ezzel Gsszefliggben a natrium-
szelenit  atalakuldsi  hatdsfokanak megdllapitdsa volt. A bakteridlis  produkcio
novekedésének mértékét a pH valtozasanak monitorozasaval_kovettiik.

A mintavételezés idOpontjat a kiilonb6z6 beavatkozasok (pH optimalizalds, natrium-
szelenit  hozzdadads, Ujrakultirazas) ¢és azok  hatdidejének  figyelembevételével
valasztottuk meg.

Minden mintavétel elott 60 percen at kevertettik a szuszpenziot. A mintavételt hosszitott
nyell, 500 ml térfogati mintavevé kanallal végeztik, 2x2 meritéssel megkozelitleg 2x1
liter mintat vettiink alkalmanként. A mintakbol ~200 ml kivételével pH meghatarozast
végeztem laborkoriiimények kozott, a mintdk fennmaradd részEébdl pedig meghatdroztam
azok szelénkoncentraciojat. A mintdkat feldolgozasig 7 °C-on maximum 24 h-ig
taroltuk. A szelntranszformacid mértékét a natrum-szelenit €és a fermentacid révén
képzodott elemi  szelén nanogombok  elvalasztasaval —allapitottam meg, melyet
centrifugalassal (8900 g mellett 10 perc) értem el A kapott frakciok kozil a
feliiliszoban az elemi szelén részaranya elenyé€sz0, igy a vizben oldott natrium-szelenit
adja a feliilisz6 gyakorlatilag Osszes szeléntartalmat. A feliiliszo, illetve a centrifuglas
elotti allapoty, teljes Sszuszpenzi6 mintdkat az Anyag és Modszer ,Teljes szeléntartalom
meghatarozasa” részben bemutatott Osszszelén-meghatarozasos modszerrel mértem. A
fermentacios kozeg Osszes szeléntartalmabol az oldott natrum-szelenit mennyiségét

kivonva indirekt modon hatarozhato meg a bakteridlis uton atalakult szelén részaranya
(5. tablazat).
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5. tablazat: Mintavételek idépontja €s a natrium-szelenit-atalakulas hatasfoka %-ban

Minta | Datum Tevékenység Osszes Se | Feliiliszo Se ﬁ;i:;l;:{?:

1 10.20. natrium-szelenit 1. +24 h-
pH 4,9 1071 mg/kg| 6959 mgkg| 35,05 %

5 10.23. natrium-szelenit 1. +72 h-
pH 5,0 1070 mg/kg| 428,5 mgkg| 59,98 %

3 10.24. natrium-szelenit 11. +0 h-
pH 5,2 1737 mg/kg| 1232 mgkg| 29,06 %

4 10.25. natrium-szelenit 1l. +24 h-
pH 5,2 1646 mg/kg| 862,1 mgkg| 47,64 %

5 10.26. natrium-szelenit 1l. +48 h-
pH 5.4 1590 mg/kg| 578,0 mgkg| 63,65 %

6 10.27. natrium-szelenit 111, +24 h-
pH 5.4 2762 mg/kg| 1497 mg/kg| 45,77 %

7 10.28. natrium-szelenit 111, +48 h-
pH 5.4 2854 mg/kg| 760,5 mg/kg| 73,35 %

10 | 1029. natrium-szelenit 111, +72 h-
pH 5.4 2849 mg/kg| 296,2 mg/kg| 89,60 %

11 | 10.29. nétrium—szelenit_ Il. +72h
+ aszkorbinsav 2950 mg/kg| 180,5 mgkg| 93,88 %

Mikor az atalakulds befejez6dott, porlasztva szaritdst kovetéen a terméket polietilén
bélésti natronpapirzsdkokba toltve elkésziilt a kész, 3000 mgkg szelént tartalmazo
LactoMicroSel por (11. abra).

~
-

S

7

11. abra: Elkésziilt LactoMicroSel szelénnel dusitott joghurtpor
(Berettyoujfalu, 2011)
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Az elkészilt LactoMicroSel porbol szeléntartalmi étrendkiegészitd (,,LactoMicroSel
étrendkiegészit6”) és szelénnel dusitott instant tejpor (,N0.42”) is készilt (12. abra).

12. 4bra: LactoMicroSel-bdl késziilt szeléntartalmi instant tejpor (balra) és
étrendkiegészitd tabletta (jobbra)

Elvégeztimk mind a LactoMicroSel joghurtpor, mind a No.42 szelénnel dusitott instant
tejpor homogenitasvizsgalatait. A LactoMicroSel homogenitasvizsgalatihoz 10 zsakbol
10-10 mintat vettiink, a No.42. vizsgalatdhoz pedig 7 zacskobol 4-4 mintat vizsgaltunk,
az Anyag ¢és Modszer ,Teljes szeléntartalom meghatarozasa” részben bemutatott

Osszszelén-meghatarozasos modszerrel.
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3.3. NanoSel szol és LactoMicroSel szelénnel dusitott joghurtpor vizsgalata

3.3.1. Teljes szeléntartalom meghatarozasa

Mind a tisztitott nanoszelén szol, mind a szeléntartalmii joghurtpor teljes
szeléntartalmanak meghatdrozasahoz Kovdacs et al. (2000) modszerét alkalmaztam,
nedves roncsolasos mintaclokészitéssel: a tisztitott Szolbol 1 ml mintahoz, a joghurtpor
esetén 0,2 g szaritott mintdhoz 5 ml cc. HNOs-t (65 m/m %) adtam, majd 60 percen at
tarto, 60 °C —on torténd eléroncsolast kdvetden 3 ml cc. H2O2-t (30 m/m %) hozzaadva
4 6ran at 120°C —on tovabb roncsoltam. A mintakat ezutan 15 ml-re higitottam 3M-0s
sosavval, majd sziirdpapiron atsziirtem.

A telies szeléntartalom mérését Millenium Excalibur (PSA, Egyesiit Kiralysag)
atomfluoreszcens spektrométerrel végeztem, a miszer gyartdja altal kiadott és validalt
modszer alapjan (PS Analytical, 1999, APP016). A hidridképz6 reakciohoz 3M sbsavat
¢s 0,IM natrum-hidroxidban oldott 1,4 (m/V)% natrium-borohidridet hasznaltam, 1,5
ml/perc 4ramlasi sebességgel. A képzddott HaSe gazt 15 liter/perc arami argongazzal
Oblitettem a PermaPure nevil, kett0s membrani szeparator egységbe. Az atdiffundalt
gazt elégetve és egy vajtkatdd lampabol érkezd monokromatikus fénnyel megvilagitva a
langban évé Se gerjesztddik, és a beesd fény sikjara merdlegesen fluoreszcens fényt
bocsajt ki (13. abra). A mérés soran 30 S mintaszivast 30 S hattérrel torténd mosas
kovetett. Minden mérést 3-szor ismételtem, kalibralashoz Charlau szelenit standardet
hasznaltam, Prokisch et al (2006) modszere alapjan eldallitott QC mintaval ellenériztem
a kalibraci6 helyességét.

A tovabbi talaj, novény- ¢és Aallatkisérletek sordn is ugyanezt a mintaeldkészitési és

mérési modszert alkalmaztam, az esetleges eltéréseket az adott résznél jelzem.

PUMP 1 SAMPLE
/‘\: WALVE
Lens

'
I : = o [—

I DRYER oo
GAS
SAMPLE —_ outr  GASIN »
BLANK + T Introduction Chinr
PUMP 2 i =
RECYELE e
—
REDUCTANT @
i ~ o \
ARGON Cold Shield . i
WASTE CARRIER [ Vapour |G er Fholemutinte
GAS i i
GASILIGUID
SEPARATOR Anforance Coll AFS

13. 4bra: Millenium Excalibur atomfloreszcens spektrométer miikodése
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3.3.2. Nanoszelén viselkedése vizes kozegben

Kutatomunkdm  sordn  vizsgaltam az  eldallitott, tisztitott elemi  szeléngdmbok
viselkedését  vizes  kozegben, pontosabban a  feliiliszoban  oldott  szelén
koncentracidjanak  valtozasat. Ehhez 2 liter nanoszelén szolt gyartottam, majd
megvartam, mig a Szol leiilepedik, ez koriibelil 2 hét alatt kovetkezett be. Ezutan
Ovatosan leszivtam a feliilisz6t, majd desztillalt vizzel Gjra feltoktsttem, igy kaptam
meg a kisérlethez hasznalt, 2 liter 200 mg/l-es, csak elemi szelént tartalmazo, tiszta
feliiliszoju nanoszelén kiindulasi szolomat. Ezt kovetéen 1 honapon keresztil minden
nap mintat vettem a feliiiszobol. FEhhez eldszor ultrahangos flirdben 10 percen
keresztil homogenizaltam a szolt, majd egy fecskendével 1,5 ml mintat vettem beldle.
200 nm-es membranszirét alkalmazva Kkisziirtem az Szolbol az elemi szeléngdmboket,
hiszen csak az oldott formaban 1év0, €l0 szervezetek szamara hozzaférhetd szelén
folyamat, igy ebben az id6szakban oOranként vettem mintat. A mintdk méréséhez az
Osszelén-meghatarozashoz hasonlatosan AFS  késziiléket hasznaltam, azonban nem
alkalmaztam  roncsolast, hogy  ténylegesen csak a  szelenit/szelenat/szelenid

koncentracidt mérjem. Minden mérést 3-szor ismételtem, 10 mmntanként QC mintaval

ellendriztem a kalibracio helyességét.

3.3.3. Feliiliszo szelénspeciicids vizsgalata

A nanoszelén szol feliiliszojaval szelénspeciacios méréseket is végeztem, a készilék
gyartoja altal kiadott, validalt modszer alapjan (PS Analytical, 1999, APP092).
A mérés soran a teljes szeléntartalom meghatarozasnal bemutatott Millenium Excalibur
AFS készilekhez egy Agilent 1200 tipust HPLC rendszert (Hewlett Packard, Palo Alto,
CA) csatlakoztattam. Az allo fazis egy Hamilton PRP-X100 anioncseréld oszlop, a
mobil fazis pedig 5 milimélos citromsavas eluens volt, 2 %(nvm) metanolban, pH 5.9-
re allitva, 0,9 ml / perc aramlasi sebességgel. A HPLC és az AFS kozé beiktatott, PSA
S570Z100 tipusu, kifejezetten specidcidés vizsgalatokhoz ajanlott UV mintafitdben az
oszloprol lejové minta 50 %(v/iv)- HCI és 5% %(m/v) KBr ecleggyel keveredett és
140°C-ra melegedett. A hidridképzé reakciohoz szikséges redukalo reagens 0,1M
natrium-hidroxidban oldott 1,4 (m/V)% natrium-borohidrid volt. A méréshez az
izokratikus pumpa aramlasi sebességét 0,9 mlpercre, az AFS készilék érzékenységét
pedig 100-szorosra allitottam Kalibralashoz Charlau standardeket hasznaltam, a mérést

haromszor ismételtem.
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3.3.4. Elektronmikros zZkopos vizsgalat

Az elektronmikroszkopiai vizsgalathoz vald mintaelokészités soran kivettem 2 ml-t a
tisztitott nanoszelén szolbdl, majd 8000 rpm-en 2 percen keresztiil torténd centrifugalast
kovetden etil-alkohollal mostam.

Ezt a Iépést megismételtem haromszor, majd az utolsd6 mosast kovetden a mintdkat 1 ml
etialkoholban szuszpendaltam. Ebbél 5 pl-t cseppentettem ki a targylemezre.

A mintadkat Dr. Dardczi Lajos (DE Szilardtest Fizka Tanszék) segitségével, arannyal
valo befuttatdas utan, Hitachi S-4300 CFE tipusu pasztazd elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk, 15 kV besugarzassal. Az elektronmikroszk6phoz csatolt
Bruker SPECTRA EDX (Bruker, USA) tipusu rongten-fluoreszcens késziilék
segitségével elemanalizist is végeztink. Tovabba az eredmények ellendrzése érdekében
10 mintat elkiildtink az oregoni FEI cégnek, ahol egy FEI Quanta FEG pasztazo

elektronmikroszkoppal késztettek képeket, magasvakuumos ilizemmodban.

3.3.5. Lézerdiffrakciés szemcseméret-eloszlas vizsgalat

A 200 mg/l-es, tisztitott nanoszelén szol Iézerdiffrakcids szemcseméret-eloszlasanak
vizsgalatdhoz nem volt szikség mintaelokészitésre, 20 ml ultrahangos flirdében
homogenizalt nanoszelén szolt adtam 100 ml desztillalt vizhez a mintatérben.

A méréseket egy Malvern Mastersizer 2000 (Malvern, Egyesiilt Kiralysag) késziilékkel
végeztem. A miiszer a mintatérben athaladd anyagokat egy vords és egy kék Iézerrel
megvilagitva egy detektorsoron méri a fényszorasi mintdzatitot, melybél a Mie modell
alapjan kiszamitja a térfogatszazalékra vonatkoztatott méreteloszlast. A méréshez
szikség van a mért anyag refrakcios indexére és abszorbancidjara, melyet a miiszerhez
mellékelt anyaglista alapjan a kovetkezOkre allitottam: szelén refrakcidos indexe: 2.6,
abszorbanciaja: 0, oldoszer refrakcios indexe: 1,33. A minta megfeleld méréséhez
allandd kevertetésre van szikség, a beallitott aramlasi sebesség 1400 rpm volt. Minden
mérés 12 s vords lézeres és 12 s kék Iézeres mérésbol allt, masodpercenként 1000
adatponttal.

Ez a mérési médszer gyorsasiga miatt idedlis az elemi szeléngdmbok Osszetapadasanak
vizsgalatara, igy a szolt a miiszerben hagyva 24 oran keresztil, 10 percenként mértem
az atlagos szemcseméretet, majd értékeltem az ultrahangos kezelés ota eltelt idd

fliggvényében.
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3.4. Nanoszelén vizsgalata a talajban

Talajkisérleteink célja a nanoszelén atalakuldsanak vizsgalata wvolt, a képzodott

hidrogén-szelenid illetve a viz- ¢és savoldhatd szelénformak koncentraciojat mérve,

eltérd szervesanyag-tartalmua talajokat Gsszehasonlitva.

3.4.1. Kisérleti beallitas

A vizsgalatot  latoképi mészlepedékes  csernozjom  (Hu%=3,02; Ka=42;
pH(CaCk)=7,18) és pallagi humuszos homoktalajjal  (Hu%=0,67; Ka=26;
pH(CaCl)=4,41) végeztik. 2 kg-os tenyészedényben, névény nékkiil, a légszaraz talajok
szelénkoncentraciojat 200 mg/l-es nanoszelén szol hozzaadasaval talajra nézve O
(kontroll), 1,00 ¢és 10,0 mgkg koncentraciora allitottuk be, majd ionmentesitett vizzel a
viztartalmat a talaj szantofoldi vizkapacitdsanak 60 szizalékdra nedvesitettik. 8 héten
keresztiil két naponta ionmentesitett vizzel potoltuk az elpéarolgott vizet. A talajok
szobahdmérsékleten voltak tarolva, és nem voltak lefedve. A kisérlet végén mindkét

talajbol 10-10 mintat vettem.

3.4.2. Teljes szeléntartalom meghatarozasa

A talajmintdk Osszszeléntartalmidnak meghatarozasat a korabban bemutatott, NanoSel és
LactoMicroSel szeléntartalmanak mérésére alkalmazott moddszerrel megegyezden
végeztem, 0,2 g szaritott minta nedves roncsolasat koveté atomfluoreszcens

spektrometriaval.

3.4.3. Vizoldhaté szeléntartalom meghatirozisa

A talaymntak vizoldhatd szeléntartalmidnak meghatarozasdhoz 1g szaritott mintdhoz
10 ml deszilldlt vizet adtam, majd parafimmel lefedve 2 hétig 4allni hagytam,
folyamatos 20 rpm-es razatds mellett. Ezutan 15 ml-re higitottam 3M-os sé6sawval,

sziirtdpapiron atsziirtem, majd AFS-el mértem.

3.4.4. Savoldhat6 szeléntartalom meghatirozasa

A talajmintdk savoldhatd szeléntartalmdnak meghatdrozasahoz 1g szarftott mintdhoz
5 ml cc. HCIt (37 %(m/m)) adtam, majd parafimmel lefedve 2 hétig alni hagytam,
folyamatos 20 rpm-es razatas mellett. Ezutdn 15 ml-re higitottam 3M-os sésavval,

sziirOpapfron atsziirtem, majd AFS-el mértem.
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3.5. Nanoszelén vizsgalata novényekben

A szakirodalmi  attekintés soran mar bemutatott, NanoSel szollal kezelt
dohanynovényekkel végzett kisérletek eredményei arra mutattak ra, hogy bar a dohany
modell egyes szerveiben mérheté volt a szelénfelhalmozodas, €z nem bizonyitotta, hogy
a NanoSelt tartalmazo taptalajokon nevelt novények sejteibe a szelén ténylegesen be is
jutott. EzErt a kisérleteket ebbe az ranyba vittik tovabb ¢€s arra kerestiik a valaszt, hogy
a nanoszelén valamilyen formaban képes-e bejutni a novényi sejtekbe, taptalajon nevelt

dohanynovényeket vizsgilva.

3.5.1. Kisérleti beallitas

A kisérlethez szilard, hormonmentes, MS taptalajon (Murashige és Skoog, 1962) nevelt
dohanyndvényeket (Nicotinia tabacum L. cv. Ottawa) hasznaltunk. A 4,4 gl MS
komplex, 2%(m/m) szacharéz ¢és 6 g/l ndvényi agartartalmi taptalajon nevelt
donornovényekbdl 1 — 1,5 cm hossziisagn egy ndduszos hajtdsdarabokat készitettiink.
Ezekb6l a hajtasszegmensekbdl direkt organogenezissel neveltink fel novényeket
szilard,  hormonmentes,  1,5%(m/m)  szacharéztartalmi  taptalajon,  aszeptikus
korilmények kozott. Kordbbi eredményekre alapozva NanoSel-b6él 100 mgkg
koncentraciot haszndltunk a tiptalaj késztés soran. Emellett az 0Osszehasonlitd
vizsgalatban natrum-szelenatot, mint a novények szdmara konnyen hozzaférhetd
szelénformit hasznaltunk 1, 10, 100 mgkg koncentricioban. Osszességében a
kovetkezd szelénkezeléseket alkalmaztuk: kontroll, 1 mg/kg szelenat, 10 mg/kg
szelenat, 100 mg/kg szelenat, 100 mg/kg NanoSel. A novények nevelését 10 fliggetlen
ismétlésben végeztiik.

Az in vitro tenyészetek nevelése 4 héten keresztiil, 10/14 fotoperiodust, 41 pmol m2 st

foton flux megvilagitas, és allandé 23°C-os hdmérséklet mellett tortént.

3.5.2. Protoplaszt izolalas dohanylevelekben

A NanoSel ndvényi sejtekbe torténd bejutasat ¢és akkumulaciojat — sejtfaluktol
megfosztott protoplaszt tenyészetekben vizsgaltuk. Ehhez eldszor a kifejlett hajtasos
novényekbdl protoplasztot izolaltunk Nagy ¢és Maliga (1976) modszere alapjan.
A 6. tablazat a protoplaszt izolalashoz szikséges oldatokat foglala ossze (“E17, “E2”,
“W5”).
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6. tablazat: Protoplaszt izolaldshoz hasznélt oldatok Osszetétele, desztillalt vizben

Enzim 1 (E1) (3 ml) Enzim 2 (E2) (3 ml) W5 (20 ml)

0,0043 g CaClk 0,036 g cellulaz 0,189 NaCl

0,0117 g MES 0,0072 g macerozim 0,016 g KClI

1,029 g szacharoz pH 5,8 0,368 g CaCl..2H20

30 Wl NAA (1 mg/ml) steril sziirés 0,02 g glikéz

1,2 ul zeatin 0,02 g glicin
pH 5,8 —
autoklavozas

Az izolaldas megkezdése elott a mintdkat 24 oran keresztiil s6tétben tartottuk, 10 °C-on.
A levelekbdl vett 1g felapritott mintat 10 ml 13 %(m/m)-os mannitol oldatba helyeztiik,
lefedtik alufolidval, majd 1 oOran keresztil 40 rpm-en razattuk. Ezutdin a mannitolt
eltavolitottuk, a mintakat pedig 6 ml enzimkeverékbe (“E1”+7E2”) helyezve 18 o6ran
keresztiil inkubaltuk, 50 rpm-es razatas mellett, sotétben, 25°C-on. Kovetkez6 épésként
a 3 réteg gézlapon atszirt protoplaszt szuszpenziot 3 ml 25 %(m/m)-os szacharoz
oldatba szuszpendaltuk, a visszamaradt zoldmasszit pedig 2 ml 0,5M szachar6zzal
atmostuk. A szirlet tetejére 1ml “WS5” oldatot raktunk, majd 700 rpm-en 12 percen
keresztiil centrifigaltuk. A fels6 réteget ismét szuszpendaltuk 3 ml 25%(m/m)-o0s
szachar6z oldatban, a tetejére 2 ml 0,5M szacahardz oldatot pipettaztunk, majd 700
rpm-en 12 percen keresztiil centrifugaltuk. A felsé protoplaszt réteget levettiik, majd
Sml “W5” oldatba helyezve 6 percen keresztil 500 rpm-en centrifugaltuk. A feliiliszo
eltavolitasa utan a visszamaradt protoplasztot 500 pl “W5” oldatba szuszpendaltuk.

3.5.3. Tilakoid izolalas dohanylevelekben

A szelén novényi sejteken Dbelil torténé felhalmozodasat  kloroplasztisz  tilakoid
frakcioban is vizsgaltuk. Ehhez a hajtdsos novényekbdl tilakoidmembranokat izolaltunk
Jajoo et al. (2012) modszere alapjan. A 7. tablazat a tilakoid izolalashoz sziikséges
oldatokat foglalja 6ssze (“A”, “B”).

48



7. tablazat: Tilakoid izolalashoz hasznalt oldatok Osszetétele, desztillalt vizben

A oldat (1000 ml) B oldat (500 ml)
8,96 g Tricin 4,48 g Tricin
72,84 g Sorbitol 0,5 g MgCL 6H20
1 g MgCl'6H20 0,186 g KCI
0,373 g KCI pH 7,5

pH 7,5

A leveleket az “A” oldatban homogenizaltuk, hiitott dorzsmozsarban, majd szirést
kovetéen 1 percen keresztil 1000 rpm-en centrifuigaltuk. A feliiliszot tovabb
centrifugaltuk, 7 percig, 4000 rpm-en, majd a csapadékot “B” oldatba szuszpendaltuk.
Végill yjabb 7 percig tartd 4000 rpm-es centrifugdlast kdvetden a csapadékot
szuszpendaltuk az “A” oldatba.

3.5.4. Teljes szeléntartalom meghatarozisa protoplasztbol és tilakoidbol
Az elvdlasztott mintdk telies szeléntartalmidnak meghatdrozaséhoz a kordbban
bemutatott  Osszszelén-meghatarozasos modszert alkalmaztam, nedves roncsolasos

mintaelékészitéssel, atomfluoreszcens spektrométerrel torténd méréssel

3.5.5. Lipidperoxidaci6 mérése TBARS teszttel

A lipidperoxidaci6 meghatdrozasit mind a telles levéllel, mind az izolalt
tilakoidmembran mintakkal elvégeztik, Zhang ¢és Huang (2013) modszere alapjan,
malondialdehid méréssel. 100 mg mintait 1 ml 0,1 %(m/v) triklor-ecetsav oldatban
homogenizalunk, hiitott dorzsmozsarral. Ezutdn 10 percen keresztil 10000 rpm-en
centrifigaltuk, majd 1 ml feliiiszohoz 4 ml 20 %(M/v)-os triklor-ecetsav + 0,5 %(m/v)
tiobarbitursav elegyet adtunk. 30 perc 96 °C-on torténd inkubalast kovetéen a mintakat
jeges firdében lehiitottik, majd a feliliszd abszorbancigjat 532 nm-en mértik. A
koncentraciokat malondialdehid sztenderdekre (Sigma-Aldrich) felallitott kalibracios

gorbe segitségével szamoltuk.
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3.6. Nanoszelén vizsgalata allatokban — Brojler csirke kisérlet

Az altalunk eloallitott LactoMicroSel szelénnel dusitott joghurtpor
takarmanykiegészitoként valo alkalmazasat két allatkisérletben vizsgaltuk. Célunk
annak megalapitasa volt, hogy a szeléntartalmi joghurtporbdl szirmazd szelént
képesek-e az allatok felvenni és hasznositani, és az hogyan hat a tojastermelési és
mindségi mutatokra.

A brojler csirkékkel végzett kisérletben a kiilonb6zo szelénforrasok hatasat vizsgaltuk
brojler  csirkékkel, kontroll ~ csoportot,  szelenometionin  tartalmi  SelPlex
takarmanykiegészitét, tiszta LactoMicroSel-t ¢és rakliszttel/halliszttel dusitott keverekét

Osszehasonlitva.

3.6.1. Kisérleti beallitas

A vizsgalatot 120 db Cobb 500 brojler hibrid vegyes ivaru (1:1) baromfidllomannyal
végeztik, 42 napon keresztil. Alomnak puha faforgacsot hasznaltunk. Az allatok
ctetése, itatasa csoportos volt, igy egyedi tapanyag fogyasztas mérésére nem volt
lehet6ség. 6 csoportot allitottunk be 10-10 allattal, kiilon rekeszekben, két ismétlésben.
Az ismétlések elrendezésénél latin négyzet technikat alkalmaztunk. Alap takarmanynak
a Vitafort Rt altal brojlercsirkék szamara gyartott intenziv takarmanykeveréket
hasznaltuk, mely 0,2 mg/kg hozzaadott szelént tartalmaz, ezt a kezelések szamitasanal

természetesen figyelembe vettiik.

Kisérleti csoportok:

1. kezelés (kontroll, n=20): antibiotikumot nem tartalmaz6 kereskedelmi brojler
neveld tap etetése (szeléntartalom ~0,2 mg/kg).

2. kezelés (SelPlex, n=20): a kontroll takarmanykeverék kiegészitése kereskedelmi
forgalomban 1évé 1000 mg/kg szelenometion tartalmi SelPlex® (Alltech Inc.)
adalékanyaggal 0gy, hogy a takarmany teljes Se-tartalma 0,425 mg/kg legyen.

3. kezelés (LactomicroSel 1x, n=20)(LMS 1): a kontroll takarmanykeverék
kiegészitése kisérleti LactomicroSel szelénforrassal gy, hogy a takarmany teljes
Se-tartalma 0,425 mg/kg legyen.

4. Kkezelés (LactomicroSel 10x, n=20)(LMS 10): a kontroll takarmanykeverék
kiegészitése kisérleti LactomicroSel szelénforrassal gy, hogy a takarmany teljes

Se-tartalma 4,25 mg/kg legyen.
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5. kezelés (rakliszt/halliszt/LactomicroSel 1x, n=20)(RH+LMS 1): a kontroll
takarmanykeverék kiegészitése rakliszt-halliszt 1:1 aranya keverékével, 40 gkg
mennyiségben, ill. a kisérleti LactomicroSel szelénforrassal ugy, hogy a
takarmany teljes Se-tartalma 0,425 mg/kg legyen.

6. kezelés (rakliszt/halliszt/LactomicroSel 10x, n=20)(RH+LMS 10): a kontroll
takarmanykeverék kiegészitése rakliszt-halliszt 1:1 aranyu keverékével, 40 gkg
mennyiségben, ill.  kisérleti LactomicroSel szelénforrassal ugy, hogy a

takarmany teljes Se-tartalma 4,25 mg/kg legyen.

3.6.2. Kisérleti mérések

A kisérlet folyaman az allatok testtomegét egyedileg mértiikk, napos korban majd
hetente. Takarmanyfogyasztast a kisérleti beallitdis miatt nem tudtunk egyedileg mérni,
ezt igy hetente, csoportonként mértiik. A kisérlet 42. napjan csoportonként 10 Aallatot
levagtunk, 1:1 ivararanyban. A vagis soran mértiik az értékes husrészek (comb, mell),
valammt az ehetd belsdségek kozil a maj tomegét. Ezeket az eredményeket az adott
madar ¢€l6tomegére vonatkoztatom. Mintat vettink tovabba a majbol, mellizombol és
tolbol,  hogy  megvizsgalijuk  azok  Osszszelén-tartalmat. A szeléntartalom
meghatarozasdhoz a mar korabban bemutatott modszert alkalmaztuk, nedves
roncsolasos mintaclokészitéssel €és atomfluoreszcens spektrometridval.

Az egyes vizsgalt paraméterekbél minden esetben kiszamitottam az atlag, valamint a
standard deviacid (SD+) értékeket. Az egyes kisérleti csoportok kozotti kiilonbségeket
egytényezOs  varianciaanalizissel — értékeltem. A szamitisokhoz MS Excel 2007

programot hasznaltam.

3.7. Nanoszelén vizsgalata allatokban - Tojotyik Kkisérlet

Tojotyukokkal végzett kisérletinkben megvizsgaltuk, hogy az egyes szelén forrasok
onmagukban, ill rakliszt/halliszt keverékével egyiitt hogyan befolyasoljadk a tylkok

tojastermelési mutatoit, valamint a tojas egyes mennyis€égi és mindségi paramétereit.

3.7.1. Kisérleti beallitas

Az 56 napig tartd vizsgalatot 60 db Bovans Goldline tojotyukkal végeztik, melyek 18
hetesen kerliltek a kisérletbe, ezért a 90 %-os tojastermelés bedllasdig kontroll
takarmanykeverékkel etettik Oket, csak ezutdn kezdtik a kiilonb6z6 takarmany-

kiegészitéseket alkalmazni.
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A brojler kisérlethez hasonloan alomként itt is puha faforgicsot hasznaltunk, az allatok
etetése €s itatdsa csoportos volt, a tojotylk takarmanyozasra jellemzd korlatozott (napi 2
kg/csoport) etetési technologiat alkalmaztuk, ami mellett az allatok minden nap 50 dkg
szemes buzat kaptak, valamint 0,5 kg/hét mészgrizt is adtunk Ca kiegészitésként, 3
részletben elosztva a hét folyaman. Alap takarmanynak a Vitafort Rt. 4ltal gyartott
Aranytojé takarmanykeveréket (dercés, zsdkos) hasznaltuk, mely 0,2 mgkg hozzaadott
szelént tartalmaz, melyet a kezelések szamitasanal figyelembe vettiink.

Kisérleti csoportok:

1. Kkezelés (kontroll, n=15): kereskedelmi tojotap etetése
(szeléntartalom 0,2 mg/kg).

2. kezelés (SelPlex, n=15): a kontroll takarmanykeverék kiegészitése kereskedelmi
forgalomban 1év6 1000 mgkg szelenometionin tartalmi SelPlex® (Alltech Inc.)
adalékanyaggal ugy, hogy a takarmany telies Se-tartalma 0,425 mg/kg legyen.

3. kezelés (LactomicroSel 1x, n=15)(LMS 1): a kontroll takarmanykeverék
kiegészitése kisérleti LactomicroSel szelénforrassal gy, hogy a takarmany teljes
Se-tartalma 0,425 mg/kg legyen.

4. kezelés (LactomicroSel 10x, n=15)(LMS 10): a kontroll takarmanykeverék
kiegészitése kisérleti LactomicroSel szelénforrassal gy, hogy a takarmany teljes
Se-tartalma 4,25 mg/kg legyen.

5. kezelés (rakliszt/halliszt/LactomicroSel 1x, n=15)(RH+LMS 1): a kontroll
takarmanykeverék kiegészitése rakliszt-halliszt 1:1 aranyu keverékével, 40 gkg
mennyiségben, il a kisérleti LactomicroSel szelénforrassal ugy, hogy a
takarmany teljes Se-tartalma 0,425 mg/kg legyen.

6. kezelés (rakliszt/halliszt/LactomicroSel 10x, n=15)(RH+LMS 10): a kontroll
takarmanykeverék kiegészitése rakliszt-halliszt 1:1 aranyu keverékével, 40 gkg
mennyiségben, ill.  kisérleti LactomicroSel szelénforrassal ugy, hogy a
takarmany teljes Se-tartalma 4,25 mg/kg legyen.

7. Kkezelés (rakliszt/halliszt, n=15)(RH-Kontroll) a kontroll takarmanykeverék
kiegészitése rakliszt-halliszt 1:1 aranya keverékével, 40 g’lkg mennyiségben.

A kisérletet két menetben végeztik el gy, hogy koztik kéthetes kiliriilési id6szakban
minden csoport kontroll takarmanykeveréket fogyasztott. Az elsd kisérleti periddusban

az 1, 2, 3, 4 kezelések zajlottak, mig a masodikban a1, 5, 6, 7 kezeléseket végeztik el.
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Az egyes kisérleti id0szakok harom hétig tartottak. Ez alatt folyamatosan rogzitettik a
tojastermelési adatokat, ill. a 3. héten begyijtottik a tojasokat a mennyiségi és mindségi

paraméterek vizsgalata céljabol.

3.7.2. Kisérleti mérések

A Kkisérlet folyaman a tojastermelési paramétereken til szamos tojasmennyiségi és a
tojasmindségi paramétert is mértlink.

A kisérlet mindkét részében egy-egy hétig gyiijtottikk a tojasokat, és csoportonként 50-
50 wéletlenszeriien kivalasztott tojas hosszat és szélességét megmérve kiszamitottuk a
tojasindexet. A tojasindex, vagy mas néven forma index egy aranyszam, szamitdsa:
tojashossz/tojasszélesség. Emelett mértikk a tojasok tomegét is.

A kisérlet soran 20-20 tojasban mértik a héj vastagsagat, majd a héjat 24 oOran at
52 °C-on szaritva meghataroztuk a sziraz tomegét.

Mindkét kisérleti periddusban 10-10 tojasban vizsgaltuk a szik szinét. A szinvizsgalat
soran Konica Minolta CR 410 kronométert hasznaltunk. A miszer harom paramétert
mér egyidejiileg. Az L* érték a minta viligossagat, az a* érték a vords arnyalatot, a b*
érték a minta sarga arnyalatanak mtenzitasat jellemzi.

A szik tomegét mindkét kisérleti periodusban 20-20 tojasban mértiik.

A tojasok szeléntartalmanak meghatdrozasahoz a tojasokat megfoztiik, majd a fehérjét
¢s a sarggjat kilon, a kordbban bemutatott moddszer alapjan nedves roncsolasos
mintaclokészitéssel €és atomfluoreszcencias modszerrel megmértiik.

Az egyes vizsgalt paraméterekb6l minden esetben kiszamitottam az 4tlag, valamint a
standard deviacid (SD+) értékeket. Az egyes kisérleti csoportok kozotti kiilonbségeket
egytényezOs varianciaanalizissel —értékeltem. A szdmitdsokhoz MS Excel 2007

programot hasznaltam.
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4. EREDMENYEK

4.1. NanoSel tisztitott monodiszperz szelén szol eldallitasa és vizsgalata

Az itt bemutatott NanoSel monodiszperz szelén szol eléallitasat és a gyartasi folyamat

kidolgozasat az Anyag és Modszer részben ismertettem.

4.1.1. FElektronmikroszkopos vizsgalat eredménye

Az elballitott NanoSel szol elektronmikroszkopos vizsgalata soran készilt képeken jol
latszik, hogy a Lactobacillus casei altal eldallitott elemi szeléngdmbok 250 nm
atmérbjiek (14. abra), méretikben megfeleloen homogének, azonban Osszetapadasra
hajlamosak (16. abra). Ez a késObbi kisérletek szempontjabdl kiilonésen fontos, hisz igy
a megfelelboen megvalasztott (pl. 200 nm) porusméretli  sziirdvel egyszeriien
kivitelezhetd a szelénspeciacio, pl. a feliiliszo vizsgilata soran elemi szeléngdmbok és
oldott szelénformak szétvalasztisa. A képeken is latszik, hogy a sdsavas feltaras és
szirés sordn sikeriilt a sejtekbdl a gomboket kinyerni a sejttdrmeléket pedig
eltdvolitani, a rongtenfluoreszcens elemanalizis pedig bizonyitja, hogy a képeken

lathatd anyag valoban szelén (15. dbra).

22-Jan-15

14. abra: Tisztitott nanoszelén gémb elektronmikroszkopos képe (Hitachi SEM)
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15. abra: Bruker SPECTRA EDX késziilékkel készitett XRF spektrum
(Az arany a méréshez sziikséges katodporlasztassal torténé bevonas miatt jelenik meg)
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16. abra: Tisztitott nanoszelén gombok aggregacioja (Quanta FEG)
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4.1.2. Lézerdiffrakciés szemcseméret-eloszlas vizsgilat eredménye

Az elektronmikroszkopos vizsgalat soran meghataroztuk az elemi  szeléngdmbok
méretét, azonban mar a képeken is megfigyelheté volt egyes szemcsék Osszetapadasa.
Ezért megvizsgaltam a szolt egy lézerdiffrakcios szemcseméreteloszlas-mérével, mely a
gyors mérések miatt remekiil alkalmazhat6 a sSzol atlagos szemcseméretében
bekovetkezd valtozasok kovetésére. A 17. abran lathatjuk, hogy a gdmboket
szétvalasztd ultrahangos flirdé utdn alig 2 perccel az atlagos szemcseméret (d 0.5) mar
3,5 um. Az els6 10 percben a szemcseméret rendkiviil gyorsan valtozik, ezért ezt kiilon
abran é4brazoltam. A kiinduldsi pontnak az elektronmikroszkdpos eredmények alapjan
0,25 um-t valasztottam, az els6 mérési pont pedig azért 1,5 percnél van, mert ennyi
ideig tartott a szolt az ultrahangos flirdébdl kivenni, bel6le 20 ml-t a mintatérbe

pipettdzni, majd megvarni az elsé 2 * 12 masodperces mérés eredményét.
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17. abra: NanoSel szol atlagos szemcseméretének valtozdsa az ultrahangos tisztitds
utan eltelt id6 fliggvényében, az elsd 10 percben
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A 18. é4bran lathatjuk, hogy hosszabb ideig vizsgilva az atlagos szemcseméret a kezdeti
kiugras utan lassabban, de tovabb emelkedik, egészen addig, amig 260 perc alatt be nem
all 75 pm-es maximumara, mely utdn mar nem valtozik. A vizsgalatot 24 6ran keresztiil

végeztem, azonban a jobb lathatosdg érdekében csak az elsé 6 orat dbrazoltam.
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18. abra: NanoSel szol atlagos szemcseméretének valtozdsa az ultrahangos tisztitds
utan eltelt id6 fliggvényében, az elsd 6 draban
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4.1.3. Nanoméretii elemi szeléngombok vizsgalata vizes kozegben

Mind az elektronmikroszképos, mind a Izerdiffrakcids szemcseméreteloszlias-mérd
vizsgalatok alapjan lathatjuk, hogy a gyartds sordan 250 nm-es elemi szeléngdmbok
jonnek 1étre, melyek Ossze is tapadhatnak. Az ilyen méreti anyagok nem képesek
atjutni a sejtfalon. Azt feltételeztik, hogy az elemi szeléngdmbok vizes kozegben
folyamatos 4talakulason mennek keresztii, oldott szelenid és szelenit keletkezk
belolik, mely vizoldhatd szelénformak biologiai rendszerekben mar hasznosithatok.
Feltételezésiink szerint az elemi szelén atalakulasa vizes oldatba az alabbi, az alsdé nyil

ranyaban erdsen eltolt egyensulyi folyamattal jellemezhet6:
3Se +3H,O & HySeOs3 + 2 HySe.

Kisérletem célia a feltételezett atalakulas vizsgalata, a reakcidbol szarmazd vizoldhatd
termékek kimutatasa és annak becslése volt, hogy az egyensuly szobahdmérsékleten
milyen sebességgel all be, tovabba az eredmények kiértékelésével modellt kivantam
felallitani a nanoméretli elemi szelén biologiai rendszerekben tapasztalt viselkedésének

magyarazatara.

A kisérlet folyaman a NanoSel szol feliiliszojabol vett mintakat 0,2 pm porusu sziirén

atsziirve szétvalasztottam a Szolban 16vé elemi szeléngdmboket és az oldott formakat
(19. és 20. abra).

.

19. abra: A 200 nm pdérusméretli celluloz-acetat membranszirén (balra)
a NanoSel szolt atsziirve a 250 nm méretii elemi szeléngdmbok fennakadnak (jobbra)
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20. éabra: A bal oldali kémcs6ben 1évd, 200 nm porusméretli sziirén atsziirt
feliiliszoban mar nincsenek elemi szeléngdmbok, ezért a jobb oldali kémesdben 1Evo
sziiretlen feliliszoval ellentétben nem is latszik a lézernyalab.

A szirt feliliszo teljes szelénkoncentraciojat az id6 fliggvényében abrazolva (21. abra)
lathatjuk, hogy bar a ndvekedés el6szor linedrisnak tinik, a meredekség nem allando,
lassul a kioldodas mértéke. Ezért egy telitési gorbét illesztettem a fliggvényre, melyhez
elsé Iépésben lineariziltam a koncentracio (C) és id6 (t) fliggvényét, majd ezeket
abrazolva (22. abra) megallapitottam az elméleti maximum koncentracid (Cmax) €s az
egyensulyi alland6 értékét (k). Cmax értéknek 1219 pg/l-t, k értéknek pedig 739.13-at

kaptam.

8000 -

=

=Y}

2 7000 -

1

S 6000

:5'

g 500,0

S

S 4000

=)

-

= 3000

o

S 2000

g .

£ 1000

o 0,0 T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

1dé (h)

21. abra: NanoSel szol feliiluszojanak oldott szelénkoncentracioja a feliiliszo cseréje
oOta eltelt id6 fliggvényében, és ard illesztett telitési gorbe.

59



0,006 -
®
0,005 - y = 0,60629078x +0,00082027
R2=0,88189205

0,004 -
(S}
= 0,003 -

0,002 -

0,001 -

0 T T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

1/t

22. abra: A linearizalt értékek fliggvénye. A fliggvényt vizsgalva megéllapithatd, hogy
Cmax=1219 Hg/l ¢s k=739,13

A kapott értékeket a kovetkezo telitési gorbe egyenletbe helyettesitettem be:
1/C = 1/Cmax + K/Cmax*t

Az egyenletbdl kiszamolt C koncentracio értéket az id0 fliggvényében abrazolva és azt
az els6 abraba beillesztve lathatjuk (21. abra), hogy a telitési gorbe kis szorassal
illeszkedik, €s interpolalva megallapithatjuk, hogy az egyensily igen hosszi id6 alatt all
be, azonban a NanoSel szol 200 mg/l-es szelénkoncentraciojahoz képest igen alacsony
1,219 mg/l értéknél.

A feliliszéval végzett speciaciés vizsgalat igazolta (23. 4ébra), hogy az clemi
szeléngdmboket kisziirve abban oldott szelenit taldlhatd. Az oldott szelenid mennyisége
kimutatasi hatar alatti volt, igy arra csak az oldat jellegzetes szaga utalt. Lathatunk még
egy alacsony szelenat cstcsot is, ez mutatja, hogy az oldott szelenit egy része a 30

napos kisérlet soran szelenattd oxidalodott.
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23. abra: NanoSel szol 30 napos feliiliszojanak szelénspeciacios vizsgalata

A kapott eredmények alapjan megprobaltam létrehozni egy modellt, mely magyarazza a
feltételezett egyensulyi atalakulast. A 24. abran lathatd ez az elméleti modell, mely az
elemi szelén deszillalt vizes kozegben torténd diszproporcionalddasat mutatja be,

hidrogén-szeleniddé ¢€s szelenitté.

Se0;”
SeO,”

OX. 0, red.
< = SeO;” i+ i
red.
HSeO;™ i
ste E E
Se* E
pH-fiiggés

24. abra: Nanoszelén atalakulasanak feltételezett modellje
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Ez egy olyan, az elemi szelénforma iranyaba erdsen eltolt egyensulyi folyamat, amely
mint a vizsgalatbol is kideriilt, igen hossz(l id0 alatt all be. A kisérlet zart rendszerben
zajlott, azonban a mintavételezések soran érezni lehetett a hidrogén-szelenid jellegzetes
szagat, ami deszorpciora utal. A kisérlet végén ellendriztem a megmaradt nanoszelén
szol  teljes szelénkoncentraciojat, melynek 199,83 mg/kg-os értéke alapjan
megallapithatjuk, hogy ez a deszorpci6 zart rendszerben rendkiviil lassi folyamat, és a
mintavételezések  soran  kiengedett  hidrogén-szelenid gz nem  befolyasolta
szamottevben a Kisérletet. Az abran lathatd, hogy a H:Se(ag) tébb Iépcsében
deprotonalodik, a kiilonb6oz6 formak kozott egyenstly alakul ki, pH-t6l fliggd
aranyokkal. Ugyanez a pH-fliggd egyensuly kialakulisa igaz a SeO3?" protonalodasara
is. Fontos megjegyezni, hogy az elemi szelén atalakulasa soran egyensulyi folyamatrol
beszlink, azonban a szelenitbdl és szelenidbdl Iétrejove elemi  szelén mar
feltételezhetben nem a baktériumok altal eldallitott vords monoklin  formaban van,

hanem hexagonalis szirke elemi szelénkristalyok formajaban a nanoszelén gombokre

tapad. Ez a 25. abran lathato.

< :
C(

£
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25. abra: Elektronmikoszkopos felvétel a nanoszelén gombokre kivalt hexagonalis

elemi szelénkristalyokrol (Hitachi SEM)
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4.2. LactoMicroSel szeléntartalmi joghurtpor eléallitiasa és vizsgalata

Az itt bemutatott LactoMicroSel szeléntartalmi joghurtpor elOallitasat és a gyartasi

folyamat kidolgozasat az Anyag és Modszer részben ismertettem.

4.2.1. LactoMicroSel homogenitasvizsgalata
Elvégeztik az elkészilt LactoMicroSel homogenitasvizsgalatit is szelénre nézve, ¢és

Osszehasonlitottuk egy masik takarmanyadalék (SelPlex) homogenitisaval (26. abra)
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26. abra: LactoMicroSel homogenitasvizsgalata SelPlex-el Osszehasonlitva

4.2.2. No.42. szelénnel duasitott instant tejpor homogenitasvizsgalata
A 8. tablazatban lathatjuk a 3000 mg/kg szelénkoncentracidji LactoMicroSel instant
tejporral valo keverésével eloallitott, 180 pgkg szelénkoncentracioju No42. instant

tejpor homogenitasvizsgalatat.
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8. tablazat: Szelénnel dusitott tejpor homogenitdsvizsgalata

Minta Ismétlés Atlag
1 174 174 170 183 175 + 6 png/kg
2 177 177 183 183 180 + 4 pg/kg
3 183 186 190 193 188 = 4 png/kg
4 177 183 180 177 179 + 3 pg/kg
5 177 183 174 177 178 + 4 pg/kg
6 186 183 180 180 182 + 3 pg/kg
7 180 193 190 193 189 + 6 pg/kg

Atlag 182 + 6 pg/kg

A mért értékek homogenitasvizsgalatdhoz egytényezOs varianciaanalizist haszniltam, az

eredményeket a 27. dbran lathatjuk.

Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok Darabszém Osszeg  Atlag  Variancia

Oszlop 1 7 1254 179,1429 17,14286
Oszlop 2 7 1279 182,7143 37,57143
Oszlop 3 7 1267 181 56,33333
Oszlop 4 7 1286 183,7143 46,2381
VARIANCIAANALIZIS
Tényezbk SS df MS F P-érték F krit.
Csoportok
kozott 84,71429 3 28,2381 0,718135 0,550887 3,008787
Csoporton
beldl 943,7143 24 39,32143
Osszesen 1028,429 27

27. éabra: Szelénnel dusitott instant tejpor homogenitasvizsgalatanak egytényezos

varianciaanalizise
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A Kkapott P-érték egyértelmiien mutatja, hogy a mintdk kozotti standard deviacional
nagyobb a mérés hibaja, tehat a gyartott tétel homogenitasa jobb, mint a mérések
standard deviacidja. A gyartott tétel homogenitdsa 1 g-os mintavételi szinten 3 % alatti

a mérések alapjan.
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4.3. Nanoszelén vizsgalata talajban

A nanoszelén talajban valdo atalakulasanak vizsgilata soran a teljes szeléntartalom
valtozasanak segitségével kiszamitottuk a képzOodott hidrogén-szelenid mennyiségét, a

crer

a kordbban bemutatott atalakulasi modelliinket.

4.3.1. Teljes szeléntartalom

Mig az elemi szelén a talajhoz erésen kotoédik, addig a keletkezd gaz halmazallapoti
hidrogén-szelenid konnyen eltavozik. Ezt bizonyitja a talajok Osszszelén-tartalmanak
valtozasa is (28. abra), ahol lathatjuk, hogy a kiindulasi 1,00 és 10,0 mgkg szelénnek
csak 72-80%-a maradt a talajban, 8 hét alatt az elemi szelén 20-28%-a hidrogén-
szeleniddé alakult ¢és eltdvozott. Erre utalt a talajok erds, jellegzetes szaga is. A
csernozjom ¢és homoktalaj kozott Osszeléntartalmat tekintve nem volt jelent6s
kiilonbség, kivéve a kontroll talajokat, ahol a csernozjom talajban 230 pg/kg szelén
talalhatd, mig a homoktalajban csak 75 pg/kg Ez a kiilonbség a csernozjom talajok
magasabb  szervesanyag-tartalmaval ¢és igy alapbol magasabb  szeléntartalmaval
magyarazhaté (Kabata-Pendias, 2012).
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28. abra: Talajok Osszszeléntartalma 8 hét utdn
(Tenyészedényes kisérlet, Debrecen, 2012)
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4.3.2. Vizoldhaté szeléntartalom

A talajok vizoldhatd szeléntartalmit is vizsgaltam, azonban az kimutatdsi hatar
(0,1 pg / kg) alatt volt. Ez arra utal, hogy a talajban 1vé szelenit a talajhoz erdsen
kotédik, és hogy ennyi id6 alatt még nem oxidaloédott jelentés mennyiségben szelenatta,
melyhez szant6foldi koriilmények kozott is hosszabb id6re, hdénapokra, évekre van
szilkség. Mindkét megallapitast a szakirodalom is igazolja (Kdddr, 1999; Kddar és
Németh, 2003a; Kadar és Németh, 2003b,; Széles, 2007).

4.3.3. Savoldhaté szeléntartalom

A talajok savoldhatd szelntartalmat vizsgalva (29. &bra) megallapithatjuk, hogy a
savoldhatd  szeléntartalom, mely nagyrészt szelenit, toredéke az 0Osszszelénnek,
7800 pg/kg-bol 120 pg/kg, azaz a hozzaadott nanoszelén nagy része megmaradt elemi
szelén formaban, a bemutatott atalakulasi modellnek megfeleloen. A képz6dd szelenitet
a talajbaktérumok szerves szelénné alakitottdk ¢és taroltdk, a keletkezett hidrogén-
szelenid pedig gaz formaban eltavozott.

A csernozjom talajokban szignifikdnsan alacsonyabb volt a savoldhatd szeléntartalom,
szakirodalom alapjan ez szintén a magasabb szerves anyag tartalommal,
baktérumtomeggel magyardzhatd, a két talaj kozotti kilonbség a baktériumok altal mar
felvett, fehérjékbe beépiilt szelén (Mao, 1999).
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29. abra: Talajok savoldhatd szeléntartalma
(Tenyészedényes kisérlet, Debrecen, 2012)
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Eszrevehetjilk tovabba, hogy a savoldhatd szeléntartalom nem ardnyosan novekedett az

Osszszelénnel illetve a kezeléssel, ezt jol lathatjuk a 30. abran is.
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crer

fiiggvényében
(Tenyészedényes kisérlet, Debrecen, 2012)

Ez az eredmény beleillk a kordbban bemutatott atalakuldsi modellbe, az egyensulyi
folyamat soran keletkezett oldott szelenit koncentracidja a kezdeti id0szakban csak kis
mértékben fligeg az elemi szelén koncentracidjatol, az eltéré maximailis érték csak igen

hosszi 1d6 alatt allna be, de ennyi id6 alatt a nanoszelén kimosodik a talajbol

Eredményeink értékelésekor Osszevetettik azokat a szakirodalomban megtalalhatd
adatokkal. Az eltérd szervesanyag-tartalom eltér6 savoldhato szelénkoncentraciot
eredményez  (Mao, 1999). A nagyobb baktérumtdmeg azonban nagyobb
szelénveszteséghez is vezethet, amennyben az elemi szelént hidrogén-szeleniddé
atalakitani képes baktériumok is taldlhatok a talajban, mint példaul a Bacillus
selenitireducens (Herbel et al., 2003). Az altalunk vizsgalt talajok esetén ez nem
kovetkezett be, hiszen ha az atalakitdsra képes baktériumok lettek volna a talajban, a
magasabb  szervesanyag-tartalmi  csernozjom  talajnal  alacsonyabb  Osszszelén-
koncentraciot figyeltink volna meg. A szelenit szelenatta valdo oxidalodasa talajban egy
jol ismert folyamat (Kdddar és Németh, 2003a; Kadar és Németh, 2003b), 8 hétnél
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szignifikdnsan tobb idére van szikség hozza, és mire ez bekovetkezne, a nanoszelén
feltehetfleg kimosodik a talajbol.  Ennek vizsgdlatara mindenképpen célunk egy
hosszitava  kisérlet bedllitdisa. Tejsavbaktérum altal eldallitott elemi szelént vizsgalo
kisérletet nem talaltunk, azonban egy Uj kutatds szerint (Rashid és Lin, 2016) a
szelénessavbol vegyi Uton eldallitott, 65 nm atmérdjli nanoszelén-részecskék a magas
szervesanyag-tartalmi talajpan 100 nm atmérdjli, az alacsony szervesanyag-tartalmi
talajpban pedig 160 nm atmérdjii aggregatumokka alitak Ossze, és ezen aggregatumok
mérete idOvel egyre nagyobb lett. A méret ndvekedésével csokken a fajlagos feliilet,
lassul az elemi szelén szelenitté valo  atalakulasa, ami kisebb  felvehetd
szelénkoncentraciot eredményez. Ez a kutatds is ramutatott arra, hogy a nanoszelén
atalakulasanak hosszii tavl vizsgdlatan til szilkség van az elemiszelén-gombok atlagos

méretének kovetésére is.
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4.4. Nanoszelén vizsgialata novényekben

Dohanynovényekkel végzett kisérletinkben azt vizsgdltuk, hogy a nanoszelén
kezelésbdl szarmazd szelén bejut-e a novények sejteibe és kloroplasztiszba. Ezért a
biomassza produkciéon €s a ndvényeket ért oxidativ stressz vizsgalatdn tal megmértik a
sejtfal nékkiili protoplasztok ¢és izolalt tilakoid membranok szelénkoncentracidjanak

valtozasat, szelenattal Gsszehasonlitva.

4.4.1. Biomassza-produkcié dohanynovény gyokerében és hajtasaban

nem volt hatdsa sem a hajtds, sem a gyokér tomegére a dohanyndvényekben.
A magasabb, 10 mg/kg szelenat kezelés esetén azonban szignifikans csokkenés
figyelhetd meg, a 100 mg/kg szelenatos kezelést pedig toxikusnak bizonyult a névények
szamara, oOlyannyira, hogy elpusztultak. A 100 mg/kg nanoszelénes kezelés hatasara a
hajtas nedves tomege 31 %-kal kevesebb, mint a kontroll csoport esetén, a gyokértomeg
ellenben 13 %-kal nagyobb. Ezen eredmények korredlnak a szakirodalomban fellelhetd,
elemi szelénre vonatkoztatott adatokkal (Brown és Shrift, 1982; Lduchli, 1993;
Terry et al., 2000).
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31. é4bra: Dohdnynovény hajtas- és gyokér tomegének valtozasa a kiilonbozo
szelénkezelések hatasara
(Kontroll, 1 mg/kg szelenat, 10 mg/kg szelenat, 100 mg/kg NanoSel)
(Taptalajon nevelt dohanynévények, Debrecen, 2015)
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4.4.2. lIzolalt protoplaszt és tilakoid membran teljes szeléntartalma

A szelenatrol ismert, hogy mobilis szelénforma, a ndvényekben konnyen szallitodik a
hajtdsos részbe és ott a sejtek citoplazmijaban valamint a kloroplasztiszokban
halmozodik fel. Itt lép be a kén asszimilicios utvonalba a szulfat helyett. Ezek alapjan
kisérletinkben a vartnak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy 1 és 10 mg/kg szelenat
kezelés hatasara a sejtfal nélkilli dohany sejtekben (protoplasztok) a teljes
szeléntartalom  szgnifikdnsan megnétt a kontrollhoz viszonyitva (9. tablazat). A
szelenat kezeléshez viszonyitva a NanoSel-el kiegészitett taptalajon fejlodott ndvények
esetében ugyan kisebb mértékli szelénfelhalmozodast mértink a sejtekben, de a
kontrollhoz viszonyitva szignifikdns novekedést realizaltunk (9. tablazat). A novényi
szovetekben a sejtek kozotti anyagiramlas (metabolitok, szigndlmolekulekuldk stb.) a
plazmodezmoszok mikrocsatorndin keresztil valosul meg, melyek atméréi 2-2,5 nm
(Christensen et al., 2009). fgy a 250 nm nagysagd elemi szelénrészecsék ilyen forman
nem juthatnak be. Azzal azonban, hogy a sejtekben szelénfelhalmozodast mértiink arra
kovetkeztethetiink, hogy a ndvényi sejtek kozotti extracellularis térben is képesek az
elemi partikulumok atalakulni ionos formaba s igy bejutni a sejten beliilre.

crer

hatasara
(Kontroll, 1 mgkg szelenat, 10 mgkg szelenat, 100 mg/kg NanoSel)
(Taptalajon nevelt dohanyndvények, Debrecen, 2015)

Kezelések (mg/kg) ng/10° sejt szeléntartalom
kontroll 0,194
1 szelenat 14,039
10 szelenat 55,114
100 NanoSel 1,141

Jajoo et al. (2012) mobdszere alapjan a novényi levelekb6l kozvetleniil izolaltunk
kloroplasztisz tilakoid membranokat is, hogy nyomon kovessik, bejut-e a szelén a
sejtorganellumba a NanoSel-el kiegészitett taptalajon. Az izolaldas soran a tilakoid
membranfrakcié mellett visszamaradt szoveti maradékban is mértik a telies szelén
felhalmozodast. A két  szelénformaval végzett kezeléseket Osszehasonlitva a
szelén-akkumulaci6 a kloroplasztiszok  izolalt tilakoidmembran frakcidban hasonld
tendenciat mutatott, mint izolalt protoplasztok esetében. Eszernt a kontrollal

Osszehasonlitva @  NanoSel-t tartalmazd  taptalajon nevelt novények  izolalt
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tilakoidmembran  frakcidjaban  szignifikansan nagyobb teljes szeléntartalom volt
kimérhetd (32. abra). Ezeck az eredmények azt bizonyitjdk, hogy NanoSel kezelés
mellett nem csak a ndvényi sejtekbe, hanem azon beliil a kloroplasztiszba is bejut a
szelén valamilyen formaban. Ezzel egyiitt a visszamaradt szovettormelékben
nagysagrenddel nagyobb mennyiségben tudtuk kimérni a felhalmozodd szelént, amit a
logaritmikus abrazolas jol mutat (32. abra). A szovettormelék fel nem tart intakt
sejteket, illetve feltart sejtfal maradvanyokat tartalmaz, ahol sok szelén akkumulalodik,
ezzel magyarazhat6 a nagy kiilonbség.

A két szelénforma felhalmozodéasat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a szelenat
mar alacsonyabb kezelési tartomanyban (1-10 mg/kg) nagyobb szelén felhalmozodast
eredményez, mint a NanoSel kezelés (32. abra). Ezen eredményeink korrelalnak a
protoplasztokban tapasztalt szeléntartalom eredményekkel. A 10 mg/kg szelenat kezelés
hatasara ~10-szer akkora Se felhalmozodast tapasztaltunk a tilakoidmembranonkban. Ez
a koncentraci6 mar karosan befolyasolla a membran pigment-protein  komplex
szervezOdését is. Ezzel szemben NanoSel-bél bar 100 mglkg kezelést hasznaltunk, a
sejtekbe, sejtorganellumokba kisebb mennyiség jutott be, ami a tilakoid membran

struktira és a fotoszintézis folyamatat érinté negativ hatdsokat nem okoz.
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32. abra: Izolalt tilakoid membranok és az izolalas soran visszamaradt szovettormelék

teljes szeléntartalma
(Kontroll, 1 mg/kg szelenat, 10 mg/kg szelenat, 100 mg/kg NanoSel)
(Taptalajon nevelt dohanynovények, Debrecen, 2015)
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Szelenatra vonatkozd eredményeink egyeznek a szakirodalomban fellelhetd adatokkal
(Neuhierl és Bock, 1996; Terry et al., 2000; Hawkesford és Buchner, 2001), azonban
sem nanoszelénre, sem elemi szelénre vonatkozd eredményeket nem talaltunk izolalt

protoplaszt és tilakoid membran esetén.

4.4.3. Tilakoid membranok lipidperoxidaciéja

A malondialdehid-tartalom  mérését  gyakran  hasznalijdk a  lipidperoxidacio
nyomonkovetésére oxidativ stresszek esetén (Labanowsaka et al., 2012).

Intakt levél mintdkat ¢és izolalt tilakoidmembranokat vizsgilva egyarant azt talaltuk,
hogy mig a nanoszelén (100 mg/kg) kezelés nem okozott szignifikans eltérést a
kontrollhoz viszonyitva (10. tablazat), addig a szelenatkezelés koncentraciotol fliggden
lathatolag karositotta a membranokat, a 10 mg/kg-es kezelés esetén szignifikansan
megndvekedett MDA-szintet figyeltink meg. A megndvekedett MDA koncentracio
oxidativ  stresszhatdsra utal. A szakirodalomban nagyon kevés szelén okozta
megemelkedett MDA-szintre és elvaltozott tilakoid membranrendszerre vonatkozo adat

van, azonban z0ldalgak esetén hasonld eredmények szilettek (Gojkovic et al., 2014).

10. tablazat: Malondialdehid koncentracio valtozasa dohanyndvény mntakt leveleiben és
izolalt tilakoidmembranjdban kiilonbozd szelénkezelések hatasara
(Taptalajon nevelt dohanynévények, Debrecen, 2015)

Kezelés MDA nmol/g SD MDA nmol/g SD

(mg/kg) intakt levél izolalt tilakoid

kontroll 29,24 3,29 2367 30,7

1 szelenat 82,68 4,90 2334 25,8
10 szelenat 146¢ 28,6 3918 51,6
100 NanoSel 39,1A 9,08 228A 6,14

Egytényez6s varianciaanalizis alapjan az azonos oszlopban kiilonb6z betiivel jelolt
értékek szignifikans eltérést jelentenek (P<0,05).
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4.5. Nanoszelén vizsgilata allatokban — Brojler csirke kisérlet eredmények

Allatkisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a LactoMicroSel szelénnel disitott joghurtpor
alkalmazhato-e takarmanykiegészitoként, képesek-e beldle a szelént az allatok felvenni
¢s hasznositani, és az hogyan hat a tojastermelési és mindségi mutatokra

Brojler csirkékkel végzett kisérletinkben megvizsgaltuk, hogy a LactoMicroSel-es
szelénkiegészités hogyan hat az allatok testtomegére, takarmanyértékesitésére, a relativ
maj-, mell- és combtomegre, illetve hogy a beldle szarmazd szelén bejut-e a majba,

izomba, tollba.

45.1. Testtomeg

A testtomeg adatok elemzése soran, az egyes kezeléseken belil, az ismétlések, ill. az
ivarok kozott szamottevd eltérést nem tapasztaltam, ezért a tovabbiakban az egyes
kezelések telies Ilétszamat egységesen vizsgalom. A testtomeg adatokat a 11.
tablazatban szemléltetem. A takarmany SelPlex szelénforrassal vald kiegészitése nem
befolyasolta szignifikans mértékben a madarak testtomegét, annak értéke a kontroll
csoporthoz  hasonléan alakult. A  LactoMicroSel szelénkiegészités Onmagaban
alkalmazva nem idézett eld szgnifikans mértékli valtozast az allatok testtomegében,
azonban a rakliszt/halliszt/LactoMicroSel kiegészités hatasara, akar 1x, akar 10x
dozisban adagolva is kedvezObben alakult a testtomeg a kontroll egyedekhez
viszonyitva, a kiilonbség azonban nem szignifikdns. Emellett fontos kiemelni, hogy a
10x dozsu LactoMicroSel kiegészités hatdsara, minimalis mértékben ugyan, de a
hizlalas teljes ideje alatt elmaradt az allatok testtomege az 1x dézisu LactoMicroSel
kiegészitésben részesiilt csoporthoz viszonyitva, a vagaskori él6tomeg azonban a
rakliszt/halliszt/LactomicroSel 10x csoportban volt a legkedvezobb a kisérleti csoportok
koziil.

A testtomeg tekintetében a rakliszt/halliszt/LactomicroSel 1x kezelés egyedei mutattdk
a legkedvezobb értékeket, amely eltérés a LactomicroSel 1x-hez viszonyitva a kisérlet

els6 négy hetében szignifikansnak is bizonyult (P<0,05).
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11. tablazat: A brojlercsirkék ¢élotomegének alakuldsa a nevelés teljes ideje alatt
(Brojler csirke kisérlet, Godolls, 2012)

0. 7. 14. 21. 28. 36. 42.
nap | nap nap nap nap nap nap
Kontroll atlag | 42 | 113~ | 28478 | 59948 | 106448 | 15244 | 194248
SD 2 11 59 124 202 303 347
Selplex atlag | 40 | 10948 | 29948 578~ | 104078 | 1557~ | 18904
SD 2 15 34 88 154 202 232
LactoMicroSel atlag | 40 | 1048 272~ 5734 | 1026~ | 1526~ | 191878
IX (LMS 1) SD 1 14 57 110 172 236 260
LactoMicroSel atlag | 41 | 10948 | 29248 | 57948 | 101248 | 1572~ | 195848
10X (LMS 10) SD 2 7 31 78 137 188 213
Rakliszt/Halliszt | atlag | 41 | 118~ 3118 6578 | 11468 | 1665~ | 20238
1X (RH+LMS 1) SD 2 19 56 104 165 261 248
Rakliszt/Halliszt | atlag | 41 | 11578 | 30748 | 62378 | 108748 | 1648~ | 2033®
10X (RH+LMS 10) | SD 2 17 31 77 120 167 160

Egytényezds varianciaanalizis alapjan az azonos oszlopban eltérd betiivel jelolt értékek
szignifikans mértékben kiilonboznek egymastol (P<0,05).

4.5.2. Tomeggyarapodas

Az 4tlagos napi tOmeggyarapodés értékeit a 12. tablazat tartalmazza. Az adatok alapjan
megallapithatd, hogy a takarmany SelPlex-el és Onallban LactoMicroSel-el torténd
kiegészitése a tomeggyarapodas tekintetében sem eredményezett szignifikans mértékii
valtozast. Ugyanakkor a rakliszt/halliszt/LactomicroSel kiegészités 1x és 10x dozs
esetében is kedvezd hatast gyakorolt, ez az eltérés azonban feltehetden az allati eredetii
mellektermékek révén bevitt tobblet fehérjével magyarazhato.

A statisztikai elemz€s sordn tobb esetben is szgnifikans eltéréseket tapasztaltam az
egyes eltérd szelkéntartalmi takarmanyt fogyasztd6 csoportok kozott. A testtomeg
alakulasdhoz hasonldan a tomeggyarapodas tekintetében is kimutathatd volt a
rakliszt/halliszt/LactomicroSel 1x kiegészités pozitiv hataisa a csak LactoMicroSel
kiegészitést tartalmazo takarmanyt fogyasztd csoporthoz viszonyitva (P<0,05).

A hizlaldsi 1d6szak 06todik hetében mnden szelénkiegészitésben részestilt kisérleti
csoport atlagos napi tomeggyarapoddsa meghaladta a kontroll értékét, amely a

LactoMicroSel 1x kivételével szignifikans mértékinek is bizonyult, a SelPlex és az 1x
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rékliszt/halliszt/LactoMicroSel kiegészitést kapo allatok esetén P<0,05 szinten, mig a
10x LactoMicroSel kezelést kapd csoportok esetén P<0,01 szignifikancia szinten,
rakliszt/halliszt  kiegészitéssel és a nélkiil is. A hizalds 6todik hetében kimutatott
jelentds mértéki novekedést kovetden minden kisérleti csoport gyarapodédsa visszaesett

a kontrollhoz viszonyitva az utolso6 héten (P<0,05).

12. tablazat: Napi atlagos tomeggyarapodas (g/allat)
(Brojler csirke kisérlet, Godollo, 2012)

1. hét | 2. hét | 3. hét | 4. hét | S.hét | 6. hét

Kontroll atlag | 10,52 | 24,4~ | 44,9°® | 66,478 | 63,3~" | 58,1A"
SD 2,0 7,0 10,0 13,8 17,0 6,8
Selplex atlag | 9,88 | 26,9* | 42,68 | 65,08 | 74,9®" | 47,8%"

SD 2,1 3,3 8,6 91 8,3 11,5
atlag | 9,08" | 26,4~ | 42,2%" | 64,6° | 71,548 | 55978

LMS 1
SD 2,0 4,6 8,9 10,0 15,9 10,8
atlag | 9,648 | 25,57 | 43,248 | 61,98 | 81,48™ | 56,578
LMS 10
SD 0,7 3,1 7,3 9,6 91 7,5
atlag | 10,9~" | 27,6~ | 49,5" | 71,74 | 75,2%" | 48,1%"
RH+LMS1
SD 2,6 5,8 7,6 11,0 12,4 16,8
atlag | 10,6 | 27,3~ | 47,38 | 66,38 | 80,18 | 52,18"
RH+ LMS 10

SD 2,3 2,7 9,3 7,6 10,4 10,7

Egytényezds varianciaanalizis alapjdn az azonos oszlopban eltérd betiivel jelolt értékek
szignifikdns mértékben kiilonboznek egymastol
(Egy csillag: P<0,05, Két csillag: P<0,01)

45.3. Atlagos napi takarmanyfogyasztas

A takarmanyfogyasztds egyedi mérésére nem volt lehetdség, igy statisztikai elemzésre
sem volt mod, tovabbd a tartdstechnologia sem tette lehetévé a szorddas, ill pazarlas
tees mértékli kizarasat, illetve annak mértékének meghatarozasat. Ezek mértéke
els6sorban a hizlalasi iddszak elsé két hetében lehet jelentds.

A 13. tablazat ¢és 33. abra foglalla Ossze az atlagos egyedi takarmanyfogyasztas

alakulasat a kisérlet teljes idejére vonatkoztatva.
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13. tablazat: Az atlagos egyedi takarmanyfogyasztds alakulisa a nevelés teljes ideje
alatt heti bontasban (g/nap)
(Brojler csirke kisérlet, Godollo, 2012)

1.hét | 2.hét | 3.hét | 4.hét | 5.hét | 6. hét
KONTROLL 43,5 118,0 129,6 | 150,0 161,4 179,4
SELPLEX 36,9 118,3 1544 | 1294 145,5 168,5
LMS1 37,3 79,6 101,5 | 128,2 142,6 166,7
LMS 10 36,0 45,8 72,5 108,1 140,2 158,6
RH+LMS1 37,3 66,6 88,7 128,9 150,2 133,5
RH+LMS 10 36,8 45,0 62,3 118,9 158,7 138,0

Az egyedi takarminyfogyasztds alakuldsat heti bontdsban vizsgdlva megallapithato,
hogy a kontroll és az SelPlex szelénkiegészitét tartalmazd takarmanyokat kapo csoport
értékei csaknem a nevelés teljes idOtartama alatt meghaladtdk a LactoMicroSel tartalmt
takarmanyokat fogyasztdé csoportokét. A kisérlet csaknem teljes ideje alatt a nagyobb
dozisti szelén kiegészitést tartalmazd takarmanybol kevesebbet fogyasztottak az allatok,
rakliszt kiegészitéssel és a nékkiil is (13. tablazat).

Amennyiben a hizlalds teljes idejére vonatkoztatva adjuk meg az egyes csoportok
egyedeinek atlagos napi takarmanyfogyasztasat, lathatd, hogy a kontroll és a SelPlex
szelénkiegészitdt tartalmazd takarmanyt fogyasztdé csoportok kozel azonos értéket
mutatnak, mig a LactoMicroSel kiegészitést tartalmazd takarmanyokbol minden
csoportban kevesebbet fogyasztottak az allatok.

A legkevesebb takarmanyt a 10-szeres LactoMicroSel kiegészitést és rakliszt/halliszt
keverékét kapo csoport fogyasztotta (33. abra).
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33. ébra: Az atlagos egyedi takarmanyfogyasztds alakulisa a nevelés teljes idejére
vonatkoztatva (g/nap)
(Brojler csirke kisérlet, Godolls, 2012)

45.4. Atlagos takarmanyértéKesités

Mivel a  takarmanyfogyasztast nem  egyedileg  hataroztuk meg, igy a
takarmanyértékesitést, azaz az 1 kg tomeggyarapodashoz felhasznilt takarmany
mennyiségét, sem volt médom statisztikailag értékelni.

A takarmanyértékesités adatait a 14. tablazatban foglaltam Ossze, amelyek alapjan
elmondhat6, hogy a kontroll csoport takarmanyértékesitése a hizlalds teljes ideje alatt
gyengébb volt az Osszes kisérleti csoporténdl Emellett a LactoMicroSel kiegészitést
tartalmaz6 takarmanyokat fogyaszté kisérleti csoportok (L1, L10, RH+LMS 1,
RH+LMS 10) mindegyike rendre kedvezobb takarmanyértékesitést mutatott a SelPlex
csoporthoz viszonyitva is (14. tablazat).

14. tablazat: Takarmanyértékesités alakulisa a hizlalas egyes heteiben
(Brojler csirke kisérlet, Godolld, 2012)

1. hét | 2. hét | 3.hét | 4. hét | 5. hét | 6. hét
KONTROLL 414 | 484 | 2,89 2,26 | 2,55 3,00
SELPLEX 3,75 | 452 | 3,73 1,99 1,94 3,52
LMS1 4,11 3,12 2,40 1,98 1,99 2,98
LMS 10 3,67 1,77 1,68 1,75 1,72 2,87
RH+LMS1 3,42 2,41 1,79 1,80 | 2,00 2,77
RH+LMS 10 3,48 1,66 1,37 1,80 1,98 2,65
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Amennyiben a takarmanyértékesitést a hizlalds teljes id6tartamara vonatkoztatva
egyetlen atlagos értékkel jellemezzik, mind a négy LactoMicroSel kiegészités esetén
kedvez6bb eredményt kapunk, mind a kontrollhoz, mind a SelPlex-hez viszonyitva is.
Legkedvezobben az RH + LMS 10 csoport takarmanyértékesitése alakult (34. abra),
amely  feltehetben — Osszeflige az  ebben a  csoportban  észlelt  kisebb
takarmanyfogyasztassal, amelynek tipanyagait viszont, az eredmények alapjan, a
madarak jobb hatékonysaggal épitették be szervezetiikbe.
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Atlagos takarmanyértékesités
(Kontroll %)

34. abra: A kisérleti csoportok takarmanyértékesitése a teljes hizlalasi idore
vonatkoztatva a kontrollhoz viszonyitva
(Brojler csirke kisérlet, Godolls, 2012)
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4.5.5. Vagasi paraméterek

A kisérlet 42. napjan probavagast végeztink, amelynek sordan csoportonként 10-10
egyedet vizsgaltunk. A vagast kovetden a maj, a jobb mell és a jobb comb tomegét
mértem. Az ¢l6tomeg hatasanak kizardsara a mért adatokat az adott madar
¢lotomegéhoz viszonyitottam és a relativ maj, mell és comb tomeget szamitottam Ki

(15. tablazat), és viszonyitottam egymashoz a statisztikai elemzés soran.

15. tablazat: A relativ maj, mell és combtomeg (g/100 g testtomeg) alakulasa az egyes
kezelések hatasara
(Brojler csirke kisérlet, Godolls, 2012)

relativ relativ relativ
majtomeg melltomeg combtomeg

KONTROLL ATLAG 1,5 8,1 8,8

SD 0,2 0,8 0,4
SELPLEX ATLAG 2,0 8,5 9,6

SD 0,3 0,9 0,6

ATLAG 1,8 8,4 9,6
LMS1

SD 0,2 1,1 0,6

ATLAG 1,5a 8,2 9,4
LMS 10

SD 0,2 0,9 0,7
RH+LMS 1 ATLAG 2,0 8,6 9,2

SD 0,2 1,0 0,6
RH+LMS 10 ATLAG 2,0 8,2 9.4

SD 0,3 0,6 0,7

A relativ maj, mell és combtomeg eset¢ben minden kisérleti csoport teljesitménye

meghaladta a kontroll értékeit.
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45.6. Szelénkoncentraciok

A 16. tablazatban illetve a 35-36. abran lathatjuk a maj és izom szelénkoncentraciojanak

valtozasat. A mdj szeléntartalmat illetden a kontroll, a SelPlex, RH+LMS 1 és a LMS 1

kezelések nem kiilonboztek statisztikailag szignifikdnsan, csak a tizszeres koncentraciot
tartalmazd6 LMS 10 és a RH+LMS 10 kezelések okoztak szignifikdns novekedést.

(16. tablazat, 35. 4bra)

16. tablazat: Szelénkoncentracié a majban és izomban
(Brojler csirke kisérlet, Godolld, 2012)

Mij Izom
Kezelés Meért szelén SD| Meért szelén SD
ng/kg ug’kg ng/kg ng/kg
Kontroll 185 + 80 42,0 + 5,9
SelPlex 300 + 262 107,5 + 128
LMS 1 160 + 98 418 + 5,2
LMS 10 890 + 461 68,3 + 110
RH + LMS 1 160 + 129 454 + 8,2
RH + LMS 10 517 + 340 65,1 + 175
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35. éabra: A mdj szeléntartalma a kiilonb6zd kezelésekben
(Brojler csirke kisérlet, Godolls, 2012)
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Az izomban a SelPlex jelentsen emelte a szelénszmtet, a LactoMicroSel csak tizszeres

kezelésben mutatott a kontrolltol szignifikans eltérést (16. tablazat, 36. abra)
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36. abra: A mellizom szeléntartalma a kiilonboz0 kezelésekben
(Brojler csirke kisérlet, Godolls, 2012)

A madarak tollabol is meghatdroztam a szelénkocnentraciot, mivel a szelén a korabbi
ismereteink szerint jOol kimutathatdé a tolbol. A toll szeknszintje egyértelmiien
bizonyitja, hogy a LactoMicrosel felszivodik a takarmanybol és nincs szignifikans

kiilonbség a Selplex és a LactoMicrosel kozott a mérések alapjan. (37. abra)
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37. abra: Toll szeléntartalma a kilonbozd kezelések hatasara
(Brojler csirke kisérlet, Godolld, 2012)
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Eredményeinket 0Osszehasonlitottuk a  szakirodalomban megtaldlhato adatokkal. A
legtobb kutatadsban a szervetlen szelénformakkal, mint példaul a szelenatsokkal valo
takarmanykiegészitést ~ hasonlitottdk  Ossze a  szerves  szelenometioninnel  vald
kiegészitéssel. =~ Az  altalinos  tapasztalat az  hogy a szervetlen formaknal
nagysagrendekkel jobban felszivodd szelenometioninnal vald kiegészités hatdsara
megndvekedett az allatok tomege, javult a tOmeggyarapodas és a tapanyagértékesités,
illetve megemelkedett a vér glutathion-peroxidaz aktivitisa mar 0,3 mgkg szelénpotlas
esetén is (Yoon et al. 2007; Heindl et al., 2010; Wang et al., 2011; De Medeiros et al.
2012; De Almeida et al., 2012). Nanoszelénnel kapcsolatos kutatasok is fellelhetok, bar
nem az Aaltalunk hasznalt tejsavbaktériumok altal eldallitott nanoszelént vizsgaltak,
hanem hidrazin-hidrattal eldallitott 25-35 nanométeres szelén nanoszalakat (Senthil et
al., 2015), vagy marhaszérum-albumin felhasznalasaval elfallitott 50-100 nanométeres
gomboket (Mohapatra et al.,, 2014). Mindkét esetben a mi eredményeinkkel analog
hatasokat figyeltek meg: a 0,3 mgkg koncentracioju nanoméretii elemi szelén kezelés
hatdsara a nanoszal forma esetén javult az allatok testtomeg- és tOmeggyarapodas
mutatéja az elsd 6 hétben, a gomb forma esetén pedig megndvekedett a maj, izom és
vérplazama  szeléntartalma, illetve megnétt a gluthation-peroxidaz és  szuperoxid-
dizmutdz aktivitds, mind a kontrollhoz, mind a natrium-szelenit kezeléshez viszonyitva.
Erdekes, hogy Dlouha et al. (2008) kisérletében a szelénnel dusitott Chlorella alga a
nanoszelénhez hasonld, a Szelenometioninnél szignifikdnsan jobb hatdsokat produkalt,

tehat takarmanykiegészitésre az is optimalis forma Iehet.
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4.6. Nanoszelén vizsgilata allatokban - Tojotyuk kisérlet eredményei

A tojotyuk kisérletben a LactoMicroSel kiegészités hatasat vizsgaltuk a madarak
tojastermelési €s tojdsmindségi mutatdoira. A kisérlet két menetben zajlott, mivel a
kezelések nagy szamahoz viszonyitva kevés allattal dogoztunk. A két menet kozott 2
hetes kiiiriilési periddust tartottunk. Az els6 menetben a rakliszt/halliszt nélkiil
LactoMicroSel kiegészitést hasonlitottuk Ossze kontrollal és SelPlex kezeléssel, mig a
masodik menetben a rakliszt/halliszt kiegészités hatasat vizsgaltuk, LMS nékiil illetve
Ix LMS ¢és 10x LMS kiegészitéssel, kontrollhoz és egymashoz viszonyitva.

4.6.1. Tojastermelés

A tojastermelési adatokat az 17-18. tablazatban szemléltetem. Mig a kiilonbozo
kezelésekben a két kisérleti menetben jelentds eltérések nem mutatkoznak, addig
azonban az mégis kiemelend6, hogy a LactoMicroSel kezelés mindkét Kkisérleti
menetben kedvezd hatast gyakorolt a tojastermelésre, magasabb termelési szazalékot
eredményezve. Ez a hatds a réakliszt/halliszt/LactomicroSel 10x kezelésben volt a

legjelent6sebb — csaknem 10%.

17. tablazat: A tojastermelés alakulasa 18. tablazat: A tojastermelés alakulasa
az |. menetben a Il. menetben
(Tojotytk kisérlet, Godollo, 2012) (Tojotyak kisérlet, Godollo, 2012)
Tojéstermelés Tojéstermelés
db % db %
SelPlex 13,3 | 88,9 Kontroll 12,8 | 851
Kontroll 139 | 924 RH Kontroll 14,0 | 93,0
LMS 1 13,4 | 95,6 RH+LMS 1 13,6 90,8
LMS 10 14,2 | 94,9 RH+LMS 10 14,1 94,3
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4.6.2. Tojasindex, tojastomeg

Amint az a 19. tablazatban lathato, bar a tojas szélesség, ill. hossziusag tekintetében
adodtak szignifikdns eltérések, a tojasindex csupan a masodik kisérleti periodusban
mutatott szignifikans eltérést.

A tojas hosszisaga, szélessége ¢és tomege tekintetében mindkét kisérleti periddusban
azonos iranya valtozasokat talaltunk. Az els6 periodusban az 1x LactoMicroSel
kiegészités esetén woltak a legkisebbek a tojasok (P<0,05). A masodik kisérleti
peribdusban hasonld eltéréseket tapasztaltunk, azaz az 1x LactoMicroSel kezelésben
tojt tojasok lettek a legkisebbek az Gsszes tobbi csoporthoz hasonlitva (P<0,05).

19. tablazat: A tojas mennyiségi paramétereinek alakuldsa a kisérlet mindkét
menetében
(Tojotyuk kisérlet, Godollo, 2012)

TOJAS- TOJAS- . .
o , , TOJASINDEX | TOJASTOMEG
HOSSZUSAG SZELESSEG
(hossz/szélesség) (9)
(mm) (mm)

atlag SD atlag SD atlag SD atlag SD

l. menet
Kontroll 55,13 [ 1,75 44 06" 0,79 1,25 0,05 | 58,944 2,71

SelPlex 55,68* | 153 | 4361 | 085 | 128® | 004 | 5833 | 338
LMS 1 54,03% | 144 | 4287 | 101 | 126* | 003 | 54,668 3,39
LMS 10 5556 | 1,73 | 4397A¢| 1,04 | 126°® | 004 | 5901 | 436

1. menet
Kontroll 54500 | 2,04 43 41~ 1,09 1,26 0,05 | 57,124 4,30

RH-Kontroll | 55,18* | 142 | 43,70 | 1,04 1,26 003 | 58424 | 3,16
RH+LMS 1 | 5368°% | 152 | 4290% | 110 1,25 0,03 | 55,108 4,01
RH+LMS 10 | 54,83* | 140 | 4352% | 081 1,26 003 | 57,60 | 3,18

Egytényez0s varianciaanalizis alapjan az azonos oszlopban kiilonb6z6 bettivel jelolt
értékek szignifikans eltérést jelentenck (P<0,05)
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4.6.3. Szik tomege
Az onalld szelén-kiegészités esetén minden kisérleti csoportban kisebb tomegli volt a

szik, amely minden esetben statisztikailag is szignifikdns (kontroll vs. LMS 10 P<0,05;
kontroll vs. SelPlex ill. LMS 1 P<0,01) volt.

A rakliszt-halliszt kiegészités ezt a hatast ugy tinik kompenzilta, hiszen a kisérleti

csoportokban gyakorlatilag azonos volt a szik tomege minden csoportban (20. tablazat).

20. tablazat: A szik tdmegének alakulisa a kisérlet soran
(Tojotytk kisérlet, Godollo, 2012)

SZIKTOMEG (g)
atlag SD
I. menet
Kontroll 16,884 0,64
SelPlex 15,968 0,88
LMS 1 15,458 1,16
LMS 10 16,045" 1,65
I1. menet
Kontroll 14,824 1,04
RH-Kontroll 14,954 1,12
RH+LMS 1 14,844 0,91
RH+LMS 10 14,794 1,09

Egytényez6s varianciaanalizis alapjan a kiilonb6zo betiivel jelolt értékek szignifikans
eltérést jelentenek
(egy csillag: P<0,05, két csillag: P<0,01)
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4.6.4. Szk szine

A szinvizsgalat eredményét a 21. tdblazatban foglaltam Ossze.

21. tablazat: Szik szinének alakulisa a kisérlet soran
(Tojotyuk kisérlet, Godolls, 2012)

L* ax b*
(viligossag) (vOros) (sarga)
atlag SD atlag SD atlag SD
I. menet
Kontroll 35,654 | 0,45 1,11 0,22 | 29,00~ | 0,67
SelPlex 354748 0,59 1,05 0,24 | 29,16”B| 0,44
LMS 1 35,118 | 0,59 1,00 0,40 | 28528 | 0,62
LMS 10 354778 | 0,65 1,13 0,30 | 28,8748 | 0,86
I1. menet
Kontroll 3291~ | 0,38 | 2,34~ | 043 27,41 0,66
RH-Kontroll 33,024 | 044 | 3,078 | 0,26 27,14 0,59
RH+LMS 1 37,954 | 15,33 | 3,298¢ | 0,75 32,40 | 16,41
RH+LMS 10 33,054 | 045 | 341¢ | 0,32 27,55 0,53

Egytényez6s varianciaanalizis alapjan az azonos oszlopban kiilonb6zé betiivel jelolt
értékek szignifikans eltérést jelentenek (P<0,05)

Az onallo szelkén kezelések esetén csupan két esetben sikeriilt szgnifikans eltérést
kimutatni. Minden kisérleti csoportban vildgosabb lett a szelén-kezelés hatdsara a szk,
azonban ez az eltérés csak a LactoMicroSel-1x kezelés esetén volt szignifikans
(P<0,05). Emellett a szik sarga szinarnyalata a SelPlex esetében intenzivebb volt a
kontrolndl, mig a LactoMicroSel hatdsara mindkét dozisban alacsonyabb b* értékek a
jellemzoek. Ugyanakkor ezek az eltérések a kontrollhoz viszonyitva statisztikailag nem
igazolhatok, mig a SelPlex és a LactomicroSel-1x kezelések kozott a kiilonbség mar
szignifikansnak adodott (P<0,05).

A miasodik kisérleti periodusban minden kisérleti csoport szignifikdnsan vordsebb szinii
volt a kontrolnal. Ezt feltchetben a raklisztben megtalalhatd szinanyag, az astaxanthin
szikben torténd megjelenése okozhatja. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a
LactomicroSel hatdsdra a szinvaltozas kifejezettebb, mmt ©6nalld rakliszt-halliszt etetés

esetén, amely a 10x dozisu szelén kezelés esetén szignifikdnsnak is adddott.

87



4.6.5. Héj szaraz tomege és vastagsaga

A héj vastagsaga ¢és tomege varhatd modon azonos eltéréseket mutatott az egyes
kisérleti csoportokban. Az 6nalld szelénkezelés esetében, habar a mért értékek nagyon
kismértékti eltéréseket mutatnak, az 1x-es és 10x-es LactoMicroSel kiegészités kozott
ez az eltérés mar szignifikansnak adddott, azaz a 10x-es LactoMicroSel bevitel
megndvelte a héj tomegét €s vastagsagat a tobbi csoporthoz képest.

A masodik kisérleti periodusban a kontrollhoz képest minden csoportban nagyobb

héjtomeget ¢és héjvastagsagot mértem,

Ca-bevitelével magyarazhatd (22. tablazat).

amely feltehetben a rakliszt-halliszt tobblet

22. tablazat: A héjvastagsag ¢és —tomeg alakuldsa a kisérlet soran
(Tojotyuk kisérlet, Godolls, 2012)

HEJVASTAGSAG | HEJITOMEG
atlag SD atlag SD
I. menet
Kontroll 0,377B [ 0,02 6,01~ [ 0,32
SelPlex 0,377B [ 0,03 596~ | 0,46
LMS 1 0,367 0,02 5678 | 0,28
LMS 10 0,388 0,02 6,06A | 0,53
I1. menet
Kontroll 0,34A 0,03 576~ | 0,56
RH-Kontroll 0,378 0,02 6,185 | 0,27
RH+LMS 1 0,378¢| 0,03 588~ | 0,49
RH+LMS 10 0,35¢ 0,03 |[5,958| 0,42

Egytényez0s varianciaanalizis alapjan az azonos oszlopban szerepld eltérd betiik

szignifikans eltérést jeleznek (P<0,05)
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4.6.6. Tojasok szeléntartalma

A 38-39. 4ébra alapjan megallapithatjuk, hogy a LactoMicroSel mindkét
fehérjében, mind a sargajaban, akar magaban alkalmazva, akar rakliszt-halliszttel
kombinalva.

Fehérje Sargaja
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38. abra: Tojasok szeléntartalmanak Osszehasonlitdsa a I. menetben
(Tojotyak kisérlet, Godolls, 2012)
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39. abra: Tojasok szeléntartalmanak Gsszehasonlitasa a Il. menetben
(Tojotytk kisérlet, Godollo, 2012)
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Eredményeinket Osszehasonlitottuk a szakirodalomban fellelhetd adatokkal, és bar az
elemi szelén kiegészités hatasat a tojas mennyis€égi €s mndségi paramétereire vizsgalo
kutatast nem talaltunk, szervetlen formakkal, illetve szelenometioninnal torténd
kiegészitésre szamos tanulmany fellelhet. Minden kutatdsban kozos eredmény, hogy
mind a szervetlen, mind a szerves formakbol az allatok képesek a szelént felvenni, és az
bejut a tojasokba, igy a takarmany szeléndisitasaval emelt szeléntartalmii tojas, mint
funkcionalis élelmiszer allithato el (Fisinin et al.,, 2009). A szelenometionin és a
szelenit hatasat Osszehasonlitva viszont megallapithatjuk, hogy a szerves szelénformat
az allatok jobban képesek hasznositani, annak hatasara szignifikdnsan megemelkedik a
tojastermelés, megndé a tojasok €s a tojasfehérje relativ tomege, illetve a héjvastagsag, és
a tojasok szelkntartalma is tobb mint kétszeresére emelkedik, a szelenit kezeléssel
Osszehasonlitva (Utterback et al., 2005; Reis et al., 2009; Gjorgovska et al., 2012).
Tovabba Austin és Milton (1974) eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a szerves
szelénformak poztiv hatast gyakorolhak a tojasok keltethetdségi mutatojara is: 6 hét
clteltével a szelénkiegészitést nem kapd csoportok megtermékenyitett tojasainak csak
42%-a kelt ki, mig a 0,1 mg/kg szelenomethionnal kezelt csoportnal ez az érték 90%.

Lathato, hogy bar ezek a kutatdsok ugyan nem nanoszelénre vonatkoznak, a
szelenometionin hatdsdban a mi eredményeinkkel egyeznek, és bizonyitjdk a szerves
forma poztiv hatdsait, mind a kontrol, mind a szervetlen szelénsokkal vald
kiegészitéssel ~ Osszehasonlitva.  Mivel eredményeink alapjan a  szeléntartalmu
joghurtporbdl az allatok képesek voltak a szelént felvenni, és az a szelenometioninhoz
hasonld poztiv hatdsokat produkalt, a tojas szeléntartalmat pedig szignifikans
mértékben  novelte,  kielenthetd, hogy idealis megoldds Ilehet a takarmany

szelénpoétlasara, ésemelt szeléntartalmi tojas eldallitasara.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Voros elemi nanoszelénnel végzett kisérletek soran mar korabban bebizonyosodott,
hogy ugyanolyan felvehetdség mellett kevésbé toxikus, mint a szelenit, szelenat,
szelenometionin, mind a ndévények (Domokos-Szabolcsy et al., 2012; Domokos-
Szabolcsy et al., 2014) mind az dllatok (Zhang et al., 2001; Whang et al., 2007; Nagy et
al., 2015) esetében. A vOrés elemi nanoszelént tobb moddon lehet eldallitani,
aszkorbinsav, marhaalbumin-szérum, illetve baktériumok segitségével A kiilonb6z6
eloallitasi modok,  baktériumok  esetén a  kiilonbozd  torzsek  kiilonbozo
mérettartomannyal és  viselkedéssel rendelkezd nanorészecskéket eredményeznek.
Kisérleteim els6é Iépése egy olyan gyartasi folyamat kidolgozasa volt, mely nanoméretii
elemiszelén-részecskéket eredményez tejsavbaktériumok felhasznalasaval, két teljesen
eltérd felhasznalasi tertiletre.

A laboratorumi felhasznalasra szant NanoSel monodiszperz szelén szol segitségével a
tejsavbaktériumok  altal  elbéllitott  vords  elemiszelén-részecskék  viselkedését,
felvehetoségét, toxicitdsat vizsgaltuk kiilonbdzo rendszerekben, ezért az elsddleges
szempont a tiszta, homogén, konnyen kezelheté anyag eloallitasa volt, mely nem
tartalmaz sejttormeléket. A szelenittel dusitott MRS taplevesben inkubalt Lactobacillus
casei  baktérumok  védekezési mechanizmusuk  részeként nanoméreti  elemi
szeléngdmboket halmoznak fel a sejtfalon belil Ezek a gdombok elektronmikroszkopos
felvételek alapjan 250 nm méretiiek ¢és megfeleldlen homogének. A sejtfal sdésavval
torténd roncsolasa majd sziréssel torténd eltavolitasa utan kapott desztillalt vizes szol
mar csak a tiszta elemiszelén-részecskéket tartalmazza, a kidolgozott protokollt kovetve
200 mg/l koncentracidban. A Iézerdiffrakcidos szemcseméreteloszlas-vizsgalat kimutatta,
hogy ezek az elemi szeléngdmbok konnyen Osszetapadnak 75 pm-es csomokka, ezért
felhasznalas el6tt ultrahangos tisztitas javasolt.

A szeléntartalmi takarmanyadaléknak illetve étrendkiegészitonek szant LactoMicroSel
por eldallitisakor egészen mas szempontokat vettiink figyelembe, melyek kozil a
legfontosabb az volt, hogy csak olyan Osszetevoket alkalmazzunk a folyamat soran,
melyek az élelmiszeriparban engedélyezettek, tovabba a tapkézeg és baktériumtorzs
megvalasztdsakor probaltunk egy koltséghatékony megoldast taldlni. Ezen szempontok
alapjan tapkozegnek szelénnel dusitott tejsavot, baktérumtorzsnek pedig Streptococcust
thermophilust és Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricust tartalmazo, kifejezetten
joghurtgyartdshoz kialakitot Yo-Mix 401 keveréket valasztottunk. Az elkésziilt
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joghurtban az elemi szeléngomboket nem tisztitottuk és valasztottuk el, azok a
beszaritott ~majd ledaralt, a  kidolgozott protokollt kovetve 3000  mg/kg

joghurtpor megfelelden homogén, allatkisérletekben vald felhasznalasan kivill szelénnel
dtsitott instant tejpor (no.42® tejpor), szelénpétld tabletta (LactoMicroSel® tabletta) és
pajzsmirigy miikodését segitd étrendkiegészitd (PajzsKomplex® tabletta) készilt beldle.
A gyartds kidolgozdsa utan az eldéllitott nanoszelén atalakuldsanak  vizsgalata
kovetkezett, hiszen a 250 nanométeres elemi szeléngdmbOok nem juthatnak at a
sejtfalon, tehat a korabbi novény és allatkisérletekben megfigyelt hatds valamilyen
atalakulasi folyamat eredménye. Ezért elvégeztink egy, a nanoszelén vizes kozegben
torténd  atalakulasat vizsgalo Kkisérletet, melynek soran a leililepedett NanoSel szol
feliiliszojat eltavolitottuk és tiszta desztillalt vizre cseréltik, majd 1 honapon keresztiil
minden nap mértik a feliluszd szelénkoncentracidjanak valtozasat. A feliiliszoban
oldott, speciacios vizsgalat altal azonositott szelenit ¢és szelenid koncentraciojanak
valtozasara egy telitési gorbe illeszthetd, az elemi szelén 200 mg/l koncentracijanal
joval kisebb, 1,219 mg/l maximum értékkel, mely igen lassan, 2,5 honap alatt allt be. Ez
az oldott szelenit és szelenid mar konnyen hozzaférhetd az ¢€lolények szdmara, ¢€s
megmagyarazza, hogy hogyan lehetett az elemi szelén kezeléseknek hatdsa -toxikussag
nélkiil-, hiszen ez az allando, az elemi szelén koncentracidjahoz képest alacsony oldott
szelénkoncentracid idedlis mind a ndvények, mind az allatok szaméara.

A nanoméretli elemi szeléngdmbok vizes kozegben szelenitté és hidrogén-szeleniddé
diszproporciondlodnak, az elemi szelén felé erdsen eltolt egyensulyi folyamat soran,
mely igen hosszi id6 alatt all be. A Iétrejové hidrogén-szelenid deszorpcid soran
tavozik nyilt rendszer esetén, amire a Szol jellegzetes szaga is utal. Az oldatban maradt
szelenit protonalodasa és a hidrogén-szelenid deprotonalddasa soran létrejove formak
kozott is egyensuly alakul ki, pH-to6l fliggd aranyokkal Az igy visszaalakult elemi
szelén mar nem a baktériumok altal létrehozott monoklin forma, hanem hexagonalis
kristalyok ~ formajdban a nanoszelén gombokre tapadva jelenk meg, melyet
elektronmikroszkdpos felvétel is igazolt.

Az elemi szelén talajban valo viselkedését vizsgald kisérlet is ezt a feltételezett
atalakulasi modellt tdmasztotta ald. 8 hét alatt a kezeléshez hasznalt elemi szelén 20-
28%-a hidrogén-szeleniddé alakulast kovetden, jellemzd szag kiséretében eltdvozott. Az
oldott szelénformakat vizsgalva megallapitottuk, hogy a modelinek megfeleldlen egy
alacsony szelenitszint alakult ki, mely ennyi id6 alatt még nem alakult tovabb szelenat

92



formava. A csernoziom talajok homoktalajohoz viszonyitott szignifikansan Kisebb
(34-37%-a) szelenitkoncentracidja a magasabb  Szervesanyag-tartalommal ¢és a
baktériumok  altal felvett majd  fehérjékbe  épitett  szelénnel —magyarazhato.
Az 1 mg/kg-os kezelés és a 10 mgkg-os kezelés oldott szelénkoncentracidja kozott
homoktalaj esetén csupan 10%, csernozjom talaj esetén 20% eltérés adodott, a 10-szeres
kezelésbeli kiilonbség ellenére. Ez szintén magyarazhato a modellel, az atalakulas
egyensulyi folyamata a kezdeti idészakban az elemi szelén koncentracidjatol kevéssé
fligg, csak a maximalis oldott szelénkoncentracidban adodik eltérés, ami viszont csak
hosszi id6 alatt all be.

Dohanyndvényekkel végzett kisérletekben korabban mar bebizonyosodott (Domokos-
Szabolcsy, 2012), hogy a nanoszelén kezelés hatasara nem csak, hogy megnd a
novények szeléntartalma a gyokér és hajtds részben, de szamos poztiv hatds is
megfigyelhetd, mint a gyorsabb, erteljesebb gyokérképzodés, oOregedésgatlas, vagy a
vitrifikacio  gatlasa kallusztenyészetekben. Ezek a kisérletek még nem bizonyitottak,
hogy a szelén ténylegesen be is jutott a novények sejtjeibe, azonban az altalam
bemutatott eredmények aldtimasztjdk, hogy a sejtfaluktdl megfosztott protoplaszt
tenyészetekben szignifikdnsan megndtt a sejten beliili szelénkoncentracid a 100 mgkg
nanoszelén-kezelés hatasara. A kisérlet soran 1 mgkg és 10 mgkg szelenattal kezelt
csoportot haszndltunk Osszehasonlitasnak, melyek protoplaszt szelénkoncentracidja a
varakozasnak  megfeleldlen  szignifikdnsan megndtt, hiszen a szelendt a kén
asszimilaiciés utvonaldba Iép be a kloroplasztiszban felhalmozédva. A 100 mgkg
nanoszelénes kezelés kevesebb, mint tized akkora protoplasztbeli szelénkoncentracio
emelkedést eredményezett, mint az 1 mgkg szelenat, ami szmtén aldtimasztia a
feltételezett atalakulasi modellt, hiszen csak az elemi szelénbol atalakult oldott szelenit
¢és szelenid jutott be a sejtekbe, ami mar csak azért is logikus, mert a 250 nm atméréjt
elemi  szeléngdbmbok nem tudnak atjutni a plazmodezmoszok 2-2,5 nm atmérdji
mikrocsatornain. Ez a Kis szelénkoncentracid természetesen nem okozott toxicitasi
tiineteket, ellentétben a 100 mgkg szelenatkezeléssel, amit nem éltek tal a ndvények.
Ezt a feltevést tadmasztja ald az izolalt tilakoidmembranok vizsgalata is, ami hasonlo
tendenciat mutatott, mnt a protoplasztvizsgalat: a nanoszelénes kezelés hatasara
megemelkedett tilakoid membanbeli szelénkoncentraCid bizonyitja, hogy a nanoszelén
nem csak a novényi sejtekbe képes bejutni, hanem a kloroplasztiszba is, szintén
szelenitt¢ vald alakuldson keresztil. A toxicitdst vizsgdlva itt is ugyanazt tapasztaltuk:

a nanoszelkénes kezelés nem okozott semmilyen negativ elvaltozast, ellentétben a
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szelenatos kezeléssel, ahol a 10 mgkg-os kezelés kéarosan befolydsolta a membran
pigment-protein  komplex szervezOdését ¢és a granumos membranszerkezet sériilését
eredményezte. Ugyanezt mutatta a tilakoid membranok lipidperoxidaciojanak vizsgalata
is, csak a nagyobb koncentracioju szelenatkezelések okoztak oxidativ stresszhatasra
utald szignifikdnsan megndvekedett MDA szintet.

Az allatkisérletek soran mar nem a NanoSel szolt, hanem a LactoMicroSel
szeléntartalmi  joghurtport hasznaltuk, 0,425 mgkg ¢és 4,25 mgkg szelénre
vonatkoztatott koncentracidban, Onmagaban és rakliszt/halliszt keverékével kiegészitve,
kezeléssel Osszehasonlitva.

A brojler csirkékkel végzett kisérletben a testomeget vizsgalva a LactoMicroSel kezelés
onmagaban nem okozott szgnifikans kiilonbséget, azonban rakliszt/halliszt keverékével
kiegészitve kedvezd hatast gyakorolt mindkét koncentracidban, bar a kiilonbség
statisztikailag nem szignifikans. A vagaskori él6tomeg a rakliszt/halliszt/LactoMicroSel
10x csoportban volt a legkedvezobb. Ugyanezt a tendenciat figyelhettik meg az atlagos
tomeggyarapodast vizsgalva, ami az allati eredetli melléktermékek révén bevitt tobblet
fehérjével  magyardzhato. Az  atlagos  napi  takarmanyfogyasztast — vizsgalva
megallapitottuk, hogy a LactoMicroSel kiegészitést tartalmazo takarmanyokbdl minden
csoportban kevesebbet fogyasztottak az allatok, ¢és az 4tlagos takarmanyértékesités
minden esetben kedvezobben alakult, mint akar a kontroll, akar a SelPlex csoportok. A
négy LactoMicroSel tartalmii kezelésbol a 4,25 mgkg szelénkoncentraciojy,
rékliszttel/halliszttel kiegészitett csoport rendelkezett a legjobb takarmanyértékesitéssel.
Az éllatok relativ mdj, mell és combtomegét vizsgalva lathattuk, hogy minden kisérleti
csoport teljesitménye meghaladta a kontroll értékeit, azonban a csoportok kozott nem
akadt szgnifkéns eltérés. A mdaj szeléntartalmdban csak a 4,25 mgkg LactoMicroSel
kezelések okoztak jelentds emelkedést, rakliszttel kiegészitve ¢és anélkiil is. Ezzel
szemben az izomban a SelPlex kezelés esetén talaltunk szignifikdnsan emelkedett
szelénszintet, a LactoMicroSel-es kezelések tizszeres koncentracioban is  csak
mérsékeltebb  novekedést eredményeztek. A  toll szekntartalma  egyértelmiien
bizonyitotta, hogy az allatok képesek a LactoMicroSelt hasznositani a takarmanybol,
mivel szignifikdns kiilonbséget figyelhettiink meg a kezelések hatésara.

A tojotytikokkal végzett kisérletben azt tapasztaltuk, hogy a LactoMicroSel kezelés
hatasara minden esetben javult a tojastermelés, a tizszeres rakliszt/halliszt kezelés

esetén az eltérés csaknem +10% volt. Bar a tojasindex minden kezelés hatasara javult, a
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szik tomege statisztikailag is szignifikansak csokkent a kontrollhoz képest. Ezt a hatast
a rakliszt/halliszt kiegészités kompenzalta. A szik szine vildgosabb lett a szelén kezelés
hatdsdra. Ez a hatas a SelPlex esetén volt a legintenzivebb. A rakliszttel kiegészitett
kezelés esetén a szik szgnifkdnsan Vvorosebb lett, ami a raklisztben talalhatd antaxantin
szinanyaggal magyarazhatd. A tojastomeget vizsgdlva megallapitottuk, hogy a tojasok
az 1x LactoMicroSel-t tartalmazo kezelésekben lettek a legkisebbek, a kontrollhoz
viszonyitva 7 %-kal. A héj vastagsagat és szaraz toemgét vizsalva megallapithattuk,
hogy a 10x LactoMicroSel bevitel megnovelte a héj tomegét és vastagsagat, melyet a
rakliszt/hallisztben taldlhaté Ca tovabb novelt. A tojadsok szeléntartalma szignifikdnsan
megemelkedett a LactoMicroSel kezelés hatdsara, mind a fehérjében, mind a
sargajaban, akar a kontroll csoporthoz, akéar a SelPlex csoporthoz viszonyitva.

A kisérletek eredményeit egyiittesen vizsgalva elmondhatd, hogy a tejsavbaktériumok
altal eldallitott nanoméretii  elemiszelén-részecskék vizes kozegben szelenitté és
szeleniddé alakulnak egy egyensulyi folyamat soran, melynek kovetkeztében egy stabll,
alacsony szelenitszint alakul ki az oldatban, ami egyfajta szelén rezervoarként
funkciondl. Ezt a szelenitet a névények és az allatok képesek felvenni és hasznositani,
toxikus hatasok nékkiil. A novények esetén megfigyelt szamos pozitiv valtozas, Ugymint
a  megndvekedett  gyokértdomeg, lassabb  Oregedés,  vitrifkdcioval  szembeni
ellenalloképesség mellett bebizonyosodott, hogy a nanoszelénbdl kioldodott Szelenit
bejut a sejtekbe és a kloroplasztiszba is, karosito hatisok nélkiil Allatok esetén javuld
termelési paraméterck, illetve a majban, izomban, tollban és tojasban mérhetd
megndvekedett szelénszint bizonyitja a mnanoszelén hasznosulasat. Ezen eredmények
alapjan a nanoméretli elemiszelén-részecske idedlis formaja lehet a szelénpotlasnak, az

allando, nem toxikus, alacsony szelenitszint biztositdsa révén.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Kidolgoztam a szelenittel dusitott MRS tapkdzegben inkubalt Lactobacillus casei
tejsavbaktérium altal eléallitott, 250 nm atméréji vords elemi  szeléngdmbok
kinyerését és tisztitasat, illetve a laboratoriumi célokra felhasznalhaté NanoSel szol
eloallitasat. Az eldallitdsi folyamat modositasdval és az élelmiszeriparhoz vald
optimalizalassal Kidolgoztam a szeléntartalmi joghurtpor, a LactoMicroSel gyartasi
(No. 42®), illetve szeléntartalmii tejdesszertek (Mix®) ¢és étrendkiegészitok
(LactoMicroSel®, Pajzskomplex®, Cardio komplex®) készilnek, melyek elemi
szelénnel dusitott funkciondlis élelmiszerként a szelénpotlas legfejlettebb formajat
képviselk, ¢és segitségiikkel konnyedén biztosithatd a megfeleld formaji és
mennyiségli szelénbevitel. A nanoméretli elemiszelén-részecskék vizes kozegben
valo viselkedését vizsgalva felallitottam egy modellt, mely bemutatja az elemi
szelén szelenitté ¢és szeleniddé valo feltételezett atalakulasat, amely az elemi szelén

felé erdsen eltolt, igen hosszi id6 alatt bedlld egyensulyi folyamat.

2. Talajvizsgalatok alapjan igazoltam, hogy a humuszos homok és mészlepedékes
csernozjom talajokhoz adott elemi szelén a talajhoz kotott vizben szelenitté ¢&s
szeleniddé alakul. Utobbi hidrogén-szelenid formajaban eltavozik, 8 hét alatt 20-
28% szelénveszteséget eredményezve. Az oldott szelenit mennyisége kevéssé fligg
az elemi szelén koncentracidjatol. Homoktalajpan 1000 pg/kg-os kezelés esetén az
oldott szelenit mennyisége 114 pg/kg, 10.000 pg/kg-os kezelés esetén 126 pgkg.
Csernozjom talaj esetén ugyanezen értek 39 pg/kg illetve 47,3 pgkg.

3. Dohanynovényekkel végzett kisérletek sordan igazolast nyert, hogy a nanoszelén
gombokbol képz6dd szelenitet a ndvények képesek nem csak felvenni, de az bejut a
sejtekbe, kloroplasztiszba is, és még 100 mgkg kezelés esetén sem okoz

semmilyen negativ élettani elvaltozast, a szelenattal ellentétben.

4. Brojler- ¢és tojoallomannyal végzett kisérletekkel bizonyitast nyert, hogy a
szeléntartalmi  joghurtpor alkalmas a takarmany szelénpotlasdra, rakliszttel ¢&s
halliszttel kiegészitve pozitivan hat az allatok termelési mutatoira, hatdsara ndé a
maj, mell és comb relativ tomege, a tojastermelés, €s a tojasok héjvastagsaga, igy a
tojasok ellendllobbak a fizikai hatasokkal szemben. A nanoszelént az allatok
képesek felvenni és hasznositani, melyet a maj, izom és toll megemelkedett
szelénkoncentracidja is igazolt. Tovabba a szelén bejut a tojasokba is: mind a
fehérje, mind a sargdja szgnifikdnsan tobb szelént tartalmazott, mint a kontroll, igy
a szelénpotlas ezen formdja alkalmas lehet szelénnel dusitott tojas, mint

funkcionalis élelmiszer elballitasara.
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7. GYAKORLATNAK ATADHATO EREDMENYEK

1. Az értekezésben bemutatott modszer alapjdn elemi szelént tartalmazd, tisztitott
szelén szol allithatd el6. A modszer modositasaval, szelénnel dusitott tejsavo és
joghurtbaktériumok segitségével elemi szelént tartalmazd joghurtpor allithatd eld.
A LactoMicroSel  elnevezésii  joghurtpor  alkalmas takarmany- és
étrendkiegészitésre, felhasznalasaval szamos termék készil, mint a szelénnel
disitott instant tejpor (No. 42®), szelntartalmi tejdesszertek (Milx®), illetve

étrendkiegészitdk (LactoMicroSel®, Pajzskomplex®, Cardio komplex®).

2. A tejsavbaktériumok altal eldallitott nanoméretli elemi szelén részecskék
alkalmasak a talaj szelénpotlasara, alkalmazisukkal hossza ideig tarto, idedlis
koncentracioju, a novények szdmara konnyen hozzaférhetd szelenitszint tarthatd
fent.

3. A novények képesek a nanoszelént a talajbol felvenni és haszositani. Az elemi
szeléngdmbok atalakuldsdval képz6dd szelenit bejut a ndvényi sejtekbe és a
kloroplasztiszba,  és  toxikus  hatdsok  nélkil  biztositta a  ndvények

szelénsziik sé gletét.

4. A LactoMicroSel szeléntartalmi joghurtpor alkalmas a takarmany szelénpotlasara.
Alkalmazisaval javithatd a brojler csirkék takarmanyértékesitése, ¢€lotomege ¢és
tomeggyarapodasa, megnovekszik a mdj, mell ¢és comb relativ tomege,
megemelkedik az izom szelénkoncentracidja. Tojo allomanyok esetén javul a
tojastermelés, megnd a tojasok héjvastagsaga, a szelén bejut a fehérjébe ¢és

sargajaba, igy szelénnel dusitott tojas, mint funkciondlis élelmiszer allithatd elo.
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8. OSSZEFOGLALAS

A szelén (Se) antioxidans hatasi mikroelem, nélkiilozhetetlen az emberek, Aallatok,
archedk ¢és mds mikroorganizmusok megfeleld és  egészséges milkddéséhez.
Kézetekben, talajokban, vizekben egyarant el6fordul, de geografiai eloszlasa erdsen
valtozd, akar egy orszigon belil is, a természetes szubsztratoktol, klimatol, floratol
fliggben. A vilag szamos részén a szelénhidnyos talaj miatt szelénpoétlasra van sziikség,
hiszen a szelénhidny miatt kialakulhat pajzsmirigy alulmiikodés, faradtsdg, elhizas,
terméketlenség, illetve olyan shlyos korok, mint a Keshan-kor vagy Kashin-Beck
betegség. A szelénpotlas megszokott formai a szervetlen szelénsok vagy élesztd altal
eloéllitott szelenometionin tartalmt  gydgyszerek, étrendkiegészitok, de nagyon jo
megoldast jelenthetnek a funkciondlis élelmiszerek is, mint pl. szelénnel dusitott
hagyma, tojas, hus, tejtermékek.

A szelén ,esszencidlis méreg” elnevezését az egymashoz nagyon kozel esd szikséges €s
toxikus  koncentraciohatdrok  miatt kapta, melyet a természetben eléfordulo,
szignifikdnsan ~ kiilonb6zo  felvehetdséggel ¢és  toxicitassal rendelkezd mddosulatok
tovabb bonyolitanak. A természetben gyakran eléforduld szelenit (SeOs?”) és szelenat
(Se04%) sok, szerves szelénformak, illetve a szelenidek (Se?) mellett az iiledékes
kézetekben, redukalt, anaerob koriilmények kozott (pl Keshan tartomany, Kina)
jelenlevé elemi szelén Kisebb toxicitassal rendelkezik, mint a tobbi szelénforma.
A tejsavbaktériumok a toxikus koncentraciok elleni védekezdmechanizmusuk részeként
képesek a szelenit-ionokat vords elemi szelénné alakitani, €s azt a sejten beliil
nanoméretl gombok formdjaban eltdrolni. Ezt a jelenséget kihasznilva elsddleges
célkkitizésem a Lactobacillus casei altal eldallitott vorés elemi  szeléngdmbok
kinyerésének ¢és  tisztitdsdnak kidolgozdsa, majd ezen nanoméretli elemiszelén-
részecskék vizsgalatahoz alkalmas monodiszperz szelén szol eldallitasa volt, mely a
NanoSel nevet kapta. Amennyiben az inkubalds utin a sejteket nem roncsoljuk és
tavolitjuk el, tapkozegnek pedig a megszokott MRS tapoldat helyett tejsavot
haszndlunk, elemi szelénnel dusitott joghurt képzodik, melyet sziritva ¢és daralva
szelénpoétlasra alkalmas, LactoMicroSel-nek elnevezett takarmany- és étrendkiegészit6t
kapunk.

Alapvetd kérdés volt a tejsavbaktériumok altal képzett nanoméretli elemiszelén-
részecskék viselkedése, kiilonds tekintettel a felvehetdségre ¢€s toxicitasra. Elso

pésként megvizsgaltuk a részecskék vizes kozegben valo viselkedését, és a kapott

98



eredmények alapjan feldllitottunk egy elméleti modellt, mely magyarazza az elemi
szelén szelenitt¢ €s hidrogén-szelenidddé vald diszproporcionalodasat, mely az elemi
szelén ranydba erdsen eltolt egyensulyi folyamat. A nanoszelén részecskékbdl képzddd
hidrogén-szelenid az oldatbol deszorpcidé utjdn a gaztérbe tavozik, jellegzetes
fokhagyma szagot eredményezve, a feliiliszo szelenit koncentracioja pedig egy telitési
gorbe szermt valtozik, az elemi szelénhez képest igen alacsony maximalis
koncentracioval, mely lassan, koriilbelil 2,5 hoénap alatt all be. Ez a jelenség idealis
szelénpotlasi formava teszi a nanoszelén részecskéket, hiszen bar a 250 nm atméré miatt
a gdbmbok nem jutnak at az éldlények sejtfalain, a beldlik keletkezd szelenid és szelenit
mar konnyen hozzaférheté és felhasznalhatd, raadasul a relative alacsony koncentracio
miatt még toxicitds sem kphet fel Ezt a feltételezett modellt mar szdmos korabbi
novény ¢s allatkisérlet is alatamasztotta, példaul dohanynovények esetén a nanoszelénes
kezelés hatasara megnovekedett gyokértomeg, lassabb oregedés és csokkent vitrifikacio
jelentkezett (Domokos-Szabolcsy, 2012), ecgerekkel végzett toxicitasi vizsgalat soran
okozott semmilyen negativ elvaltozast (Nagy et al., 2015).

A nanoszelén talajban vald viselkedését vizsgald kisérletimkben humuszos homok és
mészlepedékes csernozjom talajt kezeltink 1 és 10 mg/kg NanoSel szollal, majd 8 hét
utdn  megvizsgaltuk a  kiilonbozd szelénformak koncentraciojat. A modellinknek
megfeleldlen az elemi szelén 20-28%-a hidrogén-szeleniddé alakult és eltdvozott a nyilt
rendszerbOl, a talajvizben pedig szelenit jelent meg, Kis koncentracioban, amely nem
vonhattuk le, hogy a lejatszodd egyensulyi folyamat a kezdeti id6szakban nem fligg az
elemi szelén koncentraciojatdl, az csak a maximalis értéket vagy az annak eléréshez
szikséges idOt befolyasolja. A csernozjom talajok esetén azonos tendencia mellet
kisebb szelenitkoncentraciot tapasztaltunk, mely a nagyobb szervesanyagtartalommal és
a szelenit baktériumok fehérjéibe vald beépiilésével magyarazhato.

A dohanynovényekre vonatkozo korabbi eredményekre alapozva a  sejtfaltdl
megfosztott protoplaszttal és izolalt tilakoidmembrannal végzett novénykisérletiinkben
azt vizsgaltuk, hogy a nanoméreti elemi szeléngdmbokbdl szirmazd szelén a szelenattal
Osszehasonlitva bejut-e a ndvényi sejtekbe, hatassal van-e a fotoszintézisre.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a mnanoszelén gombdk nem jutnak &t a

2-2,5 nm atmérdjii plazmodezmosz mikrocsatornakon, azonban az oldott szelenit utjan
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nem csak a sejten belil, de magidban a kloroplasztiszban is emelkedett
szelénkoncentracidt okoznak, toxikus hatasok nékiil, ellentétben a szelenattal.

A brojler ¢és toj6 allomannyal végzett Aallatkisérletek bebizonyitottdk, hogy a
LactoMicroSel szeléntartalmi  joghurtpor alkalmas a takarmany szelénpotlasara,
réakliszttel ¢és halliszttel kiegészitve pozitivan hatott az dallatok termelési mutatoira,
hatdsdra nétt a mdj, mell és comb relativ tomege, a tojastermelés, és a tojasok
héjvastagsdga is, igy azok ellendllobbak lettek a fizikai hatasokkal szemben. A
nanoszelént az allatok képesek voltak felvenni és hasznositani, melyet a maj, izom ¢és
toll megemelkedett szelénkoncentracidja is mutatott. Tovabbad a szelén bejutott a
tojasokba is, mind a fehérje, mind a sargija szignifikdnsan tobb szelént tartalmazott,
mint a kontroll, igy a szelénpotlas ezen formaja alkalmas lehet szelénnel dusitott tojas,
mint funkciondlis élelmiszer eldallitisara.

Az eredményeket Osszesitve elmondhatjuk, hogy a tejsavbaktériumok altal eldallitott
voros  elemi  szeléngdombok hossz(i id6n keresztil alacsony koncentracioja oldott
szelenitet biztositanak a talajban és vizes kozegbené, amely konnyen felvehetd és
hasznosithatd a novények ¢és allatok szamara, toxikus hatdsok nélkil, igy szelénpotlas

celjabol idedlisak.
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9. SUMMARY

Selenium (Se), an essential micronutrient with antioxidant effects, is an integral part of
the proper and healthy functioning of humans, animals, archeas and other organisms. It
occurs in rocks, soils, waters, but it has an uneven geographic distribution, even within
the same country, depending on the natural substrates, climate and flora. In many parts
of the world there is a need for selenium supplementation because of the selenium
deficiency of soil, since hypothyroidism, fatigue, obesity, infertility or serious diseases
such as Keshan disease and Kashin-Beck disease may develop due to selenium
deficiency. The usual forms of selenium supplementation are medications or dietary
supplements  containing inorganic  selenium salts or selenometionine produced by
yeasts, but functional foods such as selenium-enriched onion, eggs, meat and dairy
products can also be a very good solution.

Selenium is also known as "the essential poison” due to it’s very close necessary and
toxic concentration limits. In nature it occurs in various species with significantly
different availability and toxicity. Besides selenite (SeO3?”) and selenate (SeO4?") salts,
organic selenium forms and selenides (Se?), elemental selenium occurring in
sedimentary rocks with reduced, anaerob conditions (e. g. Keshan province, China) has
lower toxicity than the other selenium forms. Lactic acid bacteria can convert selenite
ions to red elemental selenium as part of their defence mechanism, and store them as
nanospheres inside their cells. My primary objective was to develop the extraction and
purification procedure of the red elemental selenium spheres produced by Lactobacillus
casei, and to produce a purified monodisperse selenium sol (called "NanoSel”) suitable
for the analysis of the nano selenium particles. When the cells are not digested and
removed and whey is used as culture media instead of MRS, elemental selenium
enriched yogurt can be produced. The dried and milled yogurt can be used as a feed and
food supplement called LactoMicroSel, suitable for selenium supplementation.

The study of the behavior of nano-size elemental selenium produced by lactic acid
bacteria was a fundamental issue, especially its availability and toxicity. As a first step
the behavior of these particles in aqueous conditions was examined. Based on the
results a theoretical model was set up that explains the disproportionation of elemental
selenium to selenite and hydrogen-selenide. This transformation is strongly skewed
toward the elemental form. Hydrogen-selenide formed from nano-size selenium

particles volatizes from the sol, resulting in a typical garlic odour. The selenite
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concentration in the supernatant changes according to a saturation curve with a quite
low maximum concentration compared to elemental selenium, and it takes 2.5 months
to reach it’s maximum value. This phenomenon makes the nano-size selenium particles
ideal for selenium supplementation, since the 250 nm diameter particles can not pass
through the cell walls, but they transform into is easily accessible and usable dissolved
selenite form. In addition, there is no risk of toxicity due to the relatively low
concentration. This hypothetical model has also been supported by several former plant
and animal studies, for example increased root mass, slower aging and decreased
vitrification occurred in tobacco plants (Domokos-Szabolcsy, 2012), and even an
extremely high (50 mg/kg) concentration of LactoMicroSel did not cause any negative
effects during the toxicity experiments with mice (Nagy et al., 2015).

For the investigation of nanoselenium in soils calcareous chernozem and humic sandy
soils were treated with 1 and 10 mg/mg NanoSel sol, then the concentrations of the
various selenium forms were measured after 8 weeks. 20-28% of elemental selenium
transformed into hydrogen-selenide and left the open system, which fits into our model.
Low concentrations of selenite were measured in the soils, which concentrations did not
linearly correlate with the treatment concentrations. This indicates that the equilibratory
transformation process during the initial period does not depend on the concentration of
elemental selenium, which only affect its maximum value or the time required to reach
it. Regarding chernozem soil the same trend was observed with lower selenite
concentration. This can be explained by the higher organic content, and the
incorporation of selenite into the bacteria proteins.

Taking the previous experiments with tobacco plants further, we wanted to know
whether the selenium from the nano-size elemental selenium spheres gets into the plant
cells, and if it has any effect on photosynthesis compared to selenate, so we examined
cell wall deprived protoplasts, and isolated thylakoid membranes. Based on the results it
can be concluded that the nano-size selenium spheres can not pass through the 2-2.5 nm
diameter plasmodesmos micro-channels, however, through dissolved selenite they cause
higher selenium concentration not only within the cell, but also in the chloroplast,
without any toxic effects in contrast to selenate.

Experiments with broiler and layer chicken showed that the selenium enriched yoghurt
powder is suitable to be used as feed supplement, and by adding crab/fish meal it has a
positve effect on the production indexes, relative liver, breast and leg weight.

It increases egg production and quality and results in increased egg shell weight and
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thickness, which can provide better mechanical resistance. Nanoselenium was
successfully absorbed and used by the animals, indicated by increased selenium
concentration in liver, muscle and feathers. Furthermore, selenium also got into the egg,
since both yolk and white contained significantly more selenium than the control, thus
this form of selenium supplementation can also be suitable for the production of
selenium enriched eggs as functional food.

Summarizing the results it can be said that red elemental selenium spheres produced by
lactobacteria provide low concentrations of dissolved selenite for a long period. Selenite
is easily available and usable for plants and animals without any toxic effects, therefore

nanoselenium can be an ideal form of selenium supplementation.
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13. MELLEKLET

1. szamu melléklet: LactoMicroSel szelénnel dusitott joghurtpor gyartmanylapja

A termék gyartmanylapja:

Kritkus szabalyozasi pont (gatldanyag, eldmelegités, hiités, adalékanyag hozzaadas,

homogenizalas, porlasztva szaritds, levalasztas)

GYARTMANYLAP

157/2009. (X1.18.) FVM rendelete alapjan.
Ervényesség kezdete: 2011. 06. 28.

Ervényesség vége: hatarozatlan ideig
,LACTOMICROSEL”

Szelénnel dusitott joghurtpor készitmény
Porlasztva szaritott

1. Az élelmiszer-eloallito

I/1. A vallalkozé neve, székhelyének cime:

Instantpack Kft.
4100 Berettyoujfalu
Doézsa Gyorgy ut 75.

1/2. Az elballité hely(ek) neve, cime:

Instantpack Kft
4100 Berettyoujfalu
Dozsa Gyorgy tut 75.
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II. Az élelmiszer leirasa

/1. Megnevezés
,LACTOMICROSEL”
Szelénnel dusitott joghurtpor készitmény
Porlasztva szaritott

2. A termék egységnyi mennyiségéhez felhasznalt oOsszetevok csokkend

mennyiségi sorrendben torténo felsoroldasa:

Edes pasztérozott sajtsavo, folozott tehéntej, joghurtkultira, natrium-hidroxid oldat,
aszkorbinsav, Natrium-hidrogénszelenit

/3. Az alkalmazott technolégiai segédanyagok felsoroldasa:

Joghurt porkultira: YO-MIX 401
NaOH-oldat (10 %(m/m))
Aszkorbinsav (C-vitamin)

Natrium-hidrogénszelenit

WA4. Az eléallitasi eljaras lényeges, a késztermék biztonsiga, mindsége

szempontjabol meghatdrozo lépéseinek és paramétereinek révid leirdsa

A pasztérozott édes savo és fOlozott tej adott ardnyd keveréke és eldirds szerinti
kezelése.

Laboratorumi ellendrzés utdn az édes savo-fOlozott tej keveréket 3 fokozati,
lemezes vakuumbeparloval kell bestiriteni.

A sliritd  berendezEésbdl tavozd strftmény szirazanyag tartalma 18-22% kozott
legyen.

A stritmény homérsékletét 42-45°C-ra kell bedllitani savanyitd tartalyban és
joghurtkultiraval —bekultirazni, a kiszamitott mennyiségli natrium-hidrogénszelenit
oldatot 30 perc utdn hozziadni.

A savanyitds sordn folyamatosan ellendrizni kell a pH-t és 5,2-5,4 pH értéken

tartani, szikség esetén NaOH oldattal beallitani. Folyamatosan vizsgalni kell a
szelén atalakulds mértékét.

Ha az atalakulds megfeleld, akkor adott mennyiségli aszkorbinsav oldattal a szabad
szelént redukélni kell
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A stritmény vizsgalati paraméterei megfelelok 70-72 °C hoékezelni kell és a poritd
toronyra vezetni, porlasztasa 160-200 °C bemend levegd homérséklet és min. 80-90
°C kimend levegd homérséklet mellett torténik.

A szelenites joghurtpor készitményt fontosabb hasznos anyag tartalmi jellemzoit a
gyartas soran laboratoriumi vizsgalattal ellendrizni kell, esetleg korrigalni.

A kész szelenttes joghurtporkészitményt polietilénnel bélelt, rétegelt natronzsakba
kell tolteni.

Sziraz, hiivés helyen kell tarolni.

A gyartds sordn a munkavédelmi és vegyszerkezelési eldfrdsokat be kell tartani.
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14. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom elsOsorban témavezetomnek, Dr. Prokisch Jozsefnek az
utmutatasért, Otletelésért, szakmai tdmogatasért és a kutatdshoz szikséges korilmények

megteremtéséért mellyel kutatomunkam segitette.

Ko6szondm kis kutatocsoportunk minden egykori és jelenlegi tagjanak, Dr. Babka
Beatanak, Duré Edinanak, Takacs Timeanak és Eszenyi Péternek, nem csak a
munka sordn nyujtott segitséget, de a kellemes légkort, barati tarsasdgot is, melyben a

munkat folytathattam.

Kiilon koszenettel tartozom Dr. Domokos-Szabolesy Evanak az éveken keresztiil tarto

j6 munkakapcsolatért, szamos kozosen végzett érdekes kisérletért, a munkdmhoz
nyUjtott segitégért.

Szeretném tovabba megkdszonni Ballané Dr. Kovacs Andreanak a talajjal,
Dr. Hassan El-Ramadynak a novényekkel és Dr. Erdélyi Martanak az allatokkal
végzett kisérletekben nyujtott segitséget.

Végil, de nem utols6 sorban nagyon halas vagyok feleségemnek, szileimnek és

testvéremnek a szeretetért, batoritdsért, kdvetendd példa mutatasdért, mely nélkil ez az

egész nem sikeriilt volna.
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NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Hankoczy Jend Novénytermesztési, Kertészeti és
Elelmiszertudomanyok Doktori Iskola keretében késztettem, a Debreceni Egyetem
doktori (Ph.D.) fokozatdnak elnyerése céljabol.

Debrecen, 20........ccovveeeiiii ...

a jelolt alafrasa

NYILATKOZAT

Tantsitom, hogy Sztrik Attila doktorjelolt 2009 - 2012 kozott a fent megnevezett
Doktori Iskola keretében irdnyitdsommaliranyitasunkkal végezte —munkajat. Az
értekezésben  foglalt eredményekhez a  jelolt Onalld alkotd  tevékenységével
meghatarozoban hozzajarult, az értekezés a jelolt oOnalldé munkédja. Az értekezés
elfogadasat javaslom/javasoljuk.

Debrecen, 20......ccovvvviiiiiiiiiiiiiin

a témavezetd(k) alairasa
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