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1. BEVEZETES

A globalizal6do, novekvd népesség és a forrasok egyenldtlen eloszlasa kovetkeztében 1j,
innovativ alternativak jelennek meg a kielégito fehérje- és dsvanyianyag-ellatas fenntartasahoz.
Nagy nyomas nehezedik a mezdgazdasdgra mivel tobb ¢lelmiszert és jobb mindségben
sziikséges elballitania a forrasok és nyersanyagok kimeriilése, degradacidja mellett. Doktori
értekezésemben a fehérje- és szelénellatas Osszekapcsoldsdnak alternativ megoldasat

vizsgéalom.

A szelén kiilonleges tulajdonsagokkal rendelkezd elem a kornyezetiinkben. Tobbféle oxidaciods
allapotban és vegyi formaban fordul el6 a foldi koriilmények kozott. Ezek a tulajdonségai,
illetve a kénnel mutatott analogidja révén aktiv szereppel bir az €16 szervezetek felépitésében.
Egyes taxonokban esszencialis mikroelem, azonban nem egyértelmii potolhatatlan szerepe mas
¢lélénycsoportokban. A human genomban 136 annotalt szeléntartalmti fehérjét ismeriink
(SelenoDB, 2023), melyekbe a proteinogén szelenocisztein (SeCys) aminosav beépiil.
Mikroelemként a szelén iranti igény sziik tartomanyban mozog, a hidnytiineteket okozo, illetve
a toxikus mennyiség k6zott egy nagysagrendnyi hatar htizodik. Az ajanlott napi bevitel 55 pg,
de nem lehet tobb 400 ug-nal (National Research Council (US) Subcommittee on Selenium,
1983). A foldkéregben talalhato egyenlétlen eloszlasa révén a kiilonbozo foldrajzi teriileteken
¢lok kozott szelén-alultaplaltsag okozta megbetegedések és kronikus szelénmérgezések is
eléfordulnak. A szarazfoldi taplaléklancban a ndvények a szelén elsédleges forrdsai, a
szervetlen tapanyagokkal egylitt a talajbdl veszik fel és részben szerves formakka alakitjak. A
kén metabolizmushoz kétédve a szulfat transzportereken keresztiil a névények a szelenat-iont
(Se04?") aktiv forméaban veszik fel leggyorsabban a talajoldatbol. Ezzel egyiitt mas szervetlen
és szerves formak, mint a szelenit és szelenometionin felvétele is ismert, nemcsak gyokéren,

hanem leveleken keresztul is.

A noveények azonban nem csak a szelén metabolizmusuk miatt érdekesek/ertékesek a taplalék-
lancban. A novények primer produkcidja révén keletkezd biomassza a térténelem kezdete 6ta
nyersanyagként szolgdl a takarmanyozasban és human élelmezésben. A mezdgazdasagi
igények ¢€s a technologia fejlodésével egyiitt a mult szdzad végére olyan ujszertli, innovativ
hasznositasi mddok is elterjedtek melyek, a kdolaj-finomitds elveit figyelembe véve,
mikodésiik soran a friss, frakcionalt névényi biomasszabdl minél nagyobb hozzaadott értéki
termékek, ipari alapanyagok eldallitasat végzik rentabilis moddon, minimalizalva a

hulladékképzddést. A zold biofinomitas alapanyagai lehetnek célzottan termesztett ndvények



lagy, nedves fold feletti vegetativ szervei, mint a lucerna, fifélék, zoldgabonak friss hajtasa
vagy a beldlik készitett fermentalt szildazs ¢€s szenazs. Az ajanlott fajok mellett a
kertészeti/mezOgazdasagi novénytermesztés soran képzodott zold hulladéknak is nagy

relevanciaja van.

A z0ld biomasszaban taldlhat6é egyik legértékesebb biomolekula a fehérje, melynek minél
hatékonyabb kinyerésére iranyulnak a technologiai fejlesztések. A feldolgozasi mddszertdl
fliggben a koncentralt zoldfehérje szolgalhat takarmany- vagy élelmiszer-fehérjeként is. A
levélfehérje-koncentratum mellett az alap technologiai sor fizikai és kémiai 1épéseivel kipréselt
novényi rostfrakciot és barna szinli novényi savot, mas néven barnalevet kapunk nagy
mennyiségben. A kutatasi szintr6l a gyakorlatban megvalositott z6ld biofinomitok nagy
hanyada mérsékelt égovon, Europaban és Eszak-Amerikdban mikodik. A klimatikus
adottsagokat figyelembe véve itt az egyik legigéretesebb névényfaj a lucerna (Medicago sativa
L.). Fehérjetartalma 20 % is lehet (szénaban), éveld, évente tobbszor betakarithatd, 6ntozés és

novényvédelem nélkiil is termesztheto.

A fehérje mellett a frakcionalt zold biomasszaban, bel6liik készitett termékjeldltekben értéket
képviselnek a makro-, és mikroelemek is. Human- ¢és allategészségligyi szempontbol a
mikroelemeknek koztiik a cinknek, jodnak, vasnak és a szelénnek van kiilonos jelentésége. Az
egyes elemek novényen beliili felhalmozodédsat részben a genetikai tényezdk, részben a
kornyezetbdl vald hozzaférhetdségiik befolyasolja. Ahol nem elégséges a taplaléklancba kertilt
mikroelemek mennyisége, ott segitséget jelenthet a hatékonyabb elemfelvételt célzo
novénynemesités ¢s az agrondmiai dusitas (fortification). A fortifikalas révén, a zold vegetativ
novényi szervekben megnovelt elemek koncentricidja ndvelheti az értékét az eldallitott

termékeknek is, ha a zold biofinomitas feldl kozelitiink a kérdéshez.

Jelen doktori munkaban osszefoglalom a zold biofinomitas és az agrondmiai szeléndusitas
(fortfication) osszekapcsolasanak lehetdségét vizsgald kutatast. A lucerna, mint elterjedt
zOldbiomassza-novény egy vegetacidés iddszakon beliil tobbszor betakarithato, igy a
betakaritasonkénti szelénakkumulacié és annak hatasa mas, értékmérd paraméterekre

kiilonosen érdekes a dusitasi modszer szempontjabol.

Vizsgalataink sordn harom kiilonb6zd szervetlen szelénforméval (szelendt, szelenit, voros
elemi szelén) végeztiink talajkezelést eltéré koncentraciokban (5, 10, 50 mg/kg)
tenyészedényes lucernakultiraban. A szelénkezeléseket kovetéen egymas utan 4 alkalommal

takaritottuk be a friss lucerna-biomasszat és a zold biofinomitdsnak megfeleld technologiaval



feldolgoztuk, igy présrost-, levélfehérje-koncentratum- (LFK) és barnalé-frakciokat kaptunk.
Vizsgéltuk a kiilonboz6 szelénformdk hatdsat a lucerna fold feletti részeire €s a biofinomitas-
frakcidkra. A tenyészedényes eredmények alapjan szabadfoldi kisparcellas kisérletet allitottunk
be a harom vizsgalt szelénforméval. Az eredmények pontosabb képet mutatnak a szeléndusitas

¢s z0ld biofinomitas 6sszefliggéseirdl, kihozatalra gyakorolt hatasarol.

2. CELKITUZES

Szeléndusitott novények termékcélu zold biofinomitdssal torténd feldolgozasa tobb nemzetkdzi
szervezet altal megfogalmazott, egymassal atfedd, fenntarthato fejlodési célok és iranyelvek
megvalodsitasaba illeszthetd be. Az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének 17 pontban 6sszefoglalt
Fenntarthat6 Fejlédési Céljai (Sustainable Development Goals), az Eurdpai zold megallapodas
¢s a FAO Stratégiai keret (Strategic Framework) 2022-31 céljai kozott talalhatok kapcsolodasi
pontok a z6ld biofinomitas szamara. Munkank Gjszerliségét tamasztja ala, hogy a ScienceDirect
adatbazis ,,green biorefinery” és ,.selenium fortification” keres6szavakra 0 rekordot, a Google
Scholar pedig 1 eredményt talal az elérhetd internetes forrasokban 2023. januari lekérdezés

alapjan.

A doktori kutatas célkitizései:

Zart, tenyészedényes koriilmények kozott vizsgaltuk az agronomiai szelénutanpotlas
lehetéségét lucernaban (Medicago sativa L.) harom szervetlen szelénformat sszehasonlitva. A
kezelt ndvényeket pedig z6ld biofinomitassal feldolgoztuk. Ehhez kapcsoléddan az alabbi

kérdésekre kerestuk a valaszt:

- Kémiai formatol és dozistdl fiiggden, a szeléndusitas milyen hatdst gyakorol az éveld
takarmanyndvény, lucerna novekedésére és a zold biofinomitas 1épéssorait kovetve

befolyasolja-e a kinyert frakciok aranyat és kihozatalat?

- Melyik szervetlen szelénforma és koncentracio az, amely optimalis ndvénytermesztési

szempontbol és ezzel egyiitt felhasznalasi szempontbol?

- A fortifikalas sordn, a lucerndban milyen formakban halmozddik fel a talajbol felvett
szervetlen szelén, és ezek a speciesek hogyan oszlanak meg a feldolgozott

lucernafrakciokban?

- Hogyan befolyasolja az alkalmazott szelénforma és a koncentracio a szelén szerves

modosulatokba épiilését lucernaban?
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- A szelén fortifikdlas befolyasolja-e a lucernabdl eldallitott frakciok/termékjeldltek

fehérjetartalmat, illetve fitokémiai Osszetételét?

- A tenyészedényes kisérletek eredményeit figyelembe véve, szabadfoldi, kisparcellas
koriilmények kozott, milyen, gyakorlati szempontbdl relevansabb eredményekre

szamithatunk?

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A fehérjeellatas kérdése

Becslések szerint a Fold népessége 2050-re eléri a 9,5 milliard fét (Roberts, 2011). Szamos
tudomanyos kutatas keresi az alternativ megoldasokat arra a kérdésre, hogyan fogunk megfeleld
mindségli és mennyiségii élelemmel ellatni egy ndovekvo populaciot (Godfray et al., 2010), a
véges ¢s csokkend megmiivelhetd mezdgazdasagi teriiletek és a klimavaltozas kihivasainak
tikrében (Searchinger et al., 2014). Az egészséges étrendhez az Osszetett szénhidratok,
telitetlen és telitett zsirok, olajok, vitaminok és asvanyi anyagok fogyasztasa mellett a megfeleld
fehérjebevitel is elengedhetetlen (Willett et al., 1995). A fehérjetartalom kulcseleme a nitrogén
melynek széles korii hozzaférhetoségét tette lehetévé a kémiai Nobel-dijas, Haber-Bosch
szintézis (Smil, 1999). A 450 °C fokon, 200-300 bar nyomason lezajlé reakcioba nitrogénbol

és hidrogénbdl el6allitott ammonia 80%-at a mezdgazdasag hasznalja fel (Erisman et al., 2008).

Mégis az élelmezés egyik szlik keresztmetszete a fehérjeellatas, az €16 és élettelen kornyezet
komplexitasabol adodoan. A magas biologiai értékli allati fehérje eldallitisa nagy energia
befektetéssel, term6fold hasznalattal és ivoviz felhasznalassal jar (Pimentel & Pimentel, 2003),
ebbdl kifolyolag a fejlodo orszagok €lelmiszer-ellatasaban kisebb hanyadot tesznek ki az allati
fehérjék. Ehhez jarul még hozza a tengeri halaszatbol szarmazo fehérje (Tacon, 2022). Tovabbi
konvencionalis fehérjeforrasok kozé tartoznak a gombdk és a ndvényi magvak, beleértve a
gabonafélék, hiivelyesek, diofélék magjait, terméseit. A hagyomanyos fehérjeellatasi-lanc
szereploi mellett azonban novekszik az érdeklddés az alternativ forrasok irant, igymint a
rovarfehérje, algafehérje és az egysejt fehérje (SCP) (Matos, 2019; Mézes, 2018). A fejlodo
orszagokban a megfeleld mennyiségii és mindségli élelem elérése napjainkban sem megoldott
(Sanchez, 2002), az 1980-as években, a médidban nagy port kavart ¢hezés az afrikai
orszagokban tovabbra is fennall (Glantz, 1987), a klimavaltozas kovetkeztében pedig egyes
teriileteken sulyosbodott (Coly, 2022).
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3.2 Magalapu fehérjeforrasok

A népesség jelentds tobbsége (kb. 4 milliard f6) ma is novényialapt fehérjeforrasokbdl elégiti
ki sziikségleteit (Sabaté & Soret, 2014). A novényi fehérjeforrasok donté hanyada magalapu.
A Poaceae csaladba tartozd gabonafélék alapvetd jelentOséggel birnak, bar alacsonyabb
fajlagos fehérjetartalommal rendelkeznek. Jellemzéen a buza (Triticum aestivum L.)
szemtermés fehérjetartalma 11-18 % kozott valtozik, mig a kukorica (Zea mays L.) 7-9%, a rizs
(Oryza sativa L.) pedig atlagosan 8% nyersfehérjét tartalmaz (Pepo & Sarvari, 2011). A
mennyiségi jellemzdk mellett 1ényeges emlitést tenni arrol is, hogy a buza, rozs (Secale cereale
L.) és arpa (Hordeum vulgare L.) allergén gliadin és glutén fehérjéi hatranyt jelentenek az
¢lelmiszeripari alkalmazasuk soran (Baumgartner et al., 2007). A nagymagva hiivelyesek
botanikai szempontbol a hiivelyesek, Fabaceae csaladjaba tartoznak. Magasabb
fehérjetartalmuknak koszonhetéen fontos népélelmezési szerepet toltenek be tropusi,
szubtropusi orszagokban (Akibode & Maredia, 2012). Indiaban éves szinten tobb mint 10 millio
tonnat fogyasztanak hiivelyes magokbol (Kay, 1979; Singh et al., 2015). A 20-28%
fehérjetartalmt csicseriborso, 16bab, borsd és lencse lizinben (1,30-2,13%), argininben és
leucinben gazdag termések, és képesek a human esszencialis aminosavigényt kielégiteni. Ezzel
egylitt kéntartalmti aminosavakban (Met: 0,20-0,37%, Cys: 0,18-0,38%) és triptofanban (0,19-
0,29%) jellemzben szegények (Comai et al., 2007; Igbal et al., 2006; Tiwari & Singh, 2012).
A hiivelyesek magjaiban talalhatdé fehérjék harom csoportba sorolhatok: tartalékfehérjék,
biologiailag aktiv fehérjék ¢és allergén fehérjék. Kozottik vannak human egészségiigyi
szempontbol negativ hatastak. llyenek az antinutritiv tulajdonsagokkal bir6, enzim inhibitorok
(tripszin, kimotripszin inhibitorok) és lektinek, valamint az allergids reakcidt kivaltd

glikoproteinek (Parca et al., 2018; Tiwari & Singh, 2012).

Kiilon emlitést érdemel a Faboideae alcsalad élelmiszer és takarmany szempontbol
legfontosabb noévényfaja, a 35-40% fehérjetartalommal és kedvez$ aminosav Osszetétellel
rendelkezé szoja (Glycine max L). Antinutritiv anyagai miatt azonban nem célszeri
feldolgozatlan formdban fogyasztani vagy takarméanyozasi célokra hasznositani hasonldan a
tobbi hiivelyeshez. A FAO szerinti kategorizalds alapjan a szdja a magas olajtartalmi
hiivelyesek kozé tartozik. Fehérjéit — takarmanyozasi célokra — elsGsorban az olajtartalom
extrahalasat kovetéen nyerik vissza, préselt maradvanyként (Fébel, 2018). Elterjedt még a
hidrotermikus kezeléssel eldallitott teljes olajtartalmu szoja. A szdjafehérje feldolgozott
¢lelmiszerek legnépszeriibb novényifehérje-Osszetevdje. Kiilondsen a keleti kulturakat

figyelembe véve, a szoja ¢élelmiszerként valo felhasznaldsdnak valtozatos maddjai ismertek. A
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globalis termelést és felhasznalast tekintve azonban a megtermelt szoja dont6 hanyadat, 76%-
at hasznaljuk haszonallatok takarmanyozasara (1. abra) kdzvetleniil élelmiszerekbe csak 20%-

a keril.

tofu: 2,6%
szojatej: 2,1%

egyeb élelmiszer: 2,2%

élelmiszer: 20,1%

olaj: 13,2%

kozvetlen felhasznalas (full-fat): 7%

pulyka: 37%

globalis széja termés: m

takarmany: 76%
szojadara: 70,1% sertés: 20,2%

akvakultura: 5,6%

egyeb allat: 4,9%

tejelé szarvasmarha: 1,4%
hus szarvasmarha: 0,5%
il o a0
biodizel: 28% | 2 iaiiat: 0,5%
ipar:4% —__ kendanyag: 0,3%

egyeb ipari: 0,7%
1. abra: A globalis szojafelhasznalas szazalékos megoszlasa 2017-2019 kdzott

(sajat szerk. (Fraanje & Garnett 2020)).

Globalizalt vilagunkban a kontinensek kozotti szallitdsara és a kikotdk kozelében torténd
azonnali feldolgozasara berendezkedett gazdasag gordiilékenyen képes szdjababbal ellatni
szinte barmelyik orszagot (Jia et al., 2020; Popp et al., 2015, 2018). A szdja monopolhelyzete

azonban a kiszolgaltatottsag veszélyét is magaban rejti, kimondottan a hazankhoz hasonlo,
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importra szoruld orszagok esetében (Zsombik, 2018). Az allattenyésztés/ takarmanyozas
koltségeinek dontd hanyadat teszi ki a megfeleld mennyiségli és mindségi fehérje biztositasa.
Igy a kiszolgéltatottsag mérséklése érdekében alternativ megoldasokat kell keresniink (Popp et
al., 2015, 2018). Klimankon a napraforg6 (Helianthus annuus L.) és a repce (Brassica napus

L.) jelentOsége is emlitésre méltd, mint takarmanyfehérje-forras (Orosz & Toth, 2016).

3.3 A zold fehérje

Fehérjefelhalmozodas tekintetében a termés/mag mellett, a foldfeletti vegetativ szervek (leveles
szar) is figyelmet érdemelnek, bar fajlagos fehérjetartalmuk alulmarad a szdjamaghoz
viszonyitva. Fajtol fliggéen széles hatarok kozott valtozik proteintartalmuk, ahogy az 1.

tablazatban lathato.

Nagy eldnyiik azonban, hogy modularis szervezddésiik révén a leveles szar regenerdciora
képes. Ezt kihasznalva az olyan éveld, tobbszor betakarithaté névény, mint példaul a lucerna,
Osszességében 3-10-szer tobb fehérjét szolgaltathat, mint az évi egyszer betakarithat6 szdjabab

(Popp et al., 2016; Fari, 2018a).

Az aminosav-szintézis elsddleges szinhelye a levelekben talalhato, a fotoszintézisben nyert
energia €s sz€énvaz a nitrogénasszimilacid soran beépiil a glutaminba, az els6ként keletkezd
aminosavba. Ezt kdvetden pedig mind a 20+2 fehérjealkotdé aminosav eldallithatd a glikolizis
és a citratkor anaplerotikus folyamataival (Noctor et al., 2002). A levelek mezofillum sejtjeiben

talalhatd a novényi fehérjék haromnegyede (Staswick, 1994).

Ugyanakkor a zold alapu fehérje érdekes akkor is, amikor a kertészeti/mezégazdasagi névényt
célzottan termése vagy bizonyos generativ vagy vegetativ szerve miatt termesztik, és a zold
biomassza, mint hulladék visszamarad (Domokos-Szabolcsy et al., 2023; Tamayo Tenorio,
2017). Ez az évenként keletkezd tobb tonnanyi biomassza értékes alapanyag a biofinomito ipar
szamara, melynek részeként fehérjekivonatok nyerhet6k élelmiszer vagy takarmany céla

felhasznalasra (Kamm et al., 2005).

Célzott novényfajokkal kiilonb6z0 szintli zold biofinomitok iizemelnek Eurdpaban és
Amerikaban. A lucerna tekinthet6 az els6 és legelterjedtebb alapanyagnak (Kromus et al., 2004,
Kamm et al., 2010). frorszagban azonban miikodnek éveld fiiféléket feldolgozo mini iizemek is

(O ’Keeffe et al., 2009; Sharma et al., 2011).
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1. tablazat: Mez6gazdasagi novényfajok friss leveles szaranak nyersfehérje-tartalma 100 g

szarazanyagra vetitve.

. L o . Nyersfehérje . i
Rendszertani kategdria Novényfaj Hivatkozas
9/100 g szarazanyag
Disznéparé;jfélék mangold 24,6 nem publikalt sajat adat
(Amaranthaceae) spendt 24,1 (Dudds , 2009)
cukorrépa 15,5 (Tamayo Tenorio et al., 2016)
amarant 24-30 (Telek, 1983)
. SRR ; ) (Feedipedia - Animal Feed Resources Information
Pillangsviraguak fehér here 17-33 System, 2023g)
- (Feedipedia - Animal Feed Resources Information
(Fabaceae) vOros here 19,7 System . 2023f)
p . . (Feedipedia - Animal Feed Resources Information
kék csillagfiirt 15,5 System  2023b)
Lr (Feedipedia - Animal Feed Resources Information
biikkd ny 23 System, 2023c)
. (Feedipedia - Animal Feed Resources Information
lobab 17,8 System, 2023d)
RN . (Addo-Bediako, 2013; Feedipedia - Animal Feed
arabiai biborbab 18; 28-33 Resources Information System, 2023e)
(Feedipedia - Animal Feed Resources Information
lucerna 20,6 System, 2023a)
Keresztesviragtiak kaposzta 13-28 (Gupta et al ., 1993)
(Brassicales) loretekfa 29-40 (Liyanage et al ., 2014)
kelbimbo 25,6 nem publikalt sajat adat
brokkoli 25,2 nem publikalt sajat adat
repce 21-26 (Telek, 1983)
mustar 24-26 (Telek, 1983)
Fészkesviraguak napraforgd 25-29 (Telek, 1983)
(Aserales) csicsoka 5-21 (Kaszds et al ., 2016; Wang et al ., 2020)
salata 17,2 nem publikalt sajat adat
Burgonyaviragtiak batata 16-31 (Sunetal., 2014)
(Solanales) paprika 19-22 (Telek, 1983)
dohany 30: 36,4  (Telek, 1983)
Perjefélék kukorica 12,4 (Ayasan et al ., 2020)
(Poaceae) tritikalé 8-10 (de Zumelzu et al ., 2002)
évelo fuvek 16-28 (O’Keeffe et al ., 2009; Sharma et al ., 2011)
Csalanfélék (Urticaceae) csalan 20-36 (Hughes et al., 1980; Dudds , 2009)
Kutyatejfélék (Euphorbiaceae) manioka 255 (Telek, 1983; Ravindran, 1993)
Zellerfélék (Apiaceae) petrezselyem 23,4 nem publikalt sajat adat
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3.3.1 A zold biomassza legfontosabb fehérjéi

A leggyakoribb fehérje a F6ldon a RuBisCo (ribuldz biszfoszfat karboxilaz-oxigenaz) enzim,
mennyiségének becslése széles hatarok kozott mozog, 0,04-0,7 gigatonna a bolygoén, dontd
hanyada szarazf6ldi hajtasos novények a levelében talalhaté (Bar-On & Milo, 2019; Ellis, 1979;
Fiorentini & Galoppini, 1983). A levél mezofillumot tekintve a sejtszinten talalhato fehérjék
80%-a a kloroplasztiszban lokalizalt. Hozzaférhetdségiik alapjan a levél fehérjék két csoportra
bonthatok. Az oldhato fehérjék tobb mint 50 %-at a RuBisCo enzim adja a C3-as novényekben.
A C4-es novények esetében a RuBisCo aranya sokkal alacsonyabb, 8-16% kozott valtozik (de
Jong & Nieuwland, 2011). A fehérjék masik csoportja @ membrankotott fehérjék, melyek a
kloroplasztisz tilakoid membranjaba agyazodva klorofill és karotinoid molekuldkkal allnak
kapcsolatban (Santamaria-Fernandez & Liibeck, 2020). A fehérjék egy kisebb csoportja a
sejtfalban talalhato és a citoszkeleton miikodésében toltenck be fontos szerepet vagy egyéb

katalitikus, szabalyzo feladatot latnak el.

A RuBisCo minden oxigenikus fotoszintetizalo él61ényben megtalalhatdo enzim. A szervetlen
szénasszimilacio szinte kizardlagos kulcsa a bioszféra kemolitotrof €s fotolitotrof elsddleges
termeldiben. A RuBisCo alacsony szén-dioxid affinitasa ellenére a bruttd primer produkcio
elsdrendii szerepldje, igy a leggyakoribb fehérjének tarthatjuk a Foldon. A hajtasos
novényekben a RuBisCo negyedleges szerkezete 8 nagy (53 kDa) és 8 kis alegységbol (14 kDa)
épiil fel. A komplex igy 550 kDa tomegii fehérje, 6sszevetve a membranfehérjék alegységeinek
atlagos 5-60 kDa-os tomegével (Tamayo Tenorio, 2017; Nynds, 2018). A levélfehérjéket,
pontosabban a RuBisCO-t, mar az 1940-es években javasoltak az emberi fogyasztasra alkalmas
potencialis fehérjeforrasaként (Pirie, 1942). A RuBisCO aminosav-osszetétele kedvezd az
emberi fogyasztds szempontjabol, mivel szinte az 0sszes esszencialis aminosavat megfeleld

mennyiségben tartalmazza (de Jong & Nieuwland, 2011).

Allatkisérletekben igazoltdk a RuBisCO-t tartalmazé levélfehérje-koncentratumok jo
emészthetdségét (Subba Rau et al., 1972; Carlsson & Hanczakowski, 1985). Shah és
munkatarsai (1980) vizsgalatukban kimutattak, hogy a levélfehérje hasonld nutritiv értékkel
bir, mint a tej, a gyermekeknek szant taplalékkiegészitoben. Az élelmiszeriparban lényeges
technofunkcionalis tulajdonsagok miatt is értékes, a nativ RuBisCO jo zselésit6 és habképzo
tulajdonsagokkal rendelkezik, de allitottak mar elé belSle husszeri textaraju fibrillaris
szerkezetet is (Lamsal et al., 2005; Nynds, 2018). Elelmiszeripari felhasznalasa esetén azonban
fontos a megfeleld kinyerési technologia alkalmazasa (Tanambell et al., 2022). A

dohéanylevélbdl kivont fehérje aminosavdsszetétele, és emészthetd fehérjetartalma kimagaslo
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mas novényi vagy allati fehérjékkel Osszevetve (Fantozzi & Sensidoni, 1983; Salvucci &
Anderson, 1987). Gazdasagi szempontbol pedig megfeleld siirliségben termesztve a ndvényt
négyszer tobb fehérje nyerhetd a friss zold levelekbdl, mint azonos teriileten termesztett
szdjababbol (Tso & Kung, 1983; Tso, 1990). A levélfehérje, mint élelmiszeradalék tdit6italok
tapértékének novelésére alkalmazhato, laktozérzékenyek szdmara készitett ndvényi tejek és
gabonatermékek aminosav Osszetételének javitasara alkalmas. Terapias célokra, példaul
vesebetegeknek, ahol fontos az alacsony Na*, K* bevitel, elénydsebb a valodi fehérjéket
tartalmazo étrend, mint az egyszerli, szintetikus aminosavak keveréke. Gasztrointesztinalis
problémakkal kiizdd betegek taplalasanal kedvezo a folyadék diéta szempontjabdl a ndvényi

fehérje (Fantozzi & Sensidoni, 1983).

3.3.2 Zold alap fehérjehasznositas, a zold biofinomitas koncepcidjanak kialakulasa

A z61d biomassza alkalmazasa fehérjeforrasként nem wjkeletti dolog (Ereky, 1918; Pirie, 1966,
1987). A z0ld biomassza 6sidok ota létezd legegyszeriibb hasznositasi modja a szaritas,
szénakészités, ami jelentOs fehérjetartalom és biologiai értékcsokkenéssel jar. A szilazs/szenazs
készités a XIX. szazadban terjedt el, mint takarmanytartositasi technika. Ereky Karoly 1918-
ban megalkotta a ’biotechnoldgia’ fogalmat, melyhez a kovetkezd definiciot haszndlta:
,Biotechnologia minden munka, amellyel alapanyagokbol termékeket allitunk elo élo
organizmusok segitségével.” (Ereky, 1918, 1919; Bud, 1989; Sevella, 2011; Fari & Popp, 2015,
2016). Vagyis biotechnoldgianak tekintette a novényi fotoszintézist is a keletkezé biomassza
¢s a benne talalhato értékes anyagok miatt. Ereky megfigyeléseire alapozva felismert egy
alternativ és hozzaférhetd megoldast a novekvd fehérjeigény és -hidny megolddsara a
mezOgazdasagban és élelmiszeriparban a habort utani Magyarorszagon (Fdri, 2016). Gépészeti
ismereteire timaszkodva tigynevezett zold malmot alkotott, mely nedves Orlési folyamat soran
képes a friss novényi levelekbdl és hajtasokbol kinyerni az értékes fehérjetartalmat, ezzel
kivaltva a habora utan eleve nehezen beszerezhetdé magalapt takarmanyokat (Ereky, 1926a).
Talalmanyat hazankban és kiilfoldon is szabadalmaztatta (Ereky, 1926b, 1926¢, 1926d, 1926e,
1927, 1928).

Az Ereky-process fiivek, lucerna és egyéb frissen betakaritott biomassza nedves frakcionalasan
alapul, mellyel szétvalaszthatoak a nehezen emészthetd rostok az oldott allapotu fehérjéket és
fitonutrienseket tartalmazo vizes frakciotol (Ereky, 1933). Az igy nyert novényi levet (juice)
hasonlé tulajdonsidgai miatt, zold tejnek nevezte és frissen hozzdadta a folyékony

sertéstakarmanyhoz.
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Ugyanakkor szilard hordozokkal keverve (igymint gabonadara), szaritva tartosithatova valt, és
a vegetacios idészakon kiviil is elérhetd maradt takarmanyozasra. A 11. Vilaghabort utan Ereky

munkéssaga feledésbe mertilt.

Késdbb Norman W. Pirie angol biokémikus folytatta ezt a munkat, mikor a haboru sujtotta
Anglia élelemellatasanak alternativait kutatta a Food Investigation Borad és az Imperial
Chemical Industries felkérésére 1940-ben (Pirie, 1966, 1987). Ugyan R. E. Slade és J. H.
Birkinshaw mar korabban is végeztek vizsgalatokat fermentacioval (Slade & Birkinshaw,
1938), Pirie munkassaga nemzetkozileg ma ismertebb a levélfehérje témakorben. Az altala
fejlesztett modszert Pirie-process néven ismerhetjik, mely az Ereky-féle eljaras
tovabbfejlesztett valtozata. A z6ldorlés (zold malom) és zoldlé-sziird eljarast kdvetden a
zoldlevet (z0ld tej) termalis eljarassal koagulélta és szaritast kovetden nyert beldle 45-50 %
nyersfehérje-tartalma levélfehérje-koncentratumot (LFK) (Leaf Protein Concentrate, (LPC))
(Fari, 2016). Az cljaras melléktermékei, a présrost és a savo (barnalé) pedig masodlagos
nyersanyagként hasznosithat6 volt. Tudomanytorténeti forrasokra tiamaszkodva nevezhetjiik az
eljarast ,,Ereky-Pirie-process”-nek is (Pirie, 1966; Fdri, 2016). A levélfehérje kutatasok Pirie
munkassagat kovetéen a haborikbol kildbalt orszagokban sem haltak el, a technoldgia
fejlodésével jobb kihozatalu présgépek terjedtek el. A XXI. szazad elején pedig ezen
technolodgiai fejlesztések egyiittes alkalmazdsara megfogalmazodott az ugynevezett zold
biofinomitas koncepcioja. Ez az integralé szemlélet a biomassza-hasznositas 0j iparagszerii
megvalositasa, az értékes molekulak és fehérjetartalom kinyerésén tul minden mellékterméket,
mint masodlagos nyersanyagot feldolgoznak a termelési halézatban (Kamm & Kamm, 2007;
Mandl, 2010; Xiu & Shahbazi, 2015).

Magyarorszagon Ereky munkajat Tangl Harald fedezte fel Gjra, és ismételte meg a kisérleteit
1949-ben (Tangl, 1949, 1955). 1964-ben Holl6 Janos, a Miiszaki Egyetem professzora
munkatarsaival, Zagyvai Istvannal és Koch Lehellel szabadalmaztatta ) modszerét
levélfehérje-koncentratum eldallitashoz (Hollo et al., 1968), munkijuk a magyar
biotechnologia-torténet meghatarozd mérfoldkove lett (Hollo & Kralovanszky, 2000).
Kisérleteik alapjan 1972-ben Tamasiban felépiilt a vilag elsé levélfehérje-feldolgozod iizeme a
VEPEX Kft. (Vegetable Protein Extract). Az ezt kovet6 évtizedekben hasonlo lizemek épiiltek
Angilaban, Danigban, Uj-Zélandon (Bickoff et al., 1970; Telek, 1979, 1983; Sinclair, 2009). A
VEPEX nem ¢lte tal az 1973-as olajvalsdgot, a termelés gazdasagtalanna valt az energiaar

robbanasszeri emelkedése miatt.
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2001 ¢6ta a Debreceni Egyetem kutat6i, Fari Miklos irdnyitasaval 0j lendiiletet adtak a témanak
¢s a Tedej Zrt-vel, mint vallalati partnerrel kutatas-fejlesztési (K+F) programot inditottak.
Ennek keretében felépiilt egy 200 I/h zoldlé eldallitasara alkalmas demonstracios ilizem
Hajdinanas-Tedejen (Bodi & Fari, 2002; Fari, 2011, 2016). Majd 2017 — 2021 koz6tt folytatott
PROTEOMILL program keretében 1éptékndvelés tortént és egy Gijabb lizem épiilt fel, melynek
termelési kapacitasa mar 4000 liter zoldlé oranként. A kutatas-fejlesztés a Debreceni
Egyetemen folyt, négy munkacsoportra osztva, hogy a z6ld biofinomité ipar elveit kovetve, a
feldolgozas soran keletkez6 frakciokbol minél nagyobb hozzaadott értékii termékeket lehessen
1étrehozni (Bdakonyi et al., 2020; Kaszas et al., 2020a; Barna et al., 2022; Domokos-Szabolcsy
etal., 2022, 2023).

3.3.3 Zold biofinomitas - Green biorefinery

A torténelmi attekintésben megismerhettiik a ,,z6ld malom” és levélfehérje-koncentratum
kutatasok fobb allomasait, hazai vonatkozasait. Ehhez kapcsoléddan a nemzetkozileg ismert
angol nyelvii terminus technicus-ok mint a ,,leaf protein concentrate” ,.biorefinery” és ,,green
biorefinery” megjelenését a tudomanyos kozleményekben a 2. abra mutatja. A levélfehérje-
koncentratum (LFK) (angolul leaf protein concentrate (LPC)) kifejezés talalhatd meg a
legrégebb Ota a szakirodalomban, azonban a biofinomitd (biorefinery) szo adta a legtobb
talalatot. Erdemes viszont azt kiemelni, hogy a biofinomitas tagabb fogalmi kor, jelentds
részben a cellulozalapu gazdalkodas, bioenergia-, biogaztermelés témakorokhoz kapcsolodik.
A z061d biofinomitas (green biorefinery) viszonylag 0j és a modern technologiak elterjedése

révén dinamikusan fejlédd teriilete a biofinomito iparnak.
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"leaf protein concentrate" "biorefinery" "green biorefinery"
(levélfehérje-koncentrdatum) (biofinomito) (zéld biofinomits)

2. abra: A ,leaf protein concentrate”, ,,biorefinery” és ,,green biorefinery” keres6szavakra
kapott talalatok szama a Google Scholar internetes adatbazisban, 1950-t61 2022-ig

logaritmikus skalan abrazolva (sajat szerkesztés).
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A z06ld biofinomitds sordn a frissen betakaritott vagy szildzs/szendzsként tartositott

biomasszabol eléallithatd termékek palettija széles lehet (3. abra). A feldolgozasi folyamat

soran nem csak a levélfehérjék koncentralhatéak, hanem értékes masodlagos anyagcsere

termékek, fitonutriensek is (Kaszds et al., 2020b). Mandl (2010) szerint a z6ld biofinomitas

kezd6, kulcslépése a mechanikai frakcionalas, préselés, az alapanyag pedig lehet friss zold

biomassza vagy szenazs/szilazs is, ahogy mar emlitésre keriilt.

biomaasza/ Mechanikai
szilazs/szenazs/ ====) frakcionalis
mezogazdasagi / préselés

Présrost

Friss zold /

zold hulladék \‘

Préslé

Biogiz
Rost termékek
Szilard tiizel6anyag

Bioiizemanyag

Takarm:any termékek
Aminosavak
Tejsav

Kozvetlen felhasznals

* hd és energia

* bio-metin

+ szigeteléanyagok/ épitéanyagok
*  kertészeti termesztokiozeg

* papiripar

*  égetés

+ 2. generacios lignocelluloz alapu bioetanol

+ elgazositas
* Fischer-Tropsch szintézis

« fehérjekoncetritum — fehér fehérje
* Aminosav-koncentritum

« élelmiszeradalékok, kozmetikumok

* politejsav, vegyipari alapanyag

+ fermenticiéos médium
+ takarmany-dsszetevé
* biogaztermelés

3. abra: A zold biofinomitok termékeldallitasi lehet6ségei (sajat szerkesztés Mandl, 2010;
Xiu & Shahbazi, 2015; Kamm et al., 2016 nyoman).

A biofinomitasban hasznosithatdo z6ld biomassza

szarmazhat

célzottan termesztett

névényfajokbol, illetve mezdgazdasagi/kertészeti novényfajok z6ld hulladékabol. A legtobb

z0ld biomasszat a zoldtakarmanyok adjak, a kaszalok gyeptarsulésai, a lucerna, a herefélék €s

éretlen gabonafélék. A XX. szazad masodik felében a dohany volt a levélfehérje kivonassal

foglalkozo kutatasok kozéppontjaban (Knuckles et al., 1979; Telek, 1979; Fantozzi &
Sensidoni, 1983; Tso & Kung, 1983; Tso, 1990).

Folyamatos a kutatas a zold biofinomitasba bevonhaté 0j névények irant, mint a cukorrépa-

levél, csicsokahajtas, tropusi novényfajok és kertészeti hulladékok (Sodamade et al., 2013;

Kaszas et al., 2016; Tamayo Tenorio, 2017; Kaur & Bhatia, 2021; Domokos-Szabolcsy et al.,
2022). Tobbek kozott zold tritikalébol 57-74% nyersfehérje-tartalmia LFK-t sikertilt eléallitani
(Jorgensen et al., 2020) csicsokabol késziilt LFK esetében 24-31% (Kaszds et al., 2020a),

cukorrépa LFK-ban pedig 29% (Tamayo Tenorio et al., 2016) volt a nyersfehérje-tartalom.
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A nedves frakcionalds egyidejlileg hasznalhatéd élelmiszer- és nem élelmiszeripari termékek
eloallitasara (Carlsson, 1994). Eurdpaban és szamos mas orszagban kifejlesztették a zold
novényi frakcionalast (Pirie, 1987; Carlsson, 1998; Mandl, 2010; Hermansen et al., 2017;
Domokos-Szabolcsy et al., 2023;). A z61d biofinomitd koncepcié mentén ma mar 80 orszagban
folynak kutatasok (Carlsson, 1997; Domokos-Szabolcsy et al., 2023). T6bb szaz mérsékelt és
tropusi novényfajt vizsgaltak mar, mint potencialis z6ld biomassza alapanyagot (Telek, 1983;
Telek & Graham, 1983) és tobb mint 300 000 ndvényfaj még érdemes lenne a vizsgalatokra. A
z01d biofinomitdk az 6ranként néhany tonnatdl (mezdégazdasagi 1épték) az 6ranként 100 tonna

(ipari Iépték) feldolgozott z6ld biomasszaig képesek iizemelni.

Elso 1épésként lassu nedves frakciondlo technologiat alkalmaznak (elsddleges finomitas), hogy
a zold levelek (vagy friss mezdgazdasagi/ kertészeti hulladékok) tartalmat természetes
formaban izolaljak. Igy a rostban gazdag préspogacsa és a tapanyagban gazdag zoldlé
elvalaszthato. A z6ld biofinomitok eldnyei a hektaronkénti magas biomassza nyereség, a
konnyli mezogazdasagitermeléshez-kapcsolhatdsag és a nyersanyagok alacsony ara. Egyszeri
technoldgiat alkalmaznak, és a tovabbi feldolgozashoz (finomitashoz) j6 biotechnikai és kémiai
potencial 4ll rendelkezésre. A nyersanyagok ¢€s az elsddleges termékek megdrzése érdekében
szlikséges a gyors feldolgozéds, vagy a tartdsitasi modszerek hasznalata, példaul szilazs
eloallitasa vagy szaritds, ugyanezek a tartositasi lépések megvaltoztatjadk a termékek

Osszetételét (Kamm et al., 2005).

A celluléz és a keményitdé mellett a présrost értékes festékek, pigmentek, gyodgyszer
alapanyagok ¢€s egyéb szerves vegyiiletek forrasa. A zoldlé fehérjéket, szabad aminosavakat,
szerves savakat, festékeket, enzimeket, hormonokat, egyéb szerves anyagokat és dsvanyi sokat
tartalmaz (Fehér et al., 2012; Csatari et al., 2022). A zo6ld1ébdl kiindulva olyan értékes
termékeket allithatunk eld, mint a tejsav €s szarmazékai, aminosavak, etanol és fehérjék. A
présrost takarmanypelletek eldallitasara hasznalhato, vagy értékes vegyipari alapanyagok,
példaul levulinsav eldallitdsara szolgald nyersanyag, valamint fermentdlva metanna és
szénhidrogénekké (szintetikus biolizemanyagok) konvertalhato (Xiu & Shahbazi, 2015; Kamm
etal., 2016).

Az iparosodott mezdgazdasag zart allattartdssal és monokultirds novénytermesztéssel jar,
ennek kovetkeztében a gyepgazdalkodas és legeltetés mara a nemzeti parkok tertiletére szorult
(Vinczeffy, 2004). A széles korokben elérhetd, kedvezd élelmiszerellatas ara az intenziv
mezOgazdasagi termelés. Az évelé gyepek azonban biodiverzitas noveld, természetvédelmi
célu fenntartasaba is beilleszthetd a zold biofinomitas, 6sszekapcsolva ezzel a takarmanyozast,
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bioenergia és értékes biomolekulak (biochemicals) termelését (O 'Keeffe et al., 2009; Sharma
etal.,, 2011).

3.3.4 A lucerna, mint a zold biofinomiték egyik legfontosabb alapanyaga

A Leguminosae alcsaladbol mintegy 60 kiillonb6z6 fajt termesztenek takarmanyozasi célbol
melyek koziil a lucerna (Medicago sativa L.) a leggyakoribb (Kulkarni et al., 2018).
Kontinentalis éghajlaton, ahol a legtobb zold biofinomitassal kapcsolatos kutatas folyik és
tizem létesiilt (Bickoff et al., 1970; Bodi & Fari, 2002; Kamm et al., 2010; Zhang et al., 2017,
Bdkonyi et al., 2020; Hansen et al., 2022) a leggyakoribb és perspektivikus novényfaj a lucerna.
A lucerna 6kologiai szempontbodl elonyds. Nitrogénfixald takarmanynovényként hozzajarul az
intenziv mezdgazdasag negativ kornyezeti hatasainak mérsékléséhez, ami hosszu tavon a talaj
egészségének ¢és termékenységének javuldsat, novekvd szénmegkotést eredményez. A
lucernahoz  hasonlé  takarmanynovények  kulcsfontossagu  szerepet jatszanak a

novénytermesztésben és takarmanyozasban (Ates et al., 2018).

A lucerna globalis terméshozama t6bb mint 400 milli6 tonna évente (Filippa et al., 2020). A
novény eredetileg a Kozel-Keletrél szarmazik, azonban napjainkban vilagszerte termesztik.
Lagyszaru, éveld, a gyokérkorondban talalhato riigyekbdl képes kihajtani a kedvezdtlen
novekedési feltételek okozta nyugalmi allapot utan (Fernandez et al., 2019). Mélyre hatolo
gyokérzettel rendelkezik, igy a szarazsagot is jol toleralja (Huang et al., 2018). Sirt
gyokérrendszere gazdagitja a talaj szervesanyag-tartalmat, a talaj biologiai aktivitasat, valamint

csokkenti a talajeroziot (Owusu-Sekyere et al., 2013).

Z61d biomasszajat hdmérséklettdl és ontozési koriilményektdl fliggden 3-7 alkalommal lehet
betakaritani egy vegetacios iddszakban. A tobbszor betakaritott z61d biomassza 2-3 tonna/ha
nyersfehérjét szolgaltathat; emellett jo klorofill-, karotinoid- és C-, E- és B-vitamin forras. A
masodlagos anyagcseretermékek koziil szamos flavonoidot, fenolos vegyiiletet, fitoosztrogént
¢s szaponinokat tartalmaz. Ezenkiviil értékes asvanyi anyagok forrasa, mint példaul Ca, Cu, Fe,

Mg, Mn, P, Zn, Si (Bora & Sharma, 2011).

3.3.5 Levélfehérje kinyerési modszerek és alkalmazasok

Hilaire Marin Rouelle, francia kutatdo 1773-ban izolalt eldszor fehérjéket zold ndvényi
levelekbdl (Pirie, 1966). A biirok (Conium maculatum L.) mellett tobb ndvényfajt is vizsgalt
¢és megallapitotta, hogy a levelekbdl hasonl6 tulajdonsdgu anyag, fehérje nyerhetd ki. Mindezt
a fehérjék leirasa elott 65 évvel. Rouelle mozsarban 6sszezlzta a friss leveleket, az igy kapott

z0ld levet pedig textilanyagon atsziirte, majd melegitette, kb. 50-60 °C fokig. Ma mar tudjuk,
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hogy ezzel az tgynevezett , klorofillfrakciot” denaturalta, az igy nyert z6ld koagulumot pedig
ujabb textilen sziirve vélasztotta el a barna szinli savotol, melybdl tovabbi melegitéssel fehér

szinli csapadékot nyert ki (Pirie, 1966, 1987).

A friss zold levelek értékes és kimagaslo fehérjetartalma ismert. A hozzaférhetéség azonban
alacsonyabb a celluloztartalmu sejtfal miatt, mely monogasztrikus allatok szamara csokkenti a
citoplazma értékes tapanyagainak felszabaduldsat, a tapanyagok és egyben a fehérjék
felszivodasat. A levelek értékes anyagainak hozzaférhetdségét tovabb neheziti a szovetek és
sejtek struktiraja. A magban, gyokérben és termésben 1évo sejtek €s azok raktarozasra
differencidlodott organellumai méretben és mennyiségben is eltérnek a levél mezofillum sejtek
struktarajatol. Az oleoszomak és proteinoplasztiszok atlagosan 0,5-5 pum-esek és nagy
stirliségben taldlhatéak a magban és gyokérben, a termésben pedig a keményitdszemcsék

akkumulalédnak (10-100 um).

Ezzel szemben a levél strukturaltsaga komplexebb. A mezofillum sejtek fehérjéinek jo része a
3-5 um-es Kloroplasztiszban talalhatd, pigmentekhez és lipidekhez kototten, kialakitva a

specialis tillakoid membranszerkezetet (Tamayo Tenorio, 2017).

A sejt- és szubcellularis membranokat felbontd agensek kétségteleniil meghatarozo szerepet
jatszanak az LFK kivonasaban. Ezenkiviil a novényfaj, az érettségi allapot, a szdvet, a
nyalkaanyagok jelenléte, a betakaritds utani kezelés, a pH, az extrahalé anyag Osszetétele, a

flotacios aranyok, az extrakcios id6 és a homérséklet is befolyasolja a kihozatalt.

Egy lasst, kiméletes préselési folyamat soran az ép ndvényi levelek és fiatal hajtdsok
kipréselhetok, rost és préslé (zoldlé) frakciokra szedhetdk. Az igy nyert zoldlében a
legfinomabb sejtfal darabok (50-100 um) erds viztartd képességiik miatt a citoplazma nagy
mennyiségét és igy fehérjéket is képesek megkotni (Tamayo Tenorio, 2017). Ezek a finom
celluloz szalak szliréssel vagy dekantdlassal eltdvolithatdak, azonban mint matrix anyag is

hasznosulhatnak a takarmanyban vagy élelmiszerben.

Az ipari z6ld biofinomitok egyik sziik keresztmetszete a fizikai feltaras, préselés folyamata.
Miiszaki szempontbdl erre a célra a nagy kapacitas elérése érdekében a szalagprések
bizonyulnak a legalkalmasabbnak (Fari, 2020), de a technologiai fejlesztések folyamatosan
zajlanak. Laboratoriumi koriilmények kozott és K+F+I projektek keretében kisérleti fazisban
az Angel markaju rozsdamentes acél ikercsigas présgépek széles korben elterjedtek, akar zold
biofinomitas, nehézfém remediaciéo vagy orvos biotechnologiai alkalmazasi céllal (Saltiola,

2020; Pietschmann et al., 2021; Hansen et al., 2022; Tanambell et al., 2022).
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Az Osszetett sokkomponensli matrix kozegbdl, mint a kipréselt ndvényi zoldlé a
makromolekulas Kkolloid allapota fehérjék kinyerését segitheti a kiilonboz6 pufferoldatok
alkalmazasa. A foszfatpufferek €s a megfeleléen beallitott pH-érték novelik a kihozatalt.
Dohanyfehérjék kivonasanal 0,085 mol/l koncentracioju foszfatpuffer (NazHPOs—KH2PO4)
(pH 7,85) 4,7:1-hez aranyban préselést kovetéen a levelekhez adva, segitette a legjobb
fehérjekihozatalt, 12,85 mg/g levél koncentracioban (Fu et al., 2010).

A levélfehérje kinyerése a kipréselt zoldlébol 60 °C és 95 °C kozotti hdmérsékleten torténd
hékoagulacioval az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras. Mivel a RuBisCO enzim a
levélfehérje mintegy 50%-at teszi ki (Santamaria-Ferndindez & Liibeck, 2020), és
denaturalodasi hémérséklete 76,2 °C (Lamsal et al., 2007); ezért a koagulacido optimalis
homérséklete 80 °C. A h6 megbontja a fehérje harmadlagos, negyedleges szerkezetét, és ennek

kovetkeztében a hidrofob oldallancok felszabadulasaval csokkenti a vizoldékonysagat.

A zoldlében talalhato fehérjéket 80 °C-ra torténd 2-4 perces melegitéssel koagulalni lehet
(Kaszas et al., 2020a; Domokos-Szabolcsy et al., 2023). A teljes koagulum azonban zold szine,
keserli iz- és illatanyagai, alacsony vizoldhatosaga és emészthetésége miatt élvezhetetlen,
emberi fogyasztasra vald elfogadottsaga alacsony. Kovetkezésképpen szelektiv hdkoagulacios
technikat alkalmaznak a levélfehérje frakcionalasara ,,z61d” és ,,fehér” fehérjékre, amelyek
monogasztrikus allatok takarmanyozasara, illetve emberi fogyasztasra megfelelobbek. A
kétlépcsds folyamat soran a z6ld levet eldszor 55 °C-ra melegitik, a zold fehérjefrakcid
levélasztasahoz, majd a feliiluszot 80 °C-ra melegitik az un. fehér fehérjefrakcio kicsapasahoz.
A levélfehérje termalis koagulaciés modszere hatékony, azonban szamos hatrannyal is
rendelkezik, mint példaul a magas energiaigény, az eléallitott LFK alacsony vizoldhatosaga, és

a fehérje funkcionalis csoportok tulajdonsagainak megvaltozasa (Lamsal et al., 2007).

Szakirodalom alapjan a sav- és hodkezelés kombinéaciojaval novelhetd a denaturaciod
hatékonysaga. Ennél a modszernél a zoldlé pH-jat eldszor sav hozzaadasaval csokkentik (pl. 3
M HCI), majd a levélfehérjék izolalasdhoz melegitik. Ezzel a modszerrel torténd koagulacio
gyorsabb, mint a csak termalis kicsapas, €s a hagyomanyos savas kicsapasi modszerhez képest
nagyobb koagulumokat eredményez (Hansen et al., 2022). Ezenkiviil nagyobb LFK-hozamot
eredményez amellett, hogy koltséghatékonyabb a hagyomanyos hékoagulaciés mddszerhez
viszonyitva (Zhang et al., 2017). Az igy izolalt fehérje magasabb emészthetdséget €s
felszivodasi aranyt is eredményezett (Zhang et al., 2017; Martin et al., 2019).
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Martin és munkatarsai (2019) cukorrépa levelekbdl kivont RuBisCO fehérjét hasonlitottak
Ossze a kereskedelemben kaphato tejsavofehérjével és szojafehérjével. Az izolalashoz részleges
termalis koagulaciot (50 °C) és centrifugélast végeztek. A tiszta RuBisCO protein izolatum
(RPI) (mas néven ,,fehér fehérje”) kinyeréséhez 15 kg friss cukorrépalevélbdl indultak ki,
mechanikai feltarasok, melegités centrifugalas és sziirési 1épések utan 1 liter tiszta RPI-t sikertilt
kinyerniiik, melyet fagyasztva szaritds utdn élelmiszeripari felhasznalhatosag, gélképzd és
emulzids tulajdonsdg, illetve viztartd képesség szempontjabol vizsgaltak. Az RPI emulzid
kisebb olaj csepp méretet, nagyobb stabilitast és fehérebb kiillemet mutatott, mint az
¢lelmiszeriparban hasznalt gyakori emulzioképzo fehérjék. Gélképzéshez tobb mint 50 %-kal
kevesebb fehérje volt sziikséges a RPI-bol mint szojafehérjébdl vagy tejsavofehérjébél. igéretes
¢lelmiszeripari felhasznaldsa mellett a novényi RuBisCO fehérje izolatum eldallitasanak
koltséghatékonyabba tétele hianyzik a versenyképes allati fehérjékkel szemben (Tamayo
Tenorio, 2017; Martin et al., 2019).

A levélfehérje kinyerésre savas vagy lagos kicsapas is alkalmazhatéd. Kézismert, hogy alacsony
(4,5 alatti) vagy magas (8,0 feletti) pH-érték esetén a fehérjék pozitiv, illetve negativ toltést
hordoznak, ami tobb hidrofob oldallanc felszabaduldsdhoz vezet, ami a fehérje oldhatésaganak
csOkkenését okozza. A levélfehérjék savas kicsapasat altalaban s6sav hozzdadasaval végzik,
mig a pH 8,0-8,5-re torténd emelésére natriumhidroxid vagy ammoniaoldatot hasznélnak. A
kicsapott fehérjét ezt kovetden centrifugalassal iilepitik az elvalasztashoz. A szdjalevél zoldlé
3,7 pH-ra torténd savanyitasaval sikeriilt a levélfehérjék 95%-at elvalasztani (Betschart &
Kinsella, 1973). A fehérjék izoelektromos pontjukon koénnyen kicsapodnak, a RuBisCO
szamitott izoelektromos pontja pH=6,3 (Nynds, 2018), a névényi fehérjék nagy tobbsége pH=4-
6 izoelekotromos ponttal rendelkezik. A manidka levél zoldlé fehérjéinek kicsapasahoz
csokkentették a pH-t (pH<S) ahol a fehérjetartalom oldhatosaga a legalacsonyabbnak adddott
(Coldebella et al., 2013).

A mikrohullam hasznalata a termalis koagulacidhoz Gjszerli megoldas a levélfehérje-kutatas és
-ipar alkalmazasaban. Laboratoriumi kériilmények kozott a mikrohullam alkalmazéasa konnyen
elvalaszthato, nagyméretli aggregatumokat eredményez, ami eldny0s a barnalé mindsége és
ezzel egyiitt tovabbi felhasznalasa szempontjabol is. Féliizemi koriilmények kozott hdcseréld
rendszerrel kombinaltan alkalmazhat6 az 6kondmiai szempontokat is figyelembe véve. A
technolégidval kaphatd koagulumok konzisztenciaja erdsebb, nagyobb méretli aggregatumok
szeparacioja elénydsebb, hasonldéan a laboratoriumban tapasztaltakkal (Fari & Domokos-

Szabolcsy, 2018).
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Az iranyitott fermentéacidval torténd kinyerés elvi alapja megegyezik a pH-valtozas okozta
precipitacioval. Ekkor jellemzden tejsavbaktérium torzsekkel oltjak be a zoldlevet és az
inkubacid soran termelt tejsav hatasara csapodnak ki a novényi fehérjék (Santamaria-
Fernandez et al., 2019; Domokos-Szabolcsy et al., 2022). A modszer elénye, hogy kevesebb
energiat igényel, mint a termalis kicsapds. Ugyanakkor tobb id6t vesz igénybe, eltérd
eszkozoket igényel, és jellemzéen a kicsapodott fehérjék nem képeznek aggregatumokat. igy a
koncentralt fehérjék elvalasztasara elonydsebb a dekanter centrifugalas (Domokos-Szabolcsy et
al., 2023).

A legelterjedtebb fehérjekinyerési technikédk mellett szdmos mas moddszer ismert, melyeknek
széles korli elterjedését altalaban a technologia ara és aktualis kihozatali korlatai hatraltatjak.
Flokkulalé szerekkel is lehetséges melegités nélkiil elvéalasztani a levélfehérjéket, mint a
lignoszulfonat, a celluldzipar egyik polimer mellékterméke alkalmas a fehérjék flokkulalasara
a zoldlébol (la Cour et al., 2019). A modszer limitald tényezdje a flokkulaldo anyag ara és

elérhetdsége.

A szuperkritikus szén-dioxid extrakcio élelmiszeripari haszndlatdit mar 1964-ben vizsgaltak
(Zosel, 1964). A technologia fejlédése viszont még nem érte el azt a szintet, hogy széles
korokben alkalmazasba vonhatova valjon (Wadehra et al., 2018). Az ultraszirés szintén nem
gyakori, de igéretes modja a levélfehérjék kinyerésének. A kinyerés energia-sziikségletét
jelentdsen csokkentheti a hokozlés helyett szlirdmembranok alkalmazasa. Kromus és
munkatarsai (2004) ultrasztréssel 26-38% fehérjetartalmu LFK-t allitottak el6 lucernabdl, mig
a hékoagulalassal nyert LFK fehérjetartalma 40-46% volt.

3.3.6 Zold biofinomitas illeszkedése a korforgasos gazdalkodas filozofiajaba

A biofinomitas technoldgiai, tudomanyos megkdzelitése a biomassza-alap gazdasagnak, ezzel
parhuzamosan a biookondmia mindezt kozgazdasagtani és politikai megkozelitésbdl vizsgalja.
A biomassza ipari nyersanyagként valo felhasznalasa egyértelmiien meghatarozova valik a jovo
mezd6gazdasagaban és ipari termelésében (Fdri, 2018b). Az Eurdpai Unio 2012-ben indult EU
Bioeconomy stratégiaja, a 2019-ben Magyarorszagon megalapult Magyar Bioeconomy Klaszter
a kutatas-fejlesztés, illetve technologia és tudastranszfer nagy volumenli tdmogatasat
prognosztizdlja a biofinomitas teriiletén. Az Unid Zdld megéllapodasaban foglalt komplex,
fenntarthat6 és klimasemleges célok eléréséhez szervesen hozzajarul a korforgasos gazdalkodas
elterjedése a termelésben. A korforgéasos gazdalkodas fellenditése érdekében Horizon 2020

programok is nagy szamban nyertek tamogatasokat (European Biomass Industry Association,
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2021). A biologiai alapu gazdasag (biobased economy) kulcsfontossagti alapja a biofinomitas
(Scarlat et al., 2015). A biofinomitok fejlesztésének egyik f6 limitaloja a biomassza iranti
hatalmas kereslet, illetve, hogy a koltséghatékonysag eléréséhez minél nagyobb kapacitasu
megvalosulas sziikséges, amelyet er6sen befolyasolnak logisztikai tényezok (Popp et al., 2021).
Az elballitott produktumok értéke is a megvalosulas gazdasagossagat befolyasolja. Az energia
egyike a legalacsonyabb értékii terméknek, mig az élelmiszer, kozmetikai és gyogyszeripari

alapanyag nagy értéket képviselnek a piacon (4. abra).

A leghjabb kutatdsok mar az ¢lelmiszerfehérje, ugynevezett ,.fehér fehérje” eldallitasat
vizsgaljak a zold biofinomitassal (Nynds, 2018; Moller et al., 2021). Az Eurdpai Unid
Elelmiszerbiztonsagi Hatosaga 2009-es tudomanyos allasfoglalasa szerint példaul a lucernabol
késziilt levélfehérje-koncentratum biztonsagos, mint élelmiszer (EFSA, 2009). 2017 6ta pedig
elfogadott élelmiszer a lucernafehérje az Eurdpai Unidban (A Bizottsag (EU) 2017/2470
végrehajtasi rendelete - az 0j élelmiszerek unids jegyzékének az 1j élelmiszerekrdl szolo (EU)
2015/2283 eurdpai parlamenti és tanacsi rendelet alapjan torténd megallapitasarol, 2017).
Mindemellett a modern ndvény biotechnoldgia révén transzgénikus névényekben sikeresen
allitanak el6 rekombinans fehérjéket, antitesteket, vakcinakat, ipari enzimeket és emlds
hormonokat (Daniell et al., 2001; Llop-Tous et al., 2011), melyek nagy értéket képviseld
biomasza termékek (4. abra). 2021-ben transzgénikus dohany novényekben termeltek SARS-
CoV-2 S1 antigént, koronavirus tesztek fejlesztése céljabol (Pietschmann et al., 2021). Az
ehhez hasonld fejlesztések lizemi megvalosuldsai a jovoben igénylik a kidolgozott és minél

nagyobb kihozatalban torténd sikeres levélfehérje kivonast és tisztithatosagot.
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4. dbra: A biologiai alapt gazdasdgban termelhet6 termékek mennyisége és gazdasagi értéke

(sajat szerk. (Manninen, 2017)).

Elérhet6 mennyiség
Gazdasagi érték

3.4 A szelén altalanos jellemz6i és szerepe az élovilagban

3.4.1 Szelén felfedezése és altalanos kémiai jellemzo6i

A szelént Berzelius svéd tudds, a modern kémia fejlodésének kihagyhatatlan alakja fedezte fel
1817-ben (Trofast, 2011). A kénsavgyartas els6 1épéseként az elemi ként vagy fémszulfidokat
oxidaljak kén-dioxidda, Berzelius a folyamat végén a kddakban maradt vordsesbarna iiledék
azonositasa révén fedezte fel az 0j elemet, mely a szulfid asvanyok szennyezOdésébdl
visszamarad6 vOrds elemi szelén volt. Nevét a Hold gordg istenndjérdl, Szelénérdl kapta.
Felfedezését kdvetden tobb mint 100 éven 4t az arzénhoz €s tellurhoz hasonlo toxikus elemként
tartottak szamon. A kalkogének kozé tartozik, félfémes tulajdonsagii félvezetd. Kiilsd
elektronhéjan 6 elektron helyezkedik el, a természetben +6, +4, 0, —2 oxidacids szammal fordul

elo.

3.4.2 Szelénformak a természetben és antropogén kornyezetben

A szelén a foldkéregben jellemzden kéntartalmt asvanyokban fordul eld. A tisztan szelén-
tartalmu asvanyok, mint az eucairit (CuAgSe), a crooksit (CuThSe) és a clausthalit (PbSe)
ritkdk a foldkéregben ahhoz, hogy a szelén f6 forrasaként szolgaljanak (Khamkhash et al.,
2017). Ma a legtobb szelént a rézércek feldolgozasanak melléktermékeként nyerik. Az
alapkdzet atlagos koncentracidja 50-90 pg/kg, de vulkanikus, iiledékes és karbonatos
kézetekben mennyisége tobb lehet, talajban sokkal szélesebb hatarok kozott, 5 és 1200000
pg/kg koncentracioban valtozik a szelén mennyisége (Winkel et al., 2015). Az 500 pg/kg
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szelént tartalmazoé talajokat szelénben gazdagnak (angolul seleniferous) nevezziik (Dhillon &
Dhillon, 2003). A szélsdséges koriilményektol eltekintve, a legtobb pH-n és redox allapotban
oxianionként, szelenat (SeO4?) és szelenit (SeOs%) formaban van jelen. Levegdtlen és savas

talajokban ismert a szelenid (Se?") és elemi szelén (Se) jelenléte (5. abra).

szervesanyag, agyag, vas-oxidok

e
=
2 SeO;> szelenit Se0,*
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5. abra: A talajban megtalalhato tipikus szelénformék a kornyezeti tényezok és a biologiai

hozzaférhet6ség fliggvényében (sajat szerk. Fordyce, 2013 alapjan).

A nanorészecskék egyre szélesebb korti elterjedése és alkalmazasa a mezégazdasagban a szelén
esetében is Uj kutatdsokat és alkalmazisokat eredményezett a kdzelmultban. Az elemi szelén
harom allotrop modosulasa koziil (voros, sziirke és fekete) a voros szelénnek ismert a biologiai
aktivitasa (Huang et al., 2003). A kénhez hasonldan (Sg) a voros allotrop szelénforma (Ses) is
makrociklikus vagy amorf molekulaszerkezetli. A voros szelén a természetben kifejezetten
ritka, iiledékes kozetekben fordul elo, eldallitasara tobbféle szintézist is alkalmaznak. Tobb
baktériumfaj képes a szelenat ¢és szelenit redukcidjaval intracellularis vords elemi
szelénzarvanyokat létrehozni. A biogén szintézissel valtozatos méreti ¢és alaku

nanorészecskéket lehet eldallitani (Prokisch et al., 2009; Sztrik, 2016).

A vegyi szintézis lényege pedig, hogy a szervetlen szelén sooldathoz redukaldé hatasu
vegyiileteket (pl: polifenolok, aszkorbinsav) és az aggregacidt segité makromolekulakat (pl.:
fehérjék) adnak, melyek felszinén megkezdddik az elemi szelén kivéalasa. A nanotechnologia

fejlodése eredményeképpen biztonsagosabb szelén étrendkiegészitdk, tablettabevonatok,
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rakellenes készitmények és fluoreszcens festékek késziiltek (EI-Ramady et al., 2014). Szelén
nanorészecskéket alkalmaznak napelemekben, fotocelldkban és szenzorokban. Ezenkiviil a
szelénvegylileteket széles korben hasznaljak tiiveggyartadsban, elektronikai eszkdzokben,
festékekben, gumikban, keramidkban, mtianyagokban és ken6anyagokban. Az iparban a szelén
jelentds része (60%) fémotvozetekben és iiveggyartasban keriil felhasznélasra, de jelentds
mennyiség (10%) keriil allati takarmanyokba, étrendkiegészitokbe és mitragyakba (Fordyce,
2013). Globalisan a szelén a szénhez, nitrogénhez, vizhez hasonld korforgasban vesz részt az
oceanok, az atmoszféra €s a szarazfoldi kornyezet részvételével. Az aramlas mértékére jelentds
hatast gyakorol az antropogén tevékenység altal felszabaditott szelén (becslések szerint 76-88
ezer t/év mennyiséggel), természetes Gton az dceanok jarulnak hozza legnagyobb mértékben a
korforgashoz 38,25 ezer t/év mennyiséggel. Az atmoszférikus it a gyorsasaga miatt jelentds, a
szarazfoldi korzés pedig a mezdgazdasag ¢és igy az emberi egészség szempontjabol fontos.

Mindkét Gitvonalon kb. 15 ezer t/év szelén jut keresztiil (Fordyce, 2013).

3.4.3 A globalizacié, klimavaltozas és a szelén kapcsolata

A szelén globalis eloszlasanak vizsgalata bonyolult komplex kutatds mivel valtozatos
formakban van jelen a kornyezetben. A szelén a ndvényeken keresztiil jut be a taplaléklancba
igy a takarméanyokba és ¢élelmiszerekbe is. A talaj szeléntartalma tobb tényezd hatdsdnak
eredményeképpen széles hatarok kozott mozog. Altaldban a szaraz és alacsony szervesanyag-
tartalmu talajok nagyon keveset vagy egyaltalan nem tartalmaznak szelént. Az intenziv
mezd6gazdasagi termelés olyan mikro- és nyomelemek kimeriilését okozza a talajban, mint a
vas, jod, cink és szelén (Welch et al., 2013). A mérsékelt klimamodellek eldrejelzései alapjan
2080-as 2090-es ¢vekre jelentésen csokken a talajok szeléntartalma, kifejezetten a

szantofoldeken, mely tovabb noveli a szelénhianyos teriiletek aranyat (Jones et al., 2017).

Az ipari és mezdgazdasagi tevékenység felgyorsitotta a Se-vegyliletek felszabaduldsat a
geologiai forrasokbdl. A Se-szennyezés okozoi a mezdgazdasagi szennyviz, a szennyviziszap,
a széntiizelésli erdmiivekben keletkez6 hamu, az olajfinomitdk, valamint a foszfatok és
fémércek banyaszata (Sharma et al., 2015). Dhillon és Dhillon (2003) szerint az antropogén

tevékenységek ugyanannyi szelént juttatnak a talajba mint, amennyi természetes tton torténik.

3.4.4 A szelén élettani szerepe
140 évvel felfedezését kovetden Schwarz és Foltz 1957-ben patkanyokon végzett kisérletiikkel
bizonyitottdk, hogy a szelén megfeleld koncentracidban esszencialis nyomelem az allati

szervezet szamara (Schwarz & Foltz, 1957). Ezt kovetden szamos ¢él6lénycsoportban
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bizonyitottadk nélkiilozhetetlenségét az Archedktdl az allatokig és emberig. A kutatasok
elérehaladtaval egyre pontosabb kép rajzolodott ki az éldvilagban betoltott szerepérol,
antikarcinogén hatasardl és a szelenoproteinekrdl, mint a bakteridlis glicin-reduktdz és az
emlOsokben talalhato glutation-peroxidaz. Egyike a legjelentésebb felfedezéseknek a 21-ik
fehérjealkotd aminosav, a szelenocisztein (SeCys) 1976-os leirasa. A SeCys kotranszlacios
modon ¢épiil be a fehérjékbe, az UGA stop kodon az mRNS masodlagos szerkezetében 1évo
hurok, az ugynevezett SECIS (selenocysteine insertion sequence) felismerésekor a transzlacio
befejezése helyett, SeCys épiil be a polipeptidlancba (Birringer et al., 2002; Mariotti et al.,
2013).

3.4.4.1 Szelenoproteinek

A molekularis biologia szelenoproteinnek tekint minden fehérjét, melynek legalabb egy
szelenocisztein maradék talalhato a polipeptidlancaban. Ennek a definicionak megfelelden tobb
mint 50 fehérjecsaladban talalunk szelenoproteineket, az Archea, Eubacteria és Eukaryota
doménokban (Labunskyy et al., 2014). Erdekes jelenség azonban, hogy mig az allatok
orszagaban szamos szelenoproteint annotaltak (Castellano et al., 2008), a névények és a
gombdk orszagabol hidnyoznak ezek a fehérjék, szerepiiket ciszteintartalmu analogok toltik be
(Bela, 2018). Az azonositott szelenoproteincsaladok tobb mint fele az egysejtii eukariotakban
¢s a gerincesekben is megtaldlhat6, mely Osi eredetiikre utal. Bar jelentds kiillonbségek
mutatkoznak a fehérjék SeCys-tartalmaban a gerincesek kozott, evolucids szempontbol
csokken a szelenoproteinek szama az altdrzson beliil, mely Osszefiiggésben 4ll a szarazfoldi
¢letmdd elterjedésével, mivel lényegesen kisebb az emldsok szelenoproteomja a halak
csoportjahoz képest (Lobanov et al., 2007). A human genomban 25 szelenoproteint kodold gén
ismert. A szelenoproteinek jelentds része valamilyen oxidoreduktaz-hatassal bir6 enzim, kevés
kivételtdl eltekintve aktiv centrumjukban helyezkedik el a SeCys-maradék, kulcsfontossagi

szerepet toltve be az enzimaktivitasban (Reeves & Hoffmann, 2009).

A szelenofoszfat szintetazok nélkiilozhetetlen enzimek a szelenoproteinek eldallitasahoz, mivel
szelenidb6l és ATP-bdl képesek aktivalt monoszelenofoszfatot elballitani, mely a SeCys
szintézis szelén donorja (Veres et al., 1994). A szelenofoszfat szintetazok két eukaridta

homoldgja, melyek megtalalhatéak az emldsokben és az emberben maguk is szelenoproteinek
(Xu et al., 2007).

A glutation-peroxiddazok a szelenoproteinek legnépesebb csoportja, funkcidjukat tekintve

szerves hidroperoxidokat és hidrogén-peroxidot redukalnak alkoholokka és vizzé. Ezaltal védik
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a telitetlen zsirsavakat €és a sejtmembranok integritasat. A névényi glutation-peroxidazszerii
enzimek aktiv centrumjukban ciszteint tartalmaznak SeCys helyett, emiatt aktivitdsuk is

jelentdsen elmarad a szelént tartalmaz6 enzimekéhez képest (Bela, 2018).

A thioredoxin-reduktazok elsédleges feladata a fehérje diszulfid-hidak redukalasa a sejtben,
aktivitasuk révén fenntartjdk az intracellularis redox allapotokat. Nem csak feladatukban
hasonlitanak a glutation-peroxidazokhoz, szerkezetiikben ¢és aktiv centrumukban is sok
hasonlosagot mutatnak. Szamos izoformajuk ismert, mint a citoszolban vagy mitokondriumban
talalhatd, az extracellularis forma immunszabalyoz6 hatassal rendelkezik, a herékben
kifejez6d6 valtozata pedig tamogatja a férfi nemzoképességet. A thioredoxin-reduktaz
hatdsmechanizmusét vizsgald kutatdsok arnyaltak a szelén altalanos rakellenes hatasanak
ismeretét. A svéd Karolinska Intézetben végzett vizsgalatokban a rakos sejtek megemelkedett
thioredoxin-reduktaz expresszidjat figyelték meg, a gyors metabolizmus és osztodasok okozta
oxidativ kornyezet negativ hatasanak kivédésére (4drnér & Holmgren, 2006). A jovObe mutatd
tumorellenes terapias készitmények a thioredoxin-reduktazszint csokkentésére iranyulhatnak a

szelén beépiilésének gatlasa révén (Arnér, 2020).

A selenoprotein P az eddig ismert egyetlen olyan eukariota fehérje, mely tobb SeCys-
maradékot is tartalmaz. A vérplazmaban eléfordulod glikoprotein funkcidja nem teljesen ismert,
antioxidans tulajdonsagaval védi az endothel sejteket az érfalakban. Magas szeléntartalma
ugyanakkor arra is enged kovetkeztetni, hogy szerepet jatszik a szelén intercellularis

transzportjaban és tarolasaban (Mostert, 2000).

Ismert szelenoprotein még a iodothyronine deiodinase, mely a pajzsmirigyhormonok
aktivalasaban/ deaktivalasaban jatszik fontos szerepet. Ezek az enzimek tdmasztjak ald, hogy
az alacsony szelénbevitel éppolyan karos és veszélyes az egészségre, mint a tul sok, toxikus

mennyiség.

3.4.4.2 Szelénnel 6sszefiiggo betegségek

A megfeleld szelénbevitel fontossagat tamasztja ala szadmos tiinet, elvaltozas €s a szelénhiany
kapcsolatardl leirt Osszefiiggés, mint csokkent nemzdképesség, faradékonysag, hajhullas,
gyengiilt immunrendszer, melyek hatterében a nem megfeleld szelénbevitel allhat. A szelénnel
szorosan 0sszefliggd rendszerek az immunrendszer, az endokrin és kardiovaszkularis rendszer.
A ,nyugati”-étrendet folytatd globalizalt populacioban azonban viszonylag ritka a valodi
szelénhiany, a legveszélyeztetettebb csoportok a szelénhidnyos teriileteken €16 emberek, illetve

egyéb betegségekkel kiiszkodok csoportja, mint példaul a rendszeres vesedializisre szorulok
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vagy HIV-fertézéssel egyiitt €16k (Institute of Medicine (US) Panel on Dietary Antioxidants
and Related Compounds, 2000). Mindemellett becslések szerint 1 milliard ember érintett
szelénhianyban vilagszerte (Jones et al., 2017). Az ellatas fontossagat timasztja ala az is, hogy
a kielégito szelénbevitel csokkentheti az emldrak, a tiidorak, a nyeldcsorak, a gyomorrak és a
prosztatarak kockazatat (Cai et al.,, 2016). A szelén pajzsmirigybetegségekkel valod
Osszefliggései is ismertek (van Zuuren et al., 2014), melyek csokkent hormontermeléssel

jarnak.

A kronikus és sulyos szelénhiannyal 6sszefiiggésben két endémia ismert, a Keshan-betegség és
a Kashin-Beck betegség. A Keshan-betegség tartos szelénhiany és virusos fert6z6dés esetében
alakul ki, nevét a kinai Hejlungcsiang tartomany Keshan megyéjérdl kapta, ahol a betegséget
eldszor leirtdk. A megfeleld kezelés nélkiili, kardiomiopatiat okoz6 betegség hatterében a
lokalis, szelénben szegény étrend és coxsackie virusokkal valo fert6zodés all. A betegség
sikeresen kezelhet6 szeléntartalmu étrendkiegészitokkel (Keshan, Disease Research Group of
the Chinese Academy of Medical Sciences, Beijing, 1979). A Kashin-Beck betegség egyfajta
oszteoartritisz, mely Kina, Tibet, Eszak-Korea és Szibéria szelénben szegény teriiletein
elterjedt. A betegség kialakulasaban tobb tényezd is szerepet jatszik, mint a mikotoxinok, és az
ivoviz fulvosavtartalma, azonban a szelénhiany kulcsfontossagi a kialakitdo koriilmények

kozott (Jirong et al., 2012).

A szelénhiany diagnosztizalaséra a glutation-peroxidaz és szelenoprotein P szintjét vizsgaljak
a vérben, a hosszutava szelénellatds vagy -kitettség vizsgalatakor a haj és korom szelén-

tartalmat allapitjak meg (EFSA, 2014).

Mivel kicsi a kiilonbség a napi szelénsziikséglet (55 pg/nap) és a szelénmérgezeés (400 pg/nap)
kozott, fontos megemliteni a toxikus szelenozis tiineteit €s kockazatat. Az akut €és kronikus
mérgezés hanyinger, hanyés, kordmelszinez0dés, koromvesztés, hajhullas, faradtsag és

jellegzetes fokhagymaszagu lehelet tiineteivel jarnak.

A szelénben gazdag teriiletek kisebbek és lokalizaltak, mint a megfeleld vagy alacsony szelén-
ellatottsagiak, emiatt emberben ritka a természetes forrasbol szarmazod szelénmérgezés
(Raisbeck, 2000). Kina Hupej tartomanyanak egyes részein a talaj 11-27 mg/kg szelént
tartalmaz, ahol a XX. szazadban t6bb szaz szelénmérgezéssel dsszefliggd esetet irtak le (Huang
et al., 2013). Az akut szelénmérgezések jelent6s része ipari tevékenységbdl és az

étrendkiegészitok nem megfeleld hasznalatabol adédnak (MacFarquhar et al., 2010).
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Gazdasagi allatok esetében a szelén elengedhetetlen nyomelem a sulygyarapodas €s szaporasag,
tovabba megfelel6 immunvalasz és a hasnyalmirigy mikodés fenntartasaban (Kim & Mahan,
2003; Surai & Fisinin, 2016). Baromfi esetében ndveli a tojas eltarthatosagat és jotékony
hatassal van a tollképz6désre. Kér6dzé allatoknal ismert a fehérizom-betegség (White muscle
disease (WMD)) mely baranyok, borjak ellés utani elhullasat okozza (Muth & Allaway, 1963).
A betegség oka a szelén és E-vitamin hianya a szervezetbdl. Emiatt allattenyésztésben bevett

megeldzése a vemhes allatok ellés el6tti szelenit injekciozasa (Kosa et al., 2018).

3.4.5 Szelén a novényvilagban

A hajtasos novények 3 csoportba sorolhatok a hajtas szelénakkumuléacios képessége szerint:
a.) hiperakkumulalok (>1000 mg/kg DW),
b.) akkumulalok (100-1000 mg/kg DW) és
c.) nem akkumulalok (<100 mg/kg DW) (Dhillon & Dhillon, 2003; Pilon-Smits, 2015).

A talajban el6fordul6 leggyakoribb szelénformak a redox allapotoknak megfelelden a szelenat
és a szelenit, melyek jellemz6en nem specifikus modon a kénfelvételt szolgald transzporterek
segitségével jutnak a novényekbe (Schiavon et al., 2015). A szelenat jobban felvehet6 forma,
mint a szelenit (Simon et al., 2007). A szulfat asszimilacios Gtvonalat kdvetve a gyokérben, de
leginkabb a hajtasban a Se, mint kénanaldg épiil be szerves molekuldkba, legnagyobb részt
SeCys-be és SeMet-ba (6. abra). Ezek a szelenoaminosavak Cys és Met helyére véletlenszertien
éplilnek be, igy funkcidt vesztett, hibas fehérjéket hozva létre, mely a szelén ndvényekre
gyakorolt toxicitasanak egyik f6 oka. Az ismert szeléntartalmt szekunder metabolitok szama

folyamatosan né a novényvilagban (Németh et al., 2013).
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6. abra: Novényi szelénfiziologia. SeO4>: szelenat, SeOs%: szelenit, SeCys: szelenocisztein,
SeMet: szelenometionin, MSeCys: metil-szeleno-cisztein, DMDSe: dimetil-diszelenid, Se0:
elemi szelén, DMSe: dimetil-szelenid (sajat szerkesztés Terry et al., 2000; Dhillon & Dhillon,
2003; Pilon-Smits, 2015; Hu et al., 2022 alapjan).

A legtobb novény képes a SeMet-t DMSe-dé alakitani, mely volatilis formaként a gazcsere
soran tavozik a szervezetbdl (Terry et al., 2000). A detoxifikacié masik modja a SeCys elemi
Se-né és alaninna vald bontédsa, mely inkabb a hiperakkumulal6 ndvényekre jellemzd (6. abra).
A Kkétféle lebontdsi folyamat enzimkészlete nem specifikus, a résztvevd fehérjék a kén-
metabolizmusban vesznek részt. Az altaldnos, kénanyagcsere mellett bizonyos fajokban
ismertek szelénspecifikus utvonalak is. A SeCys metilacidja metil-SeCys-né jelentdsen képes
novelni a szeléntoleranciat, mivel a metil-SeCys (MSeCys) nem tud fehérjékbe beépiilni. A
metilaciot végzé SeCys metiltranszferdz (SMT) aktivitasanak koszonheté megemelt szelén-
tolerancia a szelén hiperakkumuldld taxonok sajatossaga, melyek akar 1,5%-os szelén-
akkumulaciot is képesek elérni széraz tomegre vetitve. Ugyanakkor SMT jelenlétét nagy
kéntartalmu zoldségnovényekben, mint a brokkoli, hagyma és fokhagyma is leirtak, melyek
akkumulacidja nem tekinthet6 specifikusnak (Pilon-Smits & Quinn, 2010; Domokos-Szabolcsy
et al., 2011; Pilon-Smits, 2015). A hiperakkumulal6 fajok tipikusan szelénben gazdag talajon
fordulnak eld, és legalabb szédzszoros mennyiségben halmoznak fel szerves formaban szelént
(SeCys ¢és szelenocisztation), szemben a tobbi fajhoz képest, melyek lényegesen kisebb
mennyiségben és szervetlen formdban tartalmazzdk azt. Hiperakkumulalokra jellemzd

tulajdonsag tovabba, hogy a magas szelénszint nem interferal a kénanyagcsere utvonalaival,
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igy szelénben gazdag kornyezetben ezek a fajok jobban ndvekednek, mint szelén nélkiil. A
hiperakkumulalokra jellemz6 volatilizaci6 nem SeMet-bol hanem metil-Szelenocisztein
(MSeCys) dimetildiszeleniddé (DMDSe) alakitasaval zajlik (6. abra) (Terry et al., 2000; Pilon-
Smits, 2015; Hu et al., 2022).

A nem akkumulalé novények esetében a szelén nagy része gyorsan a gyokérbdl a hajtasba
transzlokalodik. Emiatt a szallitoszovetek szervetlen szeléntartalma viszonylag nagy. A szelén
a kénhez hasonléan az oregedd levelekbdl a fiatalokba és a reproduktiv szervekbe (pollen,
maghaz) keriil a vegetacios idészak soran. A hiperakkumulalok szovet-, és szerv-specifikus
raktarozasra képesek, jellemzden a legtobb szelén a levél epidermisz vakuolumokban, esetleg
levélszorokben raktarozodik. Az Astragalus bisulcatus idés, asszimilalo leveleiben a szelenat
tobb mint 90 %-at teszi ki a szelénforméknak, ugyanakkor a fiatal levelekben donté hanyadban
a redukalt alakok vannak jelen (Pickering et al., 2003). Fontos kiilonbség, hogy a
hiperakkumulalé novények szelenat-felvételét a talajoldatbol nem befolyasolja a szulfat
mennyisége. Szezonalitast tekintve a hiperakkumulald fajok levelében tavasszal mérhetd a
legnagyobb szeléntartalom, mig nem akkumulalok esetében nyaron, a kéntartalommal egyitt

mérhet0 a legtobb szelén.

3.4.5.1 Szelénformak felvétele a novényekben

A kén és a szelén fizikai és kémiai hasonlosaguk miatt felvételiik és utvonalaik kapcsolddnak
a novényi anyagcserében. A talajoldatbol felvett leggyakoribb forma a szelenat (SeVI), de
emellett ismert a szelenit Se(IV) és szerves szelén fajtak transzportja a gyokér epidermisz
sejteken keresztiil (Simon et al., 2006, 2007). A szelenat felvételére a szulfattal megegyezden a
szulfat-transzporter fehérjék szolgalnak, ahol elektrokémiai gradienssel szemben, aktiv modon,
proton kotranszporttal jutnak a rizoszférabol a citoplazmaba. A szelenat bejutasakor, verseng a

szulfat és a foszfat ionokkal, melyek jelenlétiikkel csokkentik a szelénfelvétel mértékét.

A szelenit a szelenattdl eltéréen passziv diffuzioval jut be a ndvényi szervezetbe,
szulfithoz hasonlé modon redukalddik €s szerves vegyiiletekbe €piil be. Szelenat és szelenit
felvételt vizsgald izotop kisérletekkel bizonyitottdk, hogy par oraval a kezelést kovetden a
szelenat dontd részben valtozatlan forméaban van jelen a gyokérszovetekben, a szelenit ezzel
szemben a vizsgalt novényfaj akkumuldld képességétdl fliggden valtozatos megoszlasban
szelenat és szerves szelénspeciesek (pl: MeSeCys és SeMet) formajaban volt jelen, viszont

kifejezetten alacsony aranyban maradt szelenitként (Pilon-Smits, 2015). A talajban
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megtalalhat6 szelénformak biologia hozzaférhetdsége csokkend sorrendben Se(VI) > SeMet >

SeCys > Se(IV)> Se0 >Se? (Neal, 1995; Fordyce, 2013; EI-Ramady et al., 2015).

A nanorészecskék és igy a nanoszelén novényi sejtbe, illetve a szimplasztba vald bejutasarél
meggy6z0 bizonyiték még nem all rendelkezésre. A sejtfal, mint a legfébb akadélya a
bejutasnak jellemzdéen 5-20 nm-es poérusokkal rendelkezik, ezzel megsziirve a bejutni képes
részecskék méretét. Mindemellett fajonként is jelentds kiilonbségek bizonyulnak a
nanorészecskék felvételére. A talajbol valo felvétel és a sejtekbe jutas bizonyitdsara még nem
ismertek megfelelé kvantitativ modszerek. In vitro kutatasok soran sikeriilt bizonyitani a
porusokon €s szoveti sebzéseken keresztiil a szelén nanorészecskék bejutasat az apoplasztba €s
jotékony hatasukat a morfogenezisre (Domokos-Szabolcsy et al., 2012). Osszehasonlitd
vizsgalatok soran pedig kimutattak, hogy lényegesen kevesebb szelén épiil be a ndvényi
szovetekbe a nanoszelén kezelés hatdsdra, mint szelendt esetében, ezzel egyiitt a nanoszelén
nem okoz olyan toxikus tiineteket, mint a szelenat (Domokos-Szabolcsy et al., 2014).
Kiilonboz6 méreti  fémoxid-nanorészecskével sikeriilt bizonyitani, hogy intra- vagy
extracellularis ton elérve a szallitoszoveteket képesek a gyokértél a hajtas iranyaban

transzlokalddni (Huang et al., 2003).

A szervetlen formak mellett ismert a szerves szelénmodosulatok gyokéren keresztiil torténd
felvétele (Abrams et al., 1990). SeMet felvételét figyelték meg hidrokultiras gabona esetében
(Luo et al., 2019), azonban a szerves formak szabad, felvehet6 allapotban ritkak a természetben,

a novények altali felvételiik nem jelentds.

3.4.6 A szelén a takarmanyozasban és élelmiszeriparban

3.4.6.1 Takarmanyok szelénkiegészitése

Klaus Schwarz és Calvin M. Foltz német és amerikai kutatok 1957-ben publikalt munkaja 6ta
ismert a szelén fontos szerepe az allati és emberi szervezet szamara (Schwarz & Foltz, 1957).
A két kutatd taplalkozéasban fontos nyomelemeket keresve élesztdvel és cukorral etettek
kisérleti patkanyokat, melyek maj és izomkarosodas kovetkeztében elpusztultak. Amikor az
¢lesztét egy Amerikabol szarmazora cserélték, az allatok életben maradtak. Hamar kidertilt,

hogy a szeléntartalomban volt kiilonbség a két élesztd fajta kozott.

A nem megfeleld szelénellatasnak komoly allategészségligyl €s gazdasagi kovetkezményei
lehetnek kiilondsen a stresszes és gyorsan fejlédé haszonallatok esetében (Gulyds, 2014,
Juhdaszné Toth et al., 2019). Magyarorszagon a takarmanyok szervetlen szelénsokkal (natrium-

szelenit, natrium-szelenat) torténd kiegészitését a 2003 oOta hatdlyos Takarméanykodex

37



rendeletben szabalyozza, a nyomelem szelén megengedett hatarértéke 0,5 mg/kg
takarmanykeverékekben (FVM rendelet a Magyar Takarmdnykodex kételezé eldirasairdl,
2003). A rendelet ugyanakkor kitér az ivarzasi iddszak és a szaporodasra valo felkésziilés
elosegitése érdekében a takarmany szeléntartalmanak novelésére. A husmarhaknak példaul 100
ug/kg, mig a tejeld teheneknek 300 pg/kg (szarazanyagra vetitve) szelén sziikséges a normal
fejlodéshez (Mehdi & Dufrasne, 2016). Mivel a legtobb orszagban torvényben szabalyozott a
takarmanyok szeléntartalma, emiatt a kiegészitésre hasznalt forma dontd fontossagii a

hasznosulas szempontjabol.

A takarmanyok szelén kiegészitésére legeldszor szervetlen szelénsokat, natrium-szelenitet és
natrum-szelenatot hasznaltak. Altaldnossagban a szervetlen forméak rosszabb felszivodassal és
hasznosulassal rendelkeznek, mivel még szerves formakka kell alakulniuk. Tovabbi hatranyuk,
hogy tul nagy koncentradcioban hasznalva prooxidans hatdssal rendelkeznek. Idével azonban
megjelentek a piacon a szerves szelénformadkat tartalmazo takarmanykiegészitok, melyek

legtobbszor SeMet formaban tartalmazzak a szelént.

Elesztdgombéakat ~gyakran hasznalnak kiilonbozé ionok megkotésére, a  bioldgiai
hozzaférhetdség novelésére. A szelént képesek akar 2000 pg/g koncentracioban felhalmozni,
raadasul dont6en szerves formakban (Egressy-Molnar et al., 2016). A fortifikalt éleszték a
mérgezés elkeriilése érdekében szerves formakka alakitjdk a taptalajbol felvett szelént,
mindezzel étrend- és takarmanykiegészitoket hozva létre (Rayman, 2004; Kieliszek et al.,
2015). A szelenizalt ¢leszték Saccharomyces, Candida, és Yarrowia spp. leggyakrabban
SeMet-t tartalmaznak, mint szerves szelénformat. Ilyen formaban keriilnek alkalmazasra a
takarmanyozasban. A SeMet, szelenizalt éleszté formdjaban a kérddzdk szelénellatasara
alkalmasabb. A szintetikusan eldallitott hidroxi-szelenometionin (HSeMet) 2013 6ta elfogadott
alternativ takarmany kiegészitd az Europai Unidban (EFSA Panel on Additives and Products
or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2013; Sun et al., 2017). A biokémiai utvonalak
folyamatos kutatasa és 0j, hatékonyabb szerves szelén-formak vizsgéalata folyamatosan fejlédo
teriilet (Erdelmeier & Moutet, 2012; Shini et al., 2015; Sun et al., 2017). A
szelenohomolantionin (SeHLan) kdnnyebben hozzaférhetd szelénforrds mint a SeMet, mely
altalaban fehérjékbe épiilve van jelen és tobb metabolikus 1épést igényel a hasznosulasa (Shini
et al, 2015). SeHLan hidrofil tulajdonsaga kovetkeztében gyorsan szivodik fel a
tapcsatornabol, takarmanyozasi szempontbdl emiatt monogasztrikus allatok szamara ajanlott a

hasznalata.
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3.4.6.2 Szelén az élelmiszerekben, taplalékkiegészitokben
A nem megfeleld szelénbevitel osszefiiggésben all a csokkent oxidald szabadgyokok elleni
védelem, ¢és a kiillonbozé tipusua daganatok ¢és kardiovaszkularis megbetegedések

megnovekedett kockazataval (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008).

A fehérjékbe épitett szerves szelénformdk (SeMet, SeCys) a funkciondlis élelmiszerek és
takarmanyok eldallitdsa szempontjabol jelentds, mivel a szeléntartalmu fehérjék és peptidek

antioxidans, majvédé és immunerdsité hatasuak (Zhang et al., 2020).

Az emberi szervezet 10-15 mg szelént tartalmaz atlagosan, melynek tobb mint egyharmada a
vazizmokban talalhat6. 80 pg/l szelén a vérszérumban elegendd a szelenoproteinek
szintézis€¢hez. A toxicitas veszélye miatt egészségiigyi szervezetek jellemzden nem tandcsoljak
a szelénpotlast csak ha 70 pg/l alatti a koncentracidja a vérplazmaban (4dlcdntara et al., 2022).
A szelén antioxidansként a tokoferolokkal (E-vitamin) egyiitt vesz részt a metabolizmusban
(Csapé & Csaponé Kiss, 2004). Atlagos étrend mellett 0,05-0,1 mg szelén jut a szervezetbe
naponta, azonban a helyi talaj geologiai adottsdgai befolyasoljdk a helyben eldallitott
¢lelmiszerek szeléntartalmat. A skandinav orszagokban példaul szelénnel sziikséges dusitani az
¢lelmiszereket és a termofoldet, a taplalkozassal bevitt szelén novelése érdekében.
Finnorszadgban az 1980-as évektdl kezddédden alkalmaznak natrium-szelenat kiegészitést a
miitragydkban, mellyel sikeresen megemelték a lakossag szelénbevitelét, a mérések kezdetekor
az atlagos vérplazma szelénszintje 0,89 pmol/l volt mely 1,40 pmol/I-re emelkedett a 2010-es
évekre (Alfthan et al., 2015). Hasonlé problémakbol kifolyolag Kinaban szelénnel fortifikalt
hagymat, kaposztat és gombat is termesztenek. Mongoliaban a hatosagok 2016-ban programot
inditottak, amelynek keretében szelénnel dusitott takarmanyt adnak a baromfiknak. Az ilyen
baromfik altal termelt tojas segithet csokkenteni a hianytiineteket a lakossag korében. Az
eurdpai orszagokban, kiilondsen az Egyesiilt Kirdlysdgban alacsony a szeléntartalma az
¢lelmiszereknek (Stoffaneller & Morse, 2015). A WHO szerint a férfiak szamara napi 40 pg, a
ndk szamara pedig 30 ug szelénmennyiség ajanlott (WHO, 2011). Az Eurdpai Unidban és az
amerikai FDA irdnyelveiben nincs konszenzusos ajanlott napi mennyiség. Egyes forrasok
szerint mindkét nem esetében napi 55 pg az ajanlott mennyiség (Stoffaneller & Morse, 2015).
Mas vizsgalatok szerint viszont naponta 70 pg is sziikséges lehet a megfelel6 szelén szint
fenntartasahoz (EFSA, 2014). Ugyanakkor napi 400 pg szelén bevitel toxikus a szervezetre és
szelenozis betegség kialakuldsahoz vezet, mely majkarosodassal jar. Az ivoviz szeléntartalma

még a szelénben gazdag geoldgiai teriileteken is 10 pg/l alatti, igy az ivovizzel bevitt szelén
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nem jatszik fontos szerepet sem a megfeleld szelénbevitel sem toxicitas kialakitasaban (WHO,

2011).

A szerves szelénmoddosulatok felszivodasa az €élelmiszerekbdl jonak mondhato (kb. 70 - 95%)).
Ezt azonban befolyasolja a kiilonféle élelmiszerek emészthetésége (Lyons et al., 2007). A
szeleno-metionin belép a normalis fehérje metabolikus utvonalba, mint metionin antagonista,
mely azonban igy nem tud SeCys-né alakulni és szelenoproteinekbe ¢épiilni. Mas
megkozelitésbol azonban a SeMet kevésbé reakcidoképes, mint a SeCys igy a sejtben
biztonsadgosabb felhalmozodast jelent, mint a megemelkedett SeCys koncentracio. A
metabolizmus kdzponti eleme a hidrogén-szelenid, mely magas szintje esetén a metilalodott
valtozataiban volatilizalhatd és a 1égzés soran tavozik a szervezetbdl, illetve a vesében
kivalasztva vizelettel iiriil (Daniels, 1996). Altalanossagban elmondhatd, hogy a ndvényi alapt
¢lelmiszerek jobban hasznosithatd formaban tartalmazzak a szelént Sszemben az allati
termékekkel, mint a husfélék és hal, a novények felveszik, és foként a gabonafélékben, SeMet-
formaba alakitjak azt (Tamadas, 2016). Az étrend nagymértékben meghatarozza milyen forrasbol
szarmazik a populdcio szelénellatasa. A legtdbbet fogyasztott szelénforrasok a gabonafélék, hus
¢s a hal (Juhaszné Toth & Csapo, 2019). A tojas és tejtermékek bar kielégitd szelénforrasnak
mindsiilnek, szamos orszagban, kultiraban nem fogyasztanak elegendé mennyiséget beldliik a
sziikséges szelénmennyiség beviteléhez. A zoldségek és gyliimdlesok szeléntartalma viszonylag
alacsony a tobbi élelmiszerfajtahoz képest, a tengeri hal jo forrasnak mindsiil. Egy 1987-ben
végzett felmérés szerint egy atlagosnak tekintett étrendben a marha-, sertés- és csirkehus, a

tojas, és a kenyér egyiittesen kiteszik a szelénbevitel 50 %-at (Schubert et al., 1987).

Az ¢élelmiszerek és takarmanyok szeléntartalma fOldrajzilag eltérd, mennyiségét erdsen
befolyasolja a lokalis talaj szelénkészlete, példaul az USA-ban termesztett gabona tobb mint 2
mg/kg szelént is tartalmazhat szaraztomegre vetitve, mig az 0j-zélandi gabona 0,11 a kinai

Sanhszi tartomanyban termesztett 0,005 mg/kg szelént tartalmazott (Combs & Combs, 1986).

A népesség ¢lelmiszerellatasa jelenleg nem szolgaltat elegendd szelént a szervezet egészséges
miikodéséhez. Igy feltételezhetd, hogy sok ember veszélyeztetett az oxidativ stresszel szemben,
amely noveli a kiilonféle kronikus betegségek kockéazatat, mit a sziv- és tiiddmegbetegedések,
illetve a daganatos betegségek. Becslések szerint csak Kinaban 400 millié embert érint az
alacsony szelénbevitel. Ennek kivédése érdekében biztositani kell az élelmiszerekkel a napi

minimum 30-40 ug szelén bevitelét (Koller & Exon, 1986).
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Az éllati termékek szelénmennyisége tiikrozi a fogyasztott takarmany Se-szintjét, mig a
talaj altalaban tiikrozi az emberi populacid Se-statuszat. Vannak olyan teriiletek, ahol a Se-
szintje a talajban nagyon alacsony (<0,05 ppm), példaul Kina, Finnorszag és Uj-Zéland egyes
részei. Ezekben a régidokban jol ismertek az allatallomany Se-hianyanak okai €s az emberi
egészségre gyakorolt hatasa (Keshan, Disease Research Group of the Chinese Academy of
talajaiban nett6 tobblet talalhatd, ahogyan azt Kanadaban, frorszagban, az USA nyugati részein,
valamint Kina, Franciaorszdg, Németorszag egyes teriiletein megfigyelték. Egyes kutatasok
arrol szamoltak be, hogy az USA-bdl szdrmazo élelmiszerek altaldban magasabb szelénszinttel
rendelkeznek, mint az ausztral vagy az Egyesiilt Kiralysagbol és Uj-Zélandbol szarmazé
¢lelmiszerek (Stoffaneller & Morse, 2015).

Az élelmiszer-fehérjetartalma fontos tényezd, amely befolyasolja a Se jelenlétét az ételekben,
mivel a kémiai hasonlosdguk miatt a Se helyettesitheti az aminosavak kéntartalmat:

szelenometionin (SeMet), szelenocisztein (SeCys) és szelenocisztationin formajaban.

A legtobb novény nem képes nagy mennyiségli Se felhalmozasra (a koncentracio ritkéan haladja
meg a 100 pg/g-ot, szaraz tdmegre vetitve). Kiillonbozé novényfajok, mint példaul a fokhagyma
(Allium sativum L.), az indiai mustar (Brassica juncea L.), a repce (Brassica napus L.) és
néhany gomba ismerten Se-akkumulalok. Képesek nagy mennyiségii Se-t (> 1000 mg Se/kg)
felvenni anélkiil, hogy az negativan érintené a termésmennyiséget. Ez elsdsorban a SeCys és
beépiilnek a fehérjékbe. Megfeleld mennyiségben fogyasztva ezek az élelmiszerek jelentds Se-
forrast jelentenek. A paradi6 vagy brazildio (Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl.) a
szelénbevitel szempontjabol érdekes élelmiszer, a talaj szelén statuszatol fliggden egyetlen
magban tobb szelén lehet, mint a napi sziikséglet (>90 pg), melyet nagy aranyban szerves,
SeMet-formaban tartalmaz (Alcdntara et al., 2022). Mindemellett a barzildioban talalhato
szelén dontéen SeMet formaban van jelen (Dernovics et al., 2007; Hariharan & Dharmaraj,
2020).

3.4.7 A szeléndusitas (fortification)

A dusitas/fortifikacio (fortification) célja a mezdgazdasagi haszonndvények ehetd vagy

crer

novelése (Csapo & Albert, 2018). A nodvénynemesités szempontjabol a szelekcio és a
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génszerkesztés eszkoztara is azt a célt szolgélja, hogy jobb, kedvezObb beltartalmi értékii
¢lelmiszereket allitsunk eld (Schiavon et al., 2020). Novénytermesztéstani megkozelitésben
azonban célzott €s preciz mikrotdpelemek miitragyazasat jelenti példaul a dinamikusan fejlodo
nanotechnologia eredményeinek hasznalataval (Shalaby et al., 2016). Az agrondmiai
fortifikalassal az alacsony szeléntartalmu teriileteken termesztett ndvények szervetlen szelénnel
dusithatok. Mas megkozelitésbol, a dusitds célja nem csak a takarmany és élelmiszerek
mikrotapelem-szintjének novelése, hanem a ndvényi stressz tolerancia, egészségi allapot
fokozasa. A szelén és mas ndvényi stressz forrasok, mint bizonyos toxinok, biostimulansok
vagy nem esszencialis elemek, kétfajta dozis-reakciot valtanak ki, alacsony dozist stimulaciot
¢s magas dozist gatlast. Ez a hormesisnek nevezett jelenség megkonnyiti a novények 0j vagy
valtozo kornyezetben valéd akklimatizalddasat, és kulcsfontossagu tényezd lehet az evolucios
folyamatokban (Poschenrieder et al., 2013). Példaul a novényfajtol fliggéen az alacsony
tényezok karos hatéasait (Garousi et al., 2017; Zhu et al., 2017). Wang és munkatarsai (2021)
levélpermetezéssel kijutatott szelén hatdsdra a ndvényi védelmi rendszer felerdsddését €s

novekedett klorofilltartalmat taldltak lucernaban. Mas tanulmany is beszamol az alacsony

crer

Kultirnovények szelén fortifikdlasara tobb moddszer alkalmazhatd, a leggyakoribbak a
levéltragyaként vald permetezés, a vetdmag szeléntartalmu oldatba aztatasa és a talaj szelén-
tragyazasa (Wang et al., 2021). A gyakorlatban sikeresen emelték mar a szelénben szegény
régiok élelmiszereinek szeléntartalmat ilyen modszerekkel (Koivistoinen & Huttunen, 1986). A
szelén felvétele, allokacidja €s eloszlasa fligg a novényfajtol, az alkalmazott forméatol (pl.:
szelenat, szelenit) és koncentracigjatol, a talajtulajdonsagoktol, a transzport fehérjéktdl és

transzlokacios mechanizmusoktol (Li et al., 2008).

A novények szelénfelvétele elsdsorban a talajban levé koncentraciotol, illetve fizikai-kémiai
formaktol fiigg. Az alapkdzet tipusa, a pH és a redoxpotencial a talajban, egyes szerves €s
szervetlen vegyiiletek jelenléte hat a szelén felvehetdségére. Ugyancsak a talajnedvesség é€s
annak sotartalma, talaj-szulfat-koncentracio, novényfajok, talajkezelési gyakorlatok, az elem
oxidacios allapota (abszorpcid), az 0Ont6zOviz jellege €és az éghajlati viszonyok mind

befolyasoljak a hozzaférhetdséget.

Annak ellenére, hogy szlik a hatar a sziikséges és toxikus szint kozott, kevés eset ismert
mezOgazdasagi eredetii (tragyazas, dusitas kovetkeztében) szelénmérgezésrol (Suzuki et al.,
1959).
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Szeléndusitott takarmanynovények (fufélék, lucerna, szildzs) hatékonyabbnak bizonyulnak a
szervetlen szelénformakkal (dltalaban szelenittel) vald takarmanykiegészitésnél. Séboussi €s
munkatarsai (2016) tejel6 tehencken végzett kisérletiikkel kimutattdk a tej és vér
szelénszintjének emelkedését szelén fortifikalt szilazs takarmanyozasakor. Mas tanulmanyban
szelén fortifikalt lucernaszénaval javitani sikeriilt szarvasmarha borjak szelénbevitelét, mely
pozitiv hatdssal volt az allatok vakcindciora adott immunvalaszara, sulygyarapodasara és

csokkentette az elhullast (Hall et al., 2013).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 Kisérleti beallitasok

A kisérletek soran szelenat (SeVI), szelenit (SelV) és voros elemiszelén-szol (Se0) kezeléseket
végeztiink tenyészedényes és szabadfoldi kisparcellds lucernakultiraban. Mindkét beallitashoz
a Debreceni Egyetem Bemutatokertjének (koordinatdk: 47°33'01.5"N 21°36'05.2"E)
mészlepedékes csernozjom talajat hasznaltuk. A kisérleti talaj kémiai €s fizikai paramétereit a

2. tdblazat foglalja Ossze.

2. tablazat: A tenyészedényes és szabadfoldi kisérletek soran hasznalt mészlepedékes

csernozjom talaj néhdny fizikai és kémiai tulajdonséaga.

Tulajdonsag Erték
Elektromos vezetoképesség (ECe, dS/m) 0.48 £ 0,01

(vizzel telitett talajpép)

pH (1:2.5 talaj:desztillalt viz szuszpenzioban) 7,78 £0.03
Telitettség % (ml Hy0)/ 100 g talaj) 36,0 £1,62
18,69 + 0,14

szervesanyagtartalom (g/kg)

Teljes makro- és mikroelem tartalom (mg/kg)

N 0,155 £0,008
P 2020 + 140
K 5860 240
Na 177 £ 21

Ca 17100 £ 500
Mg 5160 £120
g 220 £ 5.6
Fe 19500 £ 600
Mn 599 + 12

7n 65,6 £2.1

B 16,5 £ 1,25
Cu 18,6 £ 2,07
Mo nd

Ba 11572
Cr 37,9 £1,55
Al 18800 £ 500
Co 8,46 £ 0,97
Ni 243 1,5
Pb 11,8 £ 09
As 3,96 £0,15
Se 0,315 £0,04
Sr 5841 1.8
cd nd

nd= nem detektalt
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A kezelésekhez szeléntartalomra vonatkoztatva natrium-szelenatbol (VWR International Kft.,
USA) ¢és natrium-szelenitb6l (VWR International Kft., USA) készitettiink desztillalt vizzel
torzsoldatokat, melyeket megfeleld koncentraciora higitva az ontdzdvizzel juttattunk ki. A
kémiai Gton szintetizalt vords elemiszelén-szolt, szeléntartalom mérést kdvetden a sziikséges
koncentraciora higitottuk. A szintézis koriilményeit és a voros elemiszelén-szol karakterizalasat
a 4.4. alfejezet tartalmazza. A tenyészedényes és szabadfoldi beallitasnal alkalmazott

koncentraciokat az 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat: A tenyészedényes és szabadfoldi kisérletekben alkalmazott koncentracidok

natrium-szelenatbdl (Se(VI), natrium-szelenitbdl (SelV) és a vords elemi szelén szolbdl Se(0).

tenyészedényes kisérlet

voros

, kontroll natrium-szelenat natrium-szelenit  elemiszelén-szol
szelénforma 5 Se(VI) Se(IV) Se(0)
1 1 -
kijuttatott
menn Jilslé a((1)11 /kg) 0 10 . .
yiseg (mg/kg 50 50 50

szabadfoldi kisérlet

vOrds

. kontroll natrium-szelenat natrium-szelenit  elemiszelén-szol
szelénforma o Se(VI) Se(1V) Se(0)
Kijuttatott 0 5 5 50
mennyiség (mg/m’) 50 50 100

A ndvénynevelés sordn fenoldgiai és biomassza adatokat rogzitettiink. Mindkét termesztésbol
szarmazo friss lucernat zold biofinomitassal feldolgoztuk és beltartalmi, analitikai

vizsgalatokkal jellemeztiik, melyeknek részletes leirasat a kovetkezo alfejezetek tartalmazzak.

4.1.1 Tenyészedényes lucerna kisérlet, szelénkezelések és a mintavétel (betakaritas) modja
A tenyészedényes lucerna kisérlethez 2018 februarjaban gytjtottiink feltalajt (0-25 cm) a
Debreceni Egyetem Bemutatokertjébdl (a kisérleti talaj fizikai, kémiai tulajdonsagait a 2.
tablazat tartalmazza). A talajt acél ndvényneveld asztalokon szétteritve 1€gszarazra szaritottuk,
a nagyobb rogoket apritottuk és atszitaltuk (@ < 4mm) a durva mechanikai heterogén anyagok
eltavolitasa érdekében. A homogenizalt talajt zart, fekete polietilén foliakonténerekbe toltottiik
(2 x 80 x 350 mme-es (9 1)), 8 kg-ot konténerenként. 2018 marcius 12-én végeztiik a magvetést
"Tapidszelei 1’ lucerna fajtaval (Medicago sativa L. var. *Tapioszelei 1°), 0,5 g vetémagot
szortunk minden konténerbe, melyeket a vetést kovetden annyi csapvizzel ontdztiink meg, hogy
megorizziik a talaj idedlis 70:30=viz:levegd térfogatszazalék megoszlasat. A novényeket nyitott
foliasatorban neveltiik a teljes vegetacids periddus alatt. A sziikséges 0ntdzéviz mennyiségét

tomegméréssel allapitottuk meg, melyet rendszeresen potoltunk fokozott figyelemmel az
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elcsorgas elkertilésére. Az ontdzéshez csapvizet hasznaltunk és a talaj viztelitettségét 75% koriil

tartottuk, talaj-visszaméréssel ellendrizve.

A magvetést kovetd 9. héten, 2018.05.17-én egy alkalommal végeztiik a szelénkezeléseket. A
lucerna ndvények ekkor fiatal, 5-10 leveles fenologiai allapotban voltak (7. abra). A kezeléshez
melyet egyenletesen juttattunk ki a kisérleti talaj felszinére, ligyelve annak viztarto képességére
(360 ml/kg talaj). A voros elemi szelénkezelést a 8. dbra szemlélteti. A tenyészedényes
kisérletben alkalmazott szelénformakat és toménységiiket az 3. tablazat foglalja 6ssze. Az 50
mg/kg Se(VI) kezelés esetén a novények toxikus klorozis tiineteit mutattak (Kolbert et al.,
2019) és par napon beliil elpusztultak, igy tovabbi vizsgalatokat nem végeztiink ezzel a

kezeléssel (7. abra).
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7. abra: Szelénnel kezelt tenyészedényes lucernandvények 5 nappal a talajkezelés utan. A
szovegbuborékokban a szam a kezelés koncentracidjat jelzi mg/kg-ban kifejezve (5,10 és 50).
Az Se(0) vords elemi szelén, az Se(IV) szelenat, az Se(IV) szelenitkezelést jelol. A kontroll

ndvények nem kaptak szelénkezelést.

SN
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8. abra: Voros elemiszelén-szol (Se0) kezelés tenyészedényes lucernandvények talajan 2018.

majus 17-én.
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A kezelést kovetOen, a kisérlet végéig csapvizzel ontdztiink, tapanyag utdnpotlast, mitragyazast
nem végeztiink. Az elsé betakaritdst 2018. junius 5-6-dn, a madasodikat julius 4-5-én, a

harmadikat julius 31-én és az utols6, negyedik betakaritast augusztus 30-an végeztiik.

A betakaritdsok alkalmaval morfologiai vizsgalatokat végeztiink, vizsgaltuk a hajtasok

szarazanyagtartalmat, hosszat és az izk6zok szamat.

4.1.2 Szabadfoldi lucernatermesztés kisérleti beallitasai és az alkalmazott szelénkezelések
A tenyészedényes kisérletek tapasztalatainak figyelembevételével 2019-ben kisparcellas
lucerna kisérletet allitottunk be, a szeléndusitas lucerna zo1ld biofinomitasra gyakorolt hatasanak
feltarasara. A szabadfoldi  kisérletet a  Debreceni Egyetem  Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudoméanyi és Koryezetgazdalkoddsi Kar Bemutatokertjében végeztik. A
kisérletben a tenyészedényes vizsgalatoknal hasznalt *Tapidszelei-1’ lucerna fajtat hasznaltuk.
A Kkisérleti teriilet talajtani tulajdonsagai megegyeztek a tenyészedényes vizsgalatokhoz
hasznalt talajéval (2. tablazat). A kisérleti parcelldkat 3,2 x 1,4 m teriiletiinek valasztottuk, a
parcellak kozotti 30 cm-es elvalasztd savokat fekete foliaval takartuk le (9. abra). Az egyforma
méretii parcellak egy sorban helyezkedtek el, a szelénkezeléseket random block design szerint,
3 ismétlésben alkalmaztuk. A talajelokészitést és magvetést kézzel végeztiik. Mikroszorofejes
ontozoérendszert telepitettiink a kisérleti teriiletre és az id6jarasi koriilményekhez igazodva
hetente 2-3 alkalommal ontoztiik a névényallomanyt. Harom betakaritast végeztiink a
szelénkezelések utan, 2019. jalius 1-én, jalius 31-én és augusztus 26-an az Ujrahajtast

figyelembe véve.

21.

20.

19; > 365m

4,48 m?/ parcella

9. abra: Szabadfoldi kisparcellas lucerna szelénkezelés kisérleti beallitasai 2019-ben.

A z0ld lucernat a ndvénytermesztési gyakorlatnak megfeleléen, z6ldbimbos-allapotban

takaritottuk be. A kézi betakaritas soran minden parcellarél 6sszegytijtottiik és lemértiik a friss
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z0ld biomassza tomegét +5 g pontossagu digitalis mérlegen (PCE-PB 60N, PCE Kft.,
Németorszag), parcellanként 1 kg z6ld lucernat pedig miianyag zsakokba szedtiink és a

laboratoriumba szallitottuk, ahol megkezdtiik a feldolgozéasat zold frakcionalassal.

A tenyészedényes kisérletben tapasztalt nagy szelén koncentraciok ismeretében a szabadfoldi
beallitasnal kisebb koncentraciokat valasztottunk az ionos szelén-formak, a (Se(VI) és Se(IV))
esetében. A kezeléseket egy alkalommal végeztiik el, amikor a kikelt névények 5-10 leveles
fenologiai allapotban voltak. Natrium-szelenatbol és natrium-szelenitbdl 5 és 50 mg/m?
koncentraciokban juttattuk ki. A talajkezeléseket kézi permetezd segitségével (10. éabra),
egyenletesen oszlattuk el a parcellakon, minden kezelésbol és kontrollbdl 3 ismétlést allitottunk
be.

10. dbra: Vo6ros elemi szelén szol higitasa és kézi permetezOkbe adagolésa.

4.4 A voros elemi szelénszol eloallitasa és karakterizalasa

A kisérletes 0sszehasonlitasban alkalmazott nanométerti voros elemi szelénrészecskéket kémiai

crer

crer

natrium-dodecil-szulfatot adtunk az oldathoz a képzddo6 vords elemi szelén aggregalodasanak
megeldzése érdekében. A reakcidelegyet tovabbi 3 6rdn keresztiil kevertettiikk, mig az oldat
szine stabilan vordsre valtott a képz6do elemi szelénrészecskék miatt. Ezt kovetden a keletkezo

szol térfogatat 1 l-re egészitettiik ki Milli-Q vizzel (Millipore Kft., Franciaorszag) és 10000
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RPM-en centrifugéltuk. A pelletben Gsszegylilt voros elemi szelénrészecskéket vizben ujra
szuszpendaltuk és ultrahangos kezeléssel diszpergaltuk (Sonics VCX 750, Sonics & Materials
Rt. USA). Az igy elkészitett szuszpenziods Szol szeléntartalmat ICP-OES (Vista-Pro, Varian Rt.
USA) segitségével hataroztuk meg. A szintézis soran lejatszodoé reakcio:

HO
2 Hg

HO. ~ 9]
SeO2 +2H"+ 2 “\S_f S 2

HO OH

+ Se + 3H20

Az eljaras lényege, hogy az aszkorbinsav dehidroaszkorbinsavva oxidalédik mikdzben voros

elemi szelénné (Se) redukdlja az oldatban 1év6 szelenit ionokat (SeO3>").

A kémiailag szintetizalt voros elemi szelénrészecskék karakterizalasara, alak és méret szerinti
jellemzésére Thermo Scientific Scios 2 DualBeam pasztazé elektronmikroszkopot (Waltham,
MA USA) alkalmaztunk. A késziiléket STEM (Scaning Transmission Electron Microscopy)
tizemmodban, STEM 3+ transzmisszids detektorral és 30 keV gyorsitofesziiltségen hasznaltuk.
A mintael6készitésben a vords elemi szelénszolt amorf szénnel bevont rézracsra (d=3mm)
vittiik fel. A gdmb alakt elemi szelénrészecskék mérettartomanya 60-150 nm kdzott valtozott
(11. abra/A). A részecskék elemi Osszetételét SEM (Scanning Electron Microscope)
technikaval, EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) detektorral igazoltuk (11. abra/B). A

szelén mellett talalhatd elemek a mintatartobol szarmaztak.
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11. abra: A: kémiai uton szintetizalt elemi szelénrészecskék pasztazéd elektronmikroszkopos

felvétele. B: az elemi szelénrészecskék kémiai dsszetétele (Kovdcs et al., 2021a).
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4.5 Zo6ld biomassza betakaritas és feldolgozasa a tenyészedényes és kisparcellas kisérletbol
A tenyészedényes kisérletbdl a vegetacios iddszak soran 4 betakaritast végeztiink
hozzavetdlegesen 30 napos eltérésekkel. Az elsd betakaritast a szelénkezeléstdl szamitott 39.
napon végeztilkk, a termesztési gyakorlatnak megfeleléen zo6ldbimbos-allapotban, a
betakaritdsok alkalméaval a teljes leveles szdrat levagtuk. A levagott lucernahajtasbol
tenyészedényenként 10 4tlagos egyedet levél és szar részekre valasztottunk szét és ugy

értékeltiik, a tobbit (400-600 g) zold frakcionalassal feldolgoztuk.

A kisparcellas kisérletbdl a lucernabetakaritasokat minden mintavétel esetén a reggeli 6rakban
végeztiik megakadalyozva a napsugarzas és meleg miatti hervadast, illetve kihasznalva a
reggeli 0rakban a hajtdsok megnovekedett turgorat. Kézi betakaritas soran a teljes leveles szarat
levagtuk, 5-10 cm-es szarrészt hagyva a ndvények uUjrahajtasahoz. A levagott hajtasokat
milanyag zsakokba gytijtve 10 percen beliil a laboratériumba széllitottuk, ahol a feldolgozésig
hiitészekrényben 4 °C fokon taroltuk. A szabadfoldi kisérlet soran zo6ld frakcionalashoz
szelénkezelésenként haromszor 1 kg friss z61d biomasszat mértiink ki £1 g pontossagu mérleg

segitségével (PCE-PB 60N, PCE Kft., Németorszag).

A z06ld biofinomitas alaplépéseit kovetve dolgoztuk fel a zold biomasszat, melynek folyamatat

a 12. dbra mutatja.

z6ld frakciondlas
ikercsigas présgéppel

e st

Hékoagulacio mikrohullammal

Sziires

Barnalé

12. abra: A z6ld biofinomitas folyamatabraja.
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A z06ld frakcionalds technologiaja alapjaiban szabja meg a feldolgozasi folyamat végén
keletkezd termékek mindségi és mennyiségi tulajdonsagait. Kisérleteink soran a nemzetkozi
szakirodalomban leirt és sz¢les korben alkalmazott ikercsigas présgépet hasznaltunk. A présgép
(Angel Juicer 5500, AngelCo., Dél-Korea) segitségével a teljes leveles szarat kipréseltiik és
mianyag edényekbe gyiijtottiik a keletkezO préslevet (zoldlé) és présmaradvanyt (rost) (13.
abra). Az Angel 5500 présgép 82 RPM fordulatszama talmelegedés nélkiil, kiméletesen és jo

hatékonysaggal alkalmazhat6 friss z61d biomassza frakcionaldséra.

13. abra: Angel Juicer 5500, ikercsigas présgép miikodés kozben. A gép paraméterei: 263 x
488 x 194 mm, 150 W teljesitmény, 42 mm t6ltényilés, 82 fordulat/perc.

A folyamat végén feljegyeztiik a két frakcio (z61d1é és rost) friss tomegét 1 g pontossaggal. A
rostfrakciobol tdramérlegen 100 g-ot milanyagedénybe mértiink, €s azonnal —20 °C fokon
lefagyasztottuk. Az 1 kg zold biomasszabol keletkezd zoldlében 1évd fehérjéket
szabadalmaztatott mikrohulldmt hdkozlésen alapuld technikdval koagulaltuk, 80+2 °C
hémérsékletet elérve (Fdri & Domokos-Szabolcsy, 2018). Digitalis héméré (TFA 30.1058.02,
TFA Kft., Németorszag) segitségével ellendriztiik a mintdk homérsekletét a kicsapas soran, a
hdkiegyenlitédés érdekében milanyag keverdbottal dvatosan dsszekevertiik a kicsapod6 makro-
koagulumokat. A folyamat végére a zoldlé jol lathatod szerkezeti valtozdson ment keresztiil. A
kicsapodott soOtétzold szinli levélfehérje koncentratum (LFK) a sarga szinli, atlatszo

folyadékban (barnalé) lebeg (14. 4bra).

A két frakciot pamutbol késziilt vaszonanyagon torténd sziiréssel valasztottuk el egymastol (12,
¢és 14. abra). A mennyiségi adatok feljegyzése utan az LFK-t lefagyasztottuk. Mellette azonban
nativ forméaban hagytunk kipréselt zoldlevet is az dsszevethetdség miatt. A feldolgozas soran

keletkezett zoldlé, rost és LFK frakciokat liofilizalassal (Alpha 1-4 LSC basic, Martin Christ
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Rt., Németorszag) szaritottuk ¢és kavédaralo segitségével leporitva homogenizaltuk. Az igy
készitett mintdkat simitdézaras miianyagzacskokban, —20 °C fokon taroltuk a mérésekhez. A

barnalé frakciot fagyasztva taroltuk és folyadék formaban hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

barnalé | =

-

Kipréselt zold lucerna Hokoagulacié utin LFK és barnalé elvalasztasa sziiréssel

14. abra: A z06ld biofinomitas folyamata képekben, a folyamat végén keletkez6 frakciokkal,

rost, levélfehérje-koncentratum (LFK) és barnalé.

A z0ldl¢é frakcionak meghataroztuk a pH-értékét digitalis pH-mérével (Mettler Toledo S20
Seven Easy, Svajc) és oldott szdrazanyag-tartalmat kézi refraktométerrel. A barnalé-frakciot

pH- és vizoldhat6 szarazanyagtartalom-mérést kovetden lefagyasztottuk.

4.6 Teljes szeléntartalom meghatarozas
A komplex novényi mintdk teljes szeléntartalmanak meghatarozasdhoz salétromsavas
roncsolast végeztiink Sztrik, illetve Kovacs és munkatarsai (Kovdcs et al., 2000; Sztrik, 2016)

altal leirt modszerek kombinéciojaval.

A roncsolast Velp nyitott roncsoloblokkban (Cole-Parmer BH-250, VELP Kft., Olaszorszag)
végeztikk. A liofilizalt, poritott mintat (200 mg) 3 ml tomény salétromsavban (65 (m/m) %
HNOs3) 1 oran keresztil 120 °C fokon Kjeldahl-csévekben forraltunk. A mintdk
szobahémérsékletre hiilése utan 2 ml hidrogén-peroxidot (35% H20>) adtunk és 150 °C fokra
melegitettiik tovabbi 1 6rdra. Ismét hiilni hagytuk a mintdkat majd a szelenat szelenitté
redukalasa és a salétromsav redukélasa érdekében 20 ml 6M HCl-ot adtunk hozzéjuk és tovabbi
1 6ran at 100 °C fokon forraltuk. Kihtilést kovetden szlir6papiron (retencid: 15 pm) lesziirtiik
a roncsolatokat. A mintael6készités végén Milli-Q vizzel 50 ml-re egészitettiik ki a mintak

térfogatat. A savas roncsolatokbol hataroztuk meg a minték teljes szeléntartalmat.
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A szelén fortifikalt és frakcionalt novényi mintdk teljes szeléntartalmat hidridgeneralo-
atomfluoreszcens spektrométerrel (HG-AFS) allapitottuk meg. A méréshez PSA 10.055
Millenium Excalibur (PS Analytical Ltd., Egyesiilt Kiralysag) miiszert és PSA M0255022
Millenium szoftvert hasznaltunk. A savas roncsolatok szelenittartalmat natrium-borohidrid

(NaBHa) segitségével hidrogén szeleniddé (H2Se) redukaljuk a kovetkezo reakcid szerint:
4H,Se03+3BH4 +3H"— 3H3B03+3H20+4H,Se

A szelénessav (H2SeOzs) hidrogénszeleniddé (H2Se) redukalasahoz 0,1 M-os NaOH és 1,4
(m/V) % natrium-borohidrid (mindig frissen készitett) oldatat hasznaltuk. A keletkez6 HoSe
gazt argon vivogaz folyamatos, 15 I/perc sebességii aramoltatasaval oblitettiik ki a gaz folyadék
elvalasztoedénybdl. A feleslegben maradt borohidrid ionokbdl (BHs4 ) savas kozegben
hidrogéngéz (H2) keletkezik. Egy higroszkopos szaritomembranon (Perma Pure) athaladva
kisziirtiik a vizgézt a gazelegybdl, majd ezt kdvetden az argon-hidrogén diffuzios langban
elégve atomizalodik a minta szeléntartalma (lrizarry et al., 2001). Az iiregkatéd lampabol
érkezd, langra fokuszalt, monokromatikus fény gerjeszti a szelént, mely fluoreszcens fényt
bocsajt ki. A lampa fényére merdlegesen elhelyezett sziiré 200+10 nm tartomanya, mely lefedi
a gerjesztett szelén 3 legfontosabb fluoreszcens savjat (196,02; 203,98 és 206,28 nm), ezen
keresztiil jutnak a fotonok a fotoelektron-sokszorozo detektorba. A mérésekhez natrium-

crer

mintakat harom ismétlésben mértiik le.

4.7 Szelénspeciacio mérések

A szelénfortifikalt lucernafrakciok specidcid-analitikai vizsgélataihoz vizes ¢és enzimes
kivonatokat készitettiink Dernovics és munkatarsai szerint (2002). A vizsgalatokat azokbdl a
lucernalevél-, -szar-, LFK-, rost- és barnalé-mintakbol végeztiik, melyek a legnagyobb
szelénddzist kaptak a harom szelénformabol, a 10Se(VI), 50Se(1V) és az 50Se(0) kezelések. A
liofilizalt és poritott mintakbol 0,200 g-ot 15 ml-es Falcon csdvekbe mértiink és 9 ml Milli-Q
vizet adtunk hozza. Barnalé mintdk esetében 1 ml mintdhoz 9 ml vizet adtunk. A cs6veket 10
percig ultrahangos vizflirddbe helyeztiikk szobahdmérsékleten. A kivonatokat az ultrahangos
feltaras utan 9000 g-n 10 percig centrifugaltuk, és a feliiluszokat ) Falcon csévekbe gytiijtottiik,
ezeket a mintakat vizes kivonatokként hasznaltuk tovabb. Dithiotreitolt (DTT) adtunk a vizes
kivonatokhoz ugy, hogy a DTT végkoncentracidja 0,01%-os legyen. A DTT redukalo
tulajdonsaga védi a szerves €s szervetlen szelénformakat az oxidaciotol. A centrifugélas utdn

maradt pelletbdl készitettlik az enzimes kivonatokat. Ennek sordn 40 mg Protease XIV enzimet
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(Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) 9 ml 100 mM-o0s TRIS (pH=8) pufferben oldottunk
fel mintanként. Az igy eldkészitett mintakat 37 °C fokos vizfirdoben egy ¢jszakan at
horizontéalis razatds mellett inkubdaltuk. Mdésnap reggel ellendriztikk a mintdk pH-jat és
sziikséges esetben 0,1 M-0s HCI vagy 0,1 M-0s KOH segitségével pH=8-ra allitottuk vissza.
Minden mintdhoz ujabb adag 40 mg Protease XIV enzimet adtunk 1 ml TRIS pufferben (pH=8)
oldva, majd tovabbi 6 6ran at inkubaltuk 37 °C-on razatva. Az enzimes feltaras végén 9000 g
fordulaton 10 percig centrifugdltuk a mintdkat és a feliiliszokat tiszta Falcon csdvekbe
gyljtottik. Az enzimes kivonatokhoz is DTT-t adtunk 0,01%-os végkoncentracioban. Az
enzimes feltaras sikerességét SELM-1 szelénfortifikalt éleszté (National Research Council of
Canada (NRC - CNRC), Kanada) CRM tanusitott referenciaanyag vizsgalataval allapitottuk
meg. A referenciaanyagot a mintakkal parhuzamosan enzimesen tartuk fel és mértiik. A vizes
¢s enzimes kivonatokat is —80 °C-on taroltuk a speciacié mérésekig. A mérés el6tt a kivonatokat

0,22 pm poérusméretli PTFE egyszer hasznalatos fecskenddszlirdn sziirtiik at, majd injektaltuk.

A szelén species-ek elvalasztasat és mérését anion cseréld, kapcsolt kromatografias rendszerben
végeztiik. Nagynyomasu folyadék kromatograf-induktiv csatoldsu plazma témegspektrométer
rendszerben (HPLC-ICP-MS) egy Rheodyne kézi injektorral felszerelt Thermo Spectra System
P4000 HPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kapcsolodott egy Thermo
Scientific X-Series Il ICP-MS tomegspektrométerhez, mellyel a 78 és 80 tomegszamu szelén
izotopokat detektaltuk. A masodlagos fragmentacidé érdekében Hz:He =7%:93% aranyu
itkoztetd gazt hasznaltunk 6 ml/perc dramléssal. A kromatografias elvalasztast egy Hamilton
PRP-X100 SAX (250 mm x 4.1 mm x 10 pm; Hamilton, Reno, NV) kolonnén végeztiik 1,9
ml/perc aramlasi sebességgel és gradiens elucioval. Az alkalmazott gradiens profilt a 4. tablazat

foglalja Ossze.

4. tablazat: Gradiens elucio a szelén-speciacido mérések soran

Mozgé fazis
Id6 (perc) A: 10 mM ammonium-acetat | B: 300 mM ammonium-acetat
0-8,5 15% 85%
8,5-8,6 100% 0%
8,6-11,5 100% 0%
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4.8 Nyersfehérje-meghatarozas

A szeléndusitott lucernamintak nyersfehérje-tartalmat Kjeldahl-modszerrel hataroztuk meg. A
mérések akkreditalt kortilmények kozott MSZ EN ISO 5983-2:2009 szamu szabvany szerint
torténtek. Kjedahl roncsoldcsovekbe 1 g liofilizalt, poritott szilard mintat vagy annak megfeleld
mennyiségli folyékony barnalevet mértiink, melyhez 15 ml tdmény kénsavat adtunk. Tecator
Digestion blokkroncsoloban 420 °C fokon 1,5 6ran keresztiil tortént a mintak roncsolasa. A
reakcio végére a mintdk teljes nitrogéntartalma ammonium-szulfatta alakult. Az ammoniat
el. A feleslegben maradt borsav mennyiségét sav-bézis titralassal hatarozzak meg. igy a titralas
soran a fogyas ¢és kénsav, borsav mennyiségének ismerete alapjan kiszamithaté a nitrogén
mennyisége a mintdban. A nyersfehérje-tartalmat egy eldzetesen megallapitott konverzios

faktorral vald szorzéssal kapjuk a nitrogén tartalombol, a kovetkezd egyenlet alapjan:
Nyersfehérje-tartalom (%) = N tartalom (%) x 5,6

4.9 Aminosavosszetétel-meghatarozas

A fehérjealkotdé aminosavak mérése az MSZ EN ISO 13903:2005 szamu szabvany szerint
tortént. A mintael6készités soran savas kozegben hidrolizaljuk a minta fehérjetartalmat. Ehhez
25 mg nitrogéntartalomnak megfeleld mennyiségii mintat mériink a hidrolizal6 edénybe. A
mintahoz 6 M HCI-t adunk, inert N> gazzal atoblitjiik az edény belsejét és 1égmentesen lezarjuk.
24 ¢6ran keresztiil 110+1 °C hémérsékleten szaritdoszekrényben hidrolizaljuk a mintdkat. A
hidrolizis végén leszlirjiik és vakuumdesztillalo késziilékkel eltavolitjuk a feleslegben maradt
savat, kozben bidesztillalt vizzel mossuk, a folyamat végére szirupszerii allagiiva valik a minta.

A mintdkat milanyag centrifugacsovekbe mossuk és citrat pufferben feloldjuk (pH=2).

Az aminosavak elvalasztasahoz INGOS AAAS500 (Ingos Rt., Csehorszag) aminosav-analizatort
hasznaltunk. Az ioncserés kromatografia soran pH-gradienst alkalmaztunk, a komponenseket
kolonna utani szarmazékképzéssel tettiik detektalhatova. A ninhidrinnel képzett szines terméket

440/570 nm-en mértiik.

410 Osszes fenoloskomponens-tartalom és fitonutriensek kvalitativ, kvantitativ
meghatarozasa

4.10.1 Osszes fenoloskomponens-tartalom meghatarozas

Az Osszes fenolos komponensek meghatarozasdt Folin—Ciocalteu-modszer szerint
spektrofotometriasan hataroztuk meg (Singleton & Rossi, 1965). A meghatarozas alapja, hogy

a foszfomolibdén savban levé sarga szinti Mo(VI) ionok az antioxidansok hatasara kék szinli
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Mo(V)-té redukaldédnak. A szaritott poritott mintakbol metanolos vizes kivonatokat
készitettiink, 20 mg szilard mintahoz 1,5 ml 70 (V/V) %-0s metanolt adtunk, és 30 percre
ultrahangos vizfiirdobe helyeztiik. Az igy készitett kivonatokat centrifugdlassal tilepitettiik és a

feliiluszot, kivonatot hasznaltuk a mérések soran.

A reakcidelegyet félkémcsében allitottuk 0ssze, melyhez 1250 ul Folin—Ciocalteu reagenst
(torzsoldatbol 10-szeresére higitott), 200 ul 70 (V/V) %-0s metanolt, 50 ul kivonatot és 1000
ul Na;COs oldatot (15 (m/V)%) hasznaltunk. Az oldatok dsszemérését kovetden 5 percre 50
°C fokos vizfiirdobe helyeztiikk a kémcsoveket. A mintdk abszorbancidjat 760 nm-en mértiik
spektrofotométerrel. A modszerhez galluszsav-standardot hasznaltunk és az eredményeket
galluszsavegyenértékben (GAE) allapitottuk meg. A mintdk 0Gsszes  fenolos

komponenstartalmat mg GAE/g szdrazanyagra vonatkoztatott mértékegységben értékeltiik.

4.10.2 Fitonutriensek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasa

A fitonutriens-komponensek vizsgalatahoz vizes, metanolos kivonatokat készitettiink
(viz:metanol=30:70) a lifolizalt, poritott mintakbol és a folyadék barnalevekbdl. 1 g mintat 100
ml metanolos vizben extrahaltunk, a keveréket 150 fordulat/perc fordulattal orbitalis
razoasztalon kevertettiik sotétben, 2 6rdn keresztiil, szobahdmérsékleten. A Kkivonatokat

fecskenddsziirovel (PTFE, 0,22 pm) leszirtiik és -20 °C fokon taroltuk a mérésekig.

A vizsgalatokat UHPLC-ESI-MS analitikai rendszeren végeztik. A kromatografias
elvalasztashoz egy Dionex Ultimate 3000RS UHPLC-t (Thermo Fisher Scientific Ltd., USA)
hasznaltunk, Thermo Accucore C18 analitikai oszloppal (2,1 mm x 100 mm, 2,6 pum
részecskeméret). Az elvéalasztas sordn gradiens eliciot végeztiink metanol és viz eluensekkel,
0,2 ml/perc aramlasi sebesség mellett. A kromatografias rendszer egy electrospray ionizacioval
ellatott Thermo Q Exactive Orbitrap hibrid tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific
Ltd., USA) volt 6sszekapcsolva. Az ismeretlen mintdk extraktumait pozitiv és negativ
ionizacios lizemmodban elemeztiik. A retencios id6 és fragmentaciés mintazat alapjan Thermo
Trace Finder 2.1 szoftver segitségével elemeztiik és azonositottuk a komponenseket. A talalatok
megerdsitése érdekében az eredményeket sajat gyljtésii €s online adatbazisokkal is
Osszevetettik. A mennyiségi meghatarozasokhoz kiilsé kalibraciot végeztiink. A

kromatogramokat manualisan a Thermo Xcalibur 4.0 szoftver segitségével értékeltiik ki.

A kvantitativ meghatarozasokhoz apigenin (> 95,0%), apigenin-7-O-gliikuronid (els6dleges
referencia standard), luteolin (> 98%), kvercetin (> 95,0%), izokvercitrin (analitikai standard),

naringenin (> 95,0%), likviritigenin (> 97%), medikagénsav (Phyproof referenciaanyag)
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vegylileteket szereztink be a kvalitativ elvalasztas eredményeinek ismeretében. Minden

standardot a Sigma-Aldrich (Darmstadt, Németorszag) cégtdl szereztiink be.

4.11 Statisztikai értékelés és abravizualizacio

Az adatelemzést a Microsoft Excel 2016 és az IBM SPSS 25.0 szoftverekkel (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) végeztem. KéttényezOs varianciaanalizissel vizsgaltam a szelénkezelések
¢s a betakaritasok kozotti kiilonbségeket. Az atlagok vizsgalata post-hoc teszttel (Tukey-teszt)
tortént, a szignifikans kiilonbségeket a p <0,05 szinten fogadtam el. Az adatokat atlag + szoras
formajaban abrazoltam. Diagramok ¢s tablazatok szerkesztéséhez Microsoft 365 Excel
szoftvert hasznaltam. A Sankey-diagramok (energiafolyam-diagram) szerkesztéséhez nyitott
forraskodu, online SankeyMATIC programot (készit6: Steve Bogart) hasznaltam.
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5. EREDMENYEK

A kiilonb6z6 mérések kiértékelésében eldészor mindig a tenyészedényes kisérlet eredményeit

mutatom be, ezt kdvetden pedig a szabadfoldi kisérlet eredményeit ismertetem.

5.1 Szeléndusitott tenyészedényes lucernanovények jellemzése

A 2018-ban végzett tenyészedényes lucerna kisérletben a szelénkezelést kovetden 4
alkalommal takaritottuk be, a friss zold biomasszat és zold frakcionélassal feldolgoztuk. Az
elsé betakaritas junius elején tortént, zoldbimbos-allapotban. A tovabbi betakaritasok pedig 4
hetente, az ujrahajtas litemének fiiggvényében végeztikk. Mind a 4 betakaritds alkalméval

morfoldgiai és mennyiségi méréseket is végeztiink a betakaritott hajtasokon.

A kontroll, kezelést nem kapott novények atlagosan 510+111 g friss biomasszat teremtek a
négy betakaritds sordn. A legtobb biomasszat mindig a kontroll tenyészedényekbdl tudtuk
begytjteni. A legkevesebb, 196£19 g zold biomassza az 50Se(IV) kezelt novényekbol
szarmazott a 4 betakaritas soran. A betakaritasokat dsszehasonlitva, a legkevesebb biomassza,
299+69 g az els6 mintavételkor, a legtobb, 445+140 g a harmadik mintavételkor volt
betakarithato. A 10Se(IV), 10, 50(SeVI); 10, 50 Se0 kezelések biomasszaja fele, kétharmada a

kontroll novényeknek.

Szelenatforma esetében az 50 mg/kg Se annyira toxikus volt, hogy a névények a kezelést kovetd
néhany napon belill elpusztultak. A 10 mg/kg Se(VI) is negativan befolyasolta a novények
fejlodését. Az 1. és 2. betakaritds alkalmaval szignifikdnsan alacsonyabb hajtashosszt
(29,843,5 és 29,845,0 cm) mértiink. A 3. és 4. betakaritaskor viszont mar kevésbé érvényesiilt
a 10 mg/kg Se(VI) kezelés negativ hatdsa a hajtashosszra (5. tablazat). A csokkend
szignifikansan (39,5+6,1%°). Az 1 mg/kg Se(VI)-kezelés serkentd hatasat tapasztaltuk, a
kontrollhoz hasonl6, vagy annal szignifikansan nagyobb novekedést értek el a regeneral6do

hajtasok a négy betakaritast figyelembe véve (5. tablazat).

A kezeléseket figyelmen kiviil hagyva, a betakaritasok atlagat tekintve, az els6 betakaritas
alkalmaval mértiik a legrovidebb hajtashossz értékeket (atlagosan 35,5 cm), ezt kovetden pedig
novekedett a hajtdsok hossza, a harmadik betakaritasnal 48,2 cm-es magassagot értek el a

novények.
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A kijuttatott koncentracié fiiggvényében az exogén szelénkezelés szignifikans hatast gyakorolt
a lucernandvények hajtashosszara, ahogy ezt korabbi tanulmanyok alkalmaval is megfigyelték

(Mikkeisen et al., 1987; Motesharezadeh et al., 2020).

5. tablazat: A tenyészedényes kisérletben mért hajtasok hossza (cm) és szaraz tomege (g
betakaritasbol, az adatok atlagértékek (atlag+ szoras (n= 10). Oszlopokon beliil,
betakaritasonként a kiilonbozo betlikkel jelolt atlagok kozott szignifikans kiillonbség

mutathato ki (p <0,05). (Kovdcs et al., 2021a)

Hajtashossz (cm)

Betakaritas 1. 2. 3. 4,

Kontroll 38.944.82 3224329 41.4+52°  459+6.4°
1Se(VI) 39.047.0°  47.6+5.5° 51.549.4%  44.5+53%
10Se(VI) 29.8+3.5°  29.8+5.0%  45.8+52°  39.546.1%
1Se(IV) 34.9+454®  403+5.9%  48.6+4.5® 39,5+4 9%
10Se(IV) 38.7+6.0*  40.1+4.4>  58.4+72%  41.5+4.9%
50Se(IV) 33,144,1®°  35547.1%4  48.1+5.7®  35.4+3.9°
10Se(0) 342429% 376452  50,1+48.9%  36.6+4.4™
50Se(0) 35.244.1%  40,9453%® 413453 39,0+9.6%

Hajtas szaraz tomeg (g novény™)

Betakaritas 1. 2. 3. 4,

Kontroll 0.66+0.26% 0.35+£0.10° 0.90+0.46%® 0.74+0.22°
1Se(VI) 0.40+0.17% 1.05+0.46* 0.88+0.30® 0.65+0.24%
10Se(VI) 0,27£0,11°  0,38+0,13> 0,65+0,25° 0,40+0,09"
1Se(IV) 0.55+0.25®® 0.68+0.36" 0.98+0.31®®* 0.61+0,19®
10Se(IV) 0.61+0.31° 0.59+0.23° 1.26+0.50* 0.49+0.15%¢
50Se(IV) 0.39+0.16® 0.38+0.21° 0.69+0.29° 0.27+0.10°
10Se(0) 0.4540.14%®  0.44+0.18° 0.73£0.27° 0.44+0.17*
50Se(0) 0.49+0.25%® 0.60+0.21° 0.77+£0.30° 0.574+0.24%

crer

voltak a noévények, mint az 1 és 50 mg/kg koncentracioknal. Bai és munkatarsai (2019)
tenyészedényes kisérletiik alapjan megallapitottak, hogy a 10 mg/kg koncentracioju
talajkezelés szelenit formaval optimalis, és nem csokkenti a vizsgalt lucerna fajta hozamat. A
talajbol felvett szelenat viszont mar 25-30 mg/kg-ban a hajtasokba épiilve 10 %-0s

hozamkiesést eredményezett (Mikkelsen et al., 1989).
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Mindharom alkalmazott szelénformat 0sszehasonlitva, a 4 betakaritas atlagaban az 1 mg/kg
Se(VI), 10 mg/kg Se(IV) és 50 mg/kg Se(0) kezelések esetén mértiik a leghosszabb hajtasokat.
A betakaritdsokat egymassal Osszehasonlitva a 3. €s 4. betakaritaskor talaltuk a legnagyobb
hajtashosszt, a legrovidebb hajtasokat pedig az elsé betakaritas alkalmaval. A szelénfelvétel
dinamikaja figyelhet6 meg a betakaritdsokat egymas utdn vizsgéalva, kimondottan a nagy
szelénkezelés szolgalhat, mivel els6 éves, magvetésbdl szarmazd novényekkel végeztik a
kisérletet, és az éveld lucerna novények atteleld, massziv gyokérzete a szezon végére alakult
ki. A szant6foldi termesztés sordn a masodik évtdl éri el a tavaszi vetésli lucerna a maximalis

biomassza mennyiséget (Késmdrki, 2007).

Az izkozok szama az elsd két betakaritds alkalmaval 7 és 8 kozott valtozott atlagosan. A
legkevesebb, 6 izkdzt a masodik betakaritas 50Se(IV) kezelt ndvényeken talaltunk. A harmadik
¢s negyedik betakaritaskor az izk6zok szama atlagosan 9 és 10 volt. A negyedik betakaritaskor
elért leghosszabb hajtashossz értékek mellett a ndvények nem rendelkeztek tobb izkdzzel. A
friss hajtasok szarazanyagtartalma 20,8 — 33,9 (m/m)% tartomanyban valtozott a betakaritasok
soran, 0sszefliggésben a szelénkezelés stresszhatdsa alatt 4ll6 ndvény fiziologiai allapotaval,
ahogy ezt t6bb korabbi tanulmany is megallapitotta (Mikkeisen et al., 1987; Bai et al., 2019;
Motesharezadeh et al., 2020). A hajtas szaraz tomeg mérések soran hasonld tendenciakat
Se(VI), 50 mg/kg Se(lV) eredményezték a legkisebb szaraz tomeg értékeket. A kontroll
novények csak az els@ betakaritds alkalmaval mutattak nagyobb szaraz tomeget, mint az
mg/kg Se(IV) és 10 mg/kg voros elemi szelén Se(0) esetén a hajtasok relativ szaraz tomege
tobbnek mutatkozott. Péld4ul a 2. betakaritiskor a hajtds szaraz témeg 1,05 g ndvény™ volt az
1Se(VI) kezelés esetén, és 0,4 g ndvény*-re csdkkent, amikor a Se(VI) koncentracio 10 mg/kg-
ra nétt (5. tablazat). Hasonloképpen, a 10Se(IV) kevésbé volt hatassal a hajtasok szaraz
tomegére, mint az 50 mg/kg koncentracié, 10Se(IV) esetében 0,61+£31% 50Se(1V)
alkalmazasakor pedig 0,39+0,16® g novény™. A Se két ionos forméjaval (Se(VI) és Se(IV))
ellentétben a voros elemi szelén (Se(0)) ellentétes hatast gyakorolt a hajtas szaraz tomegére,
mivel 50 mg/kg kezelésnél nagyobb szaraz tomegeket kaptunk, mint 10 mg/kg-nal, jellemz6en
0,1-0,7 %-kal. A betakaritasok koziil a 3. betakaritds mutatta a legnagyobb hajtas szaraz

tomeget, amelyet a 2. betakaritas kovetett (5. tablazat).
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Bai és munkatarsai (2019) talajkezeléssel végzett lucernakisérletiikben 20, 50 és 100 mg/kg
koncentracioban alkalmazott szelenit esetében statisztikailag kimutathatéan csokkent a
ndvények szdrazanyag-tartalma, viszont kis mennyiségben (1 mg/kg) kijuttatva enyhén

novekedett a hajtasok szarazanyag-tartalma.

5.2 Szabadf6ldi lucernakisérlet betakarithaté biomassza eredményei

Kisparcellas szabadfoldi szeléndusitas kisérletben a harom vizsgalt szelénformat két eltérd
koncentracioban vizsgaltuk, vagyis a szelenitet 5 és 50 g/m? a szelenatot szintén 5 és 50 g/m? a
voros elemi szelént pedig 50 és 100 mg/m?-ben alkalmaztuk. Az egy négyzetméterrdl
betakarithatd friss biomassza mennyiségét a 15. dbra szemlélteti. A kezelések uténi elsd
betakaritds alkalmaval takaritottuk be a legtobb biomasszit, a betakaritas atlaga 1,9 kg/m? volt.
Ezt kovetéen a masodik 1,2 kg/m?; a harmadik 1,3 kg/m? betakarithat friss lucerna biomasszat

eredményezett.

cre

szelenit és szelenat (5Se(IV) és 5Se(VI)) kezelés a kontroll lucerndhoz hasonlé biomassza
eredményeket ért el, mind a harom vizsgalt betakaritas alkalméval. Nagyobb koncentracidoban
(50 mg/m?) azonban a kezelt novényeknél a kontrollnal tobb friss biomasszat lehetett
betakaritani négyzetméterenként mindkét ionos forma esetében. Ez a pozitiv kiillonbség az els6
betakaritas alkalméaval bizonyult a legnagyobbnak, a kontroll érték 1899 g/m?, az 50Se(1V)
2015 g/m?, az 50Se(V1) pedig 2086 g/m?. A vords elemi szelénkezelés (Se(0)) esetében 100
mg/m? csdkkentette a betakarithatd biomassza mennyiségét az elsé betakaritas alkalmaval, 1,78
kg/m? értékkel a legalacsonyabb a betakaritison beliil. A kdvetkezd 2 betakaritas alkalmaval a
kontrollhoz hasonld, a szordsokat figyelembe véve, érdemben nem kiilonbozd értékeket

mutatott (1,1-1,3 kg/m?).
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15. 4bra: Parcellakrol betakarithato friss zold biomassza mennyisége g/m2-ben Kifejezve,
harom egymast kdvet6 betakaritas alkalmaval. Atlagértékek (n=3), a kezelések kozott nincs

kimutathat6 szignifikans kiilonbség a betakaritason beliil (ns= nem szignifikans).

5.3 Szelénkezelt-lucernafrakcionalas eredményei

A z061d frakcionalas kulcsfontossagt 1épése a zold biofinomitok rentabilis miikodésének. A
feldolgozas soran kapott frakciok felhasznalasat szem el6tt tartva sziikséges megvalasztani,
fejleszteni az eszkozoket. Allattenyésztési agazatot is miikodtetd, decentralizalt mezégazdasagi
vallalkozast figyelembe véve a nedves frakcionalas soran kapott rostot széritva, kdzvetleniil
hasznositjak takarmany rostkiegészitésre. Ez esetben az egycsigas prés kielégitd, mert ugyan
kevesebb zoldlékihozatalra képes, de magasabb fehérjetartalmt rost kaphat6. Laboratoriumi
koriilmények kozott mi ikercsigds présgépet hasznaltunk mind a tenyészedényes, mind a

kisparcellas kisérletbdl szarmazo lucerna frakcionalasara.

A tenyészedényes lucerna esetében a tObb koncentracidoban és formaban végzett szelénkezelés
nem befolyasolta a rost- és zoldléfrakcidk kihozatali ardnyat. A tovabbiakban a zoldlében 1évo
fehérjék mikrohullamt koagulédlasat kdvetden elvalasztott LFK- és barnalé-frakciok aranya sem
véltozott tendencidzusan a szelénkezelések hatasara (16. abra). Atlagosan 40+3,6% rost,
38+4,7% barnalé és 20+3,2% LFK kihozatalt értiink el a 4 vizsgalt betakaritasban (16. abra).
Ezek az aranyok oOsszhangban vannak kordbban, tobb ismétlésben végzett frakcionalasi
adatokkal (Domokos-Szabolcsy et al., 2020; Kaszas et al., 2020a; Kaszas et al., 2020b; Hansen
et al., 2022).
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16. 4bra: Tenyészedényes szeléndusités kisérletbdl szarmazo zold lucerna frakcidinak

megoszlasa a 4 vizsgalt betakaritas soran (Kovdcs et al., 2021a).

A szabadfoldi, kisparcellds kisérletbdl szdrmazd lucernafrakcidk egymdshoz viszonyitott
aranyat a 17. abra szemlélteti. Nem tudtunk Osszefiiggést kimutatni a szelénkezelés és a
frakciok mennyisége kozott, még a nagy koncentracioji kezelések (50, 100 mg/m?) esetében
sem. A kapott eredmények azonban Osszehangban vannak korabbi, jelen munkéan kiviili,
szabadfoldi lucerna-fajtadsszehasonlitd kisérlet feldolgozasi adataival (Kovdcs et al., 2022),
vagyis a présrost 30 %-ban, az LFK 17%, a barnalé pedig 50 %-ban keletkezik a folyamat
végére. A tenyészedényes kisérletben azonban a présrost 40%-os részt ért el, szemben a
szabadfoldi kisérletben tapasztalt 30%-kal. Akkumulalt veszteségnek tekintjiik a kevesebb,
mint 1%-0s hianyt, mely a szakaszos feldolgozas kovetkeztében adodott, a kiilonb6z6é dozisu
kezelések feldolgozasa kozott szétszereltiik és megtisztitottuk az ikercsigas présgépet, melyben

valamennyi minta mindig visszamaradt az el6z6 feldolgozasbol.
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17. ébra: Szabadfoldi lucerna kisérletbdl szarmazé frakciok szazalékos megoszldsa a

szelénkezelést kdvetd elsd betakaritaskor (Debrecen, 2019 julius 1.).

5.4 Szarazanyagtartalom-eredmények a tenyészedényes lucernakisérletben
Tenyészedényes kisérletben nevelt lucernabol eldallitott LFK szdrazanyag-tartalma a négy
betakaritas soran 16,5-31% kozott valtozott, atlagosan 25,4% volt. Az 1Se(IV) és 50Se(0)
kezelések esetében a kontrollhoz hasonld szarazanyag-tartalmat mértiink (18. abra). Az ionos
tartalmat, aranyokat tekintve a 10Se(VI) kezelés LFK szarazanyag-tartalma 80%-a volt a
kontrollnak, az 50Se(1V) pedig 83%-a. Ezt a megfigyelést erdsitik a nyersfehérje-tartalom
eredmények is. Mivel az LFK-t a névényi citoplazmafehérjék és a szarazanyag heterodiszperz
rendszerének tekintjiik (a vizben oldott egyszeri cukrok és vegyiileteken kiviil) a legnagyobb
szeléndozisu kezeléseknél csokkent a legnagyobb mértékben a szarazanyag-tartalom. Az
aranyokat tekintve a nyersfehérje-tartalom a 10 Se(VI) kezelt LFK esetében a kontroll érték
79%-a, 50 Se(IV) esetében pedig 82%-a.
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60
50
40
30
20
10

Szirazanyagtartalom (%)

kontroll 1Se(VI)  10Se(VI)  1Se(TV)  10Se(IV) 50 Se(IV) 10 Se0 50 Sed
betakaritias: m1. m2, n3, u4,

18. abra: Az LFK- és rostfrakciok szarazanyag-tartalom eredményei (%) a tenyészedényes

kisérletben nevelt lucerna névényekbdl (Kovdcs et al., 2021a).

A rost szarazanyagtartalma 35,2-51,5 % kozotti a kezelt és a kontroll lucernafrakcioban (18.
abra). A szelénkezeléstdl fiiggetlentil a 3. betakaritaskor a kezelések (kivéve a 10Se(VI) és az
50Se(1V)) rostfrakciojaban az atlagosnal nagyobb szarazanyag-tartalmat mértiink. Ez
Osszefliggésben all a 3. betakaritaskor kapott legnagyobb biomasszahozamokkal (atlagosan
445+140 g friss betakaritott hajtas). Az Osszefliggés az iddsebb koronariigyek hatékonyabb

biomassza-termelésével magyarazhato.

5.5 Szarazanyagtartalom-eredmények a szabadfoldi lucernakisérletben

A szabadfoldi kisérlet soran a rost- és LFK-minték esetében is kisebb az értékek terjedelme a
tenyészedényes kisérlethez viszonyitva, mely az alacsonyabb dozisi szelén kezelések
hatasanak tudhato be. A rost 41-50% szarazanyag-tartalommal rendelkezett, az LFK pedig 23-
27% volt. A szelénkezeléseknek nincs egyértelmii negativ hatasa a rost és LFK szarazanyag-
tartalmdra a szabadf6ldi koriilmények kozott. A betakaritasokat egymassal 0sszevetve az elsd
mintavételkor atlagosan nagyobb volt a lucernarost és LFK szarazanyag-tartalma, mint a

kovetkez6 2 betakaritas alkalmaval (6. tablazat).
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6. tablazat: Szarazanyag-tartalom eredmények a szabadf6ldi lucerna kisérletbol, szdrazanyag-

szazalékban Kifejezve (sza %), a kezelések és a harom vizsgalt betakaritas atlaga (n=3).

Betakaritas

LFK 1. 2. 3.
Kontroll 26,1£1.0 25,0£1.0 25,2404
5Se(VI) 26,1+2.6 25,3+0.6 24.8+0.6
508e(VI) 26.4+2.8 23,609 25,1=0.5
5Se(IV) 26,3+09 24,4404 26,5+1.3
508e(IV) 272404 25,5+1.8 24,0+2.1
50Se(0) 244413 25,1+12 23,025
100Se(0) 27.3+1,0 24,8420 25,5+1.6
rost

Kontroll 48,3405 42.3+1.7 42.4+0.4
5S8e(VI) 48.7+1.7 41,1=1.2 42,545
50Se(VI) 47 8+1.5 42 605 42 4+12
5Se(IV) 48.6+0.6 42.3+0.7 41,9=1.5
508e(IV) 49.2+0.6 42.1+1.1 41,0+0.6
50Se(0) 47.9+0.8 41,515 42.3+1.9
100Se(0) 50,5+0.4 423=1,1 41,8+0.8

Minden esetben, a kontrollnal is az els6 betakaritas adta a legnagyobb szarazanyag-tartalmat,
ami a késébbiekben csokkenést mutatott. A 2. és 3. betakaritaskor kozel azonos eredményeket

kaptunk.

5.6 Lucernaeredetii frakciok pH-és Brix-értékei

A pH-érték a zoldlé esetében 6, barnalében pedig 5,8 volt atlagosan, a tenyészedényes
kisérletben. Az atlagértékek alacsony szorasai (7. tablazat) arra engednek kovetkeztetni, hogy
a koztestermék, z6ldl¢é és a barnalé pH-jara nem gyakorolt hatast sem a szelénkezelés, sem a

betakaritas ideje.

A lucerna z61dl¢, mint koztestermék és a lucerna-barnalé vizben oldhat6 szarazanyag-tartalmat
Brix-fokban (°Bx) hataroztuk meg. A z6ldlé Brix-értéke minden kezelésnél kovetkezetesen
magasabb volt, atlagosan 12,2+1,4 °Bx, mint a barnalének, amelynek atlaga 10,8+1,5 °Bx volt.
A két frakcio vizben 0ld6do szarazanyag-tartalma azonban erdsen atfed, a zoldlé 10-14,8 °Bx,
a barnalé 8-14,6 °Bx kozott valtozott. Ezeknek a folyadékoknak a vizoldhatd szarazanyag-
tartalmara és pH-értékére a feldolgozott ndvényfaj gyakorol nagyobb hatast (Kaszas et al.,
2020a; Domokos-Szabolcsy et al., 2022).
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7. tablazat: Tenyészedényes kisérletbdl szarmazo zoldlé- €s barnalé-mintak pH- és Brix-

értékei a négy betakaritas atlagaban (atlag+ szoras, n=4).

pH-érték Brix-érték (°Bx)
zoldlé barnalé zoldlé barnalé
Kontroll 5,9+0,02 5,9+0.4 12,3+1,54 10,8+1.28
1Se(VI) 5,9+0,05 5,7+0,07 11,34+0.,85 9.9+1.20
10Se(VI) 6.0£0.,04 5,7+0.05 11.4+1.52 10,6+1.88
1Se(IV) 6.0+£0,06 5,8+0,09 12,7+1.44 11,1+1.40
10Se(IV) 6,0+0,10 5,7+0,09 13,4+0,96 11,6+1,33
50Se(IV) 6,0+0,04 5,7+40,13 11.4+1.21 9.9+1.54
10Se(0) 6.,0+0,01 5.8+0,05 11,8+1,06 10,1+0,71
50Se(0) 6,0+£0,04 5,8+0,07 13,1+1,89 12,1+£1.75

A szabadfoldi kisérletbdl szarmazo6 zoldlé és barnalé pH- illetve Brix-értékeit a 8. tablazat
tartalmazza. A szelénkezelések és betakaritasi idépontok tekintetében itt sem talaltunk
kovetkezetes kiilonbségeket. A tenyészedényes kisérletben mért értékekhez hasonlitva a pH-
értekek a zoldlé esetében nem térnek el, atlagosan pH= 5,9 értéket kaptunk. A barnalevek
esetében viszont 3-4 tizeddel kisebb, pH=5,5 volt a mért adat.

A Brix-fok vizsgalatakor kisebb értékeket kaptunk a szabadfoldi kisérletben, mint a
tenyészedényes soran. Megfigyeléseink szerint a vizoldhat6 szarazanyag-tartalom értékekre az
alkalmazott feldolgozastechnoldgia gyakorol hatést, az eltérés magyarazatara szolgalhat, hogy
a tenyészedényes kisérletben 500-600 g friss ndvényt tudtunk feldolgozni, 6sszehasonlitva a
szabadfoldi termesztéssel, ahol haromszor 1 kg z0ld biomasszat frakcionaltunk. Ezek a

kiilonbségek eltéréseket okoztak a préselés és sziirési eljarasok soran.

8. tablazat: Szabadfoldi lucerna kisérletbdl szarmazé zoldlé- és barnalé-mintak pH-, és Brix-

értékei, a harom egymast kovetd betakaritas atlagaban (atlagos értékek+ szoras, n=9).

pH-érték Brix-érték (°Bx)

zoldle barnalé zoldlé barnalé
Kontroll 5,9+0,05 5,5+0,06 10,4+1,20 8,0+0,44
5Se(VI) 5,9+0,08 5,5+0,11 10,6+1,58 8.0+0,80
50Se(VI) 5,9+0,08 5,5+0,08 9,2+0,72 7,6+0,55
5Se(IV) 5,9+0,08 5,5+0,02 9,4+0,93 7,6+0,37
50Se(IV) 5,9+0,09 5,5+0,08 9,0+1,22 7,5+0,94
50Se(0) 5,9+0,10 5,5+0,08 8.9+1,02 7.2+0.87
100Se(0) 5,9+0.11 5,5+0,08 10,4+1.24 7,8+1,25

68



5.7 Nyersfehérje-tartalom és aminosav-osszetétel szeléndusitott lucernafrakciokban

5.7.1 Nyersfehérje-tartalom eredmények a tenyészedényes kisérletbol

A Kjeldhal-szerinti nyersfehérje-tartalom eredmények szignifikansan eltértek a szelénkezelés,
betakaritds és vizsgalt lucernafrakci6é fliggvényében a tenyészedényes kisérlet soran. A
feldolgozott harom frakciot jellemezve, a levélfehérje-koncentratum (LFK) frakciok
nyersfehérje-tartalma volt a legnagyobb (36,3£4,1 m/m%), ezt kovették a rostfrakciok
(10,5+1,4 m/m%) és a barnalé (1,1+0,3 m/m%), figyelembe véve a négy betakaritas osszesitett
értékeit (19., 20., 21. abra).

levélfehérje-koncentratum (LFK)
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19. abra: Tenyészedényes lucernakisérletbdl szarmazo LFK-mintak nyersfehérje-tartalma, a
négy betakaritds dobozdiagramon abrazolva. A dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét
szemléltetik, a vonal a medidn, az ’x’ és az dbran szerepld szam az atlagértéket jelzi. A felsd
és also bajusz végpontja a maximum és minimum értékeket mutatja. Az értékek 29-45 %-ig

terjedd skalan szerepelnek.
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20. abra: Tenyészedényes lucernakisérletbdl szarmazo rostmintak nyersfehérje-tartalma, a
négy betakaritds dobozdiagramon abrazolva. A dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét
szemléltetik, a vonal a medidn, az ’x’ és az dbran szerepld szam az atlagértéket jelzi. A felso

¢s also bajusz végpontja a maximum ¢és minimum értékeket mutatja. Az értékek 7-15 %-ig

terjedo skalan szerepelnek.
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21. abra: Tenyészedényes lucernakisérletb6l szarmazo barnalé-mintak nyersfehérje-tartalma, a
négy betakaritds dobozdiagramon abrazolva. A dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét
szemléltetik, a vonal a medidn, az ’x’ és az dbran szerepld szam az atlagértéket jelzi. A fels6
¢s alsé bajusz végpontja a maximum és minimum értékeket mutatja. Az értékek 0,4-1,6 %-ig

terjedd skalan szerepelnek.

A levélfehérje-koncentratum (LFK) nyersfehérje-tartalma 29-45 (m/m)% kozott valtozott (19.
abra). Betakaritasonként 6sszehasonlitva a legalacsonyabb értékeket a 4. betakaritaskor (2018.

augusztus 30.) mértiik, a betakaritas atlaga 32,8+3%, a legtobb nyersfehérje a 2. betakaritas
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alkalmaval volt mérhet6 majdnem minden kezelésnél (atlagosan 38+4,2%). A kezelések
tekintetében amint a 19. abran lathato, a harmadik betakaritas kivételével a legnagyobb
nyersfehérje-tartalmat a kontroll LFK-ban mértiik. Az ionos formak, vagyis a 10Se(VI) és
50Se(IV) magas koncentracioi az LFK nyersfehérje-tartalmanak csokkenését okoztak, mely a
toxikus szelénszint egyik jellemz6je (Kolbert et al., 2019). Mindazonaltal a 3. és 4. betakaritas
soran ezek a kezelések nagyobb nyersfehérje-tartalmat mutattak az LFK-ban, mint az 1. és 2.
betakaritas soran. Kis koncentracidban viszont az ionos formak nem befolyasoltak az LFK

nyersfehérje-tartalmat figyelembe véve az 1., 2. és 3. betakaritasokat.

A préselt rost fehérjetartalma hasonl6 tendenciat mutatott, mint az LFK. A legkisebb értékek a
negyedik betakaritaskor 8,47 és 10,16 (m/m)% voltak (20. abra). A kontroll kezelés (0Se)
mutatta a legnagyobb nyersfehérje-tartalmat az els6 két betakaritas soran. A legnagyobb
nyersfehérje-tartalmat a 3. és 4. betakaritas soran a 10Se(IV) és az 50Se0 kezeléseknél mértiik.
tartalmat a négy betakaritason beliil. A voros elemi szelén kezelés (Se0) nagy koncentracioban
(50mg/kg) csokkentette a rost fehérjetartalmat. Azonban az elemi szelén kezelés mellett az 1-

3. betakaritas kozott a rost fehérjetartalma novekd tendenciat mutatott.

A barnalé nitrogéntartalma 0,58 €s 1,59 (m/m)% kozott valtozott (21. dbra). Az LFK- és a rost-
frakciokkal dsszehasonlitva a barnalé Kis szorasa kovetkeztében, nem olyan erésen kimutathatd
a szelénkezeléssel Osszefliggd tendencia. A szelénkezelés fliggvényében a fehérjetartalomban
nem olyan kiilonbozok a rost- és barnalé mintak egymastol, mint az LFK-k (22. abra). A barnalé
nyersfehérje-tartalma eltéré eredményt mutatott a szelenizaldsra €s a betakaritasi idére, annak
ellenére, hogy az LFK- és rostfrakciokhoz képest a legkisebb volt. Az 1. és 4. betakaritas
nagyobb nyersfehérje-tartalmat mutatott, mint a 2. és 3. betakaritas. A szelénnel kezelt
novényeknél nagyobb volt a barnalé nyersfehérje-tartalma, mint a kontroll. Tovabba az ionos
id6pontban nagyobb nyersfehérje-tartalmat eredményezett, kivéve az 50Se(IV) kezelést, amely
az 1. és 4. betakaritaskor kisebb értéket mutatott. Az 1 Se(IV) és 10Se(IV) kezelések mutattak
a legnagyobb barnalé nyersfehérje-tartalmat, fiiggetleniil a betakaritasi idépontoktol. A barnalé
esetében tovabba érdemes kiemelni, hogy a mért értékek a sziiréssel elvalasztott frakcidban
1év0 oligopeptidekbdl, szabad aminosavakbol, biogén aminokbol szarmaznak. Kevés valodi

fehérje savot lehetett kimutatni a barnalébdl SDS-PAGE mddszerrel (nem kozolt adat).
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22. abra: Tenyészedényes kisérlet levélfehérje-koncentratum (LFK), rost és barnalé
frakcioinak nyersfehérje-tartalom eredményei a négy egymast kdvetd betakaritas alkalmaval.
Az atlag értékek (n=3) kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget az oszlopok folé irt
eltérd betiik jelzik (p < 0,05). A diagramok skaléja eltéro!

A levélfehérje-koncentratum (LFK) ebben a kisérletben, mint a z61d biofinomitdssal nyerhetd,
kozvetleniil hasznosithatdo féterméke, potencidlis takarmanyfehérje-forrasként szerepel. A
szelénkezelés egyik célja az LFK szeléndusitasa, a kedvezd fehérjetartalom megtartasa mellett.
Ennek vizsgalata érdekében, dsszevetve a nyersfehérje adatokat a szelén-tartalommal, az LFK
mintak fehérje- és szeléntartalma k6zo6tt negativ 0sszefliggés all fenn. A 10Se(VI), 50Se(1V)
kezelésekben a szeléntartalom volt a legnagyobb (500-900 mg/kg az elsé betakaritaskor), a
fehérjetartalom pedig a legkisebb ezekben a mintakban az elsé betakaritaskor (23. abra).

Késobb, a 3. betakaritaskor a szeléntartalom csokkenése €s a fehérjetartalom novekedése volt

megfigyelhetd. Mivel a rost- és a barnalé-mintdk fehérjetartalma viszonylag alacsony, ez a
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tendencia nem mutathatd ki. A szelenat, mint konnyebben felveheté forma mar kisebb
koncentracioban is képes toxikus szintet elérni az €16 szervezetekben. Ennek kovetkeztében a
szelenat okozta erds oxidativ stressz vezethetett a csokkent fehérjetartalomhoz a vizsgalt

mintakban.
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23. abra: A levélfehérje-koncentratum (LFK) nyersfehérje-tartalom és teljes szeléntartalom
10 mg/kg szelenat és 50 mg/kg szelenit kezelések esetében. A tenyészedényes kisérletben
alkalmazott nagy koncentracioju ionos szelénformak negativ hatast gyakoroltak a

lucernafrakciok, kifejezetten az LFK nyersfehérje-tartalmara.

5.7.2 A szabadfoldi kisérlet nyersfehérje-tartalom eredményei

A szabadfoldi szelénkezeléses lucernakisérletben harom egymast kovetd betakaritast végeztiink
a szelénkezelések utan. A feldolgozast kovetd frakciok nyersfehérje eredményét a 24., 25., és
26. abra szemlélteti. A frakciok atlagos értékeit figyelembe véve a szabadfoldi és a
tenyészedényes kisérletben hasonld eredményeket kaptunk. Vagyis az LFK nyersfehérje-
tartalma a legnagyobb, szabadfoldi kisérletben 38-39 %. A tenyészedényes kisérletben
hatasait figyelembe véve szabadfoldi koriilmények kozott Kisebb dozisokat alkalmaztunk.
Ezzel Osszefliggben nem tapasztaltunk olyan mértékt kiilonbséget a fehérjetartalom-
valtozasban a kezelések kozott. Ezzel egyiitt az éveld lucerna erés fogyokerei szabadfoldi
kisérlet soran korlat nélkiil novekedhettek a talajban a novényi ndvekedés polaritdsdnak

megfelelden, a felszinre juttatott szelén talajba szivargdsdnak sebességénél gyorsabban. Az

csOkkentette legjobban a nyersfehérje-tartalmat a tobbi kezeléshez képest.
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24. abra: Szabadfoldi lucernakisérletbdl szarmazo LFK-mintak nyersfehérje-tartalma, a harom
betakaritds dobozdiagramon abrazolva. A dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét
szemléltetik, a vonal a medidn, az ’x’ és az dbran szerepld szam az atlagértéket jelzi. A fels6
¢s also bajusz végpontja a maximum €s minimum értékeket mutatja. A kék pont kiugro

érteket jelol. Az értékek 36-43 %-ig terjedd skalan szerepelnek.

rost
15

14
e T .

12 T T
- x11,73 ,64 T
1 X11,14

[ 9
[

Nyersfehérje tartalom ((m/m)%o)

Kontroll 5Se(VI) 50Se(VI) 5Se(IV) 50SeV) 50Se(0)  100Se(0)

25. abra: Szabadfoldi lucernakisérletbdl szarmazo rostmintak nyersfehérje-tartalma, a harom
betakaritds dobozdiagramon &brazolva. A dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét
szemléltetik, a vonal a median, az ’x’ és az abran szerepld szam az atlagértéket jelzi. A felso
¢s alsé bajusz végpontja a maximum ¢és minimum értékeket mutatja. Az értékek 8-15 %-ig

terjedd skalan szerepelnek.
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26. abra: Szabadfoldi lucernakisérletbdl szarmazé barnalé-mintak nyersfehérje-tartalma, a
harom betakaritas dobozdiagramon 4brazolva. A dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét
szemléltetik, a vonal a median, az *x’ és az abran szerepld szam az atlagértéket jelzi. A felso
¢s also bajusz végpontja a maximum ¢és minimum értékeket mutatja. Az értékek 0,3-1,9 %-ig

terjedd skalan szerepelnek.

A szabadfoldi rost- és barnalé-mintak nyersfehérje-tartalom eredményeit a 25. és 26. abra
foglalja Ossze. A szelén kezelések a szabadfoldi termesztésbdl szarmazo rost- és barnalé-
frakciok nyersfehérje-tartalmara nem gyakoroltak kimutathatd negativ hatast. A barnalé a
szakirodalomban hasznalt szakkifejezés a fehérje mentesitett novényi folyadékra (angolul
brown juice, de hasznalatban van a phytoserum és plant whey kifejezés is). Az ipari feldolgozas
technoldgiai kovetkezményébdl tartalmazhat Kis mennyiségben fehérjét. A tenyészedényes és
szabadfoldi kisérletben is 1-1,5 % nyersfehérje-tartalmat mértiink a barnalé mintdkban.
Hasonlo, zold biofinomitas témaja kisérleteinkben azonban szabadaminosav-tartalom méréssel
¢és akrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) tdmasztottuk ald, hogy a barnalében jellemzden
nincsenek valodi fehérjék, inkabb oligopeptidek és szabad-aminosavak talalhatoak (Kovdcs et
al., 2021b; Domokos-Szabolcsy et al., 2022).

A rost mintdk 10-11 %-os nyersfehérje-tartalma kérddzé 4llatok takarmanyozéasara

elegendének bizonyul, ahol kifejezetten elényds az alacsony fehérje- és magas élelmirost-
tartalom (Schmidt, 1993).

5.7.3 Proteinogén aminosavak kvantitativ értékelése
Az aminosavak mennyiségi valtozasait csak a tenyészedényes kisérletbdl szarmazé lucerna-

frakciokbol vizsgaltuk. A proteinogén aminosavak mennyiségét az 1. és 4. betakaritas LFK- és
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rostfrakciokbol hataroztuk meg. A két betakaritas kozott talaltuk a legmarkansabb
kiilonbségeket a tobbi mért paraméter esetén (szeléntartalom, nyersfehérje-tartalom).
Osszességében az LFK-frakcio mindkét mintavétel esetében magasabb aminosav-Osszetételt
mutatott, mint a rost. Limital6 aminosavakbol, mint a lizin és a metionin 9,06 illetve 1,61 %
volt fehérjére vonatkoztatva az LFK mintdkban. Az aminosavak abszolit mennyiségei a
kontroll LFK-ban 0Osszhangban vannak az irodalomban talalhato értékekkel (Hojilla-
Evangelista et al., 2017). A beépiilt szelén mennyisége és a fehérjetartalom kozotti tendenciak
az aminosav eredményeknél is megfigyelhetok voltak. A mért aminosavak Osszegét tekintve a
nagy koncentracioju ionos formakkal kezelt novények mutattdk a legalacsonyabb aminosav-
tartalmat az els6 betakaritaskor, a 10Se(VI)-kezelt LFK esetében az aminosavak a kontroll érték
50-70%-at érték el. Ez Osszefiigg a magas szeléntartalommal €s az alacsony nyersfehérje-
értekkel, mert a negyedik betakaritasra, amikor a szeléntartalom csokkent a vizsgalt mintakban,
formakkal és a vords elemi szelénnel kezelt novények frakcioi a kontrollhoz hasonld aminosav-
tartalommal rendelkeztek. A rostmintak aminosav Osszetételére kevésbé volt hatassal a

szelénkezelés, mint az LFK esetében.

Aminosavak mennyiségének . s
valtozasa a levélfehérje- . An}mosavakmennylsegen’e k .
, valtozdsa a rostban 1. betakaritas és
koncentratumban (LFK) 1. 1. betakaritas kozott
betakaritas és 4. betakaritas kozott '
EE2zEEgg L [EEEEEE s
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MEEEEIE R Y EEEEINS
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27. dbra: Az elso és utolso, 4. betakaritas soran mért aminosavak relativ mennyisége
levélfehérje-koncentratum (LFK)- és rostmintakban. A kék szin abszolit mennyiségben mért

novekedést, a piros csokkenést jelent az utolsé betakaritaskor az elséhdz mérten.
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A két vizsgalt betakaritas relativ valtozasat a 27. dbra mutatja. A piros szin csokkenést jelent az
adott aminosav abszolut mért mennyiségében, az elsé betakaritast a negyedikhez hasonlitva, a
szin intenzitasa pedig a csokkenés mértékét mutatja. KEk szin jelzi azt, ahol a mért aminosav-
tartalom novekedett az elsé betakaritasr6l a negyedik betakaritasra. Ezek alapjan
megallapithatd, hogy a két vizsgalt mintavétel kozott bar jelentds, gyakran szignifikans
valtozasok torténtek a szeléntartalom és nyersfehérje-mennyiségben az aminosavak
kontroll mintdk esetében is. Az aminosavak Osszegét tekintve a csokkenés mértéke is
feler6sodik. Jol kivehetd azonban hogy a 10Se(VI) és az 50Se(IV) kezeléseknél nétt az
aminosavak mennyisége a 4. betakaritasra a rost- ¢s LFK-mintdkban. A 10Se(VI) kezelés esetén
az LFK-ban, 50Se(IV) kezelés esetén pedig a rost mintaban volt nagyobb az aminosavak
novekedése. Az 1. és 2. szdmu melléklet tartalmazza az LFK- és rostmintak aminosav-

Osszetételét mintara vonatkoztatva az 1. és 4. betakaritas alkalmaval.

Guo ¢és Wu (1998) nem talaltak 0sszefliggést a szeléntartalom és a kéntartalmi aminosavak
mennyisége kozott, amikor egy szeléntolerans Melilotus fajt vizsgaltak. Eredményeikben a
szelenometionin (SeMet) adodott a legnagyobb mennyiségben el6forduld szelén-aminosavnak,
illetve megallapitottdk, hogy a szabad formaban jelen 1évé SeMet mennyisége jelentOs.
Vizsgélatinkban azonban a SeMet mennyisége az enzimatikusan hidrolizalt mintakban volt
magasabb, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a SeMet szabad forma helyett fehérjékbe épiil
be (5.8.2 fejezet, 10. és 11. tablazat). Tovabba a SeMet mennyisége a Met-tartalom 2-5%-a a
nagy Se-akkumulaciéju LFK-mintakban (10Se(VI): SeMet- 247 mg/kg, Met 9000 mg/kg és
50Se(IV): SeMet 158 mg/kg, Met 2900 mg/kg az 1. betakaritaskor).

5.8 Szeléntartalom és szelénspeciiacio-mérések eredményei

5.8.1 Teljes szeléntartalom-eredmények a tenyészedényes kisérletben

A z61d biofinomitas soran keletkez6 frakciok, levélfehérje-koncentratum (LFK), rost és barnalé
szeléntartalmat mind a négy betakaritas alkalmaval meghataroztuk. Emellett a zold frakcionalas
alapanyagaul szolgalo friss hajtasok szeléntartalmat is megmértiik levelekre €és szarra bontva.
A szelénkezelést egyszer végeztiik, a magvetést kovetden, igy a novények a talajbol vették fel
a kijuttatott kiilonbozo szelénformdkat a vizsgalt vegetacios periddus alatt. A négy egymast
kovetd betakaritas eredményei a 3 vizsgalt szelénforma (Se(VI), Se(IV), Se0) felvételének

dinamik4jat mutatja.
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5.8.1.1 A lucernaszar és -levélmintak teljes szeléntartalom-eredményei tenyészedényes
kisérletben

A novények foldfeletti vegetativ szerveit vizsgalva a levelek tendencidzusan tobb szelént
akkumulaltak minden szelénforma és koncentracio esetében, mint a szarak. Mivel a szintézisek
helyszine a levelekben talalhato, igy a fehérjetartalommal korrelalva a szelén is a levelekben
dusul fel (28. abra). Ugyanakkor Bai és munkatarsai (2019) tanulmanyukban megallapitjak,
hogy a talajbol a hajtasokba jutod szelén 65-70%-a a gydkerekben felhalmoz6dd mennyiségnek.
Az els6 betakaritas 10 mg/kg szelenat (Se(VI)) kezelés esetében 6,5-szer tobb szelén volt a
levelekben (211,1£3,5 mg/kg) mint a szarakban (32,1+4,1 mg/kg). Az50 mg/kg szelenit
(Se(IV)) kezelés esetében is nagy a szeléntartalom mindkét frakcioban (levelekben 148,9+2 .4,
szarban 59,4+7,2 mg/kg), de itt csak 2,5-szeres a kiilonbség kozottiik (28. abra).

Lucernaszar é€s -levél teljes szeléntartalom az elso betakaritaskor
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28. abra: Tenyészedényes kisérletbdl szarmazod lucernalevél és -szar mintak teljes

szeléntartalma az elsd betakaritas alkalmaval, 20 nappal a szelénkezelés utan.

Az USDA rendszerezése szerint a lucerna fakultativ szelénakkumulalo novény, mivel képes 50
ppm-nél nagyobb koncentracidban szelént felhalmozni a hajtdsokban szaraz tomegre vetitve
(USDA ARS, 2018). Ezt alatamasztjak a 10Se(VI) és 50Se(IV) kezelések esetében tapasztalt
nagy értekek (211,1 és 148,9 mg/kg levélben). Hasonld tenyészedényes kisérletben 100 mg/kg
koncentracioban kijuttatott szelenit mellett is csak 18 mg/kg koncentraciot talaltak a
lucernahajtasokban (Bai et al., 2019). A kiilonbség oka lehet, hogy az emlitett vizsgalatban 1/3
rész homokot hasznéltak a kisérleti talajjal keverve, mely befolyasolta a felvett szelén
mennyiségét. Emellett a talaj mésztartalma is befolyasolja a szelénfelvétel hatékonysagat

(Motesharezadeh et al., 2020). A vords elemi szelénnel (10Se0, 50Se0) kezelt novények
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esetében jellemzéen Kisebb koncentraciokat tudtunk mérni. Az egymas utani betakaritasok

eredményeiben megfigyelhetd a szelénfelvétel dinamikéja az alkalmazott formak esetén.

Levelekben ¢és szarban is a 10 mg/kg Se(VI) kezelés eredményezte a legtobb szeléntartalmat az
els6 és masodik betakaritaskor, a nagy do6zisu szelenit (50Se(IV)) kezelés viszont a harmadik,
negyedik betakaritaskor érte el a legmagasabb értékeket a betakaritasokon beliil (29. és 30.
abra). Viszont a két ionos format vizsgalva, a kezeléseken beliil, az eltelt id6vel folyamatosan
csokken a szeléntartalom a 4 betakaritas végére. Az vords Se0 alkalmazasa kisebb Se-felvételt
mutatott a Se(VI) és Se(IV) ionos formakhoz képest. Azonban az Osszes Se-tartalom
valtozasaban a négy betakaritds kozott kisebb ingadozést észleltiink. A 10 mg/kg Se0 kezelés
esetén a szeléntartalom ndtt a levelekben az elsé betakaritastol (14,3+0,4 ng/g) a negyedik
betakaritasig (37,5+6,8 ng/g). Ezzel szemben az 50 mg/kg Se0 kezelés esetén els6 betakaritastol
a harmadikig csokkent, majd a negyedik betakaritasra Gijra n6tt a levelek szeléntartalma (29.
abra). Ugyanakkor az 50Se(0) kezelésnél megfigyelt valtozasok nem olyan markansak, mint a
10 Se(0) kezelésnél, mivel az 50Se(0) kezelés négy betakaritasanak szorasa 7,6, a 10Se(0)
esetében pedig 15,7. Wang és munkatarsai (2021) 300 mg/kg koncentracidban alkalmaztak
levélpermetezést natrium-szelenittel, harom egymast kovetd kezelés utan 40-45 mg/kg
szeléntartalmat talaltak a lucernalevelekben. A talajkezeléssel kijuttatott szelén esetében
hasonld értékeket értiink el az 50Se0 (39,4-54,9 mg/kg) és 10Se(IV) (17,3-38,4 mg/kg)
kezeléseknél (30. abra).

— Kontroll —m—1 Se (VI)
1000 - 10 Se (VI) 1 Se (IV)
——10 Se (IV) ——350Se (IV)
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=
] » / !
1

Betakaritas

29. abra: Tenyészedényes kisérletbdl szarmazo szelénkezelt lucernaszar szeléntartalma, a

négy egymast kovetd betakaritas soran (Kovdcs et al., 2021a).
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30. abra: Tenyészedényes kisérletb6l szarmazo szelénkezelt lucernalevelek szeléntartalma, a

négy egymast kovet6 betakaritas soran (Kovdcs et al., 2021).

5.8.1.2 Z6ld frakciok teljes szeléntartalom-eredményei a tenyészedényes kisérletben

A feldolgozott lucernafrakciok szeléntartalmat Gsszehasonlitva legnagyobb értékek az LFK-
frakciokban voltak mérhet6k, ezt kovette a rost- és a barnalé-frakcio (9. tablazat). A rost
szeléntartalma hozzavetdlegesen a negyede az LFK-ban mért koncentracidknak minden
betakaritdsnal. A barnalevek szeléntartalma 0,33-120,5 mg/l a kezelés és betakaritasok

fliggvényében, altalaban tizede az azonos feldolgozasbol szarmazo LFK-nak.
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9. tablazat: A zold frakcionalassal keletkezd szeléndusitott lucernatermékek teljes
szeléntartalma. Az egy betakaritdson és mintatipuson beliil kiillonb6z6 betiikkel felsé indexalt

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

Teljes szeléntartalom

Levélfehérje-koncentratum (LFK) [ng/g]
Betakaritas 1. 2. 3. 4.
0Se 0.7£0.04 & 1.1+0.13 °  0.8+0.02 &  0.7+£0.01 °
1Se(VI) 93.0+1.95 ¢  46.72045 ¢ 114+0.18 '  6.6+0.01 &
10Se(VI)  916.7£24.66 * 507.4+31.79 * 165.126.66 °  52.7+0.41 ©
1Se(IV) 18.6+033 T 12.6+0.79 &  4.0+0.05%  9.3+0.18 !
10Se(IV) 923+3.58 ¢ 64.9+020 ¢  29.0£0.04 °  34.4+040 ©
50Se(IV)  512.7429.06 > 294.140.36 ° 183.3+0.06 * 122.142.46 2
10Se0 38.840.34 © 2914045 1 4474098 ¢  36.6+0.16 ©
50Se0 126.3+526 ©  62.1+1.67 ¢ 66.6£2.20 ©  63.8+3.20 °
Rost [ng/e]

Betakaritas 1. 2. 3. 4.
0Se 0.9+0.04 2 1.0£027 8 0.9+0.10 © 0.8+0.03 2
1Se(VI) 41.6+455 ¢ 87+001°  52+055°  2.0+037¢%
10Se(VI) 3434480 *  147.12043 *  37.8+0.07°  13.70.02 ©
1Se(IV) 72+0.13 & 33x0.19% 172005 %  3.2+0.09 f
10Se(IV) 527+1.69 ©  14.0£021 ¢ 1332029¢  7.9+002°
50Se(IV) 171.0£1.86 °  89.4+0.59°  45.1£0.05 *  32.32027 ®
10Se0 10.6+0.18 | 7.8+0.04 ©  10.5+0.95 ¢  11.5+0.03 ¢
50Se0 34.4+0.14 1944019 ¢ 17.0£0.15 ¢  20.3+2.44 °

Barnalé [ng/ml]
Betakaritas 1. 2. 3. 4.
0Se 0.2+0.01 ©  02=0.02"  0.1+0.00%  0.1+0.01 &
1Se(VI) 17.8+0.02 ¢ 2.6+0.02°  0.6+0.00°  0.3+0.07 ¢
10Se(VI) 120.547.95 *  62.0£0.07 * 106+031°  3.9+0.04©
1Se(V) 212001 ¢ 09:006& 05023 °  0.7£0.02f
10Se(IV) 18.3+0.13 © 7.2+0.05 © 1.6+0.03 © 2.2+0.25 ¢
50Se(IV) 78.5+1.29 °  342+023°  11.6£0.03 *  9.120.04 ®
10Se0 2.7+0.01 ¢ 212002 3.1x0.00¢  2.5+025°¢
50Se0 1774023 ¢ 6.6=005¢  3.8+0.02°  49+030°

Atlag értékek + szoras (n=3)

A kijuttatott kémiai forma erdsen befolyasolta a frakcidkba épiilt szelén mennyiségét. Az elsd
betakaritaskor 10Se(VI) kezelés esetén 916,6 mg/kg volt az LFK szeléntartalma (a legnagyobb
érték LFK-ban), ugyanakkor 10 mg/kg koncentracioban kezelve szelenittel (10Se(IV)) csak
92,3 mg/kg, voros elemi szelénnel (10 mg/1 Se0) 38,7 mg/kg szeléntartalma volt az LFK-nak
(9. tablazat). Ismert, hogy a szelenat mobilis, gyorsabban felvehetd, mint a szelenit (Mikkeisen

et al., 1987), mivel gyokéren keresztiil a legkonnyebben hozzaférhetdé forma, emiatt nagy
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koncentracidban hamar toxikus szintet ér el a novényben, (White, 2016). Ez abiotikus
stresszvalasszal és csokkent fehérjetartalommal jar. Az egymast kdvetd 4 betakaritas sordn az
LFK-k szeléntartalma a nagy koncentracioji ionos formak (10Se(VI), 50Se(IV)) esetén
nagymértékben csokkent. A talajbol kimeriilve a szelénfelhalmozddas a vegetacios iddszak
soran Ujra sarjado leveles szar eredetii LFK-frakcioban kisebb mértékii. A legnagyobb, mintegy
17-ed részre trténd csokkenést a 10Se(VI) kezelés esetén taldltuk: 919,9 mg/kg az elsd
betakaritaskor, 507,4 mg/kg a masodik, 165,1 mg/kg a harmadik és 52,7 mg/kg az utolsod
negyedik betakaritaskor (9. tablazat). Ennek oka a szelén ionos formainak nagyfoku mobilitasa
a talajban, igy a kezelést kovetd elsd betakaritaskor nagy mennyiségili, akar toxikus szintii
szelén kertilt a talajbol az asszimilalo szervekbe (levelek, szarak), és a késobbi csokkenés a talaj

szeléntartalmanak kimerilésébol adodik.

Ezzel szemben a vords Se0 alkalmazasa, fiiggetleniil az alkalmazott koncentracigjatol,
jelentdsen kisebb mértékii csokkenést mutatott az LFK szelén felhalmozddasaban az 1. és 2.
betakaritast dsszevetve. Ezt kovetéen pedig még ndvekedést is realizaltunk a 3., 4. betakaritas
soran pl: 50Se0 kezelés LFK-ban a 2. betakaritastol 62,1; 66,6; 63,8 mg/kg értékeket mértiink
(9. tablazat). Hasonlo tendenciat tapasztaltunk a rost- és barnaléfrakciok esetében is. A
kisérletben hasznalt vorés elemiszelén-szolban 1év6 részecskék mérettartomanya 60-150 nm
kozotti, mar a nanorészeske tartomany hatarat at is 1épi. A naonrészecskék (1-100 nm) képesek
bejutni a gyokérbe, a szoveti struktirakon vald keresztiiljutasuk viszont passziv modon
nehézkes. Emellett az elemi szelén ionos és szerves formakka alakuldsa sem elhanyagolhat6 a
talaj mikrobiologiai aktivitdsa révén, ezek a konnyebben felvehetd formak (szelenat,
szelenometionin) folyamatos felszabadulasa az elemi szelén részecskékbdl okozhatta a

lucernafrakciok stabil és tartos szelénszintjét (Sztrik, 2016).

A két vizsgalt ionos forma (szelenat és szelenit) bioldgiai hozzaférhetdsége nem egyforma.
Azonos koncentracioban alkalmazva a szelenatot (Se(VI)) nagyobb mennyiségben vették fel a
novények, mint a szelenitet (Se(IV)). Ez a kiilonbség minden vizsgalt frakcional és az elsd
harom betakaritaskor megfigyelhetd. A kiilonbségek a frakciok szeléntartalmaval (kiilondsen a
rost és a barnalé esetében) és az alkalmazott koncentracidval (1 vagy 10 mg/kg) csokkennek
(31.,32., 33. abra). A 4. betakaritasra a felvett szelénmennyiség tendenciaja minden frakcidban
megfordult az 1 mg/kg -0s kezelés esetén, a szelenittel kezelt mintak magasabb szeléntartalmat
értek el, mint a szelenattal kezeltek. Ez azzal magyarazhatd, hogy a szelenit atalakulhat
szelenatta, amely egy oxidaltabb stabilabb forma, a talajviszonyoktdl fiiggéen (Shahid et al.,
2018).
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Az alkalmazott szelénkoncentracié dozishatasa mind a rost-, mind a barnalé-mintakban hasonlo
mintazatot kovet, mint az LFK esetében (31., 32., 33. abra). A legnagyobb szeléntartalmat a 10
mg/kg szelenat (10Se(V1)) kezeléssel kaptuk, mig a legkisebb értékeket az 1 mg/kg szelenit
(1Se(IV)) formaval, néhany kivételtdl eltekintve. Az alkalmazott formak és koncentraciok
szintén szignifikdnsan befolyasoltdk a mintdk szeléntartalmat. Az 1Se(IV)-kezelés
statisztikailag nem kiilonbozott a kontroll mintaktél (minden frakcioban), csak kis valtozasok
voltak a koncentracioban a betakaritdsok soran. Ez az alkalmazott alacsony koncentracio és a
szelenit novények szamara alacsonyabb hozzaférhetdségének eredménye. A magas

crer

a rost ¢€s a barnalé teljes szeléntartalma a betakaritasok alatt széles skalan mozog (31., 32., 33.

abra).

Levélfehérje-koncentratum (LFK)

1. 2. 3. 4.

Betakaritas
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31. abra: Tenyészedényes kisérletbdl szarmazo LFK-mintak teljes szeléntartalma (mg/kg sza)

a négy egymast kovetd betakaritas alkalmaval, logaritmikus skalan abrazolva.
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32. abra: Tenyészedényes kisérletbdl szarmazo rostmintak teljes szeléntartalma (mg/kg sza) a

négy egymast kovetd betakaritds alkalmaval, logaritmikus skalan abrazolva.
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33. abra: Tenyészedényes kisérletbdl szarmazo barnalé-mintak teljes szeléntartalma (mg/l) a

négy egymast kdvetd betakaritas alkalmaval, logaritmikus skalédn dbrazolva.
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34. abra: A szelenat (Se(V1)) és szelenit (Se(IV)) kezelések utan felvett teljes szeléntartalom
aranyai szazalékban kifejezve. A szelenat/szelenit felvétel ardnya a két azonos kijuttatott
koncentracioban (Img/kg és 10 mg/kg) és minden frakcioban, a négy egymast kovetd

betakaritas szerint.

A 34. 4bra a kisérletben vizsgalt ionos formak felvételének és beépiilésének kiilonbségeit
mutatja. Ugyanabban a koncentracioban kijuttatva a szelenit (Se(IV)) csak 10-30 %-at éri el a
felvett szelenatnak (Se(VI1)) az els6 3 betakaritas sordn. Azonban ez a relativ érték novekvo
tendenciat mutat a kezeléstdl eltelt id6 fliggvényében, mivel a negyedik betakaritasra akar 1,4-
2,9 szerese is lehet a szelenit felvétele a szelenatnak. Azonban abszolut értékeket tekintve ezek
mar kisebb koncentraciok, mint az elsé betakaritds idején. A szelendtot gyorsan felvették a
lucerna novények, ezzel egyiitt viszont relative gyorsabban ki is meriilt a talajbol, mint a

szelenit.
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5.8.1.3 A szabadfoldi lucerna kisérlet soran nyert rost, levélfehérje-koncentratum (LFK),
és barnalé teljes szeléntartalma

A tenyészedényes Kkisérletben alkalmazott szelén dozisok mellett kapott nagy teljes
szeléntartalom koncentraciok figyelembevételével, szabadfoldi koriilmények kozott kisebb
dozisokat alkalmaztunk, a lucerna agronémiai szelénmegerdsités modszerének
optimalizalasahoz. Az alacsonyabb dozisok miatt a beépiilt szelén mennyisége is pg/kg, azaz
ppb-ben kifejezhetd mennyiségli szemben a zartedényes-kisérletnél tapasztalt mg/kg
dimenzioju eredményekkel (35. abra). A korabbi fejezetekben bemutatott biomasszahozam és
a nyersfehérje-eredmények arra mutattak, hogy ezek az alkalmazott kezelések nem okoztak

gatlo hatast, stresszt a novényeknek vagy toxikus felhalmozodast.

Teljes szeléntartalom (ng/kg)
[
(=3
=

rost levélfehérje-koncentratum (LFK)

M 1. betakaritas ™ 2. betakaritas 3. betakaritas

35. ébra: Szabadfoldi lucernakisérlet rost- és LFK-mintainak teljes szeléntartalom eredményei

harom egymast kovetd betakaritas alapjan.

A lucernafrakciok szelén felhalmozodasa hasonld tendenciat mutat, mint ahogyan a
tenyészedényes kisérletben is tapasztaltuk a frakciok kozott, vagyis a barnalébe keriilt a
legkevesebb, melyet a rost kovet, az LFK pedig a legtobb szelént tartalmazza (35. és 36. abra).
Az 28. dbra szemlélteti a rost- ¢s LFK-mintak teljes szeléntartalmat. A hdrom egymast kdvetd
betakaritas soran lathato tendencia, vagyis a kezeléstdl eltelt idével aranyosan csokken a felvett
¢s beépiilt szelén mennyisége nyomon kovetheté az elért értékekben, ugyanakkor kiugro
valtozasokat a legtobb kezelésnél nem tapasztaltunk. Kivétel ez alol az 50 mg/m? Se(VI) és a
100 mg/m? Se(0) kezelés, rost és LFK esetében is ezeknél a mintaknal kaptuk a legnagyobb
szeléntartalom eredményeket az els@ betakaritdskor. Az LFK esetében ezek az értékek
jelentdsen kiugronak bizonyultak, az 50Se(VI) kezelésnél 3349+7,1 ng/kg, a 100Se(0) esetén
pedig 2054+16,25 ug/kg (35. abra). Barnalé esetében is ezen két kezelés elsé betakaritasbol
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szarmazd mintainal talaltuk a legnagyobb értékeket, bar a szabadfoldi kisérletbdl szarmazé
barnalevek szeléntartalma viszonylag alacsony volt (29. abra). Az 50Se(VI) magas értékei az
els6 betakaritds alkalmaval a tenyészedényes kisérletnél megfigyelt hasonld trendekkel

magyarazhatok.
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36. abra: Szabadfoldi, szeléndusitott lucernabarnalé teljes szeléntartalom eredménye a harom

egymast kovetd betakaritas soran.

A voros elemi szelénkezelés esetében, mindkét alkalmazott koncentracional jelentds csokkenés
figyelhetd meg az LFK-mintaknal, az elsé betakaritasrol a masodikra. Ezek szamszerlien az
50Se(0) kezelésnél 1200-rol 540 ug/kg-ra, 100Se(0)-nal pedig 2054-r61 680 pg/kg-ra térténd
csOkkenést jelentettek. Ez a szelénkezelés utdni markans csokkenés a kémiai szintézissel
eldallitott elemi szelén szol eldallitds technikai nehézségeibdl adddhatott. Feltételezhetden
jelentdsebb mennyiségben maradhatott ionos formaju szelén a kijuttatott oldatban, mely
konnyli mobilizalhatdsédga révén hamar bekeriilt a ndvényi szovetekbe. Ezt tdmasztja al4 az a
megfigyelés is, hogy a méasodik és harmadik betakaritds szeléntartalom eredményeit vizsgalva

a voros elemi szelénnel kezelt mintak kozott mar kisebb a kiilonbség (36. abra).

5.8.2 Szelénspeciacio mérés eredmények
Korlatozott lehetdségeinkre tekintettel szelénmoddosulat-analitikai vizsgéalatokat csak a
tenyészedényes kisérletbdl szdrmazo lucernafrakciokbdl végeztiink, mindharom alkalmazott

szelénforma esetén a nagyobb koncentracidkat figyelembe véve.
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A novényi megerdsitésnél (fortification) nemcsak az a fontos, hogy mennyi szelént képes a
novény felvenni és akkumulalni a szerveiben, hanem hogy milyen mértékben képes azt
atalakitani szerves formakba, hiszen ezek human- és allategészségiligyi szempontbol

elényoOsebbek.

Emiatt vizsgalataink soran arra kerestiik a valaszt, hogy milyen formaban alakitja at a lucerna
a talajbol gyokereken keresztiil felvett szelént, tovabba gyakorol-e hatast a beépiilt
szelénspeciesek megoszlasara a felvett forma? A z6ld biofinomitas (frakcionalas) soran

lehetséges-e bizonyos szerves formakat (pl.: SeMet) feldusitani egyes frakciokban?

A modosulatanalitikai méréseket az 1., 2. és 4. betakaritds mintaibol végeztik. A
vizsgalatokhoz kiils6 kalibracidos mddszert hasznaltunk és a mintdkkal parhuzamosan SELM-1,
szelénnel dusitott élesztd referencia mintat is vizsgaltunk. A SELM-1 esetében a
szelenometionin (SeMet) visszanyerhetdségének mennyisége 80,4%, ezzel az értékkel
korrigaltuk a vizsgalatkor kapott eredményeket. A mintakbol kétféle kivonatot készitettiink, a
vizes kivonatban a szervetlen és vizben jol old6dd szelénformékat taldltuk nagyobb
mennyiségben. Az enzimes hidrolizis soran protedzzal inkubaltuk a vizes kivonat lecentrifugalt

iiledékét, ezekben a mintakban a fehérjékbe épiilt szelenaminosavakat kerestiik.

5.8.2.1 A lucernalevél és szar szelénspeciacio-eredményei

Ahogyan a szeléntartalomndl megfigyelhetd volt, a specidcid vizsgalat alkalméval is a
levelekben mértiink nagyobb értékeket a szarakhoz képest (10. tablazat). Altalanos tendencia,
hogy a vizes kivonatokban a szervetlen szelenat volt a dominéns, bar a vizes kivonatokban is
talaltunk SeMet-t, a dontd mennyisége csak az enzimes feltards utan volt mérhetd.
Nagymértékil szelenat-tartalom csokkenést talaltunk az elsd betakaritas és az utolso betakaritas
kozott, kifejezetten a 10Se(VI) kezelés esetében a teljes szeléntartalom eredményeivel
korrelalva. Szar esetében 79,5 mg/kg-rol 4,3 mg/kg-ra, levélmintaban pedig 901 mg/kg-rol 10,7
mg/kg-ra csokkent a szelenattartalom a vizes kivonatokban. Erdekes eredmény, hogy még az
50 mg/kg Se(IV) koncentracidban kijuttatott szelenit esetében sem tudtuk a szelenitet kimutatni
a vizsgalt mintakbol. A kijuttatott formatol fiiggetleniil a gyokereken keresztiil felvett szelén a
hajtasokba érve mar dontd részben szelenatformaban volt jelen. Az 50 mg/l Se0 vords elemi
szelénnel kezelt novények speciesei nem mutattak olyan drasztikus valtozast, mint az ionos
kezelések (Se(VI) és Se(1V)).
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10. tablazat: Modosulatanalitikai vizsgélatok eredményei. A lucernaszarbol és -levélbol

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

Szelenometionin- (SeMet) és szelenat-tartalom (Se(VI)) lucernaszirban és -levélben

Vizes kivonat [mg/kg]
sZar levél
SeMet Se (V1) SeMet Se (VD)

Betakaritas 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4.  Betakaritas
10Se(VI) 2.2 0,9 0,5 79,5 323 43 8.2 1,5 1.2 901 141 10,7 10Se(VI)
50Se(1V) 1,7 1,4 1,1 89 224 5,2 2,3 1,9 4,2 336 65,8 20,5 50Se(1V)

50Se0 0,6 0,3 0,5 6,5 0,7 2,7 1,8 0,6 1.4 51,7 39 1,5 50Se0
Enzimes kivonat [mg/kg]
SZAr levél
SeMet Se (VI) SeMet Se (V)

Betakaritis 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4.  Betakaritas
10Se(VI) 18,1 14,3 4,8 8,1 6 0,8 71,4 41 24,8 86,8 18,1 2,6 10Se(VI)
50Se(lv)y 17,7 12,3 8,5 13 52 0,8 56,9 349 224 30,8 12,9 29  50Se(IV)

50Se0 7.1 4,1 11,9 1,1 *nd nd 20,2 13,1 7,6 5,4 0,6 nd 50Se0
*nem detektalt (>LOD)
58.22 A 1zold frakcionalt levélfehérje-koncentratum (LFK), rost és barnalé

szelénspeciacio-eredményei

A két legnagyobb mennyiségben talalt szelénforma a szervetlen szelendt (SeO4?) és a Szerves
szelenometionin (SeMet) volt minden vizsgélt frakcidban (LFK, rost, barnalé) és kivonatban
(vizes és enzimes kivonatok). Ez a két forma a leggyakoribb szelén species a nem-
szelénakkumulald névényekben, mint a rizs, burgonya, lencse és gabonafélék (Hartet al., 2011;
Hariharan & Dharmaraj, 2020). Az elvalasztas soran talaltunk még kisebb cstcsokat, melyeket
standardok hianyaban nem tudtunk beazonositani (37. abra). Ezeknek a minor
komponenseknek pontos beazonositasa még folyamatban 1év6 kutatas targyat képezi. Az
elézetes eredmények arra mutatnak, hogy kozottiik szelenocukrok és szeleno-homocisztein
szarmazékok is jelen voltak a lucernamintakban (nem k6zolt adatok). A lucernahoz hasonloan
Faboidae alcsaladba tartozd veteménybab (Phaseolus vulgaris L.) szelénspeciacid
vizsgalatakor a SeMet és szelenat mellett el6fordulé minor komponenseket kitisztitottak és L.C-
ESI-MS

metilszelenocisztein komponenseket (Shao et al., 2014). Feltételezhetd, hogy ez a két minor

vizsgalattal  azonositottdk a  Se-metilszelenocisztein  és  y-glutamil-Se-

komponens talalhaté meg a lucernafrakciok mintaiban is (37. abra).
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37. abra: A 10Se(VI) kezelés 1. betakaritas LFK-mintajanak két kromatogramja. Az els6 a
vizes extrakcid, a masodik az enzimes feltards eredménye a SeMet és Se(VI) csucsokkal.

Piros karikak jelzik az azonositatlan, minor szelén-species-eket.

A SeMet mennyisége 0-246 mg/kg kozott valtozott az LFK-ban (11. tablazat). A szelenat
legnagyobb mennyiségben az els6 betakaritas 10Se(V1) kezelt LFK-mintaban volt, 451 mg/kg
szaraztomegre vetitve. A szervetlen szelenatforma mennyisége minden vizsgalt mintatipus
esetén (LFK, rost, barnalé) kovette azt a tendenciat, mely a teljes szeléntartalomnal

megfigyelheto.

11. tablazat: Mddosulatanalitikai vizsgalatok eredményei. Az LFK-, rost- és barnalé-
mintakbol késziilt vizes és enzimes kivonatok SeMet- és szelenat-tartalma

(Kovacs et al., 2023).

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

LFK [mg/kg] Rost [mg/kg] Barnalé [ng/ml]
SeMet Se(VI) SeMet Se(VI) SeMet Se(VI)
Betakaritas 1. 2. 4. 1. 2. 4 1. 2. 4. 1. 2. 4. 1. 2. 4 1. 2. 4, Betakaritis
Vizes Kkivonat
10Se(VI) 1 nd” nd 451 181 12 1,9 0,6 nd 237 68 2,6 03 0,1 0 111 52 25 10Se(VI)
50Se(1V) nd nd nd 241 71 16 0,7 0,7 nd 98 34 3,6 0,1 0 02 74 16 55 50Se(1V)
50Se0 nd nd nd 41 39 6,2 nd nd nd 17 2,1 14 0,1 0 0 12 35 25 50Se0
Enzimes kivonat
10Se(VI) 246 164 38 30 14 0,7 48 27 6,5 29 13 nd 0,1 0,1 nd 35 07 0.1 10Se(VI)
50Se(1V) 158 128 68 13 406 1,9 32 22 15 18 69 1,2 01 0 0,1 24 05 02 50Se(IV)
50Se0 61 46 36 45 nd nd 75 74 9 16 nd nd nd nd 01 02 03 05 50Se0

“nem detektalt (<LOD)

A SeMet aranya fontos informacié, mivel a dusitassal (fortification) célunk, hogy

"o

szervesszelénben-gazdag, hozzaadott értékii termékjeldlteket tudjunk eldallitani lucernabol. A
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SeMet mennyisége az enzimatikusan feltart mintakban minden vizsgalt esetben tobb, mely arra
utal, hogy a szerves SeMet-forma proteinekbe beépiilve talalhato a lucerna-frakciokban. A nagy
fehérjetartalmi LFK és kisebb rostmintak SeMet-tartalmat vizsgalva forditott aranyt talaltunk
a SeMet megoszlasaban. Bar a 4. betakaritasra a teljes szeléntartalom, és a szelenatforma
mennyisége is lecsokkent a vizsgalt mintdkban, kiilondsen az ionos formaju kezeléseknél
(10Se(V1), 50Se(1V)), ugyanakkor a SeMet aranya novekedést mutatott. Az els6 betakaritaskor
a minta szeléntartalmanak 18%-a volt SeMet a rostban és 35%-a az LFK-ban. A negyedik
betakaritaskor ez 45%-ra emelkedett a rostban és 60-70%-ra az LFK-ban (38. abra).

Szelenometionin-kihozatal
80
70
~ 60
£ 50
% 40
[
X 30
N
<20
- ol 1 i |
0
10Se(VI) 50Se(IV) 50Se0 10Se(VI) 50Se(IV) 50Se0
rost rost rost LFK LFK LFK
m 1. betakaritas 2. betakaritas 4. betakaritas LFK: levélfehérje-koncentratum

38. dbra: SeMet-kihozatal a teljes szeléntartalom szézalékaban. A két, szelén- és SeMet-
tartalom szempontjabdl relevans rost- és LFK-frakciokban az els6, masodik és negyedik

betakaritas soran.

Az USA Mezbégazdasagi Minisztérium (United States Department of Agriculture (USDA))
csoportositasa szerint a lucerna fakultativ szelénakkumuldlo kultirndévény, vagyis képes 50
mg/kg koncentracioban feldusitani a szelént szoveteiben (USDA ARS, 2018). A 10Se(VI) és
50Se(IV) kezelések mintainak szeléntartalma joval magasabb, mint 50 mg/kg az elsd
betakaritds idején. Ez, illetve a csokkent nyersfehérje- €s alacsony biomassza-mennyiség
egylittesen magyarazhatja az alacsony SeMet-aranyt az els6 betakaritaskor. A kisérlet végén (4.
betakaritas) ugyanakkor szignifikdnsan novekedett ezen mintak nyersfehérje-tartalma tovabba
nétt a SeMet mennyisége a szeléntartalmon belill (11. tablazat). A SeMet biologiai
hozzaférhet6sége €s hasznosulasa jobb, mint az inorganikus formaké, ebbdl kifolydlag
elénydsebb a dusitott lucernaban és frakcidiban emelni a SeMet aranyat a szeléntartalmon beliil.

Eredményeink arra is rdmutatnak, hogy nagy dozisu kezeléssel nem ndvelhetd aranyosan a
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beépiilt SeMet mennyisége, ahogy az az elsé és negyedik betakaritds Osszehasonlitasabol

lathato.

Az 50Se0 kezelés teljes szeléntartalom eredményeit tekintve kisebb ingadozast mutato
szeléntartalmat sikeriilt elérni a 4 betakaritas alatt, mint az ionos formakkal valo kezelés esetén.
Habar a SeMet mennyisége (36-61 mg/kg az LFK-ban) és a szeléntartalom Kisebb értékeket
mutatott, a ndvénytermesztés szempontjabol az allandé mindségli és mennyiségli biomassza
stabil szeléntartalommal elénydsebb tulajdonsag, kifejezetten egy olyan tobbszor betakaritott

éveld kultira esetén, mint a lucerna.

Hu és munkatarsai (2022) megfigyelték a lucernalevelekre Kijuttatott szelenit
szallitoszoveketbe valo bejutasat, beépiilését szerves SeMet-formava, illetve a volatilis DMSe
kivalasztasat a gazcserenyilasokon. Ebben a kisérletben a talajbdl felvett szelén hosszatava
beépiilését vizsgaltuk, és a leggyakoribb formak a szelenat és a SeMet voltak. A kisérleti
beallitdsok nem tették lehetdvé a gaz fazisa szelénformak mérését a talaj-novény rendszerben,
azonban az illékony formak képzddését meg tudjuk erdsiteni, mivel a DMSe, DMDSe és mas
gaznemii formdk jellegzetes szaga érezhetd volt a novénytermesztés soran. Terry &s
munkatarsai (2000) munkdjukban a szervetlen szelenat, szelenit ¢s szerves SeMet, SeCys
felvételét vizsgaltdk hidrokultirds termesztésben mustarnovénnyel. Eredményeik szerint a
felvett SeMet-t 6tszor nagyobb mértékben alakitotta DMSe-dé a ndvény, mint a szelenat és
szelenit esetében. A talajmikroorganizmusok tevékenysége révén jelentds az elemi szelén,
szelenat és szelenit volatilis, metilalt formakka alakulasa, kifejezetten nagy szervesanyag-
tartalom mellett (Doran & Alexander, 1977; Eswayah et al., 2016). Sztrik (2016) elemi
nanoszelénnel végzett kisérletében 8 héttel a kezelés utan a talajhoz adott szelén mennyiségének
80 %-a volt mar csak visszamérhetd, a tobbi volatilis formaban elparolgott a talaj mikrobologiai

aktivitasanak kovetkeztében.

5.9 Fitonutriensek és fenolos komponensek szeléndisitott lucerna-frakciokban

A tenyészedényes kisérlet szar-, levél-, LFK-, rost- és barnalé-mintaibdl fitokémiai méréseket
végeztink. A  fenolos komponensek analizisét Folin-Ciocalteu-modszer alapjan
spektrofotometriasan hataroztuk meg. A kapott eredmények alapjan nem tudtunk
kiilonbségeket vagy tendenciat kimutatni a szelénkezelések hatasdra, tovabba a betakaritasi
idépontokat mintatipuson beliil vizsgalva sem sikertilt jellegzetes eltéréseket feltarni. A 39. dbra
foglalja 6ssze a fenolos komponens mérések eredményét minden kezelés és minden betakaritas

esetén. A lucernaszarban (51 pg GAE/g) és -levélben (118 ng GAE/g) jellemzden nagyobb volt
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az Osszes fenolos komponensek mennyisége, mint a frakcionalt termékekben. Az LFK
atlagosan 130 ug GAE/g, a rost 59 ug GAE/g, a barnalé pedig 32 ug GAE/ml fenolos
komponenst tartalmazott.

Oszar Olevél [Irost O levélfehérje-koncentratum (LFK) [ barnalé

250

AT

Kontroll  1Se(VI)  10Se(VI)  1SeIV)  10Se(IV)  50Se(IV) 10Se0 50Se0
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39. abra: Lucernaszar, -levél és zold biomasszafrakciok (rost, LFK, barnalé) vizoldhatd 6sszes
fenolos komponens tartalma a 4 vizsgalt betakaritas soran, dobozabran szemléltetve. A
dobozok az értékek interkvartilis terjedelmét mutatjak, a vonal a medidnt jelzi. A felsd és also
bajusz végpontja a maximum és minimum értékeket mutatja.

A karikak kiugr6 értékeket jelolnek.

Irodalmi forrasok szerint a lucerna LFK fenolos komponens tartalma 37 mg GAE/g (Karimi et
al., 2013; Rafinska et al., 2017), mely nagyobb érték azonban eltérd kivonassal (80% metanol)

elért eredmény.

5.9.1 Kvalitativ vizsgalatok, a lucernafrakciok fitonutriens-profiljanak megallapitasa

A fitonutriensek jelentOsége takarmdnyozds és taplalkozas szempontjabol is ismert ezért
kvalitativ vizsgalatukhoz metanolos-vizes (70:30) kivantokat készitettiink a tenyészedényes
kisérletbdl szarmazo lucerna LFK-, rost- és barnalé-frakciokbol. Az LC-MS vizsgalatok soran
nem taldltunk lényeges kiilonbségeket a szeléndusitott és kontroll mintak kozott. A
szelénkezelést nem kapott, kontroll LFK-, rost- és barnalé-frakciok kvalitativ eredményeit a 12.
tablazat tartalmazza. 83 kiilonb6z6 vegyiiletet sikeriilt azonositanunk, melyek mindegyik LFK-

mintaban el6fordultak (40. abra).
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12. tablazat: Azonositott flavonoidok, szaponinok és szarmazékaik a szeléndusitott lucerna

z06ld biomasszabol szarmazo LFK-, rost- és barnalé-frakciokban (Kovdcs et al., 2023).

T =
Flavonoid dsszegképlet [1‘('311-[)] [(1\1/:1’,1;)] LFK rost barnalé
Flavanonok
4'.5.7-Trihidroxiflavanon (Naringenin) C15H1205 271,06 + + +
4'5.7- Trihidroxiflavanon 6.8-C-glikozid C27H52015 595,17 + - +
4' 7-Dihidroxiflavanon C15H1204 255,07 + + +
Flavonolok
Kvercetin C15H1007 301,04 + + +
Kvercetin-3.4'-di-O-glikozid C27H30017 625,14 - - +
Kvercetin-3-O-glikozid C21H20012 463,09 + + +
Flavonok
Apigenin-4'-O-glitkuronid -7-O-[glitkuronil-(1—2)-gliikuronid] C33H340023 797,14 + + +
Apigenin-O-glikozid-O-glitkuronid C27H25016 607,13 + + +
Apigenin-7-O-[feruloil-(—2)-[ glakuronil-(1—3)]-glikuronil-(1—2)]glitkuronid C43H42026 973,19 + + +
Apigenin-4'-O-glitkuronid-7-O-[feruloil-(—2)-glitkuronil-(1—2)-glikkuronid] C43H42026 973,19 + + +
Apigenin-7-O-glitkuronid C21H25011 445,08 + + +
Apigenin (4'.5.7-Trihidroxiflavon) C15H1005 269,05 + + +
Krizoeriol-4'.7-di-O-glitkuronid C2sH25018 651,12 - + +
Krizoeriol-7-O-glitkuronid C22H20012 475,09 + + +
Krizoeriol (3'-Metoxi-4'.5.7-trihidroxiflavon) C16H1206 299,06 + + +
Kirizoeriol-glitkuronil-glitkuronid C2sH25015 651,12 + - +
Genkwanin (4',5-Dihidroxi-7-metoxiflavon) C16H1205 285,076 + + +
Luteolin-di-O-glitkuronid C27H26015 637.1 - + +
Luteolin-4'-O-glitkuronid-7-0-[feruloil-(—2)-glitkuronil-(1— 2)glitkuronid] C43H42027 989,18 - - +
Luteolin-7-O-glitkuronid C21H15012 461,07 + + +
Luteolin (3'.4".5.7-Tetrahidroxiflavon) C15H1006 285,04 + + +
Tricin-7-0-glﬁkuronid C23H2:015 505,1 + + +
Tricin-7-O-[ feruloyl-(—2)-glitkuronil-(1—2)-glikkuronid] C39H35022 857,18 + + +
Tricin (3'.5'-Dimetoxi-4'.5.7-trihidroxiflavon) C17H1407 329,07 + + +
Tricin-O-hexozid C2oH24012 493,134 + - +
4' 7-Dihidroxiflavon C15H1004 253,05 + + +
Metoxi-tetrahidroxiflavon C1sH1207 315,05 + + +
Dimetoxi-hidroxiflavon C17H1405 299,091 + + -
Metoxi-trihidroxiflavon C16H12056 303,086 - + -
3'-Metoxi-4'.5.5". 7-tetrahidroxiflavon-7-O-glitkuronid C22H20013 491,08 + + +
Apigenin-8-C-glikozid-6-C-xilozid C26H25014 565,155 + - -
Apigenin-6-C- glikozid -8-C-xilozid C26H25014 565,155 + - -
Izoflavonok Osszegképlet [I:II‘:;I)] [?:;E)]- LFK rost  barnalé
Alfalone (4'.7-Dimetoxi-6-hidroxiizoflavon) Ci7H1405 297.08 + + +
Formononetin (7-Hidroxi-4'-metoxiizoflavon) C16H1204 269,081 + + +
Ononin (Formononetin 7-O-glikozid) C22H2200 431,134 + +
Biochanin A (4'-Metilgenisztein) C15H120s5 285,051 + + +
Kalkonok
Izolikviritigenin (2',4,4"-trihidroxikalkon) C15Hi204 255,07 + + +
Szaponinok
Medikagén sav C30Has0s 501,32 + + +
Medikagén sav 28-O-[xilozil-(1—4)-rhamnozil-(1—2)-arabinozil)észter CaH72015 911,46 + + +
Medikozid H (Medikagen sav 3-O-glikozil-28-0- rhamnozil-(1—2)-arabmozil]észter) C47H74019 941,47 + + +
Medikozid G (Medikagén sav 3.28-di-O-glikozid) C42Hes016 82543 + + +
Medikagen sav 3-O-glukuromd-28-0-[xilozil-(1—4)-rhamnozil-(1—2)-arabinozil| észter Cs2Hgo024 1087.5 + + +
Medikagén sav rhamnozil-pentozil-glukuronid C47H72020 955.45 + + +
Medikozid J (Medikagén sav 3-O-glikozil-28-O-[xilozil-(1—4)-thamnozil-(1—2)-arabinozil] észter) 2 23 1073,52 + + +
Medikagén sav 3-O-[galaktozil-(1—2)-glikozid]-28-O-glikozil észter CasH760n 987.48 - - +
Medikozid E vagy izomer Cs4Hss023 1103.56 - - +
Szojaszapogenol B rhamnozil-hexozil-glukuronid CasH7s018 941,51 + -
Szojaszapogenol B rhamnozil-pentozil-glukuronid C47H76017 911.5 + - -
Azukiszapomn 11 Ci2HssO14 795,45 + + +
Ismeretlen szaponinok
ismeretlen szaponin. aglikon: 456.32396 (C2eH4404) CssHs202 1251.57 - + +
ismeretlen szaponin. aglikon: 502.32944 (C3oH4606) Cs2Hs0024 1087.5 - + -
ismeretlen szaponin. aglikon: 440.32905 (C2eH4403) CssHs2025 1235,57 + + +
ismeretlen szaponin. aglikon: 458.37600 (C30Hs003) Ca7H76017 911.5 - + -
ismeretlen szaponin. aglikon: 504.34509 (C3oHis0s) C41Hs4016 811.41 + - +
ismeretlen szaponin. aglikon: 486.33452 (C2sH1205) C42He4O16 82341 + + +
ismeretlen szaponin. aglikon: 454.34470 (C30H4505) C47H74019 941,48 + - -
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Osszességében a fitokémiai komponensek profilja a vizsgalt frakcioban hasonld volt. Az
irodalmi forrasokkal 6sszhangban (Stochmal et al., 2001a; Stochmal et al., 2001b), a fenolos
komponensek koziil a flavonoidok voltak a legnagyobb mennyiségben jelenlévé anyagok
valamennyi hidroalkoholos extraktumban (11. tablazat és 40. abra). A 37 azonositott
flavonoidbol aglikonokat és glikozil-szdrmazékokat talaltunk flavanon, flavonol, flavon,
flavon, izoflavon ¢és kalkon alapvazakkal. A flavonoidok koziil a flavonok voltak a
leggyakoribb csoport, beleértve szamos hidroxiflavont és glikozilszarmazékot. A
legjellemzdbb alapvazak az apigenin, tricin, krizoeriol voltak. A flavonoidok cukorlanca nem
kizarolag gliikkuronsav volt, az apigeninben, a naringeninben ¢és a kvercetinben gliikozt és xilozt
IS azonositottunk. Példaul a vicenin-1 (apigenin-8-C-gliikkozid-6-C-xilozid) [M+H]+ ion az m/z
565,15574-en és a vicenin-3 (apigenin-6-C-gliikkozid-8-C-xilozid) ([M+H]+ ion az m/z
565,15574-en), mint minor komponenseket mutattuk ki az LFK-frakcioban. A masik nagy
csoport a szaponinok voltak, melyek koziil szamos ismeretlen alapvazi vegyiilet keriilt eld, de
talaltunk medikozid, medikagénsav, azukiszaponin €s szdjaszapogenol alapvazu vegyiileteket
IS, melyek korabban azonositasra keriiltek (Rafiriska et al., 2017). Két szojaszapogenol B
szarmazékot csak az LFK-frakcioban detektaltunk, valamint tobb ismeretlen szaponin aglikont,

amelyek egy vagy tobb frakcidban voltak kimutathatok (11. tablazat).

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

301,1076) valamennyi lucernafrakcioban detektalhato volt.

Fenolos komponensek levélfehérje-koncentratumban (LFK)
= Flavonoid
= Szaponin
= Kalkon
Pterokarpéan

m Kumesztrol

[db] ™ Fahéjsav szarmazékok

40. abra: Azonositott fitonutriensek szama vegyiiletcsoportokra bontva a levélfehérje-

koncentratum-mintakban (LFK).
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5.9.2 Kvantitativ fitonutriens-vizsgalatok eredményei

A kvalitativ vizsgalati eredmények alapjan, hozzéaférhetd standardok ismeretében, néhany
pozitiv vagy negativ ¢€lettani szereppel bir6é fitokomponens mennyiségét is meghataroztuk
frakcionként a szelénkezelések fiiggvényében. A hidroalkoholos kivonatok kvantitativ
elemzése alapjan az apigenin gliikuronid ¢és az apigenin (4'.5.7-trihidroxiflavon) aglikonok
voltak a legnagyobb mennyiségben el6forduld flavonoidok a négy betakaritason beliil (12.
tablazat). A rost frakcioban volt a legnagyobb az apigenin-7-O-gliikkuronid koncentracioja,
90,82-170,85 pg/g kozott, mig az LFK-ban és a barnalében 33,31-68,10 ug/g és 376,13-
1098,88 ng/ml kozotti volt (12. tablazat). Az apigenin volt a masodik legnagyobb
mennyiségben eléforduld flavonoid a mennyiségi meghatarozasra kivalasztott flavonoidok
kozil, 7,97-72,93 ng/g kozotti értékekkel. Az apigenin-7-O-gliikkuroniddal ellentétben az
apigenin az LFK- és a rostfrakciokban szlik, 13-24 pg/g tartomany kozott valtozott, kivéve a 4.
betakaritaskor, amikor a rostfrakcioban atlagosan 67 pg/g mennyiséget mértiink, fiiggetlentil a

Se-kezeléstol.

A Se-kezelés formaja és koncentracioja hatast gyakorolt az apigenin (4'.5.7-trihidroxiflavon) és
az apigenin-7-O-gliikuronid tartalomra a vizsgalt frakciokban. Mindkét flavon koncentracioja
emelkedett a Se(IV) és Se(VI) kezeléseknél, kiillondsen az 1. betakaritds alkalmdval, mig a
voros elemi szelén (Se(0)) koncentraciotol fiiggetleniil Kisebb értékeket mutatott a kontrollhoz
képest (13. tablazat). Az apigenin és szarmazékai gyakori masodlagos anyagcseretermékek a
novényekben, gyulladasgatld, antioxidans és kemopreventiv hatasuk ismert (Shukla et al.,
2019), ugyanakkor a természetesen eléforduld apigenin biologiai hozzaférhetsége alacsony

(Sirotkin & Kolesarova, 2022).

A tobbi hidroxiflavon, a luteolin (3'.4'.5.7-tetrahidroxiflavon) és szarmazékai, illetve luteolin-
7-O-gliikuronid,  luteolin-di-O-gliikuronid,  luteolin-4'-O-gliikuronid-7-O-[feruloil(1—2)-
gliikuronil(1—2)-gliikuronid] a barnalében detektalhatéak voltak; ugyanakkor néhanyuk
hianyzott a rost- ¢s LFK-frakciokbol. A luteolin aglikon koncentraci6ja minden lucerna-
frakcioban jelentdsen kisebb volt (0,71 - 5,10 pg/g), mint az apigeniné (13. tablazat). A luteolin
koncentracidja a rostfrakcioban nem haladta meg a 2,25 pg/g-ot, mig az LFK-frakcioban 20-
30%-o0s novekedést mutatott a rosthoz képest. A luteolin koncentracié a négy egymast koveto
betakaritds soran Osszefiiggést mutatott az alkalmazott Se-koncentracidval, valamint az
alkalmazott Se-formaval. A luteolin eldnyds hatasai ismertek, human vonatkozasban
rakmegel6z6, gyulladascsokkentd, neuroprotektiv hatasa igazolt (Shukla et al., 2019). A

hidroxiflavonok mellett metoxi-hidroxiflavonokat is kvantifikaltunk a kivonatokban. A tricin
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(3',5'-Dimetoxi-4',5,7-trihidroxiflavon) atlagosan 14,5 pug/g koncentracidoban volt jelen az LFK-
¢s a rostmintdkban és ~160 ng/ml koncentrdcidban a barnalében. A tricin esetében nem
talaltunk Osszefliggést a szelénkezeléssel. Az azonositott fitokémiai anyagok koziil szdmos mas
flavonoidot is kvantifikaltunk. Fiiggetleniil az alkalmazott Se-kezelést6l és a betakaritasi
idéponttol, a kvercetin, az izokvercitrin, a naringenin, a likviritigenin és a genkwanin
nyomokban voltak kimutathatéak, kevesebb mint 10,00 pg/g-tdl (az LFK és a rost esetében
atlagosan) 14 ng/g értékig, a barnalében 86 ng/ml koncentracioban atlagosan (13. tablazat). Az
LFK- és a rostfrakciok a kis koncentracioju flavonoidok mennyisége kozel azonos volt (13.

tablazat).

13. tablazat: Nagyobb mennyiségben (atlagosan 100 pg/g koncentracidoban) eléforduld
flavonoid komponensek. A rost- és LFK-mintakban pg/g-ban, a barnalében ng/ml-ben

kifejezve.

Major-komponensek

Apigenin Apigenin-7-O-gliikuronid Luteolin
LFK rost  barnmale LFK rost  barnale LFK rost  barnale
[uz'g] [uz'g] [ng/mi] [uz'g] [uz'g] [ng/mi] [uz'g] [uz'g] [ng/mi]
1. betakaritd
Kontroll 116 16,6 67.9 383 1441 8122 L3 0.8 8.9
18=(VT) 12 304 132.5 63,7 163.4 5135 23 0.7 12
105e(VT) 11.1 28.8 1252 62,1 1709 10989 29 23 64.8
18e(IV) 17.1 26 68.8 354 1373 3843 21 0.9 8.3
108e(TV) 159 226 85.1 573 1284 4903 21 14 116
505e(IV) 199 194 973 37 1274 0163 3 12 504
1050 15,3 182 63,2 33,3 1176 4033 23 1 10,6
5080 8 154 642 531 128.1 6512 1.6 09 12.1
2. betakaritas
Kontroll 23 251 1722 476 1268 4201 23 0.7 223
18e(VT) 272 26,4 1511 459 130 6449 31 0.9 19
105e(VI) 20,7 17.6 102.1 53,6 100 4162 34 1.8 2804
15e(IV) 236 271 1108 49 1413 5419 28 L1 153
108e(TV) 13.8 214 97.5 40,3 125.9 3478 24 0.9 13
508e(IV) 19.3 279 1649 396 1232 4251 33 2 262
1050 18.1 233 1342 405 134.7 363.5 33 0.3 26.6
508e0 33,9 241 1442 383 1192 3417 il L3 23,6
3. betakaritas
Kontroll 24 194 60.6 61.1 w0 3796 0.3 0.3 29
18e(VI) 17,7 22 498 30,4 1062 4403 14 0.3 3
105e(VD) 33,9 239 526 67.3 921 2644 12 0.5 34
18e(IV) 17.9 22 36.1 362 1217 444 4 0.3 0.6 26
105e(IV) 21 243 31T 44 122.1 4639 14 0,7 3.6
505e(IV) 17 227 94 323 029 290.1 L6 0.3 48
108e0 16 236 326 423 1104 3761 1.7 0.7 29
5050 156 18.9 4.5 66,3 1308 2346 14 0.3 3
4. betakarita
Kontroll 13.3 60,8 62.3 383 101.9 4722 23 13 245
18e(VI) 26 346 80,9 61,1 1093 3751 32 10
108e(VT) 17.6 64,7 66.3 463 126 673 23 327
18e(IV) 15 129 733 473 1183 4883 238 12,3
105e(IV) 14,7 7 351 483 122.6 4916 26 26 10,7
508e(TV) 17.3 55,9 1383 524 1622 304.6 19 \ 52.8
1050 119 64,2 1253 99 1333 4272 1.9 2 34,6
508e0 162 670 623 622 1603 6349 2 1.9 36,9
LFE rost  barmale LFK rost  barnale LFK rost  barnale
Apigenin Apigenin-7-O-gliikuronid Luteolin
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Az 1izoflavonok kozil négy vegyiiletet azonositottunk (14. tablazat), melyek kozil a
formononetin (7-hidroxi-4'-metoxi-izoflavon) koncentracioja 0,34-8,39 pg/g kozott valtozott
az LFK- ¢és a rostfrakciokban és 3,16-80,04 ng/ml kozott a barnalében (15. tablazat). Az 1
mg/kg Se(IV) és a 10 mg/kg vords elemi Se0 kezelés a kontrollhoz hasonlé formononetin
tartalmat mutatott. Ezzel szemben a Se(VI), Se(IV) €s a voros elemi Se0 magas koncentracidju
kezelése kisebb formononetin-tartalmat eredményezett a harom frakcion belill. A masik
izoflavon, a biochanin A (4'-Methylgenistein) kisebb, 0,11-0,63 pg/g kdzotti koncentracioban
volt az LFK-ban és a rostban, illetve 0,35-3,88 ng/ml mennyiségben a barnalében. Az LFK-hoz
hasonlé minéségii lucerne leaf extract (EFL) esetében az izoflavonok teljes mennyiégét egy

nagysagrenddel nagyobbnak irtak le, <350 mg/kg (Gawet, 2012).

14. tablazat: Kisebb koncentracioja, minor fitonutriens vegyiiletek az LFK-, rost- és barnalé-

mintakban. A rost- és LFK-mintakban pug/g-ban, a barnalében ng/ml-ben kifejezve.

Minor-komponensek

KEvercetin Izokvercetin Naringenin Izolikviritigenin
LFK rost  barmalé LFK rost  barmalé LFK rost  barnalé LFK rost  barnalé
[ne'g] [ne'g] [ng'ml] [ne'e] [ne/z] [ng/'mi] [ne'z] [ne'z] [ng/'mi] [nz'e] [nz'e] [ng/'mi]
1. betakaritas
Kontroll 0.63 0.57 0.94 0.82 0.82 0.83 0.51 0.33 0.8 0.34 0.32 4.38
18e(VI) 0.36 0.48 0.91 029 0.84 0.05 044 0.36 2357 0.36 021 144
10Se(VT) 0.54 0.62 0.84 0.9 0.74 0.74 0,52 075 3.67 0.38 171 14.86
1Se(IV) <0.1 0.42 0.87 0.21 0.84 0.21 0.5 0.37 1.38 0.32 029 0.7
108e(IV) 0.13 0.59 <01 028 0,12 0.13 042 032 1.38 021 0,12 0.6
508e(IV) 0.54 0.44 0.82 0.8 0.89 0.75 0.58 0.33 201 0.42 0.63 6.82
10520 <0.1 0.47 0.59 0.2 0.8 =0,1 0.51 0.39 195 0.3 0.18 116
508e0 0.43 0.6 0.38 0.84 0.82 0.86 0.34 032 121 023 0.34 341
2. betakaritas
Kontroll 0.18 0.1 14 0.56 0.13 24 097 055 i3 0.33 0.34 3.36
18e(VIy 0.12 <01 0.4 0.37 0,19 023 0.56 034 334 024 0,14 0.92
105e(VD) 0.14 0.11 0.96 0.42 0235 267 0.62 042 472 0.32 0.37 36
18e(IV) 0.13 <0,1 025 031 0,12 0,05 0,58 04 351 022 0,12 0.87
108e(IV) 0.12 <01 <01 0.3 02 0.08 052 0.33 1.69 02 0.14 0.43
305e(TV)y 0.13 0.12 132 0.41 021 142 0.54 042 nd 024 021 nd
10820 0.1 <01 0.13 0.35 0.14 0.13 0.6 041 231 021 0.13 131
3050 0.14 0.1 116 0.4 0.14 229 0.82 043 4586 2 0.36 341
3. betakaritas
Kontroll 0.12 <01 226 0.33 0.11 182 0.97 028 419 0.39 3.66
1Se(VIy 0.12 0.11 0.17 0.66 0.13 0.14 0.54 0.31 12 0.18 3.66
108e(VT) 0.14 0.13 0.93 0.14 0.12 115 0.61 033 289 0.32 2 3.0
18e(TV) <01 <01 <01 052 0.23 0.17 0.58 0.39 0.54 022 02 3
108e(IV) 0.11 <0.1 0.11 0.68 0.13 0.11 0.59 0.32 146 0.12 3 3.33
508e(IV) 0.13 0.14 0.94 026 0.1 1.63 0.5 029 249 03 3
108e0 <01 0.14 0.2 04 012 0.11 0,54 029 0.6 023 0.31
308e0 0.11 0.12 1.39 032 0.11 0.81 044 027 348 0.32 3 2,
4. betakaritas
Kontroll 0.31 0.53 197 0.71 0.84 146 0.66 1.14 437 3 0.45 574
18e(VT) <0,1 0,52 112 0,82 0,12 037 081 1,05 228 2 0,32 5135
108e(VT) 0.74 0.53 114 L1 0.87 7.03 0.68 104 258 2 0.48 349
18e(IV) <01 0.52 246 1.56 0.14 0.66 0.83 1.01 361 023 0.35 243
10Se(IV) 0.18 0.48 293 144 0.12 0.63 0.8 097 375 025 0.47 1.83
505e(IV) 0.42 0.43 0.94 0.83 0% 0.94 0.54 0.92 10 0.31 042 3.7
10%e0 <01 0.54 0.33 0.93 0.88 0.7 043 0.82 35 021 0.39 549
308e0 0.48 0.51 3.54 0.83 0.92 0.92 042 0,71 3.68 022 0.33 3.13
LFK rost  barmalé LFK rost  barmalé LFK rost  barnalé LFK rost  barmalé
Kvercetin Izokvercetin Naringenin Izolikviritigenin

A Se-kezeléstdl fliggetleniil a medikagénsav és annak rovid vagy hosszi mono-, bi- vagy

tridezmozid cukorlancokkal alkotott kombinacioi voltak a legnagyobb szamban eléforduld
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szaponinok valamennyi lucernafrakcioban (15. tablazat). Koziliik standardok korlatozott
hozzaférhet6sége miatt kvanitativan csak a medikagénsavat tudtuk vizsgalni. A medikagénsav
koncentracidja 0,11-1,86 pg/g kozott mozgott az LFK- és a rostfrakciokban és 0,72-32,72 ng/ml
kozott a barnalében a lucerna négy egymast kovetd betakaritasa soran. A 10 mg/kg Se(IV), 50
mg/kg Se(VI) és 50 mg/kg vords Se0 kezelés hatasara megnétt a medikagénsav koncentracioja
az LFK-ban, a rost ¢és a barnalében, kiilondsen az 1. betakaritas soran (15. tablazat).
Mindazonaltal a kovetkezO betakaritasok alkalmaval a medikagénsav koncentracidja nem
fliggott egyértelmiien a Se-kezeléstdl. A medikagénsav alapvaza glikozidok gyakoriak a
lucerndban és taplalkozasi, takarmanyozasi (kiilonosen kérddzok esetében) szempontbol
antinutritiv hatasti vegyliletek habzd, antimikorbialis, hemolizalo, torokirritdldo és a bélfal
felszivoképességét befolyasolod hatasuk miatt (Szumacher-Strabel et al., 2019). Lucernafajtak
kozott nagy kiilonbségek mutatkoznak a hajtas szaponin- és medikagénsav-tartalma kozott, a
hajtas atlagosan 79,5+55,4 nug/g medikagénsavat tartalmazhat (Pérez et al., 1997), azonban az
altalunk vizsgalt termékek, LFK, rost és barnalé ennél alacsonyabb mennyiségben tartalmaztak

az alapvazat (15. tablazat).

15. tablazat: Medikagénsav- és formononetin-tartalom az LFK-, rost- és barnalé-mintakban a

4 betakaritas soran. A rost- és LFK-mintakban pg/g-ban, a barnalében ng/ml-ben kifejezve.

LFK [ne/g] rost [p='z] barnalé [ng/ml]
1. 2. 3. 4, 1. 2. 3. 4, 1. 2. 3. 4,
Medikagénsav
Kontroll 054 126 093 1,728 0,33 033 012 044 0,72 1395 5,10 28,53
1Se(VI) 031 0,68 0,77 1,10 0,10 0,17 0,12 0,22 6,64 1356 7,62 1523
108e(VI) 1,05 0,92 024 0,90 041 030 =01 0,34 1751 1121 1,68 1595
1Se(IV) 060 073 061 092 011 021 011 020 4,64 1484 200 1272
108e(IV) 062 0,80 1,05 186 0,11 028 022 037 22 14,92 24 1215
508e(Iv) 140 1,11 048 0,60 0,39 032 012 031 2536 1787 188 13,08
10Se0 0,71 082 083 066 0,18 024 0,14 0,13 1145 1236 343 15,24
50Se0 106 120 041 098 042 033 =01 040 16,30 1472 196 3772
Formononetin
Kontroll 249 205 836 3,13 190 291 289 295 2481 1716 5647 30739
1Se(VI) 1,11 0,74 4,12 313 1,51 133 167 3,01 2438 1395 5287 2854
108Se(VI) 161 044 282 1,70 138 084 0,78 198 14,68 3,16 920 2075
1SeIv) 146 106 620 371 1,54 227 250 345 2383 2655 3393 60736
108e(IV) 0282 0,53 277 3736 142 111 262 399 22,16 1062 1939 5453
50Se(IV) 1,04 034 134 149 0,80 043 121 212 16,30 2,61 4,12 26,00
10Se0 157 080 540 259 158 1,16 185 342 3045 1977 2938 80,04
508e0 080 058 170 108 090 057 155 141 13,00 627 878 2363
1. 2. 3. 4, 1. 2. 3. 4, 1. 2. 3. 4,
LFK [ps/g] rost [pe/'z] barnalé [ng/mi]
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Az agronémiai szeléndusitasi (fortification) kisérletek soran jellemzéen olyan mezdgazdasagi
haszonndvényeket (gabonaféléket, zoldségeket, gyiimolcsoket) vizsgalnak, melyeket a szelén
kijuttatasa és beépiilése utan egyszer lehetséges betakaritani, a kovetkezo termés dusitasa ijabb
kezelést igényel. Kutatadsunkban olyan éveld, tobbszor betakarithatd novénykulturat
valasztottunk, melyet egy alkalommal, a termesztési szezon elején kezeltiink szelénnel és tobb
betakaritds soran vizsgaltuk a felvétel dinamikajat és a szelén megoszlasat a ndvényi
termékekben. A lucerna (Medicago sativa L.), mint a kisérletbe vont névény, kidolgozott,
optimalizalt zold biofinomitasi rendszerrel rendelkezik, emiatt magasabb feldolgozottsagi
szintll termékekben, mint a levélfehérje-koncentratum (LFK), rost és barnalé lehetségiink nyilt

vizsgalni a szelén megoszlasat a betakaritasok soran.

A tenyészedényes kisérletben els@sorban a hdrom vizsgalt szervetlen szelénforma, az ionos
szelenat (Se(VI1)) és szelenit (Se(lV)), illetve a vords elemi szelén (Se0) allotropmodosulat
felvételét, beépiilését tanulmanyoztuk, és az alkalmazhat6, optimalis dozis megismerése volt
elsddleges célunk. Az alkalmazott koncentraciok koziil az 50 mg/kg talaj dozisban kijuttatott
szelenat hatdsara a novények el is pusztultak, emiatt tovabbi vizsgalatokat, zold frakciondlést
nem tudtunk végezni ezzel a kezeléssel. Szelenit esetében példaul agrondmiai dusitashoz
talajkezeléssel, az optimalis koncentracio 10 mg/kg (Bai et al., 2019). A til nagy koncentraciok,
50 mg/kg szelenit (Se(IV)), 10 mg/kg szelenat (Se(VI)) és 50 mg/kg vords elemi szelén (Se0)
széles hatarok kozott fluktualo szeléntartalmat okoztak a novényekben. A kezelések utan eltérd
modon valtozott a szeléntartalom a 3 vizsgdlt formandl. A szelenat és szelenit az elsd
betakaritaskor mért nagy koncentraciordl erdsen visszacsokkent a masodik betakaritasra, és
csak a negyedik betakaritaskor tapasztaltunk enyhe emelkedést, a folyamatos csokkenés
ellenére. A vords elemi szelén esetében nem tapasztaltunk olyan drasztikus valtozasokat, az
értékek sziik hatarok kozott valtoztak. A kisérletek soran tobb lucernarész ¢€s feldolgozott
termék szeléntartalmat is vizsgaltuk. A zold leveles szarat, mint a novény hasznositott részét,
levél- és szarrészekre valasztottuk a vizsgalatokhoz. A szelén mennyisége egyértelmiien
szarakban, ahogyan ez a lucerna fehérjetartalmardl is ismert. Gyakorlati szempontbol jelentds
azonban, hogy a klasszikus lucerna hasznositasi mod, vagyis a szénakészités soran a
tobbmenetes szaritas, forgatas alatt leperegnek az értékes tapanyagokat és szelént tartalmazo
levelek, ezzel rontva a széna mindségét. Az altalunk is alkalmazott z6ld biofinomitas

alaplépéseit kovetve, a feldolgozott zoldlucerna frakcidi, vagyis az LFK, rost és barnalé
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szeléntartalma jelentdsen eltért egymastol. A z6ld novényi fehérjéket koncentralo LFK, az
eddig ismert pigmentek, fitonutriensek mellett a szeléntartalom jelentds részét is koncentralja a
rosttal és barnalével szemben. Gyakorlati hasznositads szempontjabol jelentds, hogy az igy
koncentralt fehérje tehat nem csak takarmanyfehérje-forrasként értékes, hanem bioldgiailag

kedvezObb, szervesformaju szelénnel is gazdagithato.

A nyersfehérje-tartalom mérések jelentésége szintén az LFK fehérjeforrasként valo
alkalmazhatosaga szempontjabol fontos. Az eredmények tiikrében megallapithat6, hogy a nagy
kifejezetten az LFK fehérjetartalmara. A kutatdsunk nem terjedt ki rd, azonban megfigyeléseink
szerint a nagy szeléntartalommal rendelkezé névényekbdl a zold frakcionalas soran, a
mikrohulldmu koaguléaciot kdvetden gyakran iszapos allagh LFK-t nyertiink, a jellemzden
makrokoagulumokbdl 4llo, konnyen szlirhetd 4llag helyett. Az Osszefiiggés tovabbi
vizsgalatokra érdemes, azonban jellemzden az alacsonyabb nyersfehérje-tartalmi mintaknal
tapasztaltuk a jelenséget. A rost- és LFK-mintadk aminosav-tartalmat csak az els6 €s utolso,
negyedik betakaritds alkalmaval mértiik, mivel a szeléntartalom kiilonbség ezek kozott a
mintavételek kozott volt a legnagyobb, mégis az aminosavak abszolut mennyiségében nem
tapasztaltunk olyan egyértelmii kiilonbségeket, mint a nyersfehérje-tartalomnal tapasztaltak.
Valosziniileg a proteinogén aminosavak mennyisége, illetve a beldliik felépiild fehérjék
egymashoz viszonyitott ardnya nem valtozott olyan jelentdsen, hogy ezekre az értékekre hatéast

gyakoroljon.

A szelénspeciacid mérések soran a talajbol aktiv modon felvett szervetlen szelénformak
atalakuléasat vizsgaltuk a zold, fold feletti részekben, hangstlyt fektetve a zold biofinomités-
metilszelenocisztein és y-glutamil-Se-metilszelenocisztein komponensek és szelenocukrok
pontos azonositasa tovabbi kutatas targyat képezi. Azonban a leggyakoribb két szelénforma
minden vizsgalt frakcioban a szelenat és szelenometionin (SeMet) volt. A szelenittel és vords
elemi szelénnel kezelt novények esetében is a hajtas leggyakoribb szervetlen szelénformdja a
szelenat volt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a formék atalakulasa szelenatta mar a talajban
bekovetkezett €s a ndvények mar szelenatként vették fel a szelént a gyokereken keresztiil. Ez a
talajmindségtdl fliggd tulajdonsag értékes lehet hossza hatdsu szelénmiitragyak fejlesztése
soran. A SeMet, mint értékes szervesforma a fakultativ szeléntiir6 és nem-akkumulald
novényekre jellemz6 species. JO biologiai hozzaférhetdsége és alacsony toxicitasa révén

takarmanyozasban eldny0s az alkalmazasa a szervetlen sokkal szemben. A specidciomérés
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soran a SeMet dont0 hanyadat a protedz enzimekkel feltart mintakban talaltuk, vagyis a
fehérjékbe beépiilve. A szelenat pedig a vizes kivonatokban volt nagyobb aranyban. A lucerna-
frakciok koziil a fehérjetartalommal parhuzamosan az LFK SeMet-tartalma bizonyult a
legnagyobbnak. Azonban érdekes eredmény, hogy a nagy koncentracioban Kkijuttatott
szervetlen szelén nem emeli az értékes SeMet-szintjét a lucernaban, helyette a kevésbé elonyds
szelenat mennyisége novekszik. A 10Se(VI) LFK-mintakban az elsé betakaritaskor, mikor a
szeléntartalom a legnagyobb volt (916 pg/g), a SeMet-aranya kisebb mint 30%, azonban a 4.
betakaritaskor, bar a szeléntartalom csokkent (52,7 pg/g) , a beépiilt szelén tobb mint 70%-a
volt SeMet. A nagy viztartalmi barnalé szervetlen szelenat-iont tartalmazott fOként, a
minimalis SeMet a koagulalt fehérjéktol vald elvalasztds soran visszamaradt szabad
aminosavakbol ered. A szelenizalt barnalé mikoralaga termesztés tapkozegéiil szolgalhat

(Barna et al., 2022).

A fitonutriensek ¢s fenolos komponensek vizsgalata soran a lucernara jellemzo, ismert,
masodlagos anyagcseretermékeket talaltunk. Tobbféle koncentracidban is alkalmazva a szelént
a kisebb koncentracioju kezeléseknél a szakirodalomban ismert hormesis hatast nem tudtuk
igazolni (Bai et al., 2018). A kvalitativ mérések soran a szelénkezelés hatasara megjelend, vagy
eltiné komponenseket kerestiink. 83 kiilonb6zé szekunder anyagcsere-terméket talaltunk a
lucerna-frakciokban, melyek koziil 27 flavonoid vegytilet volt, a masodik gyakori csoport 15
komponenssel a szaponinok voltak. Egyértelmii valtozasokat nem tudtunk kimutatni, a

szelénkezelés hatasara azonban bizonyos komponensek mas mennyiségben voltak jelen a

harom vizsgalt frakcidoban, az LFK-ban példaul 20-30 %-kal t6bb volt a luteolin, mint a rostban.

A tenyészedényes kisérleti tapasztalatokra alapozva terjesztettiik ki szeléndusitas-kisérletiinket
szabadfoldi koriilmények koz¢é a harom, kordbban ismertetett szelénforma 6sszehasonlitidsaval.
A szabadfoldi koriilmények kozott beallitott kisérlet soran megbizhatobb, valos adatokat
kaptunk a lucerna biomasszahozama ¢és zold biofinomitassal feltart frakciok kihozatali
eredményeire vonatkozoan. A parcellanként betakarithatd friss biomassza mennyisége
statisztikailag nem maradt el a kezelések hatasara a kontroll parcellak biomasszahozamahoz
képest, a harom egymads utani betakaritds soran. Az utolsé betakaritas alkalmaval a kezelt
parcellakon t&bb lucerna termett, mint a kontroll teriileteken atlagosan (1,2-1,4 kg/m?). Az elsé
betakaritas alkalmaval kaptuk azonban a legtobb biomasszat 2 kg/m? koriili értékkel.
Kovetkeztetésképpen a talaj szelénkezelés nem befolydsolja negativan a betakarithatd lucerna
mennyiségét, azonban mas (pl.: levélpermetezés) kijuttatasi modszerekkel szemben sikeresen

alkalmazhaté éveld lucernakultura szelenizalasara. A zo6ld biofinomitas szempontjabdl a
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szabadfoldi kisérletben a korabbi, més kisérletbdl szarmazé eredményekhez hasonlo
megoszlast kaptunk, vagyis 17 %-ban LFK, 30% rost és 50% barnalé keletkezik 1 kg friss
lucerna feldolgozéasabol. Az eredményekbdl az is lathato, hogy a szelénkezelés nem gyakorol
hatast a frakciok mennyiségi megoszlasara. A jovoben a barnalé, mint a legnagyobb
mennyiségben keletkezd frakcid hasznositasanak feltérképezése javasolhatd, mivel szelénnel
dusitott formaban fermentacids taptalajként vagy ndvénykondicionald szerként potencidlis
kutatdsok targyat képezheti. A szelenizalt levélfehérje-koncentratum (LFK) mint
takarmanyfehérje, a beépiilés €s hasznosulds vizsgalatara kiterjedo allatkisérletekbe vonhato
be. Pecoraro és munkatarsai szerint (2022) baromfitenyésztés soran 1-21 napos korban 0,46 mg
¢és 22-42 napos korban 0,37 mg a fejlodo csirkék szelénsziikséglete testsuly kilogrammonként.
A Tedej Zrt. és a Debreceni Egyetem konzorciuméban 2017-2022 kozott megvaldsult
Proteomill projekt keretében, baromfi fehérjetakarmanyozassal végzett elézetes vizsgalatokban
megallapitott érték szerint a 6 %-ban lucerna LFK-t tartalmazo takarmannyal idealis
sulygyarapodas volt elérhetd. Ez 6,6 g LFK-t jelent naponta a baromfi neveldtapban. A
tenyészedényes kisérlet soran az 50Se0 kezelt LFK-Kk a 2., 3. és 4. betakaritas soran atlagosan
62,1 mg/kg szelént tartalmaztak. Az intenziv tenyésztésben, 1-t61 21-ik napig, a barofi napi
szelénsziikséglete 0,46 mg/kg (Pecoraro et al., 2022). Ezekkel az értékekkel kalkulalva 7,4 g
LFK sziikséges a csirke szelénsziikségletének fedezésére az 50Se0 kezelt LFK-bol, vagyis a 6,6
g gyakorlatban idealisnak bizonyult LFK-t, 50 Se0 dusitott LFK-ra cserélve kozel kielégithetd
a novendék csirke szelénsziikséglete. A kalkulaciok alapjan megallapithatd, hogy a
tenyészedényes kisérletben alkalmazott szelén koncentraciok nagynak tekinthetéek
takarmanyozasi szempontbol. Bar allatfajonként és tartdsmod szerint is nagyok a kiilonbségek.
A szabadfoldi kisérletben alkalmazott kezelések gyakorlati szempontdl eldnydsebbnek

bizonyulnak.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1.  Eredményeink alapjan a vords elemi szelén szol sikeresen alkalmazhaté a tobbszor

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

2. Eredményeink alapjan megallapithato, hogy zart nevelési koriilmények kozott a lucerna
(Medicago sativa L.) zold biofinomitassal és mikrohullamu koagulalassal frakcionalt
termékeinek (levélfehérje-koncentratum (LFK), rost, barnalé) mennyiségi aranyait nem
befolydsolja a novény szelénnel vald dusitasa. Ugyanakkor szarazanyagtartalom,
nyersfehérje-tartalom tekintetében az emelt szeléndozis (10 mg/kg szelenat és 50 mg/kg
szelenit) statisztikailag kimutathatdé modon csokkentette a levélfehérje-koncentratum és

rostfrakcidk értékeit.

3. A z06ld biofinomitasban gyakran alkalmazott fehérjenévény, a lucerna (Medicago sativa
L.) LFK-, rost- és barnalé-frakcioi koziil a szelén minden esetben az LFK-ban
halmozddott fel legnagyobb aranyban fiiggetleniil az alkalmazott szelén formdjatol

(szelenat, szelenit, voros elemi szelén) és a kijuttatott koncentraciotol.

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

lucerna (Medicago sativa L.) hajtasokban.

5. Az LFK, mint alternativ takarmanyfehérje szelénnel valo disitasara a voros elemi szelén
kiegyenlitettebb szelénfelhalmozdodast eredményez az ionos formakkal (szelenat,

szelenit) szemben az egymast kovetd tobbszori betakaritasok alkalméval.

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

barnalé) szekundermetabolit-osszetételében.
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8. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

1. A z06ld biofinomitdsban ismert alapvetd frakcionalasi 1épéssorozat alkalmazhato
agronomiai szeléndusitassal egyiitt anélkiil, hogy Iényeges valtozasok lennének a

frakciok egymashoz viszonyitott aranyaiban.

2. Kisérletesen igazoltuk, hogy a szelenit (1 - 50 mg/kg), a szelenat (1 - 10 mg/kg), és a
voros elemi szelén 10 — 50 mg/kg tartomanyban nem befolyasolja a lucernalevélfehérje-

koncentratum kihozatalat.

3. A feldolgozott lucerna frakcioit dsszehasonlitva, a levélfehérje-koncentratumban (LFK)
halmozddott fel a szelén legnagyobb mértékben. A takarmanyfehérje-alternativa LFK
szeléndusitasara (fortification) a voros elemiszelén-format alkalmasabbnak talaltuk, mert
kiegyenlitettebb  szelénfelhalmozodast eredményez, Osszehasonlitva az  ionos
szelénformakkal. Gyakorlati hasznositds szempontjabol jelentds, hogy az igy koncentralt
fehérje tehdt nem csak takarmanyfehérjeforrasként értékes, hanem biologiailag

kedvezdbb szerves formaju szelénnel is gazdagithato.

4. A kémiailag szintetizalt vords elemiszelén-szol technoldgiai tovabbfejlesztés soran
alkalmassa tehetd hosszihatasti szelénmitragya eldallitdsara, mely biztonsdgosabb
szelénmiitragyazast jelenthet a termesztésben. A vords elemi szelén lassu ionos formakka
alakulésa a talajban allando és alacsony szelénellatast biztosithat a toxikus felhalmozodas

elkerilésével.
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9. OSSZEFOGLALAS

A fehérje az egyik legfontosabb Osszetevo a taplalékunkban és a takarmanyokban. A nitrogén-
miitragyak kornyezetre gyakorolt hatasaik mellett feloldottak az iparosodott ndvénytermesztés
fehérjeeldallitasanak korlatait. Mégis a technologia és a forrdsok nem egyenld eloszlasa
kovetkeztében tovabbra is a fehérjetartalom, mint fontos faktor szerepel a mez6gazdasagban.
A kiszolgaltatottsagot tovabb fokozzak a globalizacio altal 1étrejott egyediilallo, hosszu és
ezaltal sériilékeny ellatdsi lancok. A magalapu fehérjeellatds kulcsjelentdségli forrasa a
szojabab, mely klimatikus igényei miatt keveset termelt fehérjendvény a legtobbet felhasznalo,

mérsékelt klimaju orszagokban.

A z0ld fehérje, vagy mas néven levélfehérje alternativ megoldast kinal a magalapu fehérjellatas
mellett. A novények zold, friss leveleiben jelent6s fehérjemennyiség talalhato, melynek
kinyerése és hasznositdsa megfeleld technologiat és feldolgozast igényel. Kozgazdasagi
szempontbol a magalapu fehérjeellatas kisebb koltségeit a zoldfehérje-eldallitas ipari szintil
termelésbe illesztése kompenzalhatja. A korforgasos gazdasag elveinek megfeleléen a
levélfehérjét zold biofinomitokban eldallitva, a takarmanyként hasznosithatd fehérje mellett
keletkezd produktum, présrost €s barnalé bioipari kapcsolddasi pontként szolgalva alapanyaga

lehet a nagy hozzaadott értékii termékek eléallitasanak.

A novénytermesztés egyik varhat6 kihivasa a megmiivelhetd talajok mikro- és nyomelemekbdl
valo kimeriilése. Ennek hatasat tovabb sulyosbitja, hogy a megvaltozott igényeknek
megfelelden egyre tobb, olyan ndvényi alapu élelmiszert, fehérjét sziikséges eléallitani, melyek
taplalkozastani szempontbol értékes, az allati fehérjéhez hasonld, megemelt cink-, vas-, jod- és
szeléntartalommal rendelkeznek. A cél elérése érdekében a novénynemesités mellett a dasitas

(fortification) nyujt segitséget.

A szelén, mint az egyik legtobbet kutatott nyomelem, kitlintetett szerepének egyik oka a vékony
hatar a napi sziikséglet (55 pg/nap) és a toxikus mennyiség (>400 pg/nap) kozott. A
sziikségesnél Kisebb bevitel gyenge immunrendszert, és az oxidativ stresszel szembeni csokkent
ellenalloképességet eredményez. Egyenl6tlen foldrajzi eloszlasa kovetkeztében egyszerre
vannak jelen a szelénhiany okozta megbetegedések, és a kronikus szelenozis egészségre

gyakorolt kdvetkezményei.

Az agronomiai szeléndusitas  (fortification) célja, hogy mez6gazdasagi/kertészeti

haszonndvényekben, noveljék a szerves szelén mennyiségét, zart vagy nyitott rendszerben
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torténd szelénutanpotlas soran. JellemzOen a szelénnel torténd megerdsités egyszer
betakarithatd termést vagy gazdasagi értéket képviseld szervet érint. Jelen kutatds kisérleti
ndvénye a takarmanyozasi szempontbdl kiemelt jelentdségii lucerna, amelynek a gazdasagi
értékét jelentd leveles szara a vegetacids idészak sordn minimum harom alkalommal keriil
betakaritasra a mezOgazdasagi gyakorlatban. Emiatt az agrondmiai dusitas érdekes kérdésként

mertl fel.

Eldszor tenyészedényes kisérletet allitottunk be és a lucernandvényeket a szelénkezelés utan 4
alkalommal a megfelelé fenologiai fazisban, zoldbimbos-allapotban betakaritottuk. Az
edényekbdl gylijthetd zold biomasszat feldolgoztuk és a keletkezd rost-, LFK- és barnalé-
frakcidkat, illetve a leveleket és szarakat karakterizaltuk. A vizsgalatok soran nyersfehérje-
tartalom, aminosavprofil, szeléntartalom, szelénspeciacio és kvalitativ, kvantitativ fitonutriens

méréseket végeztiink.

Szabadfoldi kisparcellas kisérletben is végeztiink szeléndusitast (fortification) mind a harom
vizsgalt formaval, hogy a lucerna zo6ld biofinomitds mennyiségi €s mindségi paramétereire
gyakorolt hatasat vizsgaljuk. A szabadfoldi kisérlet soran a szelénkezelés biomasszahozamra
gyakorolt hatasat is vizsgaltuk, illetve reprezentativ mennyiségli, haromszor 1 kg friss
biomasszat dolgoztunk fel z6ld frakcionélassal. A keletkezd frakciokbol nyersfehérje- és teljes

szeléntartalom mérést végeztiink.

A tenyészedényes kisérletben alkalmazott nagy d6zisok, 10 és 50 mg/kg mérhetd negativ hatast
értek el a novények fejlddésére. A hajtasok szarazanyag-tartalma a kezelést kovetd elsd
betakaritaskor kisebbnek adodott, mint a kezeléstdl legtavolabbi 4. betakaritas alkalmaval. A
nyersfehérje-tartalom eredmények a feldolgozott termékekben a til magas szeléntartalom
hataséara kevésnek bizonyultak. A vegetacios peridodus végére, mikor a szeléntartalom csokkent
a novényekben, megnovekedett nyersfehérje-tartalmat tapasztaltunk az LFK-, rost- és barnalé-
frakciokban. A magas 10 mg/kg Se(VI) és 50 mg/kg Se(IV) kezelések atlagos nyersfehérje-
tartalma 32 és 33 % volt LFK-ban, mig a kontroll ndvényekbdl késziilt LFK 40% nyersfehérje-

tartalommal rendelkezett atlagosan.

A teljes szeléntartalom mérések sordn megallapitottuk a lucernalevelek és -szarak teljes

szeléntartalmat, illetve a kijuttatott formak felvételének dinamikéjarol nyertiink adatokat. A

crc

épiilt be a z6ld ndvényi szovetekbe, mennyiségiik azonban folyamatosan csokkent a kovetkezd

3 betakaritas alkalméaval. A vords elem szelénnél tapasztalt csokkenés lényegesen kisebb
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mértékii volt, a 4. betakaritasra pedig stabil, enyhén emelkedd szintet tudtunk kimutatni. A
lucernafrakciok koziil az LFK-ban dusult fel a legtobb szelén szemben a rosttal és barnalével.
Azonban negativ Osszefiiggést is megfigyeltiink a til magas szeléntartalom mellett csokken az

LFK nyersfehérje-tartalma.

Szelénspeciaci6 vizsgalatok soran vizes €s enzimes kivonatokat készitettiink a lucerna LFK-,
rost- és barnalé-mintakbol. A két leggyakoribb forma a szelenat és szelenometionin (SeMet)
voltak minden mintatipus esetén. A szelenat a legnagyobb értéket a 10Se(VI) kezelt LFK-ban
érte el, 451 mg/kg-ot. A SeMet pedig 0-246 mg/kg koncentracidban volt jelen az LFK-kban. A
szelenat a vizes kivonatokban volt dominansabb, a SeMet pedig a protedz enzimekkel feltart
nem jelentett kovetkezetesen nagyobb mennyiségli SeMet konverziot. Vagyis az értékes
szerves SeMet-forma mennyiségének novelése érdekében eldnydsebb egy alacsonyabb, de

stabil szelénellatas biztositasa lucerna esetében.

A fitonutriensek kvalitativ és kvantitativ vizsgélata sordn 83 komponenst azonositottunk,
melyek jelentds része a lucernara jellemzd falvonoidok és szaponinok voltak. Nem talaltunk a
szelénkezelések hatdsara specifikus, eltérd metabolitot. Azonban egyes komponensek a
mennyiségi vizsgalat sordn kiillonbozd ardnyban voltak jelen az LFK-, rost- és barnalé-
mintakban. A szabadfoldi kisérlet soran kisebb koncentraciokban végeztik a novények
kezelését, igy a teljes szeléntartalom eredmények is Kisebbnek adodtak. Szelenatot (Se(VI)) és
szelenitet (Se(IV)) 5 és 50 mg/m? koncentracioban alkalmaztunk, a vords elemi szelén szolbol
pedig 50 és 100 mg/ m? koncentraciot juttattunk ki. A kezelés utdn, harom alkalommal
takaritottuk be a biomasszat. Az elsd betakaritas alkalmaval kaptuk a legnagyobb, kézel 2 kg/m?
friss z6ld biomasszat, késébb pedig a harmadik betakaritds alkalmaval az alacsony dozisu
szelénkezelés biomassza hozamra gyakorolt enyhe pozitiv hatasdt mutattuk ki. A
nyersfehérjetartalom-eredmények kozott sem tapasztatunk olyan markans eltéréseket, mint a
tenyészedényes kisérlet soran. Az LFK 38-40 %, a rost 10 %, barnalé pedig kevesebb, mint 1
% nyersfehérje-tartalommal birt, szaraztomegre vetitve. A szeléntartalom két kezelés esetében
mutatott csak a tenyészedényes kisérletnél tapasztalt csokkenést, az 50Se(VI) és a 100Se(0)
kezelés esetében, az elsé betakaritaskor 3349 és 2054 pg/kg koncentraciorol 982 és 511 pg/kg-
ra csokkent az LFK-ban. Szelenti esetében ¢s alacsonyabb dozisoknal kisebb koncentraciokat

talaltunk és enyhébb fokl csokkenést.

Osszességében agronomiai szeléndusitassal megfeleld optimalizalast kovetden rentabilisan
ndvelhet6 a lucernaalapt zold biofinomitas hozzaadott értéke.
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10. SUMMARY

Protein is one of the most important components in our food and animal feed. The consequences
of nitrogen fertilizers on the environment have removed the limitations of industrial plant-based
protein production. However, due to unequal distribution of technology and resources, protein
content continues to play a significant role in agriculture. Globalization has further increased
vulnerability through the creation of unique, lengthy and fragile supply chains. The dominant
source of plant-based protein supply comes from soybeans, a protein crop that is not highly
productive due to its climate requirements but is heavily utilized in countries with temperate

climates.

The green protein, also known as leaf protein, offers an alternative solution to seed-based
protein supply. Significant amounts of protein can be found in the fresh green leaves of plants,
but their extraction and utilization require appropriate technology and processing. From an
economic perspective, the production of green protein on an industrial scale can compensate
for the lower costs of seed-based protein supply. In line with the principles of circular economy,
the production of leaf protein concentrate (LPC) in green biorefineries can provide a base
material for the production of higher value-added products, with by-products such as press cake

(fiber) and brown juice serving as connections to the bio-industry, in addition to feed protein.

One of the expected challenges of crop cultivation is the depletion of micro and trace elements
in arable soils. This is further exacerbated by the increasing demand for plant-based foods and
proteins that are nutritionally valuable, similar to animal proteins, and have elevated levels of
zinc, iron, iodine, and selenium to meet changing dietary needs. In addition to plant breeding,

biofortification provides assistance in achieving these goals.

Selenium, as one of the most extensively researched trace elements, has a unique role due to
the narrow boundary between the daily requirement (55 pg/day) and the toxic level (>400
ug/day). Inadequate intake results in a weak immune system and lower resistance to oxidative
stress. Due to its uneven geographical distribution, diseases caused by selenium deficiency and

the health consequences of chronic selenosis are known simultaneously.

In our research, we combined the agronomic selenium fortification that is already known and
used in practice with the green biorefining system. The goal was to produce an organic
selenium-enriched leaf protein concentrate (LPC) that could provide both feed protein and

selenium supplementation in animal husbandry. We chose alfalfa (Medicago sativa L.) as
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model plant for the experiments, as it is one of the best-known raw materials for green
biorefining, and its quantitative and qualitative parameters for LPC, fiber, and brown juice are
well-known and have been the subject of extensive research. When setting up the experiments,
our aim was to harvest the alfalfa several times, in line with common agricultural practice, so
we carried out treatments with three different forms and various concentrations of selenium.
This allowed us to observe the temporal transformation and uptake dynamics of selenate,

selenite, and red elemental selenium from the soil throughout the entire vegetation period.

Firstly, a pot experiment was set up with alfalfa plants and harvested the green shoots at the
appropriate phenological stage four times after selenium treatment. Green biomass was
processed, collected from the pots and characterized the resulting fiber, LPC, and brown juice
fractions, as well as the leaves and stems. During the analysis, measurements of crude protein
content, amino acid profile, selenium content, selenium speciation, and qualitative and
quantitative phytonutrient measurements were conducted. Selenium fortification in all three
forms in a field experiment were also carried out to investigate the effect on the quantitative
and qualitative parameters of green biorefining in alfalfa. During the field experiment, the effect
of selenium treatment on biomass yield was investigated and processed representative amounts
of fresh biomass (3 x 1 kg) using green fractionation. Measurements of crude protein and total

selenium content of the resulting fractions were carried out.

The high doses of selenium, 10 and 50 mg/kg used in the pots experiment had a measurable
negative effect on plant development. Shoot dry matter content was found to be lower at the
first harvest after treatment than at the 4th harvest furthest from treatment. The crude protein
content results were low in the processed products due to the excessive selenium content. At
the end of the growing period, when selenium content decreased in the plants, increased crude
protein content was observed in the LPC, fibre and brown juice fractions. The high 10 mg/kg
Se(VI) and 50 mg/kg Se(IV) treatments had an average crude protein content of 32 and 33 %

in LPC, while LPC from control plants had an average crude protein content of 40%.

During the measurements of total selenium content, we determined the total selenium content
of alfalfa leaves and stems, and obtained data on the dynamics of uptake of the applied forms.
High concentrations of selenite and selenate were quickly and extensively incorporated into
green plant tissues after treatment, but the quantity decreased continuously in the following
three harvests. The decrease in selenium was significantly less in red element selenium, and a

stable, slightly rising level in the fourth harvest was detectable. The most selenium accumulated
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in LPC compared to fiber and brown juice. However, a negative correlation between excessive

selenium content and decreased crude protein content in LPC was observed.

Selenium speciation studies were performed on aqueous and enzymatic extracts of alfalfa LPC,
fibre and brown juice samples. The two most abundant selenium forms were selenate and
selenomethionine (SeMet) for all sample types. Selenate was highest in 10Se(V1) treated LPC
at 451 mg/kg. SeMet was present at concentrations ranging from 0 to 246 mg/kg in the LPCs.
Selenate was more dominant in aqueous extracts and SeMet in samples digested with protease
enzymes. In the study of high concentration treatments, the high amount of selenium added did
not consistently result in higher SeMet conversion. In other words, to increase the amount of
valuable organic SeMet form, it is preferable to provide a lower but stable supply of selenium

in alfalfa.

Qualitative and quantitative analysis of the phytonutrients identified 83 components, the
majority of which were falvonoid and saponin compounds typical of alfalfa. No different
metabolites specific to selenium treatments were found. However, some components were
present in different proportions in the LPC, fibre and brown juice samples during the
quantitative analysis.

In the open field experiment, the plants were treated at lower concentrations, so the total
selenium content results were also lower. We applied selenate (Se(V1)) and selenite (Se(1V)) at
concentrations of 5 and 50 mg/m? and red elemental selenium sol at concentrations of 50 and
100 mg/m?. Biomass was harvested three times after treatment. The first harvest yielded the
highest fresh green biomass of nearly 2 kg/m? and later the third harvest showed a slight positive
effect of the low-dose selenium treatment on biomass yield. We did not observe such marked
differences in crude protein content results as in the pot experiment. LPC had a crude protein
content of 38-40 %, fibre 10 % and brown juice less than 1 % on a dry matter basis. Selenium
content showed a drastic decrease in two treatments only in the pot experiment, 50Se(VI) and
100Se(0), from concentrations of 3349 and 2054 pg/kg at first harvest to 982 and 511 pg/kg in
LPC, respectively. Lower concentrations were found at selenite and lower doses and a milder

reduction was observed.

Overall, agronomic selenium fortification can profitably increase the added value of alfalfa-
based green biorefinery after proper optimization.
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15. MELLEKLETEK

1. sz. melléklet: tenyészedényes kisérletbdl szarmazo levélfehérje-koncentratum- (LFK) mintak

proteinogén aminosav Osszetétele, mintdra vonatkoztatva az elsé és a negyedik, utolso

betakaritas alkalmaval.

aminosav

Levélfehérje-koncentratum (LFK) aminosav 0sszetétele 1. betakaritas

mimory | KOOl 1Se(VI)  10Se(vl) 1Se(lV) 10Se(lV) 50Se(lV) 10Se0 50 Se0
Asp 3,05 313 2,97 2,81 3,15 2,82 3,14 3,42
Thr 1,40 1,48 1,33 1,40 1,55 1,37 1,52 1,61
Ser 1,30 1,43 1,27 1,40 147 1,31 1,42 1,46
Glu 3,90 4,13 2,86 3,38 3,92 3,44 3,74 3,71
Pro 3,40 3,02 2,23 3,33 2,69 2,24 2,42 2,67
Gly 2,50 2,23 143 1,82 2,00 1,63 1,88 1,87
Ala 2,70 2,39 1,54 2,03 2,08 1,70 2,03 2,01
Cys 0,80 0,53 0,74 0,73 0,34 0,13 0,24 0,28
Val 2,50 2,33 1,54 2,60 2,09 1,64 1,91 1,89
Met 0,70 0,90 0,90 0,99 0,41 0,29 0,29 0,30
lle 2,15 1,96 1,43 1,77 1,81 1,45 1,64 1,60
Leu 4,35 3,98 2,54 3,43 3,50 2,82 3,24 3,23
Tyr 2,20 1,91 1,33 1,72 1,53 1,23 1,45 1,48
Phe 3,30 2,70 1,86 2,60 2,51 2,02 2,35 2,40
His 1,25 1,22 0,80 1,04 0,90 0,71 0,85 0,90
Lys 4,55 4,24 2,65 3,38 3,20 2,79 3,07 3,07
Arg 2,80 2,12 1,38 1,72 2,17 1,57 1,79 1,86
Osszes 4285 3970 2878 3614 3532 2915 3299 3374
Levélfehérje-koncentratum (LFK) aminosav 0sszetétele 4. betakaritas

imf/f,‘)v Kontroll 1Se(VI) 10Se(VI) 1Se(IV) 10Se(IV) 50Se(IV) 10Se0 50 Se0
Asp 3,18 3,26 3,20 3,14 3,31 3,17 2,73 2,92
Thr 1,58 1,58 1,50 1,52 1,62 1,55 1,36 1,38
Ser 1,49 1,51 143 1,43 1,52 1,45 1,27 1,31
Glu 3,91 3,77 3,66 3,49 3,64 3,55 3,39 3,31
Pro 2,60 2,35 2,25 1,38 1,60 1,50 2,16 2,20
Gly 2,04 1,87 1,74 1,42 1,59 1,50 1,62 1,63
Ala 2,27 2,12 1,95 1,73 1,89 1,79 1,69 1,72
Cys 0,27 0,22 0,21 0,17 0,17 0,21 0,23 0,29
Val 2,18 1,99 1,89 1,80 1,90 1,85 1,65 1,69
Met 0,29 0,43 0,45 0,29 0,24 0,42 0,27 0,37
lle 1,89 1,75 1,65 1,51 1,56 1,55 1,44 1,47
Leu 3,54 3,13 3,00 2,53 2,76 2,70 2,86 2,91
Tyr 1,70 1,60 1,47 1,18 1,26 1,23 1,25 1,27
Phe 2,70 2,54 2,34 1,82 1,90 1,84 1,99 2,03
His 0,98 0,98 0,89 0,61 0,65 0,64 0,73 0,77
Lys 3,23 2,89 2,70 2,19 2,48 2,37 2,78 2,80
Arg 2,05 2,19 1,98 1,50 1,39 1,61 1,76 1,82
Osszes 3590 3416 3231 27,65 2949 2893 2917 29,88
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2. sz. melléklet: tenyészedényes kisérletbdl szarmazo rostmintdk proteinogén aminosav-

Osszetétele, mintara vonatkoztatva az elsd és a negyedik, utolso betakaritas alkalmaval.

Rostmintak aminosav 6sszetétele 1. betakaritas

AMINOSAV) - ontroll - 1Se(VI) 10 Se(VI) 1Se(IV) 10Se(IV) 50Se(lV) 10Se0 50 Se0
(M/m%e)
Asp 113 1,23 1,07 1,15 113 0,78 1,12 1,01
Thr 0,46 0,49 0,42 0,47 0,46 0,35 0,50 0,47
Ser 0,47 0,52 0,46 0,51 0,48 0,37 0,53 0,47
Glu 1,15 1,05 0,96 1,02 1,00 0,73 1,02 0,04
Pro 0,75 0,55 0,67 0,73 0,78 0,55 0,72 0,60
Gly 0,63 0,58 0,48 0,57 0,53 0,39 0,56 0,47
Ala 0,65 0,57 0,47 0,56 0,54 0,39 0,55 0,47
Cys 0,08 0,08 0,11 0,08 0,09 0,11 0,15 013
Val 0,60 0,54 0,45 0,51 0,50 0,38 0,52 0,47
Met 0,08 0,13 0,09 0,07 0,13 0,06 0,15 013
lle 0,57 0,47 0,42 0,43 0,43 0,32 0,45 0,40
Leu 1,08 0,89 0,72 0,86 0,84 0,60 0,87 0,74
Tyr 0,43 0,32 0,32 0,34 0,31 0,25 0,36 0,34
Phe 0,74 0,63 0,51 0,62 0,57 0,43 0,59 0,54
His 0,28 0,28 0,21 0,25 0,25 0,18 0,26 0,27
Lys 1,19 1,10 0,91 1,06 1,01 0,76 1,08 0,04
Arg 0,79 0,43 0,37 0,44 0,46 0,35 0,45 0,40
Osszes 11,07 9,87 8,64 9,67 9,50 7,02 9,88 8,78
Rostmintak aminosav 0sszetétele 4. betakaritas

"’zr:q'/rr‘sj/i‘)" Kontroll  1Se(VI) 10Se(VI) 1Se(IV) 10Se(IV) 50Se(lV) 10Se0 50 Se0
Asp 1,05 1,02 1,06 0,96 0,97 1,04 1,07 0,98
Thr 0,44 0,41 0,46 0,41 0,40 0,46 0,50 0,46
Ser 0,48 0,45 0,49 0,44 0,42 0,48 0,56 0,51
Glu 0,88 0,89 0,90 0,86 0,83 0,99 1,01 0,46
Pro 0,76 0,71 0,23 0,62 0,21 0,84 0,50 0,96
Gly 0,49 0,49 0,54 0,51 0,49 0,55 0,54 0,50
Ala 0,50 0,49 0,51 0,47 0,46 0,52 0,58 0,52
Cys 0,07 0,10 0,08 0,08 0,06 0,07 0,03 0,04
val 0,44 0,53 0,47 0,46 0,46 0,52 0,56 0,53
Met 0,05 0,20 0,12 0,16 0,08 0,12 0,06 0,07
lle 0,39 0,44 0,44 0,43 0,41 0,49 0,48 0,48
Leu 0,77 0,86 0,83 0,76 0,75 0,85 0,85 0,78
Tyr 0,32 0,34 0,37 0,33 0,26 0,37 0,33 0,30
Phe 0,53 0,58 0,62 0,53 0,53 0,62 0,54 0,50
His 0,23 0,23 0,23 0,25 0,22 0,24 0,22 0,19
Lys 0,95 0,93 1,05 0,96 0,92 1,05 0,92 0,84
Arg 0,38 0,43 0,51 0,39 0,39 0,42 0,37 0,33
Osszes 8,70 9,10 8,01 8,62 7,85 9,63 9,11 8,45
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