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OSSZEFOGLALO

Munkdnk célja természetes és szelénnel kezelt komposzton termesztett csiperkegomba
(Agaricus bisporus) mintdk teljes szeléntartalmdnak meghatdrozdsara és a mintak mi-
ndségi szelénspecidcids vizsgalatdra irdnyult. Kiilonboz extrakcids kozegeket biztositva
(vizes, savas kozeg és enzimek jelenléte — tripszin, drizeldz és protedz) megvizsgéltuk az
extrakci6 hatdsfokat, az extrakcidval kinyert szelénformdkat és 6sszehasonlitottuk a hiisz
oras mechanikus keverés és fél 6rds ultrahangos rdzatds hatdsat az extrakci6 hatasfokara.
A szeléntartalom meghatdrozdsa ICP-MS késziilékkel tortént a 82Se izot6p monitoroza-
saval. A gombamintdk vizes és enzimatikus extraktumainak szelénspecidciés vizsgédlatat
HPLC technikéval, anioncseréld oszlopon torténd elvalasztassal hajtottuk végre, amit on-
line ICP-MS meghatarozés kovetett. Néhdny ismeretlen szelénspeciesszel egyetemben a
mintainkban szelenometionint, szelenocisztint, szeleno-metil-szelenociszteint és szervetlen
szelénformaékat sikeriilt azonositanunk.

BEVEZETES

A szelén egyike azoknak az elemeknek, amelyek nagyon szik toleranciatartomdnnyal
jellemezhetSk [1], azaz a szervezet szdmadra sziikséges €s a toxikus szelénmennyiség na-
gyon kozel esik egymdshoz. Az ajanlott napi beviteli szint alatti szelénfelvétel kiilonbdzs
szelénhidnnyal kapcsolatos betegségekhez vezethet [2—4], az ajanlott bevitel tobbszordsét
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meghaladé mennyiségnél viszont a szelén toxikus hatdsa figyelhet6 meg. Mindemellett ezt
az elemet az emberek nélkiilozhetetlen tdpanyagaként konyvelték el, melynek nagy biol6-
giai aktivitasa ismert. Fontos része néhany enzimnek, mint példaul a glutation-peroxidaz
és tioredoxin reduktaz [5, 6]. A kiilonboz6 szelénvegyiiletek szervezetre gyakorolt eltéré
hatdsa miatt az analitikai kémia fontos tdrgyava valt a szelenspeciacio, azaz a szelénformak
egymds melletti meghatdrozdsa. Fontos, hogy a felvett szelén milyen kémiai formaban
keriil be a szervezetbe, és ennek fiiggvényében milyen dtalakulds utan raktarozaddik, illetve
iiriil ki a szervezetbdl.

1. tabldzat Néhany, a kornyezetiinkben megtalalhat6 szervetlen és szerves szelénmdédosulat

Table 1. Some inorganic and organic selenium species and their formula

Name Formula
Szelenit SeO;2-
Szelenat Se0,2-
Szelenometionin HOOCCH(NH,)CH,CH, —Se—CHj,
Szelenocisztein HOOCCH(NH,)CH,—Se-H
Szelenetionin HOOCCH(NH,)CH,CH, —Se—CH,CH;
Szelenocisztin HOOCCH(NH,)CH,-Se—Se-CH,CH(NH,)COOH
Se-metil-szelenocisztein HOOCCH(NH,)CH, —Se—CH;
Selenocianid HSeCN
y-glutamil-Se-metil-szelenocisztein H,NCH,CH,-CO-NHCH(COOH)CH,-Se—CH3;
Szelenocisztationin HOOCCH(NH,)CH,CH,-Se—CH,CH(NH3;)COOH
Szelenohomocisztein HOOCCH(NH,)CH,CH,—Se-H
Trimetilszelenonium kation (CH3)3Se+
Szelenocisztamin H,NCH,CH,-Se-Se-CH,CH,NH,
Se-adenozilszelenohomocisztein HOOCCH(NH,)CH,CH,-Se-CH,C,H5;CsN,;NH,
Dimetilszelenid (H5C),Se (illékony)
Dimetildiszelenid (H5C),Se—Se(CHj3) (illékony)

A szelénhidnyos kornyezetben ezért biztositani kell, hogy taplalék-kiegészitGk formajaban
potolhassuk a hidnyt. Erre lehetnek alkalmasak a gombdk, mert ezek bizonyos nyomele-
meket a tdptalajbdl nagy koncentraciéban képesek felvenni, elraktdrozni. Ezért korabbi
vizsgélataink elsé 1épése az volt, hogy natrium-szelenittel és natrium-szelenattal kezelt
komposzton termesztett csiperkegombanak (Agaricus bisporus) vizsgaltuk a terméshoza-
mat a taptalaj szelénszintjének fiiggvényében. Sikeriilt meghatdrozni az elemfelvételbeli
kiilonbséget a szelenit és szelenat forma kozott. Mindkét formara meghatdroztuk a komposzt
optimadlis szeléntartalmat, amely esetén a terméshozam javuldsa mellett kell§ szelénduisulds
érheté el. Megallapitottuk tovabb4, hogy milyen a komposzt maximalis szeléntartalma,
amely jelenlétében megsziinik a gomba fejlédése. A nagy szeléntartalmud termesztett
csiperkegomba szaritds utdn jol porithat6, szeléntartalma a kivant értékre beallithaté. Ez
alapja lehet olyan tapldléknak, tdplalék-kiegészitének, amely az emberi szervezet szimara
a szelénhidny potlasat biztositja.
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E projekt keretében arra kerestiink valaszt, hogy a felvett szelént a csiperkegomba milyen
kémiai forméban raktdrozza. Az emberi szervezet szdmdra ugyanis ettSl erdsen fiigg,
hogy a gombéban dusult szelént a szervezet mennyire tudja hasznositani, és hogy e szelén-
koncentrécié ebben a formaban nem toxikus-e. A korédbbi és jelenlegi vizsgalatok a Deb-
receni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének a Nyugat-Magyarorszagi
Egyetem Elelmiszertudomanyi Intézetével és a Varséi Egyetem Kémiai Karaval foly6
egylittmiikodése keretében folynak.

BERENDEZESEK ES MODSZEREK

Teljes szeléntartalom

A vizsgalatok elsd 1épése a gombamintdk dsszes szeléntartalmdnak meghatdrozasa volt.
Ehhez a gombdkat mikrohullimmal elGsegitett nagynyomdasd roncsoldsnak vetettiik
ald, melyet Multiwave (Anton Paar, Austria) késziilékkel végeztiink. A roncsolds 4 ml
65% HNO;-val folyt 1000 W energidval 40 percen keresztiil. Ezt kdvet6en az elroncsolt
mintdkbdl késziilt oldatot kvantitativan mifanyag kémcs6be dtmostuk és ioncserélt vizzel
15 ml-re toltottiik. Az igy kapott mintaoldatok teljes szeléntartalmat induktiv csatoldsu
plazma tomegspektrométerrel (ICP-MS) hatdroztuk meg.

Extrakcios eljdardsok

A homogenizélt gombamintdt (0,1 g) mianyag kémcsdvekbe helyeztiik és hozzdadtunk 4
ml-t a megfelel§ extrahalészerekbdl. A szelénformdk kivondsat ioncserélt vizzel, 3%-os
s6savval, valamint tobbféle enzimmel (tripszin, drizeldz, protedz) végeztiik el. Ossze-
hasonlitdsra keriilt az ultrahangos rdzdssal és 20 6rds mechanikus keveréssel végzett
extrakcid is. Az extrakciés médszerek leirdsa a 2. tdbldzatban lathaté. Extrakcié utdn a

2o

centrifugdldssal kapott feliiliszokat elvdlasztottuk az tiledéktsl €s 0,45 um porusdtmérsji

e

fecskend@szlirén engedtiik at.

Szelénmdodosulatok elvdlasztdsa

Az el8bbiek szerint nyert extraktumokbdl a szelénformak elvdlasztdsat anioncserés
nagynyomadsu folyadékkromatografidval végeztiik. Az eluens széllitasat L-6210 (Merck,
Germany) HPLC nagynyomdstd pumpéaval valdsitottuk meg. A vivéfolyadék 4,7 pH-ji
ammoénium-acetét volt. Az elvélasztd oszlop tipusa: HAMILTON PRP-X 100 (200 mm x
4,6 mm x 10 mm), Hamilton, USA. Az eliiciés program a 3. tdbldzdtban lathatd. Az igy
elvalasztott szelénformak detektalasara a folyadékkromatografot Elan 6100 DRC (Perkin
Elmer SCIEX, USA) induktiv csatoldsd plazma tomegspektrométerrel (AE-HPLC-ICP-
MS) kombinaltuk.
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2. tabldzat Extrakcidés modszerek leirasa

Table 2. Description of extraction methods

o . Extrakcios Extrakcio
Extrakcios Extrakcios P P

kitzeg Ultrahang idé térfogat hatasfoka
(ml) (%)
Toncserélt viz Igen 30 perc 4,0 20,7
Nem 20 ora 4,0 25,7
3%-0s HC1 Igen 30 perc 4,0 24.6
Nem 20 6ra 4,0 272
20 mg tripszin Igen 30 perc 4,0 35,2
50 mmol/L Tris-HCl-ben Nem 20 6ra 4,0 42.8
20 mg drizelaz Igen 30 perc 4,0 32,3
50 mmol/L Tris-HCl-ben Nem 20 6ra 4,0 33,1
20 mg protedz Igen 30 perc 4,0 47,6
50 mmol/L Tris-HCl-ben Nem 20 6ra 4,0 45,3
20 mg protedz Igen 30 perc 4,0 54,7
50 mmol/L Tris-HCl-ben Nem 20 o6ra 4,0 56,2

(drizelazzal val6 extrakcio utan)

3. tdbldzat A gombamindk szelénmddosulatainak
elvalasztdsa sordn hasznalt eliciés program

Table 3. Elution program used for the separation
of selenium species of mushroom samples

Lépések Eliicios program — gradiens elicio
(Eluens 6sszetétele)
I 0-4 percig
2 mmol/L CH;COONH, — 95% metanol — 5%
1L 4-4.1 percig

2 mmol/L CH;COONH, - 95% — 0%

200 mmol/L CH;COONH, — 0% — 92% metanol — 5% — 8%
III. 4,1-25 percig

200 mmol/L CH;COONH, — 92% metanol — 8%

EREDMENYEK

Teljes szeléntartalom meghatdrozdsa

A munka sordn felhaszndlt gombamintdk és a teljes szeléntartalom meghatdrozds ered-
ményei a 4. tdbldzatban 1athatd. Magasabb szelénfelvétel volt megfigyelhetd, ha a gomba
szelenittel adalékolt komposzton volt termesztve. A szelendttal kezelt komposzton termesz-
tett csiperke gomba szeléntartalma csaknem harmada volt a szelenittel kezeltnek.
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4. tdbldzat A gombamintdk termesztésénél hasznilt
komposzt tipusa és a mintdk teljes szeléntartalma

Table 4. Composts used for cultivation of mushroom samples and
total selenium concentration in mushrooms

Minta- A gomba termesztésénél hasznalt Teljes szeléntartalom
Szam komposzt kezelése (ug Se/g)
1. Komposzt adalék nélkiil 4,2
2. 1 kg komposzt + 10 mg Se(IV) Na,SeO; formaban 182,0
3. 1 kg komposzt + 10 mg Se(VI) Na,SeO, formaban 88,0

Elvdlasztds és azonositds

A szelénmoédosulatok extrahdldsara ioncserélt vizet, 3%-os sésavat, két kiilonbozd pro-

teolitikus enzimet (tripszin, protedz) és egy sejtfalbonté enzimkeveréket (drizeldz)
teszteltiink. A kiilonboz§ extrahald eljarasok koziil a kétlépéses enzimatikus (drizeldz és
protedz) extrakcid bizonyult a leghatdsosabbnak. Az extrakcidk hatasfokait a 2. tdbldzat-

ban lathatjuk.
Az 1. dbrdn bemutatott standard szelénformdk kromatogramjat a 2. dbrdn bemutatott

extraktum kromatografids cstcsaival 0sszehasonlitva jol 1athatd, hogy a kiséré anyagok
jelentdsen befolyasoljak az egyes szelénformak retencids idejét. Az extraktum egyes
komponenseinek azonositdsa ezért standard addicidés mddszerrel tortént, melynek

sordn a kovetkez$ szelénmddosulatokat azonositottuk a csiperkegomba mintdkban:
szelenometionin, szelenocisztin, szeleno-metil-szelenocisztein, illetve szelénsok.

1. dbra Szelénformdkra 10-10 pg szelén/L szelén-standardok
anion-cserés kromatogramja HPLC-ICP-MS detektélasi rendszerrel

Figure 1. Chromatogram of a mixture of standard selenium forms
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2. dbra Se(VI)-al kezelt gombaminta enzimatikus extrakcidjanak
(20 6ran at drizeldzzal) kinyert extraktum anioncserés kromatogramja

Figure 2. Chromatogram of an extract obtained by extraction
of mushroom with driselase enzyme
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Utrahangos rdzdssal és mechanikus kevertetéssel végzett extrakcio osszehasonlitdsa
Osszehasonlitdsra keriilt az ultrahangos razdssal és 20 6ras mechanikus keveréssel végzett
extrakcid is. Az eredményeink alapjan az ultrahang segitségével végzett extrakciénal (30
percen beliil) elért hatdsfok hasonl6 a 20 6ras mechanikus kevertetéssel végzett extrak-
ciééval. Az egyetlen eltérés a kiilonb6z6 szelénmddosulatok extrakcids hatdsfokdban
talalhat6 (3. dbra).

3. dbra A mechanikus és ultrahang segitségével végzett extrakcié osszehasonlitdsa

Figure 3. Comparison of extractions performed by 20-min shaking
with ultrasound and 20-hour mechanic shaking
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ERTEKELES

Az eddigi vizsgdlatokbdl az aldbbiak voltak megallapithatok. A gomba 4ltal felvett
szelén koncentracidja fiigg mind a komposzt szelénkoncentracidjatél, mind pedig annak
szelénforméjatél. A korabbi tapasztalatokkal egyezSen az azonos (10 mg/kg) kon-
centracidju szelenittel és szelenattal kezelt komposztrél szedett csiperkegombédkban a
szelénkoncentracid jelentdsen eltért. Tobbszoros szelénfelvétel volt megfigyelhetd, ha a
gomba szelenittel adalékolt komposzton volt termesztve. Enzimatikus extrakci6 esetén
az ultrahanggal 20 percig végzett razatas hasonlé eredménnyel alkalmazhatd, mint a 20
oras mechanikai razatds. Az egyetlen eltérés a kiillonboz§ szelénmoddosulatok extrakcids
hatdsfokdban taldlhatd. A szervetlen szelénformékkal kezelt taptalajbdl felvett szelén
jelentds része atalakul szerves szelénvegyiiletekké. A HPLC-ICP-MS rendszer lehet6vé
tette szdmunkra az Agaricus bisporus gombamintdinkban eddig a szelenometionin,
szelenocisztin, Se-metil-szelenocisztein, szelenit €s szelenat szelénmddosulatok azo-
nositdsat.

Ezzel a munkéval egy megbizhat6 analitikai médszert szeretnénk javasolni gombamintak
szelénspecidcidjara és egyben megerdsitenénk, hogy a szelénsok jelenlétében termesztett
gombak képesek a szervetlen szelénformakat szelenoaminosavakka dtalakitani.
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SUMMARY

In this study, total determination and speciation analysis of selenium in selenized and
non-selenized mushroom samples (Agaricus bisporus) have been performed. Different
extraction methods (water, acidic and enzymatic — trypsin, protease, driselase), their
extraction efficiency and the obtained selenium species were investigated. The use of
ultrasounds and 20-hours mechanical extraction were also compared. The selenium
speciation of aqueous and enzymatic extracts of mushroom samples were carried out by
using anion-exchange high performance liquid chromatography (AE-HPLC) coupled on-
line to inductively-coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) by monitoring of Se82
isotope. Next to a few unknown species the use of HPLC-ICP-MS method allowed us to
identify the following selenium species: selenomethionine, selenocystine, seleno-methyl-
selenocysteine and inorganic selenium.
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