©

SZENT ISTVAN EGYETEM

MINTAELOKESZITESI MODSZEREK KIDOLGOZASA
ES REFERENCIAANYAGOK ELOALLITASA
MODOSULATANALITIKAI CELOKRA

DERNOVICS MIHALY

doktori értekezésének tézisel

Késziilt a Szent Istvan Egyetem

Alkalmazott Kémia Tanszékén

Budapest, 2003



Dernovics Mihdaly

A doktori iskola
megnevezeése:
tudomanyaga:

vezetdje:

Témavezeto:

Elelmiszertudoméanyi Doktori Iskola
Elelmiszertudoméanyok

Dr. Fekete Andras

Egyetemi tanar, az MTA doktora

SZIE, Budai Campus, Elelmiszertudoményi Kar,
Fizika-Automatika Tanszék

Dr. Fodor Péter

Tanszékvezetd egyetemi tanar, az MTA doktora
SZIE, Budai Campus, Elelmiszertudoményi Kar,
Alkalmazott Kémia Tanszék

A doktori iskola- és a ttmavezetd jovahagyo alairasa:

A jelolt a Szent Istvan Egyetem Doktori Szabdlyzatdban eldirt valamennyi feltételnek eleget tett,
a mihelyvita soran elhangzott észrevételeket és javaslatokat az értekezés 4atdolgozasakor
figyelembe vette, ezért az értekezés nyilvanos vitara bocsathato.

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagydsa



Mintaeldkészitési modszerek kidolgozdsa
és referenciaanyagok eléallitasa modosulatanalitikai célokra

1. BEVEZETES

1.1. A MODOSULATANALITIKA LETREJOTTENEK OKAI ES FEJLODESE A KEZDETEKTOL NAPJAINKIG

A higany esetében (Minamata-6bol, Japan, 1956) mutatkozott meg eldszor, hogy ugyanazon
elem eltéré oxidacios allapoti vagy eltérd ligandummal birdé formai akar végletekig kiilonbozo
modon viselkednek az élo szervezetben. Egyidében a higannyal, a krom élettani kutatasainak
eredményei talan még nagyobb szenzaciot keltettek a tudomanyos berkekben, hiszen a 6
vegyértékll formajanak kiemelked6en rakkeltd jellege miatt toxikusnak tartott elem 3 vegyértékii
allapotarél 1959-ben deritették ki, hogy fontos szerepet jatszhat a gliikkoz-anyagcsere
szabalyozasaban. A sort az arzén folytatta: 1977-ben Edmonds és Francesconi kutatoparosnak
sikeriilt egy rakfélébdl izolalni az arzenobetaint, az els6 olyan szerves arzénvegyiiletet, melynek
bizonyitottan nincs toxikus hatdsa, s amely feloldotta a tengeri eredetli élelmiszerek arzéntartalma
¢és ennek ellenére veszélytelen fogyasztasuk kozott fesziilo ellentmondast. Csupan 6 évet kellett
varni az Ujabb — ez esetben negativ — példara: az elemi allapotban és szervetlen soiban
veszélytelennek szamitd on hajofestékhez kevert tributil-szarmazéka a célszervezetek kozé nem
tartozo ¢€l6lényeknél (pl. osztriga) genotoxikusnak bizonyult. Végiil, de nem utolsdésorban a
szelént és a vasat kell megemliteniink, amelyek az eddig ismertetett, koncentraciotol részben
fiiggetlen, ,toxikus-létfontossagu™ /krom(VI) vs. krom(I1I)/, ,,toxikus-valoszinileg nem toxikus”
/altalaban az arzén vs. arzenobetain; szerves oOn-szarmazék vs. szervetlen on/ ill. ,kiemelten
toxikus-kevésbé toxikus” /metil-higany vs. szervetlen higany/ mindségi megkdzelitéseket Uj
elemmel 6tvozték: a koncentraciotol kiemeltebben fiiggd, ,,biologiailag jobban elérhetd és/vagy
biologiailag jobban hasznosuld és/vagy jarulékosan jo/rossz hatast mutatdé/nem mutatd”
tulajdonsagok megallapitasaval.
megismerése tobbé mar nem nyujt elegendd informaciot a vizsgalt mintarol, lett 1égyen sz6 akar
¢lelmiszerrdl, talajmintarél vagy ont6zovizrol — barmirdl, amelyben a kérdéses elemnek egy vagy
tobb, valamilyen szempontbol kritikus kémiai-fizikai-¢lettani jellemzdével bird formaja fordulhat
el6. Kialakult egy 1j, tobb tudomanyagat érintd szakteriilet, mely az analitikai-kdrnyezeti-
¢lelmiszer-klinikai kémia, a biokémia és az ¢élettan hatdrmezsgyéjén helyezkedik el: a
modosulatanalitika (,,speciation analysis™). A sok kozos terlilet €s a részbeni atfedések miatt egy
ideig ugyanakkor nem volt teljesen vildgos az 1j, kiilon tudomanyag 1étének létjogosultsaga, és
helyzetének tisztazasahoz sziikséges nevezéktani definicidk is hidnyoztak még. Végiil a [IUPAC
2000-ben végre kozz¢ tette a pontos megnevezéseket, amelyeket konkrét példakkal latott el a
leheté legpontosabb értelmezés végett. A definiciok szerint ,,egy elem kémiai modosulata
(,,chemical species”) az elem egy adott formaja, amelyet izotoposszetétele, vagy elektron- /
oxidaciés allapota, és/vagy komplex vagy molekularis szerkezete hataroz meg”; a
modosulatanalitika pedig ,,azon analitikai tevékenységek Osszessége, melyek egy adott mintaban
1évo, egy vagy tobb egyedi kémiai modosulat mindségi €s/vagy mennyiségi meghatarozasara
iranyulnak”. A korabban emlitett, Hg-Cr-As-Sn-Se-Fe elemek mellé¢ idékozben felzarkoztak a

platinafémek (Pd, Pt), a nikkel és az 6lom is, tovabb bdvitve a moédosulatanalitika céltertiletét.
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A kezdetben egymastol elszigetelten fejlodd, elemenként targyalt médosulatanalitika mara
egységes egésszé valt és felbecsiilhetetlen értékli Uj ismeretanyaggal jarult hozza ahhoz, hogy
munkakoriilményeink, élelmiszereink, gyogyszereink biztonsagosabbak legyenek, hogy
kornyezetiink védelmét korszerlibb tudomanyos hattérrel biztosithassuk és megérthessiink szamos
olyan biokémiai folyamatot, melyek szervezetiink miikodésében karos vagy épp ellenkezdleg,
hasznos élettani hatast valthatnak ki. Ertekezésemben ezen kutatisok két jellegzetes szerepl-
jének, a szelénnek és az arzénnek modosulatanalitikai mintaeldkészitési eljardsainak ismerte-
tésére keriilt sor, valodi mintak elemzésének tiikrében — koztiik egy olyan mintaé is, amely remél-

hetdleg az elsé természetes eredetli Se-modosulatanalitikai referenciaanyagként fog elterjedni.

1.2. CELKITUZESEIM

A Se- és As-modosulatanalitika olyannyira fiatal tudoméanyagnak szadmit, hogy egyszerre
tobb, kiforratlansdgabol eredd ,,Achilles-sarokkal” bir; doktorandusztarsaimmal egyiitt
mindharmunknak jutott egy-egy: Ipolyi [2003] (moddosulatanalitikai mindségbiztositas) és
Stefanka [2003] (mddosulatanalitikai mintabeviteli technikdk) mellett én a szinte minden mérési
folyamatot megel6z6 mintael6készités teriiletén kutatva vittem végbe a PhD munkdmhoz
illeszkedd vizsgélataimat. Kutatasi tevékenységem az idékozben csatlakozd moddosulatanalitikai
feladatokkal egyiitt csiszolodott 6ssze a kovetkezd harom kérdéskorbe, melyek atszotték négy
éves munkamat, ¢s PhD értekezésben teljesedtek ki:

e milyen modon lehet fejleszteni a Se- és As-mddosulatanalitikai mintaeldkészitést az enzimes
modszerek kiterjesztésével, ill. bir-e altalanos 1étjogosultsdggal az enzimek hasznalata ezen a
teriileten?

e lehet-e altalanos, konnyen kovethetd és viszonylag egyszerli ,,receptet” nyujtani a szerves
eredetll, Se- és As-tartalmi mintak modosulatanalitikai mintaelokészitéséhez?

o cld lehet-e A4llitani természetes vagy mesterséges eredetli ~moddosulatanalitikai

referenciaanyagot a rendelkezésre allo felszereltséggel?

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A VIZSGALT MINTAK BEMUTATASA

A mintdk jellegzetesnek tekinthetdk abban az értelemben, hogy a Se- és As-
modosulatanalitika ,,.kedvelt” alanyai:
e As-tartalmu zoldalga (Chlorella vulgaris)
e As-tartalmu lepényhal (Pleuronoctes platessa)
e Se-tartalmu é€lesztd (Saccharomyces cerevisiae)
e Se-tartalmu csiperkegomba (Agaricus bisporus)
e Se-tartalmu brazil di6 (paradio; Bertholletia excelsa)
Altalaban tobb forrasbol, eltérd eredetii és Osszes elem (As, Se) tartalmu, de azonos
csoportba tartoz6 mintak is elemzésre keriiltek, hogy éltalanos kovetkeztetéseket lehessen levonni

a vizsgalatok utan.
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2.2. A FELHASZNALT ENZIMEK ES VEGYULETEK BEMUTATASA

A végrehajtott elemzések sordn szamos enzim hasznélatit kisértem végig, fehérjebontd
(pepszin, tripszin, pronaz E, XIV-es tipusu protedz), sejtfalbontd (drizeldz, lysing enzim),
lipidbont6 (VIl-es tipusu lipaz) készitmények alkalmassagat vizsgalva. Bizonyos mintaknal sor
keriilt protedz inhibitorok (PMSF, inhibitor koktél) adagolasara is. Altalanos mintaelokészitési

kozegként foszfat-, citrat- és TRIS-pufferek szolgaltak.

2.3. A VIZSGALATI MODSZEREK BEMUTATASA

Célszertinek tiint kidolgozni egy altalanos enzimes mintaeldkészitési eljarast, amely kelléen
rugalmas ahhoz, hogy akar a korabban még nem vizsgalt és szakirodalom 4&ltal sem emlitett
mintdkhoz is fogddzot nyujtson. Ez a megkozelités végiil egy 3 kezelési szintre épiild
modszerben Oltott testet:

a, pufferelt kozeggel vagy ioncserélt vizzel végrehajtott extrakcido a konnyen kinyerhetd
modosulatok (pl. szervetlen Se-, As-vegyliletek) oldatba vitelé¢hez;

b, enzimes sejtfalbontas, amelynek célja a sejtfalhoz kotott vagy sejtfal altal elzart
modosulatok hozzaférhetové tétele — ezt a 1épést a fehérjehidrolizis szelektiv gatlasaval lehet
kiegésziteni;

¢, enzimes lipid- és/vagy fehérjehidrolizis, amely egyrészt a matrix bontdsaval, masrészt a
modosulatokat kotd fehérjék hidrolizisével jarulhat hozza a kinyerési hatasfok noveléséhez.

Természetesen ezeket a 1épéseket kovetkezetesen és nem szigorian kovetendd receptként
kellett alkalmazni, hiszen a minta jellege olykor egyértelmiien feleslegessé teheti valamelyik szint
mintael6készitésbe torténd beillesztését. Masrészt a fent bemutatott, szekvencialis elrendezés
lehetévé teszi, hogy 1épésenként hatarozzuk meg a Se- vagy As-mérleget, s igy kiiktathassuk a
hatastalannak-feleslegesnek bizonyul6 kezeléseket. Fontos megemliteni az adalékolas muveletét
is, amely lényeges részét képezte az elvégzett mérések mindségbiztositasanak.

A Se-modosulatanalitika fejlodését gatld tényezok kozott elsé helyen szoktak megemliteni a
referenciaanyagok teljes hidnyat, amely bonyolultta, olykor szinte kivitelezhetetlenné teszi a
mérések validalasat. Szamos kisérlet latott napvilagot arrdl, milyen modon lehetne eldallitani
megfeleld alapanyagot, amelybdl alacsonyabb vagy magasabb szintli referenciaanyag késziilhet;
kutatdsaim soran én is tobb iranyban végeztem vizsgalatokat, mesterségesen szelénnel dusitva
¢lesztot, tejsavbaktériumot, ill. jellemeztem a termesztd cég altal szelénnel kiegészitett
komposzton eldallitott csiperkegombat is. Ezek a kisérletek nem hoztdk meg a vart eredményt;
legfébb problémaként a torzsszelekciot és kis 1éptékbdl adodod inhomogenitast, ill. a nem
kielégité modosulatazonositasi aranyt lehet megnevezni.

A mesterségesen dusitott alapanyagok utdn a figyelem a természetes eredetli, nagy Se-
tartalma mintak felé fordult, és igy kertilt sor a brazil di6 (paradio) vizsgalatara, amely idealis

valasztasnak bizonyult.



Dernovics Mihaly

3. EREDMENYEK

3.1. AZ ENZIMES MINTAELOKESZITESI MODSZEREKKEL FOLYTATOTT VIZSGALATOK EREDMENYEI

Az arzéntartalmu alga- és halmintak enzimes mintaelokeszitésének kritikai vizsgalata soran elért

eredmények
Az arzén moddosulatanalitika leggyakrabban alkalmazott mintael6készitési modszere a

metanollal végzett extrakcid, ugyanakkor szamos kozlemény latott napvilagot az enzimes
eljarasok bevezetésérol. Kisérleteim sordn az enzimes mintaelOkészités alkalmazasanak
1étjogosultsagat vizsgaltam meg sejtfal- és fehérjebontd készitményeken keresztiil, alga- és
lepényhalmintakat kezelve. Az enzimes moddszereket mind egylépéses, mind pedig szekvencialis
kialakitasban teszteltem, és parhuzamosan metanolos extrakciot is végrehajtottam, majd egy ill.
tobbvaltozos statisztikai eljarasokkal értékeltem ki az eredményeket, melyek egyértelmii
matrixfliiggdségre utaltak: az algaminta esetén a sejtfalbontds novelte a kinyerési hatasfokot, mig
a lepényhal esetében egyik enzim hasznélata sem bizonyult indokoltnak.

A szelénnel dusitott élesztomintak vizsgalata soran elert eredmények

Az lizemi fermentacioval eldallitott, szelénnel dusitott éleszté a szelént hordozd volta miatt
mindenképpen bontésra keriild fehérjetartalma mellett jelentds mennyiségben tartalmaz(hat) a
fermentacid ¢és az eldkezelés jellegétdl fliggben tobbé-kevésbé feltart sejtfal ill. lipid
komponenseket. Ezen alkotok gatolhatjdk a moddosulatanalitikai mintael6készités folyamatat,
korlatozva az extrahalo oldatok és enzimek hozzaférését a kiilonb6zé Se-modosulatokhoz. Ebbdl
kovetkezik, hogy amennyiben az emlitett GsszetevOket — pl. enzimes modszerrel — lebontjuk,
elvileg javitani lehet a szakirodalmi adatok alapjan gyakran nem kielégité kinyerési hatasfok
értékeket. Mindezeken til, a megfeleld fehérjebonté enzim kivalasztisa is csokkentheti a
mintabol nem kinyerheté Se-moddosulatok mennyiségét.

Kisérleteim sordn megallapitottam, hogy a vizsgalt élesztomintdk esetén a sejtfal- ill.
lipidbonté enzimek hasznélata nem jarult hozza szignifikdns mértékben a kinyerési hatasfok
noveléséhez, és alkalmazasuk annak ellenére sem indokolt, hogy a tobb enzim szekvencialis
hasznélatara €épité modszer szamos (elméleti) elényt rejt magaban.

A fehérjebontd enzimek Osszehasonlitdsa soran sikeriilt kivdlasztani a szakirodalomban
leggyakrabban emlitett, Sigma gyartmanyu ,,protedz XIV” enzimhez képest koltséghatékonyabb
¢és egyszeriibben kezelhetd enzimet (pronaz-E, Merck), melynek hasznalata mas tipusi mintdnal

is idedlisnak bizonyult.

A szelénsoval kiegészitett komposzton termesztett, Se-dusitott gomba modosulatanalitikai

vizsgdlatahoz kapcsolodo eredmenyek

A magyarorszagi talajok tobbnyire kevés szelént tartalmaznak, igy hagyomanyos
¢lelmiszereinkbdl 4ltalaban alig lehet biztositani a minimdalis napi szelénbevitelt. Ezen
problémara kindlhat megoldast a kiillonbozd szelénforrassal kiegészitett komposzton termesztett
csiperkegomba. Eldszor szervetlen szelén segitségével dusitott csiperkegomba-mintat vizsgaltam

abbol a célbol, hogy egyrészt Se-modosulatanalitikai mintaelkészitést dolgozzak ki, masrészt
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megallapithassam, a szakirodalomban legtobbszor nehezen hozzaférheté Se-tartalmuként
jellemzett gomba vajon mesterséges dusitas esetén is rossz élelmi szelénforrasnak bizonyul-e.

Az ¢lesztOmintakkal ellentétben a csiperkegomba enzimes feltarasanal a szekvencialis
modszer hasznalata bizonyult a legalkalmasabbnak, amelynek segitségével 75%-os kinyerési
hatasfokot értem el. Mivel a felhasznalt enzimek (pepszin, tripszin) a bioldgiai hozzaférhetdség
modellezésére is lehetdséget adtak, az elért eredmény a szelén kiemelkedd biologiai
hozzaférhetéségérol is tanuskodik, jelezve, hogy az ilyen modon dusitott gomba alkalmas lehet
¢lelmi szelénbevitelre is.

A mintaelOkészités €és mérés folyamatanak mindségbiztositdsat az adalékolas miiveletével
oldottam meg, melynek végrehajtasaval egyrészt igazolni tudtam a gombamintiaban eredetileg
jelen 1évé ill. a hozzaadott Se-modosulatok eltéré extrakcids tulajdonsagait, masrészt kdzvetett

modon azonositottam az egyik kinyert Se-mddosulatot (Se(IV)).

A Se-tartalmu _ élesztovel  kiegészitett _komposzton  termesztett,  Se-dusitott gomba

modosulatanalitikai vizsgalatahoz kapcsolodo eredmeények

Bar a szerves szelénforrast (Se-dusitott élesztd) tartalmazé komposzton termesztett gomba
nagysagrendileg azonos mennyiségben tartalmazott szelént, a mintaelokészitési miivelet
optimalizalasat célzo kisérletsorozatom az el6z6 csiperkemintahoz képest jelentds kiillonbségeket
tart fel. A kinyerési hatasfok tekintetében a sejtfalbontdssal kiegészitett szekvencialis enzimes
modszerrel sikeriilt a legnagyobb, koézel 90%-os értéket elérnem, azonban a kinyert Se-
modosulatokat az egylépéses, kizardlag fehérjebontasra épitd mintaeldkészités soran lehetett a
legnagyobb mértékben azonositani. Ezen jelenség mogott valdszinlileg a  csiperke
fehérjetartalmanak korabbi mintakhoz képest eltéré méreteloszlasa all, amely a tobblépéses
modszereknél alkalmazott centrifugaldsi miiveletek soran a szelént hordozé komponensek
eltavolitasaban — s igy a szekvencidlis mintaeldkészités kovetkezd 1épésénél kisebb hozzaférhetd
Se-tartalomban — 61ttt testet.

A sejtfalbontas miiveletének a teljes Se-kinyerésre gyakorolt hatasat szelektiv fehérjegatlas
alkalmazasaval tettem egyértelmiivé és indokoltta: protedz inhibitor vegyiiletek segitségével
sikertilt igazolni, hogy a sejtfalbontasi miivelet sordn a szignifikdnsan megndvekedett kinyerési
hatasfok mogott nem jarulékos fehérjebontas all, hanem attol fiiggetlen, kizardlag a csiperke
sejtfalara  hat6 enzimaktivitas. Fontos kiemelni, hogy a kiilonbozé sejtfalbontod

enzimkészitmények eltéré Se-moddosulatok felszabaditasahoz jarultak hozza.

3.2. A MODOSULATANALITIKAI REFERENCIAANYAG ELOALLITASAT CELZO VIZSGALATAIM

EREDMENYEI

Kisérleteim elsd szakaszdban mesterségesen szelénnel dusitott, fermentacidval eldallitott
¢lesztd- ¢€s tejsavbaktérium mintdkat vizsgaltam abbol a szempontbol, hogy alkalmazhatoak-e
modosulatanalitikai referenciaanyag eldallitdsdnak céljara. Bar a fermentacids folyamat azzal az
elénnyel jart, hogy bizonyos keretek kozott szabalyozni lehetett a végtermék szeléntartalmat, a

1étrejové biomassza nem bizonyult megfelelének a kitlizott célra torténd felhasznéalasra. Ezt
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kovetden fordultam a brazil di6 alkalmazasa felé, amely természetes eredetli szeléntartalmanal
fogva megfeleld alapanyagként szolgalt a kisérletekhez. Ezen csonthéjas termés ugyanakkor
kiemelkedd (71 m/m %) zsirtartalommal is rendelkezik, amelyet el kellett tavolitani (Soxhlet-
extrakcioval) ahhoz, hogy hosszu ideig stabil termékhez juthassak. A kialakitott RM-alapanyagon
az altalanos eldallitasi miiveletsort kellett végrehajtani, amely magaba foglalta a mintael6készités
megtervezését és végrehajtasat, az eldzetes €s végsd Se-modosulatanalitikai méréseket (HPLC-
UV-HG-AFS csatolt rendszer), apritast, homogenizalast, méret szerinti osztalyozast, tarolasi
kisérlet megtervezését, sterilizalast és stabilizalast, végiil pedig a homogenitasi és stabilitasi
mérések végrehajtasat és kiértékelését. A kisérlet végiil sikerrel zarult: a brazil dié alapu
laboratoriumi referenciaanyag alkalmasnak bizonyult Se-mddosulatanalitikai mindségbiztositasi
célokra. A munka értékét tovabb noveli, hogy a szakirodalom szerint eddig ez az elsé és egyetlen

ilyen jellegli referenciaanyag.
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3.3 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

e Arzénnel dusitott algaminta vizsgéalataval igazoltam, hogy sejtfalbontd (drizeldz) enzimes
kezeléssel szignifikdns mértékben ndvelni lehet mind az dsszes arzén, mind pedig az As-
modosulatok kinyerését. Tobbvaltozos statisztikai modszer (RSM) segitségével igazoltam,
hogy természetes (nem dusitott) As-tartalmu halminta mdédosulatanalitikai mintael6készitése
soran fehérjebontd enzimmel (tripszinnel) végzett kezeléssel nem lehetett szignifikdnsan
nagyobb As-kinyerési hatasfokot elérni az enzimet nem alkalmazd méddszerek hasznalatahoz
képest.

e Megallapitottam, hogy az lizemi fermentacidval eldallitott, tobbek kozott szaritassal
stabilizalt és a szemcseméretet tekintve az altalanos LRM kovetelményeknek megfeleld Se-
dusitott  ¢élesztd nem  szubsztratspecifikus  fehérjebonté enzimmel végrehajtott
moédosulatanalitikai mintaelOkészitésénél a sejtfal- ill. lipidbontd enzimek hasznalata
szignifikdnsan nem novelte a Se-kinyerési hatasfokot. Se-dusitott éleszton végzett,
egylépéses enzimes modosulatanalitikai mintael6készités segitségével 6sszehasonlitottam a
szakirodalomban legtobbszor jegyzett fehérjebontd enzimkeveréket (XIV-es tipusu protedz;
Sigma) az ugyanazon fonalas baktérium altal eldallitott, eltérd tulajdonsadgokkal bir6é pronaz
enzimmel (Merck). Az elvégzett statisztikai elemzés alapjan megallapitottam, hogy a két
enzimmel elérhetd kinyerési hatasfok szignifikdns mértékben kiilonbozik: a Merck-féle
enzim haszndlatdval nagyobb mennyiségii szelén extrahalhato.

e Elsoként alakitottam ki egy olyan szekvencidlis enzimes modosulatanalitikai
mintaeldkészitési eljarast, amelynek segitségével a szelénsoval kiegészitett komposzton
termesztett gomba szeléntartalma 75%-ban kinyerhetdvé valt. Adalékolassal és az azt kdvetd
szekvencialis enzimes modosulatanalitikai mintaeldkészitéssel igazoltam, hogy a Se-
modosulatok egy része nem az elméletileg varhatdo modon (jelen esetben vizes extrakcidval)
nyerhetd vissza a mintabol: a fehérjematrix bontdsa sziikséges az adalékolt mennyiség
oldatba viteléhez. Adalékolasi eljaras segitségével kdzvetett mddon bizonyitottam, hogy a
modosulatanalitikai mérések sordn azonositott Se-modosulatok koziil legalabb az egyik, a
Se(IV) mennyiségi meghatarozasa valodi értékre vezetett.

e Megallapitottam, hogy Se-dusitott gombamintanal a tobblépéses, sejtfalbontd enzimes
kezelést is tartalmazd mintaeldkészitési moddszerrel szignifikdnsan nagyobb kinyerési
hatasfokot lehet elérni a csupan fehérjebontd enzimre ¢épité vagy pufferelt kozegl
extrakcidkhoz képest, még abban az esetben is, amikor a sejtfalbonté enzimkeverék
fehérjebontd aktivitdsadt szelektiven gatoltam. Két kiilonbdz6 inhibitor vegyiilet
alkalmazaséval, statisztikai kiértékelés segitségével igazoltam, a sejtfalbontds soran valéban
lejatszodott  fehérjebontds; mindez azt jelenti, hogy a fehérjebontds gatlasaval
megkiilonboztethetdvé tettem a sejtfalbontas szelénkinyerésre gyakorolt hatasat. A ,lysing”
enzim hasznalatdval mas modszerekkel nem kinyerhetd Se-modosulatot —tettem
hozzaférhetdvé a fehérjebontd kezelés szamara. Ez a modosulat a HPLC-vizsgélatok

segitségével (retencios 1d6 alapjan) végrehajtott azonositas soran SeCys;-nek bizonyult.
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e Megallapitottam, hogy a kiemelkedd (71 m/m %-o0s) zsirtartalma brazil diot szerves
oldoszerrel végrehajtott, folyadék-szilard extrakcio segitségével zsirtalanitani lehet 0gy,
hogy a minta szeléntartalma szamottevé mértékben nem csokken. Elkészitettem a Se-
modosulatanalitika elsé laboratoriumi referenciaanyagat, amelyhez a zsirtalanitott brazil dio
egyarant alkalmas mértékben tartalmaz SeMet-t, amely napjaink egyik leginkabb
tanulmanyozott szelénmodosulata, tehat a referenciaanyag készitése valds igényre épiil; (b)
konnyen, kell6 finomsaguara 6rolhetd és jol homogenizalhato, amelyet az 9sszes Se és SeMet
homogenitasvizsgalata igazol; (¢) a SeMet-tartalom kielégité mértékben stabil maradt mind
a vy-besugarzas, mind pedig a kiilonb6z6 homérsékletli tarolds soran; (d) a Se-
modosulatanalitikdban legtobbszor alkalmazott, egylépéses enzimes kezeléssel az elkészitett
referenciaanyag kozel 100%-os hatasfokkal tarhatdé fel, nagy megbizhatésagu

mintaelékészitést téve lehetové.

4. JAVASLATOK

A dolgozatban bemutatott, enzimek hasznélatira épitd, 4altalanos modosulatanalitikai
mintaeldkészités alkalmas arra, hogy korabban még nem vizsgalt, biologiai eredetli mintdk
elemzéséhez kiindulasi alapként szolgaljon mind a szelén, mind pedig az arzén
modosulatanalitika teriiletén.

A brazil diobdl készitett Se-modosulatanalitikai referenciaanyag (LRM) felhasznalhato
minden olyan Se-moddosulatanalitikai minta mérésének mindségbiztositasanal, amellyel
Osszetételét tekintve hasonlosagot mutat, igy példaul a fehérje-, 6sszes szelén- és SeMet-tartalom
tekintetében a leggyakrabban vizsgalt Se-mddosulatanalitikai minta, a Se-dusitott élesztd eseténél

iS.
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