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Utilizácia selénu baktériami
a jeho distribúcia v bunkových štruktúrach

MARIÁN MAÈOR − MIROSLAVA KRETOVÁ − MÁRIA KOREÒOVSKÁ −
PETER SIEKEL − JOZEF GRONES

SÚHRN. Študovala sa schopnos� grampozitívnych a gramnegatívnych baktérií rás�
v prítomnosti vyšších koncentrácií selenièitanu. Práca sa sústredila predovšetkým na bak−
térie rodu Acetobacter. Z piatich sledovaných kmeòov iba A. pasteurianus 3614 rastie až
do koncentrácie 56,8 g.l−1. Z desiatich analyzovaných prirodzených izolátov Bacillus cere−
us najlepšie rastúci kmeò utilizoval selenièitan do koncentrácie 3,5 g.l−1. Ïalej sa sledova−
la kumulácia selénu v rôznych baktériach a jeho distribúcia v bunkových štruktúrach.
Testovalo sa 17 kmeòov viacerých druhov baktérií, z ktorých druh Acetobacter inkorporo−
val až 39 % selénu v bunkových štruktúrach, naproti tomu Bacillus cereus 5 %,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Flavobacterium brevi, Klebsiella oxytoca,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus feacalis, Trigonopsis variabilis od 1 do 5 %, kým
Serratia marcescens menej ako 1 %.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: Acetobacter; Bacillus; selenièitan; akumulácia selénu

Selén ako mikroelementárny kov je prítomný v prírodnom prostredí
v pevnej forme, ale aj rozpustený ako súèas� mnohých minerálnych vôd.
Selén je prítomný vo fosílnych palivách, v schránkach organizmov, v alkalic−
kých zeminách a je súèas�ou aj viac ako 40 minerálov [1, 2]. V bunkách
živých systémov je selénu okolo 0,0001 % [3] a prednostne je zabudovávaný
v mikromolárnych koncentráciach do bunkových štruktúr.

Selén patrí medzi esenciálne prvky, vo vyššej koncentrácii je toxický.
Niektoré baktérie a plesne sú rezistentné na vysoké koncentrácie selenièita−
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nov (SeO3−2) a selenanov (SeO4−2), prièom tieto formy redukujú na elemen−
tárny selén, èím sa zamedzí ich toxicite [4].

Selén sa v bunkách inkorporuje do cysteínu, prièom vytvára selenocys −
teín, ktorý je súèas�ou aktívnych centier mnohých enzýmov. Èas� selénu sa
inkorporuje aj do iných aminokyselín, ako selenometionín a metylselenocys−
teín, ktoré sú súèas�ou biologických systémov [5, 6].

Množstvo selénu v prírode je rôzne v závislosti od geografickej polohy
študovanej lokality. V niektorých krajinách sú koncentrácie solí selénu
v pôde do 130 mg na kilogram zeminy, ale na Slovensku je to iba 25 mg.
Obsah selénu v prírode sa premieta aj do jeho obsahu v potravinách, ako sú
napr. mlieko, syry, vajcia, chlieb a ïalšie. Potrebnú koncentráciu selénu
pre náš organizmus získame z potravín, ktoré selén výraznejšie kumulujú.
Vysoký obsah selénu sa vyskytuje aj v rybách, fazuli, hubách alebo v ore−
choch. Iným dodatoèným zdrojom sú bakteriálne proteíny, ktoré selén zís−
kali kultiváciou baktérií na kultivaèných médiach obohatených selenièita−
nom a sú súèas�ou štartovacích kultúr v mieènych výrobkoch (napr. jogurty). 

Prítomnos� selénu v bunkách má nesmierny význam, pretože funguje ako
antioxidant a chráni organizmy pred oxidaèným stresom, ktorý spôsobuje
zmeny v metabolizme buniek. Antioxidaèné vlasnosti majú aj iné mikronut−
rienty, ako sú vitamíny skupiny C a E, flavonoidy, antokyány a tiež minerál−
ne prvky ako napr. zinok, chróm a iné.

Cie¾om predloženej práce bolo overi� schopnos� rastu baktérií na vyšších
koncentráciach selenièitanových solí a analyzova� distribúciu selénu v bun−
kových štruktúrach sledovaných baktérií.

Materiál  a  metódy

Bakteriálne bunky a kultivaèné médiá
Baktérie používané v tejto práci sú opísané v tab. 1. Všetky baktérie rást−

li na LB médiu pri teplote 37 °C [7]. Bunky Acetobacter sa kultivovali
na YPG kultivaènom médiu (kvasnièný autolyzát 5 g, peptón 3 g, D−glukóza
20 g.l−1) pri teplote 28 °C [8] na rotaènej trepaèke pri 150–170 ot.min−1

do stacionárnej fázy rastu. Do kultivaèných médií sa pridával selenièitan
v koncentraènom rozsahu od 0 do 40 g.l−1.

Frakcionácia bakteriálnych buniek
Bakteriálne bunky narastené v 100 ml LB alebo YPG kultivaèného média

sa nakoncentrovali centrifugáciou 10 min pri 10 000 g (supernatant − frak−
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cia 1). Bunky sa suspendovali, dvakrát premyli v tlmivom roztoku A
(10 mmol.l−1 TRIS.HCl s pH 8,0; 10 mmol.l−1 EDTA) a následne usadili
 centrifugáciou 10 min pri 10 000 g. Usadené bunky sa suspendovali v 10 ml
tlmivého roztoku A a následne homogenizovali ultrazvukom do úplného
rozbitia buniek. Homogenát sa centrifugoval pri 10 000 g 10 min (sediment
− frakcia 2), prièom proteíny v supernatante sa prezrážali síranom amónnym
do 75% saturácie. Po centrifugácii 10 min pri 12 000 g sa supernatant zlial
(frakcia 3) a sediment sa rozpustil v 10 ml tlmivého roztoku A (frakcia 4).
Vo všetkých frakciách sa stanovila koncentrácia selénu v mg.l−1.

Stanovenie koncentrácie selénu
Koncentrácia selénu v jednotlivých vzorkách sa stanovovala plameòovou

spektrofotometriou (Spektrometer Perkin Elmer 4100, USA). Použila sa
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TAB. 1. Distribúcia selénu v bunkových štruktúrach sledovaných baktérií.
TAB. 1. Distribution of selenium in the cell structure of studied bacterial genera.

DMB − Zbierka mikroorganizmov na Katedre molekulárnej biológie, Prírodovedecká fakulta
UK v Bratislave.
DMB − Collection at the Department of Molecular Biology Comenius University in Bra −
tislava. 1 − bacteria, 2 − concentration of the selenite, 3 − cultivation medium, 4 − cell walls,
5 − pelet after ammonium sulphate precipitation, 6 − supernatant.

Baktérie1 (DMB)

Koncentrácia selénu2 [mg.l−1]

kultivaèné
médium3

bunkové
steny4

zrazenina po
sírane amónnom5 supernatant6

Acetobacter pasteurianus 3614 226 895 302 310

Aerobacter areogenes 512 1094 55 65

Agrobacterium tumefaciens 630 520 300 330

Bacillus cereus 2 640 492 314 312

Bacillus cereus 5 1550 168 0 5

Enterobacter aerogenes 684 463 271 270

Escherichia coli HB101 571 650 210 239

Escherichia coli DH1 560 672 200 245

Flavobacterium brevi 494 666 246 294

Klebsiella oxytoca 510 505 381 320

Serratia marcescens 630 980 23 77

Staphylococcus epidermidis 590 465 329 302

Streptococcus feacalis 604 468 450 232

Trigonopsis variabilis 498 643 290 253



selénová elektróda Perkin Elmer. Analytické spektrálne èiary sú na úrovni
196,0 nm, pri šírke štrbiny 2,0 H v plameòoch acetylénu. Všetky roztoky boli
analytickej èistoty (Merck, Darmstadt, Germany). Pracovný štandardný roz−
tok sa pripravil rozpustením 1000 mg.l−1 štandardného selenièitanu (Merck)
vždy tesne pred použitím.

Výsledky a diskusia

Na obohatenie potravín mikronutrientami, ako je selén, sa v poslednom
období využívajú bakteriálne bunky, ktoré sú schopné utilizova� anorganický
selenièitan, alebo selenan a inkorporova� ho do proteínových štruktúr
v podobe selenocysteínu [5, 6]. Nie všetky bakteriálne bunky sú schopné rás�
na vyšších koncentráciach selénu a preto aj množstvo selénu v proteínoch je
pomerne nízke. Predchádzajúce testy dokázali, že pre tento úèel sa dajú
výhodne využíva� potravinárske baktérie Lactobacillus a Lactococcus, ktoré
sú schopné rás� na pomerne vysokých koncentráciach solí selénu (40 g.l−1

a 10 g.l−1) [9]. Naším cie¾om bolo skúma� schopnosti rastu rôznych druhov
baktérií na selénièitanoch a charakterizova� stupeò inkorporácie selénu
do bunkových štruktúr. Zamerali sme sa predovšetkým na gramnegatívne
baktérie rodu Acetobacter a grampozitívne baktérie Bacillus ce reus.

Rast baktérií rodu Acetobacter na soliach selénu
Do skupiny významných baktérií využívaných v potravinárskom a farma−

ceutickom priemysle patria aj baktérie rodu Acetobacter. Sledovala sa ich
schopnos� rás� na YPG kultivaènom médiu suplementovanom s rôznymi
koncentráciami selénièitanu. Pomaly rastúce bunky A. pasteurianus 3613
a A. pasteurianus 2374 sú schopné rás� na soliach selénu do koncentrácie
17,2 g.l−1, prièom A. aceti 3620 len do koncentrácie 16,1 g.l−1. Naproti tomu
rýchlo rastúce baktérie A. pasteurianus 3612 a A. pasteurianus 3614 po èias−
toènej adaptácii na selenièitan tolerujú až koncentráciu 56,8 g.l−1 (obr. 1).

Rast baktérií Bacillus cereus na selenièitane
Sledovala sa schopnos� rastu desiatich prírodných izolátov − kmeòov

B. cereus na rôznych koncentráciach selenièitanu. Baktérie utilizujú soli selé−
nu v koncentraènom rozsahu od 0,3 g.l−1 až po 3,46 g.l−1. Z testovaných bak−
térií najlepšie rastie kmeò B. cereus 2 a najhoršie B. cereus 5 (obr. 2).
Porovnanie schopnosti rastu a využívania solí selénu baktériami ukazuje, že
bunky rodu Acetobacter rastú podstatne lepšie ako bunky B. ce reus, ktoré sú
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OBR. 1. Maximálna koncentrácia selenièitanu, pri ktorej sú bunky rôznych kmeòov
rodu Acetobacter schopné rás� na YPG médiu.

FIG. 1. Maximal concentraion of the selenite that are able to grow different strains
Acetobacter genera on YPG medium.

1 − concentration of selenite, 2 − bacteria. A − Acetobacter pasteurianus 3612, B − Acetobac −
ter pasteurianus 3613, C − Acetobacter pasteurianus 3614, D − Acetobacter pasteurianus 2374,
E − Acetobacter aceti 3620.

Obr. 2. Maximálna koncentrácia selenièitanu, pri ktorej sú bunky baktérií Escherichia coli
a Bacillus cereus schopné rás� na LB médiu.

FIG. 2. Maximal concentraion of the selenite that are able to grow bacteria Escherichia coli
and Bacillus cereus on LB medium.

1 − concentration of selenite, 2 − bacteria. A − Escherichia coli DH1, B − Bacillus cereus 1,
C − Bacillus cereus 2, D − Bacillus cereus 3, E − Bacillus cereus 4, F − Bacillus cereus 5, G − Ba ci −
llus cereus 6.



schopné prežíva� iba na poloviènej koncentrácii selenièitanu ako napríklad
bunky E. coli, pre ktoré je limitná koncentrácia až 7,13 g.l−1 [10].

Distribúcia selénu v bunkových štruktúrach baktérií
Niektoré baktérie sú schopné transportova� selén do bunky, kde ho ukla−

dajú po redukcii selenièitanov na selén v cytoplazme v kryštalickej alebo
amorfnej forme, prièom èas� sa inkorporuje do cysteínu ako selenocysteín
a tiež do iných selenoproteínov. Medzi �ažké kovy, ktoré sa v bunkách E. coli
usadzujú v redukovanej kryštalickej podobe patrí aj telúr [11, 12]. Amorfná
štruktúra bola pozorovaná v bunkách Acetobacter pasteurianus po ich kulti−
vácii na soliach selénu [9].

Sledovala sa skupina 17 rôznych bakteriálnych rodov Acetobacter pasteu−
rianus, Aerobacter areogenes, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Flavobacterium brevi, Klebsiella oxy−
toca, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Staphylococcus epidermi−
dis, Streptococcus feacalis, Shigella dysenteriae, Trigonopsis variabilis, ktoré sa
kultivovali na tekutom LB médiu s prídavkom 1,7 g.l−1 selenièitanu. Po 24 h
kultivácie pri 37 °C sa bunky frakcionovali, ako je opísané v èasti Materál
a metódy. V jednotlivých frakciách sa stanovovala koncentrácia selénu
spektrofotometricky (pozri Materiál a metódy). Z testovaných baktérií Baci −
llus cereus kmeò 8, Pseudomonas aeruginosa a Shigella dysenteriae neboli
schopné rás� na tejto koncentrácii selenièitanu.

Výsledky uvedené v tab. 1 ukazujú, že najnižšia koncentrácia selénu v kul−
tivaènom médiu zostala po kultivácii buniek A. pasteurianus 3614. V mem−
bránovej frakcii najviac selénu uchovávajú kmene Aerobacter areogenes
a Serratia marcescens (35–39 %) a najmenej, necelých 10 %, B. cereus
kmeò 5. Naproti tomu druh S. marcescens inkorporuje do bunkových štruk−
túr len necelé 1 % selénu.

V predchádzajúcej práci pri charakterizácii buniek Lactobacillus a Lac −
tococcus [9], ktoré sa využívajú ako štartovacie kultúry pri výrobe mlieènych
výrobkov, sú kontaminujúcim mikroorganizmom bunky B. cereus. Ako
ukázali výsledky tejto práce, rast buniek B. cereus je pri vyššej koncentrácii
selenièitanu v prostredí výrazne inhibovaný. Keïže sú bunky B. cereus pri−
rodzeným patogénom v mlieku, v prostredí selénu sa netreba obáva� ich
patogénnych úèinkov.

Táto práca bola realizovaná z finanèných prostriedkov grantu VEGA − 1/7230/20.
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Utilisation of selenium by bacteria and its distribution in cell structures

MAÈOR, M. − KRETOVÁ, M. − KOREÒOVSKÁ, M. − SIEKEL, P. − GRONES, J.:
Bull. potrav. Výsk., 42, 2003, p. 205−212.

SUMMARY. In this study, the ability of selected Gram−negative and Gram−positive bacteria
to grow in the presence of higher concentrations of selenite was evaluated. Five strains
of Acetobacter sp. were tested in particular. Out of them only strain A. pasteurianus 3614 was
able to grow at selenite concentration  up to 56.8 g.l−1. Out of ten analysed Bacillus cereus iso−
lates, the best growing strain utilized selenium at concentrations up to 3.5 g.l−1. Accumulation
of selenium in various bacteria and its distribution in cell structures were also studied. Among
the 17 bacterial species studied, Acetobacter sp. incorporated up to 39 % of selenium in cell
structures. On the other hand, Bacillus cereus incorporated 5 %, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Flavobacterium brevi, Klebsie lla oxytoca, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus feacalis, Trigonopsis variabilis from 1 to 5 %, and Serratia marcescens less than
1 %.

KEYWORDS: Acetobacter; Bacillus; selenite; selenite accumulation
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