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Utilizacia selénu baktériami
a jeho distribicia v bunkovych Struktdrach

MARIAN MACOR - MIROSLAVA KRETOVA - MARIA KORENOVSKA -
PETER SIEKEL - JOZEF GRONES

SUHRN. Studovala sa schopnosf grampozitivnych a gramnegativnych baktérii rdst
v pritomnosti vys$§ich koncentrécii selenicitanu. Prica sa sustredila predovSetkym na bak-
térie rodu Acetobacter. Z piatich sledovanych kmetiov iba 4. pasteurianus 3614 rastie az
do koncentrécie 56,8 g.I'l. Z desiatich analyzovanych prirodzenych izolatov Bacillus cere-
us najlepsie rastiici kmei utilizoval seleni¢itan do koncentracie 3,5 g.I-l. Dalej sa sledova-
la kumuldcia selénu v r6znych baktériach a jeho distribiicia v bunkovych Struktirach.
Testovalo sa 17 kmenov viacerych druhov baktérif, z ktorych druh Acetobacter inkorporo-
val az 39 % selénu v bunkovych Struktirach, naproti tomu Bacillus cereus 5 %,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Flavobacterium brevi, Klebsiella oxytoca,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus feacalis, Trigonopsis variabilis od 1 do 5 %, kym
Serratia marcescens menej ako 1 %.
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Selén ako mikroelementdrny kov je pritomny v prirodnom prostred{
v pevnej forme, ale aj rozpusteny ako sucast mnohych minerdlnych vod.
Selén je pritomny vo fosilnych palivdch, v schrankach organizmov, v alkalic-
kych zemindch a je sucastou aj viac ako 40 minerdlov [1, 2]. V bunkdch
zivych systémov je selénu okolo 0,0001 % [3] a prednostne je zabudovavany
v mikromoldrnych koncentrédciach do bunkovych Struktur.

Selén patri medzi esencidlne prvky, vo vysSej koncentracii je toxicky.
Niektoré baktérie a plesne su rezistentné na vysoké koncentracie selenicita-
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nov (SeO32) a selenanov (SeO42), pricom tieto formy redukuju na elemen-
tdrny selén, ¢im sa zamedzi ich toxicite [4].

Selén sa v bunkdch inkorporuje do cysteinu, pricom vytvara selenocys-
tein, ktory je sicastou aktivnych centier mnohych enzymov. Cast selénu sa
inkorporuje aj do inych aminokyselin, ako selenometionin a metylselenocys-
tein, ktoré su sucastou biologickych systémov [5, 6].

Mnozstvo selénu v prirode je rozne v zavislosti od geografickej polohy
Studovanej lokality. V niektorych krajindch su koncentrdcie soli selénu
v pdde do 130 mg na kilogram zeminy, ale na Slovensku je to iba 25 mg.
Obsah selénu v prirode sa premieta aj do jeho obsahu v potravinach, ako su
napr. mlieko, syry, vajcia, chlieb a dalSie. Potrebni koncentrdciu selénu
pre nds organizmus ziskame z potravin, ktoré selén vyraznejSie kumuluju.
Vysoky obsah selénu sa vyskytuje aj v rybach, fazuli, hubdch alebo v ore-
choch. Inym dodato¢nym zdrojom su bakteridlne proteiny, ktoré selén zis-
kali kultivaciou baktérii na kultivaénych médiach obohatenych selenicita-
nom a su sucastou Startovacich kultir v mie¢nych vyrobkoch (napr. jogurty).

Pritomnost selénu v bunkdch ma nesmierny vyznam, pretoze funguje ako
antioxidant a chrdni organizmy pred oxida¢nym stresom, ktory spdsobuje
zmeny v metabolizme buniek. Antioxida¢né vlasnosti maju aj iné mikronut-
rienty, ako su vitaminy skupiny C a E, flavonoidy, antokydny a tieZ mineral-
ne prvky ako napr. zinok, chrom a iné.

Cielom predloZenej prace bolo overit schopnost rastu baktérif na vys$Sich
koncentrdciach selenic¢itanovych soli a analyzovat distribiciu selénu v bun-
kovych Struktirach sledovanych baktérii.

Material a metddy

Bakteridlne bunky a kultivacné médid

Baktérie pouZivané v tejto prdci su opisané v tab. 1. VSetky baktérie rast-
li na LB médiu pri teplote 37 °C [7]. Bunky Acetobacter sa kultivovali
na YPG kultiva¢énom médiu (kvasni¢ny autolyzdt 5 g, pepton 3 g, D-glukdza
20 gl1) pri teplote 28 °C [8] na rotacnej trepacke pri 150-170 ot.min!
do staciondrnej fazy rastu. Do kultivacnych médii sa priddval selenicitan
v koncentra¢nom rozsahu od 0 do 40 g.1-1.

Frakciondcia bakteridlnych buniek

Bakteridlne bunky narastené v 100 ml LB alebo YPG kultivaéného média
sa nakoncentrovali centrifugdciou 10 min pri 10 000 g (supernatant - frak-
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TaB. 1. Distribticia selénu v bunkovych Strukturach sledovanych baktérif.
Tas. 1. Distribution of selenium in the cell structure of studied bacterial genera.

Koncentricia selénu? [mg.1'1]
Baktérie! (DMB) kultiva¢né | bunkové zrazenina po
médium3 steny*  |sirane aménnom?3 supernatant®

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

DMB - Zbierka mikroorganizmov na Katedre molekuldrnej bioldgie, Prirodovedecka 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.

cial). Bunky sa suspendovali, dvakrdat premyli v tlmivom roztoku A
(10 mmol.I'! TRIS.HCI s pH 8,0; 10 mmol.I'! EDTA) a ndsledne usadili
centrifugdaciou 10 min pri 10 000 g. Usadené bunky sa suspendovali v 10 ml
timivého roztoku A a ndsledne homogenizovali ultrazvukom do dplného
rozbitia buniek. Homogenat sa centrifugoval pri 10 000 g 10 min (sediment
- frakcia 2), pricom proteiny v supernatante sa prezrazali siranom aménnym
do 75% saturdcie. Po centrifugdcii 10 min pri 12 000 g sa supernatant zlial
(frakcia 3) a sediment sa rozpustil v 10 ml tlmivého roztoku A (frakcia 4).
Vo vsetkych frakcidch sa stanovila koncentracia selénu v mg.1-1.

Stanovenie koncentrdcie selénu

Koncentricia selénu v jednotlivych vzorkdch sa stanovovala plamenovou
spektrofotometriou (Spektrometer Perkin Elmer 4100, USA). Pouzila sa
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selénova elektrdda Perkin Elmer. Analytické spektrdlne ciary su na urovni
196,0 nm, pri Sirke Strbiny 2,0 H v plamenoch acetylénu. V3etky roztoky boli
analytickej Cistoty (Merck, Darmstadt, Germany). Pracovny Standardny roz-
tok sa pripravil rozpustenim 1000 mg.I'! standardného selenicitanu (Merck)
vzdy tesne pred pouzitim.

Vysledky a diskusia

Na obohatenie potravin mikronutrientami, ako je selén, sa v poslednom
obdobi vyuzivaju bakteridlne bunky, ktoré sui schopné utilizovat anorganicky
seleniCitan, alebo selenan a inkorporovat ho do proteinovych Struktir
v podobe selenocysteinu [5, 6]. Nie vSetky bakteridlne bunky su schopné rdst
na vysSich koncentrdciach selénu a preto aj mnozZstvo selénu v proteinoch je
pomerne nizke. Predchddzajice testy dokdzali, Ze pre tento ucel sa daju
vyhodne vyuzivat potravinarske baktérie Lactobacillus a Lactococcus, ktoré
su schopné rast na pomerne vysokych koncentraciach soli selénu (40 g.I'1
a 10 g.I'!) [9]. Nasim cielom bolo skimat schopnosti rastu roznych druhov
baktérii na seléniCitanoch a charakterizovat stupen inkorporécie selénu
do bunkovych Struktir. Zamerali sme sa predovSetkym na gramnegativne
baktérie rodu Acetobacter a grampozitivne baktérie Bacillus cereus.

Rast baktérii rodu Acetobacter na soliach selénu

Do skupiny vyznamnych baktérif vyuzivanych v potravindrskom a farma-
ceutickom priemysle patria aj baktérie rodu Acetobacter. Sledovala sa ich
schopnost rast na YPG kultivacnom médiu suplementovanom s réznymi
koncentrdaciami selénicitanu. Pomaly rastice bunky A. pasteurianus 3613
a A. pasteurianus 2374 si schopné rdast na soliach selénu do koncentrécie
17,2 g.I'1, pricom A. aceti 3620 len do koncentrécie 16,1 g.I-'1. Naproti tomu
rychlo rastice baktérie A. pasteurianus 3612 a A. pasteurianus 3614 po Cias-
to¢nej adaptdcii na seleniCitan toleruju az koncentréciu 56,8 g.I'1 (obr. 1).

Rast baktérii Bacillus cereus na selenicitane

Sledovala sa schopnost rastu desiatich prirodnych izoldtov - kmenov
B. cereus na rdznych koncentraciach seleni¢itanu. Baktérie utilizuju soli selé-
nu v koncentra¢nom rozsahu od 0,3 g.I'! az po 3,46 g.I'l. Z testovanych bak-
térii najlepSie rastie kmen B. cereus 2 a najhorSie B. cereus 5 (obr. 2).
Porovnanie schopnosti rastu a vyuzivania soli selénu baktériami ukazuje, ze
bunky rodu Acefobacter rastu podstatne lepsie ako bunky B. cereus, ktoré su
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OBR. 1. Maximdlna koncentrdcia selenicitanu, pri ktorej si bunky roznych kmenov
rodu Acetobacter schopné rast na YPG médiu.
Fi1G. 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.

Koncentracia seleni¢itanul [g.1-1]
~
L

3 4
2 4
1
O L
A B C D E F G
Baktérie2

Obr. 2. Maximdlna koncentrécia seleniitanu, pri ktorej si bunky baktérif Escherichia coli
a Bacillus cereus schopné rast na LB médiu.
F1G. 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 - Baci-
llus cereus 6.
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schopné prezivat iba na polovi¢nej koncentracii selenicitanu ako napriklad
bunky E. coli, pre ktoré je limitnd koncentracia az 7,13 g.I-1 [10].

Distribticia selénu v bunkovych struktiirach baktérii

Niektoré baktérie su schopné transportovat selén do bunky, kde ho ukla-
daju po redukcii seleni¢itanov na selén v cytoplazme v krystalickej alebo
amorfnej forme, pricom cast sa inkorporuje do cysteinu ako selenocystein
a tiez do inych selenoproteinov. Medzi tazké kovy, ktoré sa v bunkdch E. coli
usadzuju v redukovanej krystalickej podobe patri aj telur [11, 12]. Amorfnd
Struktira bola pozorovana v bunkdch Acetobacter pasteurianus po ich kulti-
vécii na soliach selénu [9].

Sledovala sa skupina 17 rdznych bakteridlnych 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 pridavkom 1,7 g.I' seleni¢itanu. Po 24 h
kultivécie pri 37 °C sa bunky frakcionovali, ako je opisané v Casti Materdl
ametddy. V jednotlivych frakcidach sa stanovovala koncentrdcia selénu
spektrofotometricky (pozri Materidl a metddy). Z testovanych baktérii Baci-
llus cereus kmen 8, Pseudomonas aeruginosa a Shigella dysenteriae neboli
schopné rést na tejto koncentracii selenicitanu.

Vysledky uvedené v tab. 1 ukazuju, Ze najnizsia koncentracia selénu v kul-
tivacnom médiu zostala po kultivdcii buniek A. pasteurianus 3614. V. mem-
branovej frakcii najviac selénu uchovdvaji kmene Aerobacter areogenes
a Serratia marcescens (35-39 %) a najmenej, necelych 10 %, B. cereus
kmen 5. Naproti tomu druh S. marcescens inkorporuje do bunkovych §truk-
tdr len necelé 1 % selénu.

V predchddzajucej préci pri charakterizécii buniek Lactobacillus a Lac-
tococcus [9], ktoré sa vyuzivaju ako Startovacie kultury pri vyrobe mlie¢nych
vyrobkov, si kontaminujicim mikroorganizmom bunky B. cereus. Ako
ukdzali vysledky tejto prace, rast buniek B. cereus je pri vysSej koncentracii
seleniCitanu v prostredi vyrazne inhibovany. Kedze su bunky B. cereus pri-
rodzenym patogénom v mlieku, v prostredi selénu sa netreba obdvat ich
patogénnych ucinkov.

Tato praca bola realizovana z finan¢nych prostriedkov grantu VEGA - 1/7230/20.
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Utilisation of selenium by bacteria and its distribution in cell structures

MACOR, M. - KRETOVA, M. - KORENOVSKA, M. - SIEKEL, P. - GRONES, J.:
Bull. potrav. Vysk., 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.I'l. Out of ten analysed Bacillus cereus iso-
lates, the best growing strain utilized selenium at concentrations up to 3.5 g.I'l. 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, Klebsiella 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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