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Schopnost Escherichia coli a Lactobacillus spp.
akumulovat selén v biologicky vyuzitelnej forme

JOZEF GRONES - MARIAN MACOR - PETER SIEKEL - VLADIMIRA BILSKA

SUHRN. Prokaryotické a eukaryotické mikrobidlne bunky si schopné akumulovat niektoré
vyznamné tazké kovy, ktoré mozu v bunke uchovavat v podobe krystdlov, amorfnej masy
alebo inkorporovat do bielkovin za tvorby metaloproteinov. Tato schopnost bola skiima-
nd v deviatich kmenoch baktérii Escherichia coli, ako aj v osemndstich bakteridlnych dru-
hoch rodu Lactobacillus. Ukézala sa rdzna schopnost rastu bakteridlnych kmenov pri roz-
nej koncentracii selenicitanu od 1,72 do 17,2 g.I'! pre Escherichia coli a od 8,6 do 43 g.I'1
pre Lactobacillus spp.
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Vyznam prirodnych ldtok s antioxida¢nymi vlastnostami v potravinach
je nesporny a ich prijem (objem) v humdnnej vyzive neustdle vzrastd.
Je zname, Ze chrénia jednotlivé komponenty buniek pred oxidativnym stre-
som. Stres je dosledkom metabolizmu, ale moze byt zapriCineny aj faktormi
vonkajSieho prostredia, medzi ktoré zaradujeme mutagény chemické i fyzi-
kdlne, ako je napr. UV Ziarenie. Z tohto aspektu su vyznamné mikro-
nutrienty s antioxida¢nymi vlastnostami, ako su vitaminy C a E, flavonoidy,
antokydny a mineralne stopové prvky, medzi ktoré sa zaraduje zinok, selén,
med a dalSie. Prirodné antioxidanty su vyznamné z hladiska ich antikance-
rogénnych a antimutagénnych vlastnosti, ako i protektivnych ucinkov
na LDL cholesterol.
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Selén, ako selenocystein, je jednou z integrdlnych Casti enzymu glutation-
peroxidazy, ktory sa zucastiuje pri intraceluldirnom opravnom mechanizme
oxidativnych poskodeni v bunke. Selén je tiez pritomny v 5'-iddotyronin de-
amindze [1] v selenoproteine P a dalSich selenoproteinoch [2]. V poslednom
obdobf sa ukazuje, Ze selenoproteiny maji podstatny pozitivny vplyv na imu-
nitny systém organizmu [3].

Kardiomyopatia vyskytujiica sa v Cine v oblasti Keshan je ochorenie
sposobené nizkou koncentriciou selénu v pdde a ndsledne v potravinich.
Postihuje malé deti a gravidné Zeny, pricom organizmus prijima menej ako
19 mg selénu na den [4]. Osteotrafia je dalSim ochorenim spdsobenym defi-
citom selénu v potravindch, ktorym trpi prevazne obyvatelstvo Zijice v cen-
tralnych oblastiach Azie. Selén, ako antioxidant v potravindch, je stredobo-
dom zdujmu v mnohych klinickych laboratdriach [5]. Selén nachddzajici sa
v optimdlnych koncentrdciach v organizme zabrafnuje vzniku rakoviny a kar-
diovaskularnych ochoreni [6].

Selén sa v pozivatinach vyskytuje v dvoch formach. V organickej podobe,
v bielkovindch ako stcast selenometioninu a selenocysteinu, alebo v anorga-
nickej forme ako seleniCitan a selenan. Vzdjomny vztah obidvoch foriem
pri metabolizme popisal Young [7]. Koncentrdcia selénu v potravinach
je zavisld od prirodnych podmienok, t. j. od koncentrdcie selénu v polnohos-
podarskej pdde [8]. Selén sa naspit do pody dostdva po biologickej recyklacii
v organizme v podobe trimetylselenonia v mocovine, ako aj vo forme ele-
mentdrneho selénu. Relativne inertnd forma selénu sa meni prostrednic-
tvom pddnych baktérii na selenit a selenan [9].

Mnozstvo selénu v prostredi je rozdielne a je zavislé nielen od prirodnych
podmienok v jednotlivych krajindch, ale IiSi sa aj v jednotlivych regionoch
prislusnej krajiny. Prikladom mozZe byt znova Cina, kde st oblasti, v ktorych
zastipenie selénu v pddach je mensie ako 10 mg.kg!, pricom odporicany
prijem pre ¢loveka je minimdlne 5 mg na den [10]. Pri porovnévani krajin,
mnozstvo selénu v pdde v Turecku je 30 mg.kgl, naproti tomu v Japonsku
130 mg.kg-! [11]. Na Slovensku sa ukazuje, Zze obsah selénu v pode je okolo
25 mg.kg'l, o sa negativne odrdza aj na jeho mnozstve v zdkladnych potra-
vindch, ako je mlieko, syry, vajcia a chlieb. Najbohatsi obsah selénu v potra-
vindch je v rybdch, obilnindch, vajciach, SoSovici, hubdch a v brazilskych
orechoch.

I ked'sa v poslednom obdobi venuje zna¢na pozornost stiudiu vplyvu selé-
nu na [udsky organizmus, o jeho metabolizme v [udskych bunkdch vieme este
pomerne malo, i ked pozndme efekt chemickej formy selénu na niektoré
zavazne ochorenia ¢loveka. Mnohé Stidie potvrdzuji, Ze selenometionin
do buniek prechddza aktivnym transportom podobne ako metionin, naproti

46



Roc. 38,1999, ¢. 1, s. 45-53

tomu anorganicky selén bunky absorbujui mechanizmom difizie cez bunko-
vid membrdnu. Selenocystein prechddza do bunky aktivnym mechanizmom
spolu s ostatnymi bdzickymi aminokyselinami [12-14].

Material a metddy

Bakteridlne kmene

Bakteridlne kmene Escherichia coli pouzité v experimentoch su uvedené
v tabulke 1 a pochddzaju zo Zbierky mikroorganizmov na Katedre moleku-
larnej bioldgie Prirodovedeckej fakulty UK v Bratislave. Kmene Lacto-
bacillus si zo zbierky mikroorganizmov Vyskumného ustavu potravinarske-
ho v Bratislave, umiestnenej na deta$ovanom pracovisku VUP - Biocen-

trum Modra.

Kultivacné médid a kultivdacia baktérii
Kmene Escherichia coli sme kultivovali v kvapalnom Luria-Bartani (LB)
médiu (5 g peptdn, 5 g kvasni¢ny autolyzat, 5 g NaCl pH 7,2 na 1 000 ml

TaBUIKA 1. Pouzité bakteridlne kmene.
TaBLE 1. Used bacterial strains.

Kmeri! Genotyp? Literatira3
E. coli K12 divy typ [15]
. K12 (lac-pro) SupE, thi, hsd 05, F, traD36, proAB, laclq,
E. coli TG1 ZAMIS [16]
E. coli DH1 F , gyrA96, recAl, rclAl, endAl, thil, hsdR17, supEd4, 1~ [17]
. F , leuB6, proA2, recAl3, thil, aral4, lacY1, galK2, xyl5,
E. coli HBIOL | 11 08120, -, supEdd, hsd $20 rpm (18]
E. coli IM108 | JM109 minus F [19]
. recAl, endAl, gyrA96, thi, hsd R17, supE44, relAl, 17,
E. coli IM109 | (1, proAB) [F, traD36, proAB, lacld, ZAM15] [19]
E. coli BB4 LE329.23 [F', laclqZ, M15, proAB, Tn10(Tcr)] [20]
. recAl, endAl, gyr A96, thi-1, hsd R17, sup E44, lac, [F ,
E. coli XL1 tra D36, proAB, laclqZAM15, Tn10(Ter)] 21]
E. coli MCA100 F araD138, A(argF-lac)U169, rpsL 150, (StrT) relAl, [20]

flbB5301, deoC1, ptsF25, rbsR

1 - strain, 2 - genotype, 3 - references.
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média), do ktorého sme priddvali selén podla koncentracii uvedenych v Casti
Vysledky a diskusia. Pri kultivdcii na tuhom LB médiu sme priddvali 18 g
agaru na 1 000 ml média.

Kmene Lactobacillus sme kultivovali na MM médiu (5 g kvasni¢ny auto-
lyzat, 10 g hovadzi extrakt, 10 g pepton, 20 g glukdza, 5 ml Tween 80, 2 g
KoHPOg, 5 g octanu sodného, 2 g citronanu amdnneho, 0,2 g MgSO4.7H>0,
0,05 g MnSO4 pH 6,2 - 6,6 na 1 000 ml média) pri teplote 28 - 37 °C.

Vysledky a diskusia

V Eurdpe je prijem biologicky ddlezitych nutri¢nych antioxidantov opro-
ti odportic¢anému prijmu vyznamne nizky. Je to sposobené zvySenou konzu-
mdciou rafinovanych tukov a cukrov na tikor nerafinovanych [22]. Dalsim
faktorom ich nizkeho prijmu je aj nizky prijem ovocia a zeleniny, ktoré obsa-
huju okrem antioxidantov minerdlneho pdvodu aj polyfenolické zlic¢eniny
(taniny), antokydny, betakydny a vitaminy.

Jednou z mozZnosti ako suplementovat nedostatok antioxidantov v potra-
vindch je ich priddvanie v takej forme, ktord organizmus najlepsie vyuzije.
Selén do potravin moézeme pridavat vo forme anorganickych soli, alebo
pre organizmus vyhodnejsich selenoproteinov. Ukazuje sa, Ze inkorporicia
selénu do aminokyselin cysteinu a metioninu z pohladu potravinarsky vyz-
namnych mikroorganizmov sa uskutoc¢fiuje tak v kvasinkdch (eukaryotické
organizmy), ako i v baktériach mlie¢neho kysnutia (prokaryotické organiz-
my). Iné typy baktérii ukladaju tazké kovy, ako napr. telur, vo forme krys-
tdlov [23], octové baktérie ukladaju selén v amorfnej metabolizovatelnej
forme.

Pri kultivacii na médiach so selénom je potrebné sustredif sa na kmene,
ktoré su schopné akumulovat selén ¢i uz v amorfnej forme, alebo vo forme
selénoproteinov. Po pridani bakteridlnej kultiry do potravin je potrebné
dosiahnut odportcand dennud ddvku. Pri Stidiu tychto schopnosti sme si
vybrali zdkladné bakteridlne kmene rodu Lactobacillus, ktoré sme porov-
navali s referenénymi kmenmi Escherichia coli.

Devit kmenov Escherichia coli, ako je uvedené v tabulke 1, sme kultivo-
vali na kvapalnom LB médiu s pridavkom seleni¢itanu sodného v koncen-
traciach od 0,86 g do 17,2 g na liter média. VSetky skimané baktérie boli
schopné rdst a preZivat do koncentrédcie 1,72 g na liter média. Pri vysSich
koncentrdciach selenicitanu, obr. 1 a 2, je schopnost rastu a prezivania bu-
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OBR. 1. Percento prezivajucich buniek Escherichia coli
v kvapalnom kultivaénom médiu s r6znou koncentraciou selenicitanu.
Fi1G. 1. Percentage of surviving cells Escherichia coli grown
on liquid cultivation medium supplemented with different concentration of selenite.

A - Escherichia coli TG1, B - Escherichia coli BB4, C - Escherichia coli X1.1,
D - Escherichia coli K12, E - Escherichia coli HB101.
1 - surviving cells, 2 - selenite concentration.
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OBR. 2. Percento prezivajucich buniek Escherichia coli
v kvapalnom kultiva¢nom médiu s rdznou koncentriciou selenicitanu.
F1G. 2. Percentage of surviving cells Escherichia coli grown
on liquid cultivation medium supplemented with different concentration of selenite.

A - Escherichia coli IM108, B - Escherichia coli IM109, C - Escherichia coli DH1,
D - Escherichia coli MC4100.
1 - surviving cells, 2 - selenite concentration.
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TABUIKA 2. Schopnost rastu baktérii mlie¢neho kvasenia
na médiu s roznou koncentrdciou selenicitanu.
TaBLE 2. Growth ability of lactic acid bacteria on the cultivation medium
supplemented with different concentration of selenite.

Kmeil M%dzi.nérodrié Ko'rvl.centrécia
oznacenie kmenov? | selenicitanu3 [g.I1]
Lactobacillus plantarum DCAM 004 1,7
Lactobacillus brevis LM3/1 DCAM 080 0,8
Lactobacillus brevis 1L.M4/3 DCAM 081 1,7
Lactobacillus brevis LM5/5 DCAM 082 3,5
Lactobacillus sake 16 DCAM 108 5,2
Lactobacillus plantarum 965 DCAM 111 1,7
Lactobacillus paracasei LM5/6 DCAM 083 0,8
Lactobacillus bavaricus M/401 DCAM 112 3,5
Streptococcus thermophilus DCAM 009 1,7
Pediococcus parvulus DCAM 116 4,2
Pediococcus pentosaceus FBB 61 DCAM 113 52
Pediococcus pentosaceus FBB 61/12 DCAM 114 1,7

1 - strain, 2 - international designation of the strains, 3 - selenite concentration.
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Obr. 3. Rast bakteridlnych kmenov na médiu s réznou koncentréciou selenicitanu.
Fig. 3. Growth of bacterial strains on medium with different concentration of selenite.

A - Lactobacillus plantarum BILL DCAM 026, B - Lactobacillus plantarum LV 4/10 DCAM 077,
C - Lactobacillus lactis subsp. cremoris DCAM 088, D - Lactobacillus pentosus DCAM 006,
E - Lactobacillus sake 16 DCAM 109, F - Lactobacillus plantarum C11 DCAM 110.

1 - selenium content, 2 - strain.
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niek menSia. NajcitlivejSie voci selenicitanu si kmene Escherichia coli X1.1,
Escherichia coli IM109, oproti tomu najvysSia rezistencia sa prejavuje v bun-
kach Escherichia coli BB4.

Z potravinarskeho hladiska 18 vyznamnych baktérii rodov Lactobacillus
sme skuSali na schopnost rastu na kultivaénom médiu, do ktorého sme pri-
davali seleniCitan rdznej koncentracie. Ako ukdzali skusky a prezentuje
tabulka 2, dvandst z nich (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bre-
vis LM3/1, Lactobacillus brevis 1LM4/3, Lactobacillus brevis LMS5/5,
Lactobacillus sake 16, Lactobacillus plantarum 965, Lactobacillus paraca-
sei LM5/6, Lactobacillus bavaricus M/401, Streptococcus thermophilus,
Pediococcus parvulus, Pediococcus pentosaceus FBB 61, Pediococcus pentosa-
ceus FBB 61/12) je schopnych rast na médiach so seleni¢itanom do maxi-
malnej koncentrdcie 6 g na liter média (tabulka 2) v aerébnych podmien-
kach. Naproti tomu dalSich Sest druhov Lactobacillus je schopnych rast
a akumulovat selén v koncentra¢nom rozsahu od 8,6 g do 43 g na liter kulti-
vaéného média. Namerané udaje su zrejmé z obr. 3.

Pri porovnani dvoch zakladnych bakteridlnych rodov Escherichia a Lacto-
bacillus sa ukazuje, Ze prevaznd vacSina kmenov oboch druhov baktérif je
schopnd rdst a kumulovat selén do koncentracie 6 g.I'l. Naproti tomu exis-
tuje skupina kmenov, ktoré rasti na médiu s trojndsobnou koncentrdciou
selenic¢itanu a druhy Lactobacillus rastice na médiu s koncentraciou selénu
viac ako 40 g.I'1. Tieto koncentrécie su dostato¢ne vysoké na to, aby po suple-
mentdcii potravin Zivymi bunkami rodu Lactobacillus s nahromadenym selé-
nom pokryli jeho odporuicanu dennu ddvku, ktord je potrebnd pre optimal-
nu enzymovu funkciu a reguldciu vo vyssich organizmoch.
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Capability of Escherichia coli and Lactobacillus spp. to accumulate selenium
in a biologically utilisable form

GRONES, J. - MACOR, M. - SIEKEL, P. - BILSKA, V.: Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 45-53.

SUMMARY. Prokaryotic and eukaryotic bacterial cells can accumulate some important heavy
metals and store them in crystal or amorphous forms or incorporate them to metaloproteines.
The process had been studied in nine bacterial strains of Escherichia coli and eighteen strains
of the genera Lactobacillus. Growth ability of cells on medium with different selenite con-
centrations was shown - from 1.72 to 17.2 g.I'! for Escherichia coli and from 8.6 to 43 g.I']
for Lactobacillus strains.

KEYWORDS: selenium, accumulation of selenium, Escherichia coli, Lactobacillus
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