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ABSTRACT

Selenium is an essential trace element, which has an important role in human nutrition. It has antimutagenic, antiviral and
anticarcinogenic effects, selenium is involved in the antioxidant defence systems, in which selenoproteins carry out protective
function against oxidative stress initiated by excess reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (NOS). In
human nutrition absorption of selenium from food is important. However the Se content in food is highly dependent on the
amount of selenium in the soil and also on the ability of plants to take up and accumulate the element. Dietary intake of
selenium are sub-optimal in the populations of many countries. Baker's yeast is most commonly used for the production of
nutritional supplements and the using of selenium yeast is definite possibility how to increase amount of selenium in the
organism. Aim of this work was to obtain selenium-enriched yeast of Saccharomyces cerevisiae, Kolin and 612. Submerged
aerobic cultivation of yeast was carried out with different concentrations (10, 20, 30, 40 and 50 mg/L) of sodium selenite in
the medium, which were added at two different stages: in the yeast's growth phase, i.e. immediately after the inoculation of
the yeast and in the stationary phase, i.e. sodium selenite was added after 24 hours of incubation. Se in selenium-enriched
yeast is present in the form of seleno-amino acids, particularly as selenomethionine. Selenocysteine is present in much lesser
amount. Organoselenium compounds are more bioavailable and effective than selenite or selenate for antioxidant activity.
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odporuc¢any denny prijem selénu v mnozstve 50 — 200 pg
(Patrick, 2004). Preto je nesmierne ddlezité v oblastiach
Snizkym prijmom tohto mikroelementu zvySovat jeho

UVOD

Pre vacSinu organizmov, od baktérii cez riasy az po
cicavce, je selén zivotne dolezity mikroelement. Je
inkorporovany v mnohych enzymoch, ktoré posobia ako
antioxidanty, napr. glutationperoxidaza
a tioredoxinreduktaza, atiez je stcast'ou
jodtyronindejodindzy,  ktora  ovplyviiuje  aktivitu
tyroidnych  horménov  (Vacchina akol., 2010).
Organoselénové zluceniny sa zacali intenzivne skiimat
po zisteni ich schopnosti vyznamne znizovat
nebezpecenstvo vzniku rakoviny pllc, prostaty a
hrubého c¢reva (Burk akol., 2006). Mnozstvo Se
v organizmoch zavisi od jeho dostupnosti vo vyzive.
Selén je v potravindch pritomny hlavne v biologicky
vyuzitelnych organickych zluceninach. Anorganické
formy tohto prvku sa objavuji menej ¢asto a vo velmi
nizkych koncentraciach (Amoako a kol., 2009). Podla
Dumont a kol. (2006) sa koncentracia Se v obilninach
pohybuje od 0,01 do 0,55 pg.g”, vmise, rybach
a vajciach su to hodnoty medzi 0,01 az 0,36 ug Se.g™.
Obsah Se v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch moze byt
niz§i nez 0,001 pg.g™, ale dosahuje aj 0,17 pg Se.g™.
Z pozivatin su na Se najchudobnejsie ovocie a zelenina,
s obsahom od 0,001 do 0,022 pg Se.g™. Obsah selénu
V potravinach zavisi od jeho mnoZzstva v pdde, ktoré je
rozne v zavislosti od krajiny, regiénu atiez od
schopnosti rastlin prijat a akumulovat tento prvok.
V celosvetovom meradle sa vyzivovy prijem selénu
u dospelych jedincov pohybuje od 11 do 5000 pg.den™,
priemerne je to viak 20 az 300 pg.deii™’. WHO stanovila

obsah v potrave, napr. formou roznych aditiv. V poslednych
rokoch sa  venuje velkd  pozornost  vyuzitiu
mikroorganizmov na selénovi suplementaciu. Je zname, ze
hlavne kvasinky st pri vhodnych kultivacnych podmienkach
schopné akumulovat’ vel'ké mnozstva selénu a inkorporovat’
ho do selénovych zlicenin, hlavne selénometioninu (Yin
a kol., 2010). Autori Kaur a Bansal (2006) zistili, ze pocas
rastu kvasiniek Saccharomyces cerevisiae (MTCC 1766) sa
potencialne toxicky selenicitan sodny, pridany do YPD
média, v bunkach transformoval na neSkodné organické
latky, selénové aminokyseliny. Ouerdane a Mester (2008)
opisuju $pecialny kmeii kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
BY4741, neschopny syntetizovat’ metionin, ak bola zdrojom
siry anorganicka zlicenina, ktory vSak syntetizoval
selénometionin v pritomnosti selenicitych a selénovych soli.
Analyza genomu kvasiniek ukazala, Ze neobsahujii gény pre
expresiu selénoproteinov, ani Specialnu Struktiru SECIS
(Selenocysteine Insertion Sequence) (Araie a Shiraiwa,
2009). Avsak, aminokyselinovd analyza selenizovanych
kvasiniek alebo  brazilskych  orechov, popularnych
selénovych doplnkov v prevencii rakoviny, dokazala, ze
zékladnou selénovou zluc¢eninou V proteinovych
hydrolyzatoch je selénometionin (Wrobel a kol., 2003).
Selénometionin je ndhodne vcleneny do proteinov kvoli
editovacej tolerancii metionyl-tRNA syntetazy (Moroder,
2005). Je to jedind znama neproteinogénna aminokyselina,
ktora je inkorporovana do celularnych bielkovin, zatial’ co
vsetky ostatné neproteinogénne aminokyseliny posobia viac,
¢i menej, inhibi¢ne na rast buniek (Budisa a kol., 1995).
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Ciel'om prace bolo optimalizovat’ podmienky kultivacie
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae tak, aby sa
naslednym pridavkom selenicitanu dosiahla maximalna
saturacia biomasy organickymi zli¢eninami Se a zaroven
sa dosiahol ¢o najvyssi vytazok biomasy.

MATERIAL A METODY

Chemikalie:

Jednotlivé zlozky zivného média boli ziskané z Imuna
Pharm, a.s., Sari§ské Michalany. Chemikalie pouzité pri
obohacovani kvasiniek selénom boli zakiipené v Sigma,
St. Luis (USA).

Produkcné mikroorganizmy:

Pouzité produkéné kvasinky Saccharomyces cerevisiae,
kmene Kolin a 612, boli ziskané V spolupraci so
Slovenskymi liehovarmi a likérkami, a.s. Leopoldov.
Zlozenie optimalizovaného YPD  (Yeast Peptone
Dextrose) média pre kultiviciu ~ Saccharomyces
cerevisiae:

10 g.dm™ kvasni¢ného autolyzatu, 20 g.dm™ peptonu pre
bakteriologiu, 35 g.dm™ glukézy, pH Zivného média 5,5
(Kaur a Bansal, 2006; Sharma a Anand, 2006;
Jinping a kol., 2008; Sillerova a kol., 2010).

Produkcia kvasiniek Saccharomyces cerevisiae:
Submerzna aerébna kultivacia produkénych kmenov
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae sa uskuto¢nila
v bankach s objemom 1 000 cm® na laboratornej trepacke
s 280 ot.min™* pri teplote 30 °C po dobu 48 hodin. Objem
ivnej pody bol 100 cm®. Za ucelom pridavku rovnakého
mnozstva kvasniénych buniek, sa na kultivaciu pouzilo
vegetativne inokulum v exponencidlnej faze rastu,
z ktorého sa do kazdej banky pridala alikvotna cast,
obsahujiica 1x10° buniek.cm™. Po skonceni kultivacie
boli kvasinky zo zivnej pody izolované odstredenim pri
1509 x g pocas 30 mintt, S naslednym dvojnadsobnym
premyvanim  destilovanou  vodou  a opitovnym
odstredovanim. Sediment buniek bol po zmrazeni
tekutym dusikom stabilizovany lyofilizaciou. Ziskané
preparaty si zachovavaju svoje biologické vlastnosti a
mozu sa skladovat’ bez straty biologickej aktivity (Ka§
a kol., 2006).

Obohatenie kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
selénom:

Do YPD média sa pridavala anorganicka forma selénu,
filtraciou sterilizovany roztok Na,SeOs;, Vv dvoch
variantoch. Na zaciatku kultivacie, teda v rastovej faze
kvasiniek a po 24 hodinach kultivacie — V stacionarnej
faze. V oboch variantoch sa pouzili rézne koncentracie
seleni¢itanu sodného, 10, 20, 30, 40 a 50 mg.dm's. Po
skonceni kultivacie bol postup izolacie kvasiniek
rovnaky ako v pripade ziskania povodnej biomasy
produkénych kmetov.

Ziskana suSina kvasinkovej biomasy bola za ucelom
stanovenia selénu analyzovand v akreditovanom
laboratoriu  EL spol. sr.0. Vv SpiSskej Novej Vsi
atdbmovou absorpénou spektrometriou s generovanim
hydridov (HG-AAS).

Pocet buniek kvasiniek v1 cm® bol uréeny pomocou
hemocytometra (Biirker).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zédklade predchadzajucich pokusov optimalizicie
mnozstva uhlikatého zdroja v kultivaénom médiu a doby
kultivacie Saccharomyces cerevisiae, kmene Kolin a 612
(Sillerova a kol., 2010), obsahovala Zivna pdda vhodna pre
vytvorenie optimalnych rastovych podmienok a pre ziskanie
maximalnej produkcie biomasy pri obohacovani média
seleni¢itanom, koncentraciu glukézy 3,5 %. Obohacovanie
kvasiniek selénom bolo uskutoénené v dvoch réznych
fazach kultivacie. Roztok seleniCitanu sodného bol
pridavany na zaciatku kultivacie, v skorej rastovej faze a po
24 hodinach od zadiatku kultivacie, kedy je podla Stahla
(2004) kultara vo faze spomaleného rastu alebo Vv
postdiauxickej faze. Obrazok 1 a2 potvrdzuje zistenia
Ponce de Leén a kol. (2002), Ze kvasinky absorbovali
najvyssie mnozstvo selénu pri obohacovani média
seleni¢itanom sodnym v nerastovej faze, hoci vtomto
variante pokusov boli o polovicu kratSie vystavené expozicii
selénu ako pri prvom variante. Albers a kol. (2007) zistili,
ze  kvasinky v postdiauxickej faze, prechadzajuce
z respirofermenta¢ného rastu na glukéze, do respiraéného
rastu na etanole v ,batch“ kulturach, maju lep$iu odolnost’
voci stresu a hladovaniu, v porovnani s bunkami rasticimi
logaritmicky na glukéze. Analyzou mikroelementov
Vv kontrolnych vzorkach kvasiniek sa zistilo v kmeni Kolin
1,78 mg Se.kg™ biomasy av kmeni 612 bolo stanovené
mnozstvo selénu 2,38 mg.kg™ biomasy. Pri obohateni média
selénom vo faze spomaleného rastu, sa v kmeni Kolin
1172-nasobne zvysilo mnozstvo tohto prvku a v kmeni 612
bolo po rovnakej kultivacii stanovené
1054-nasobne  viacsie mnozstvo selénu. Porovnanim
absorpcie Se kvasinkami zavislej od obohatenia média
seleni¢itanom v logaritmickej a faze spomaleného rastu, bol
v médiu s najvyssou koncentraciou seleniCitanu, tj. 50
mg.dm™, zisteny niz§i obsah akumulovaného Se v rastovej
faze, a to v kmeni Kolin o0 31,8 % a v kmeni 612 0 39,4 %.
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Obrazok 1: Zavislost mnozstva absorbovaného Se v
kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, kmen Kolin, od
koncentracie pridavaného seleni¢itanu sodného,
—+e— rastova faza, —#— faza spomalené¢ho rastu
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Obrazok 2: Zavislost mnozstva absorbované¢ho Se
v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae, kmefi 612, od
koncentracie  pridavaného  seleniCitanu  sodného,
—+&— rastova faza, —#— faza spomaleného rastu

Zistili sme, Ze so stupajucou koncentraciou selénu
v bunkach klesd vytazok biomasy. Vysoké davky
selénovych zlu€enin mozu byt toxické, pretoze
zapri¢inuju stratu membranovej integrity a abnormalnu
morfologiu jadra (lzquierdo akol., 2010). Na,SeO;
posobi na puciace kvasinky Saccharomyces cerevisiae
ako oxida¢né ¢inidlo, ¢im indukuje dvojvlaknové zlomy
DNA asmrt bunky (Letavayova a kol., 2008).
Hmotnost’ biomasy kmena Kolin pri suplementacii média
seleni¢itanom v rastovej faze sa znizovala so zvySujlicou
sa koncentraciou danej soli apri jej mnoZstve
50 mg.dm® v médiu, bol zaznamenany pokles
kvasinkovej hmoty oproti kontrolnej vzorke az o 70,44
% (Tab. 1). V pripade obohatenia média seleni¢itanom
po 24 hodinach kultivacie, vytazok biomasy postupne
klesol 0 68,77 % hmotnosti kontrolnej vzorky (Tab. 2).
Na,SeO; je pre bunky toxickej$i v logaritmickej faze
rastu ako vo faze spomaleného rastu. Suvisi to s vySSou
membranovou permeabilitou a intenzivnej$im
metabolizmom buniek v rastovej faze (Bronzetti a kol.,
2001).

Tabul’ka 1: Suplementacia média  kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae kmefi Kolin seleni¢itanom
sodnym v rastovej faze

Tabulka 2: Suplementacia média kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae kmeni Kolin seleni¢itanom sodnym vo faze
spomaleného rastu

Na,SeOs, pocet buniek hmotnost’ vytazok
mg.dm kvasiniek,  biomasy,  biomasy,
média, (x 10%.cm®  g.100 cm %
0 3,38 1,264 100
10 3,19 1,2613 99,79
20 3,06 0,8206 64,92
30 2,62 0,5757 45,55
40 2,56 0,5211 41,23
50 1,9 0,3948 31,23

Pri kultivacii kmena 612 bol zaznamenany narast hmotnosti
biomasy vprvom aj druhom variante pokusov pri
koncentracii 10 mg seleniitanu.dm™® média. V porovnani
S kontrolnou vzorkou sa vytazok biomasy zvysil o 14,79 %
pri dlhsie trvajicom vystaveni buniek pOsobeniu
seleniCitanu, t.j. ak bol pridany v skorej rastovej faze
(Tab. 3). Ak seleni¢itan o rovnakej koncentracii pdsobil na
bunky kmena 612 kratsi Cas, t.j. suplementacia média nastala
az pocas fazy spomaleného rastu, hmotnost kvasiniek sa
zvysila 0 0,69 % Vv porovnani s kontrolnou vzorkou (Tab. 4).
Selén ma dualny vplyv na kvasinky. V mikromolarnych
koncentraciach ~ potlaa  spontinne  mutacie,  ale
v milimolarnych koncentraciach sa stava toxickym a zvlast
genotoxickym (Stenchuk a kol., 2006). Stimulaény efekt
selénovych soli na rastové parametre kvasiniek zaznamenali
aj Diowksz a kol. (2000) pri zmieSanej kultivacii kvasiniek
a mliecnych baktérii. Pri kultivacii kmena Kolin s 10 mg
seleni¢itanu.dm™® média pridanymi vo fize spomaleného
rastu sa oproti kontrolnej vzorke znizila hmotnost’ biomasy
minimalne, iba 00,21 % ana rozdiel od kmena 612, v
porovnani s kontrolnou vzorkou sa vytazok biomasy znizil
06,28 % pri dlhSie trvajicom vystaveni buniek pdsobeniu
seleni¢itanu, t.j. ak bol pridany v skorej rastovej faze.

Tabul’ka 3: Suplementacia média kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae kmeii 612 seleni¢itanom sodnym v rastovej faze

Na,SeOs, pocet buniek hmotnost®  vytazok
mg.dm‘3 kvasiniek, biomasy, biomasy, Na,SeO;, pocet buniek  hmotnost’ vytazok
média (x 10%).cm®  g.100 cm*® % mg.dm™ kvasiniek, biomasy,  biomasy,
média (x10%.cm®  g.100cm? %
0 3,38 1,264 100
10 3,18 1,1846 93,54 0 3,23 0,9957 100
20 2,18 0,9201 72,79 10 3,39 1,143 114,79
30 2,03 0,3835 30,34 20 2,54 0,8991 90,3
40 1,73 0,3741 29,6 30 1,68 0,4595 46,15
50 1,31 0,3736 29,56 40 1,73 0,399 40,07
50 0,91 0,3561 35,76
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Tabulka 4: Suplementacia média kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae kmeni 612 seleni¢itanom
sodnym vo faze spomaleného rastu

Na,SeOz;,  pocet buniek hmotnost®  vytazok
mg.dm’ kvasiniek, biomasy,  biomasy,
média (x 10%).cm® g.100cm™® %
0 3,23 0,9957 100
10 2,91 1,0026 100,69
20 2,45 0,7148 71,79
30 2,36 0,7263 72,94
40 2,66 0,5985 60,11
50 2,43 0,4469 44,88
ZAVER

Ziskané vysledky poukazuji na negativnu korelaciu
medzi vytazkom kvasinkovej biomasy a vysokou
koncentraciou seleniditanu v zivnej pdde u oboch
analyzovanych kmetiov, ¢o potvrdil aj ubytok poctu
buniek. Vyraznejsi pokles hmotnosti biomasy, aj poctu
buniek, bol zisteny pri obohacovani média seleni¢itanom
Vv logaritmickej faze rastu kvasiniek. Pri najnizSej
produkcii biomasy sa vSak v kvasinkach absorbovalo
najviac Se, kedy bunky kmena Kolin obsahovali po
kultivacii so Na,SeO; 2086,16 mg Se.kg™ biomasy
a v kvasinkach kmena 612 bolo stanovené 2508,16 mg
Se.kg™ biomasy. Hoci obsah Se v kontrolnej vzorke
kmetia Kolin bol 025 % nizs§i ako v kmeni 612, bola
pozorovand vySSia schopnost akumulacie selénu
kvasinkami kmena Kolin oproti kmenu 612. Porovnanim
pomeru medzi najniz§im poklesom hmotnosti biomasy
a zaroven najvy$$im absorbovanym mnozstvom Se, je
mozné konstatovat, Ze optimalne podmienky pre
kultivaciu kmetiov Kolin a 612, predstavuje médium so
40 mg.dm® seleniGitanu sodného, ktory je pridany
V stacionarnej faze rastu.
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