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1 Uvod

Pro ucely lidské vyzivy je mozna suplementace doplnku stravy na bazi anorganického selenu
(Se) dle Natizeni Komise (ES) ¢. 1170/2009. Podle uvedeného nafizeni je mozna také
suplementace organicky vazaného selenu, a to formou selenem obohacenych, tzv.
selenizovanych, kvasnic. Takto obohacené kvasnice tvoii soucast nékterych doplikl stravy
vyskytujicich se v trzni siti. Nicméné, nedostatek téchto preparatii spo¢iva v tom, ze se zde
vyskytuji kvasnice v inaktivované form¢ (tj. nepiinaseji konzumentim dalsi benefity), a to
napt. dodanim zivych prospé$nych mikroorganismi, které mohou kolonizovat stfevni trakt

a uplatnit se jako probiotika.

Selenizace kvasinek a bakterii mlééného kvaseni (BMK) poskytuje vyhody, jako jsou
nasledujici: @) dodani Se pro biologické procesy, b) zvysena biologicka dostupnost Se ve formé
méné toxickych organickych slou¢enin nebo ve formé nanocastic, C) individualni zdravotni
ptinosy BMK a kvasinek (napt. produkce organickych kyselin, probioticka funkce, produkce

antimikrobialnich slouéenin, bakteriocint atd.).

Schopnost transformovat anorganické formy selenu vykazuji kromé kvasinek také BMK.
Na potencial selenem obohacenych BMK poukazuji mnohé studie. Uvadi se napfi. jejich
hepatoprotektivni Gc¢inek (Y1 a kol., 2020), antibakterialni aktivita (Yang a kol., 2009) a dalsi.
Selenizované BMK mohou tedy kromé dodani Se v jeho 1épe biologicky dostupné, méné
toxické, organické formé predstavovat také zdroj probioticky plsobicich bakterii. Mezi BMK
patii rody jako napt. Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus. Zejména koky (napf.
laktokoky) jsou odolng&jsi vii¢i piisobeni seleni¢itanu v ristovém médiu ve srovnani s ty¢inkami

(napf. laktobacily nebo bifidobakteriemi), které jsou na pfitomnost selenu v médiu citlivéjsi.

Nekteré vlastnosti bakterii jsou kmenové specifické, jedna se naptf. o schopnost ristu
Vv piitomnosti seleniCitanu, toleranci k selenu, schopnost biotransformovat a zabudovavat selen
do jednotlivych sloucenin selenu a nanocastic selenu. Hlavnim tucéelem selenizaci je ziskani
kmene poskytujiciho nejvhodnéjsi zdroj organicky vazaného selenu (a to jak z pohledu
akumulace selenu, tak z pohledu distribuce sloucenin selenu), a také kmene s co nejnizsi
cytotoxicitou slou¢enin selenu, piipadné elementarnich forem selenu. Navic, obohaceni kmene

selenem umozni zvyseni jeho antioxidacni kapacity.

V soucasné¢ dob¢ jsou popsany a patentovany preparaty S obsahem rtznych selenizovanych
kmenti, které jsou soucasti krmnych aditiv, zejména pro pouziti u zvitat. Ve vétSin¢ pripadi se

jedna o obohaceni pouze pfidanim anorganického selenu. V piipadé obohaceni selenizovanymi
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kmeny se jedna o smesné preparaty riznych BMK, kvasinek, octovych bakterii a bifidobakterii.
Soucasti krmnych smési mohou byt i aditiva, obsahujici napt. smésnou kulturu Enterococcus
faecium a Lactococcus lactis subsp. lactis. Nevyhodou téchto preparati je to, Ze se jedna
o smési a ne o monokultury. Dale, ze kmeny nedisponuji pfiznivymi vlastnostmi (napf.
produkci bakteriocini a dal$ich antimikrobialnich latek) pfinasejicimi zdravotni benefity apod.
A dale také, ze nejsou dostateéné¢ popsany funkcéni a probiotické vlastnosti téchto
selenizovanych kmenti (napt. zlepSeni antioxida¢nich a dalSich vlastnosti v diisledku obohaceni

selenem).

2 Cil metodiky

Cilem predkladané metodiky je podat ucelené shrnuti metod a postupt pro testovani selenem
obohacenych mikroorganismd, v¢etné jejich schopnosti akumulace a biotransformace selenu a
testovani funkcnich vlastnosti selenem obohacenych kment, S naslednym vybérem vhodnych

kandidati pro selenizaci.

3 Vlastni popis metodiky

3.1 Priprava selenem obohacenych mikroorganismi

Lyofilizovany kmen se pied selenizaci nejprve obnovi v pfisluSném bujonu (napf. M17 bujon
pro laktokoky, streptokoky, enterokoky; MRS bujon pro laktobacily atd.), kultivuje se
za optimalnich podminek pro dany kmen a tfikrat se preockuje. Poté se bujon s pridavkem
seleni¢itanu sodného zaockuje kmenem v exponencialni fazi ristu a kultivuje se po dobu 24 h
(viz obr. 1). Pro dalsi analyzy se selenizované bunky dvakrat promyji sterilni deionizovanou
vodou a separuji se pomoci odstfedéni po dobu 5 min p#i 4100 x g. Nasledné je selenizovany
kmen lyofilizovan a jsou stanoveny poCty zivych bakterii plotnovou metodou na pfislusném
agaru za podminek pro konkrétni kmen. Také je stanoven obsah selenu, jednotlivych slouc¢enin

selenu a nanocastic selenu.
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Obr. 1. Piiprava selenem obohacenych bakterii druhu Lactococcus lactis.

3.2 Vliv riznych koncentraci seleni¢itanu sodného na mikrobialni rist

Inhibi¢ni vliv seleniCitanu sodného na Zzivotaschopnost testovaného kmene se posoudi
na zaklad¢ spektrofotometrického méfeni zmény absorbance pfi vinové délce 620 nm béhem
24h kultivace v ptislusném bujonu (dle mikroorganismu) s riznymi koncentracemi seleni¢itanu
sodného (0, 5, 10, 30, 50 a 100 mg/1).

3.3 Akumulace selenu a distribuce sloucenin selenu v selenem obohacenych
mikrobialnich bunikich
Celkové mnozstvi selenu v lyofilizované kultufe se stanovi metodou hmotnostni spektrometrie
sindukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) po rozkladu vzorku koncentrovanou HNOs
V mikrovlnném mineralizatoru. Obsah jednotlivych sloucenin selenu je pak stanoven s vyuzitim
kapalinové chromatografie v kombinaci s metodou ICP-MS, po extrakci s proteasou XXIII
v Tris-HCI pufru (pH 7,5) pti 37 °C po dobu 24 h (podrobny postup viz Kantorova a kol., 2022).
Selen je v obou pfipadech méfen na linii m/z = 80 a jako vnitini standard se pouzije tellur

méfeny na linii m/z = 128.

3.4 Testovani produkce nanocastic selenu u selenizovanych kmeni a jejich
charakterizace

Nanocastice selenu jsou charakterizovany z hlediska velikosti a struktury transmisni

elektronovou mikroskopii (TEM) a z hlediska velikosti a ¢iselné koncentrace metodou ICP-



MS, v rezimu méfeni jednotlivych c¢astic (sp-ICP-MS). Vzorky pro méteni metodou sp-1CP-
MS se ptipravi tak, ze se navazi 0,005 g lyofilizatu do polyethylenové zkumavky, piida se 5 ml
1 obj. % methanolu a vzorek se sonikuje v ultrazvukové 1azni po dobu 20 min. Poté se vzorek
ziedi 250 1 obj. % metanolem a ihned se analyzuje. V pfipadé¢ méieni s vyuzitim TEM je
vzorek dispergovan a fedén stejnym zpusobem, avsak pouze v demineralizované vodé. Vzorek

je pak nanesen na médénou miizku (velikost 300 mesh), vysusen a analyzovan.

3.5 Testovani antioxida¢nich vlastnosti selenizovanych kment

Antioxidacni aktivita selenizovanych a neselenizovanych kment se stanovi pomoci metody
DPPH, kter4 je jednou ze zdkladnich metod pro posouzeni antiradikalové aktivity. Je zaloZena
na reakci testovaného vzorku s DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Zména

absorbance se stanovi spektrofotometricky pii vinové délce 517 nm.

3.6 Testovani cytotoxicity (MTT) a adherence selenizovanych Kkmeni
v podminkach in vitro za pouziti tkaiového modelu

Kultivace tkané

Bunééné linie kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2 a HT29 se kultivuji v kultivacnich
lahvich (o velikosti 75 cm?), a to v 15 ml média Dulbecco’s Modified - Eagle’s Medium
(DMEM) obohaceného 0: 10 % Fetal Bovine Serum (FBS), 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného,
1 % pyruvatu sodného, 1 % neesencialnich aminokyselin, 1 % penicilinu (10 000 jednotek)
a streptomycin (100 mg). Kultivace probiha po dobu 7 dni. Kazdy druhy den se médium vymeéni
za Cerstvé. Po 7 dnech se bunééné linie sklidi. V prvnim kroku se bunky oplachnou 5 ml pufru
PBS (Phosphate Buffered Saline), ktery se nasledné odstrani. Poté se k buikam piida 5 ml
trypsinu, ktery se necha putsobit 3-5 min. Po uplynuti této doby se trypsin zneutralizuje, a to
ptidanim 5 ml média DMEM. Pomoci plastové skrabky se bunééné linie uvolni a obsah lahve
se prenese do 15 ml zkumavky typu Falcon a odstfedi pti 200 x g po dobu 10 minut. Staré
medium se odstrani a pfida se médium nové o objemu 5 ml, ve kterém se bunky disperguji.
Do nové kultivaéni lahve se ptida 15 ml média DMEM. Ze zkumavky se odebere 1 ml suspenze
a prenese do této nové kultivaéni lahve. Kultiva¢ni lahev se umisti do inkubatoru CO> (37 °C,

atmosféra 5 % CO»).



Zalozeni 24-jamkové desticky

Z diikladné dispergované bunécné suspenze se odebere 100 pl, smicha se 100 ul tripanové
modfi, nasledné nanese do Biirkerovy komurky a vypocte se koncentrace bunék v 1 ml
suspenze. Do bunééné smési se prida 3,6 x 10* Caco-2 bunék a 0,4 x 10* HT29 bunék. Tato
smes se pipetuje do jamky v objemu 500 pl a takto pfipravena destic¢ka je uloZena v kultiva¢nim

boxu. Po dobu 14 dni se kazdé 2—-3 dny vymeénuje médium za Cerstvé.

Cytotoxicita (MTT)

Piipravena bunééna suspenze o koncentraci 2,5 x 10° bundk/ml se pipetuje do 96-jamkové
desticky v mnozstvi 200 pl. Po 24 h se odstrani staré médium a piida se 100 pl nového média
spolu s testovanymi vzorky 0 danych koncentracich. Takto se testuji vzorky s bunkami
inkubovanymi po dobu 72 h. Po této dob¢€ se médium se vzorky odstrani a nahradi 100 pl ¢istého
média s MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,2-diphenyl-2H-tetrazol bromid) (1 pg/ml).
Po 2 h v inkubatoru CO; se médium s MTT odstrani a nahradi 100 pl DMSO. Absorbance se
méfi pfi 555 nm a 720 nm; jde o referencni hodnoty. Procento zZivotaschopnych bunck se
vypocita v porovnani s kontrolou, ktera predstavuje bunky bez pfidani selenizovanych bakterii.
Nasledné se stanovi bezpe¢né koncentrace pro dalsi testovani adherence probiotik na bunécny

model.

Test adherence

Pro zjisténi adherenénich vlastnosti se pouzije modifikovana metodika (Jensen a kol., 2012).
Staré medium se odsaje z kazdé jamky a bunéna monovrstva se 3x proplache PBS. Poté se
na monovrstvu stievnich bunék ptidaji testované koncentrace mikrofas, a to s kultivacnim
médiem bez suplementu o objemu 1 ml a o pozadované koncentraci vzorku. Desti¢ka se
nasledné inkubuje po dobu 2 h, pti 37 °C, v 5% atmosféte CO». Po uplynuti této doby se jamky
3x promyji PBS z divodu odstranéni neadherovanych bakterii na monovrstvu, ktera se
nasledné rozrusi ptidanim 300 pl 1% Tritonu-X100 na jamku po dobu 30 s, a poté se doplni
700 pl PBS. Vytvofena suspenze s Zivotaschopnymi bakteriemi se standardné zfedi, a poté
naockuje na Petriho misky a zalije Rogosa agarem. Po inkubaci pii 37 °C po 72 h za aerobnich
podminek se spocitaji narostlé kolonie (KTJ) a stanovi se adherence, vyjadiena jako procento

adhereovanych bakterii z mnozstvi celkové ptidanych bakterii.



3.7 Simulace prichodu selenizovanych kmeni travicim traktem v podminkach
in vitro
Traveni se uskute¢ni podle standardizovaného in vitro statického modelu traveni INFOGEST,
rozdéleného na oralni, zaludecni a intestinalni fazi. V oralni ¢asti se navazi 5 g lyofilizovaného
vzorku a nasledné se pfida 5 ml simulované slinné §tavy (chlorid vapenaty 1,5 mmol/l, slinna
amylasa 75 jednotek/ml). Po 2min inkubaci se piida 5 ml Zzalude¢ni $tavy (pepsin
2 000 jednotek, gastrickd lipasa 60 jednotek/ml, chlorid vapenaty s vyslednou koncentraci
0,15 mmol/l) a pH se snizi na 3,0 pomoci kyseliny chlorovodikové. Vzorek se 2 h inkubuje
na vodni lazni pii 37 °C s pravidelnym promichanim vzorku. Po 2 h se ptida simulovana stfevni
Stava 0 objemu 10 ml (chlorid vapenaty 0,6 mmol/l, zlu¢ 10 mmol/l, pankreatin
100 jednotek/ml) a pH se upravi na 7,0 pomoci hydroxidu sodného, s naslednou 2h inkubaci
pii 37 °C sprabéznym michanim vzorku. Po ukonceni testu se travici proces ukonci

zamrazenim vzorku na -80 °C.

4 Srovnani ,,novosti postupi“

Piedkladana metodika nabizi definovani postupu charakterizace selenem obohacenych
kment,, a to sohledem na jejich: a) schopnost vazat a akumulovat anorganicky selen
z ristového média, b) produkci organickych forem selenu a nanocastic selenu, c) antioxida¢ni
vlastnosti vlivem selenizace, d) bezpecnost/toxicitu a schopnost prostupu pies bunééné
membrany, €) adhezi na tkanovy model lidskych epitelidlnich bunék tlustého stieva

v podminkach in vitro.

V soucasné dob¢ neexistuje metodika, ktera by umoznovala charakterizovat vlastnosti
selenem obohacenych kment, i kdyz na trhu jsou k dispozici selenizované kvasinky (druh
Saccharomyces cerevisisae) jako soucast dopliki stravy. Kromé kvasinek maji velmi slibny
potencidl za ucelem selenizace také bakterie mlééného kvaseni (BMK) a Ize predpokladat,
ze se v dohledné dobé bude zvySovat zajem o obohacovani selenem, jakoZto vyznamnym
mikronutrientem. Ztohoto divodu pak bude poticbna metodika, ktera umozni tyto
selenizované kmeny bakterii a kvasinek charakterizovat, jasn¢ stanovit jejich funkéni vlastnosti

a bezpecnost pro pripadné vyuziti ve vyzive lidi a zvifat.



5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Predkladana certifikovand metodika bude moci byt vyuzita vyzkumnymi laboratofemi
béhem testovani, pii rozsiteni znalosti o vlivu selenem obohacenych mikroorganismti. Dal$im
relevantnim okruhem uzivateld pro uplatnéni metodiky jSou zastupci potravinaiského
prumyslu, vyrobci potravinovych doplikl, a také dalsi komercni organizace vyuzivajici
prospésné mikroorganismy, napi. ve formé probiotik v kombinaci s dalSimi slozkami
S pozitivnim benefitem na lidské zdravi (napt. f. INGREDIA s.r.0., se kterou byla podepsana

smlouva o uplatnéni predkladané metodiky). Selenem obohacené mikroorganismy se daji

vyuzit pii prevenci a/nebo oSetieni stavii zpiisobenych nutriénim deficitem selenu v dieté.

6 Ekonomické aspekty

Tab. 1 Kalkulace pro jeden vzorek pri uvazovani jednotlivych stanoveni

Stanoveni Cena materialu v K¢ pro 1 Ucetni cena v K¢&

stanoveni (material, odbér vzorki,
(1 vzorek) prace, vyhodnoceni)

Ptiprava selenem 200,- 1 000,-

obohacenych

kmenu

Stanoveni tii riiznych 250,- 600,-

koncentraci seleniCitanu

sodného na mikrobialni rust

Stanoveni akumulace 250,- 650,-

selenu

(celkové mnozstvi Se)

Stanoveni distribuce 700,- 1 600,-

slou¢enin selenu

V selenizovanych bunkach

Stanoveni 200,- 550,-

nanocastic

selenu

Stanoveni antioxida¢nich 350,- 1 200,-

vlastnosti selenizovanych

kmend, in vitro

Stanoveni cytotoxicity 750,- 2 500,-

na tkanovém modelu HT29

a Caco2

Stanoveni adherence 700,- 2 750,-

na tkanovém modelu HT29

a Caco2

Test simulace priachodu 1 500,- 4 500,-

selenizovanych kmeni

travicim traktem, in vitro

Cenav K¢ za 1 vzorek 4 900,- 15 350,-
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Tab. 2 Kalkulace pro 15 vzorki

Materialni naklady Naklady | Naklady Zisk Ekonomicky p¥inos
uZivatele uZivatele celkem v K¢ v K¢
na praci
24 500,- 15 000,- 39500,- | 230 250,- 190 750,-

*Uvaha o potiebé celkem 50 h prace (tj. selenizace, provedeni viech uvedenych analyz
a testovani), s kalkulaci 300,- K¢/h.
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