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Benzvnelse: Selengaerprodukt, fremgangsmade til fremstilling af et selengarprodukt samt anvendelse af produk-

tet til fremstilling af en fodevare, et kosttilskud, eller et laegemiddel

Sammendrag:

Selengzrprodukt til brug i fadevarer, kosttilskud eller lzgemidler, som indeholder betyde-
lige og ensartede mzngder letfordejeligt organisk bundet selen, hvori indholdet af organi-
ske selenforbindelser er pA mellem 1.000 og 1.600 ppm, fortrinsvis mellem 1.100 ppm og
1.500 ppm, mest fortrinsvis mellem 1.200 ppm og 1.400 ppm, og hvori indholdet af 1-
selenomethionin konstant udger mindst 55% af det samlede indhold af selen, og hvori
indholdet af uorganiske selenforbindelser udger hajst 1% af det samlede indhold af selen.
Endvidere fremgangsmade til fremstilling af et selengzrprodukt til brug i fedevarer,
kosttilskud eller legemidler, hvorved geren dyrkes pa et minimalmedium under aerobe
forhold, samtidigt med at neringsstoffer tilledes geren under dyrkningen i et omfang, som
svarer til omsztmingen af disse neringsstoffer i gzren; at glucose og/eller maltose er ene-
ste kilder til carbon i tillabsmediet; at koncentrationen af ethanol under dyrkningen ikke
overstiger 1%, foretrukket 0,5%, og mest foretrukket 0,2%.; at pH under dyrkningen
opretholdes mellem 4,0 og 6,0, foretrukket mellem 4,4 og 5,7, mest foretrukket mellem
4,7 og 5,4, sisom 5,0; og at tillebsmediet iblandes et vandoplaseligt salt af selen i en

mengde svarende til mellem 1.000 og 1.500 ppm, beregnet pd terstof i gren.
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TEKNISK OMRADE:

Den foreliggende opfindelse angér et selengzrprodukt til brug i fedevarer, kosttilskud
eller lzgemidler, og som indeholder betydelige og ensartede mangder af letfordejeligt
og veltolerabelt, organisk bundet selen. Endvidere angir opfindelsen en fremgangsma-
de til fremstilling af dette selengeerprodukt samt anvendelse af selengzrproduktet til

fremstilling af en fadevare, et kosttilskud eller et legemiddel.

KENDT TEKNIK:

Selen er et grundstof, som er essentielt i menneskets emaring. Tilfersel af selen sker
gennem kosten, som imidlertid har et varierende indhold af selen. I store dele af verden
dyrkes afgreder med ringe indhold af selen, idet mengden af dette grundstof i jordbun-

den er beskeden.

Betydningen af selen for mennesket er fastslaet gennem et storre antal undersegelser.
Selen indbygges i forskellige organiske molekyler, herunder isar aminosyrer. L-
selenomethionin, selenocystein, selenocystin og selenoethiomin er de vigtigste forbin-
delser. Selen indgar saledes i proteiner, der har strukturel betydning i kroppen. Endvi-
dere er selen en vigtig bestanddel af en raekke enzymer, som har indflydelse p stofskif-
te, forplantning, kreeftforebyggelse, immunforsvar og psyke hos mennesket (Rayman,
M., The importance of selenium to human health, Lancet 356:233-241 (2000)).

P4 grund af det ofte utilstreekkelige indhold af selen i almindelig kost er det hen-
sigtsmassigt at tilfere selen i form af berigelse, kosttilskud eller lzgemidler. Disse kan
have et indhold af uorganisk selen som f.eks. selenit, eller de kan bestd af organiske
kilder, herunder selengar. Der er vasentlig forskel p& absorption og toksicitet af uor-
ganisk og organisk selen, idet uorganiske forbindelser seedvanligvis absorberes betyde-
ligt darligere, og tillige er mere toksiske end organiske kilder til selen. En ofte anvendt

kilde til organisk selen er gzer med indhold af selen.
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Ved dyrkning af gar er det muligt at tilfere naringsmediet selen i form af uorganiske
forbindelser, herunder natriumselenit og natriumselenat. Selen, der tilfores narings-
mediet p4 denne méde, optages i vid udstrekning af ger og indbygges i organiske for-

bindelser, herunder L-selenomethionin.

Selengzr kan fremstilles ved brug af en rckke arter af ger, herunder Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces boulardii sequela og Saccharomyces torula, og ved anven-
delse af forskellige dyrkningsbetingelser. Herved kan dannes et variabelt udvalg af or-
ganiske forbindelser af selen i garen. Reproducerbarhed ved brug af kendte frem-
gangsmader kan veere utilfredsstillende. Darlig reproducerbarhed har givet anledning til
manglende accept af selengar hos myndigheder, forskere og forbrugere. Den Viden-
skabelige Komité for Fadevarer angiver, at L-selenomethionin-indholdet i selengzer va-
rierer mellem 20 og 50%. (European Commission, Scientific Committee on Food, Opi-
nion on substances for nutritional purposes which have been proposed for use in the
manufacture of foods for particular nutritional purposes ("PARNUTS") 12. maj 1999,
side 5. Scientific Committee on Food on the Tolerable Upper Intake Level of Selenium,
11. oktober 2000, side 2). Til anvendelse i kosttilskud eller legemidler er det vigtigt, at
de vaesentlige forbindelser af selen (specier) forekommer i ensartet koncentration. Dette
muligger langtidsstudier af betydningen af selen, hvor reproducerbarheden fra produk-
tion til produktion er af afgerende betydning for tolkning og anvendelse af resultater fra

studierne.

Selengeer som handelsvare fremstilles almindeligvis ved dyrkning p4 melasse, som har
varierende sammensztning. Det er kendt fra litteraturen, at forskellige typer af selen-
geer giver anledning til varierende optagelighed og dermed afvigende respons (Clausen,
J. mfl., A comparison of ten selenium supplementation products, Selenium in Medici-
ne and Biology, Walter de Gruyter & Co 305 - 14 (1988)). En rakke patenter beskriver
dyrkning af selengar med forskellig koncentration af selen. Siledes beskriver US Pa-
tent 4.530.846 en fremgangsméde til fremstilling af et selengarprodukt med et selen-
indhold pa mindst 1000 ppm, hovedsageligt i form af organisk intracellulzrt bundet se-
len. Gzren dyrkes under aerobe forhold med kontinuerlig, stigende tilledning af medi-
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um med et lavt indhold af uorganisk svovl. Vandopleseligt selensalt tilszttes ligeledes
kontinuerligt. Som eksempler pa anvendt gzr og carbonkilde nevnes Saccharomyces
spp og melasse. Patentet angiver imidlertid ikke, hvorledes selen er bundet i gzren, el-
ler i hvilket omfang fremgangsmaden kan reproduceres. Ved fremgangsmaiden ifolge
den foreliggende opfindelse opnis et selengzrprodukt med hejt selenindhold, 1000-
1600 ppm, og hvori indholdet af L-selenomethionin konstant udger mindst 55% og
indholdet af uorganiske selenforbindelser hejst udger 1% af det samlede selenindhold.

OpnAelsen af dette produkt er desuden meget reproducerbar.

Patentansegning W098/37172 omhandler ligeledes dyrkning og anvendelse af selen-
gar. Fremgangsméden ved dyrkning indeberer opblanding af et vandoplaseligt salt af
selen med et nzringsmedium, hvorefter dette tilferes en vandig opslemning af ger.
Den fremkomne selenger har et indhold af selen, der ikke opdeles i konstante, entydige
forbindelser. Mulighed for at opn4 ensartet udbytte og sammensatning af selenforbin-

delser er heller ikke beskrevet.

Det er kendt, at gar og andre mikroorganismer kan dyrkes p4 et medium, som indehol-
der et mindstemal af naringsstoffer, et sikaldt minimalmedium. Imidlertid anvendes
denne fremgangsmade ikke i almindelighed industrielt, fordi den kan veare forbundet
med ringe udbytte og uensket sammenstning af mikroorganismeme. Det er derfor
overraskende, at man ved dyrkning p4 et minimalmedium i overensstemmelse med
denne opfindelse kan opni et godt udbytte og en reproducerbar sammensztning af se-

lenger, som er optimal i menneskets ernering.

Nzrvarende opfindelse angar sdledes en fremgangsméde til fremstilling af et gerpro-
dukt, som indeholder betydelige og ensartede mangder af fordgjeligt, organisk bundet
selen. Den frembragte gar er et pulver, der kan anvendes direkte eller p& szdvanlig
made presses til tabletter. Disse kan markedsfores som fedevare, kosttilskud eller le-

gemiddel.

KORT BESKRIVELSE AF OPFINDELSEN:
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Opfindelsen angdr derfor i et ferste aspekt en fremgangsmade til fremstilling af et se-
lengeerprodukt til brug i fodevarer, kosttilskud eller lzgemidler, hvorved gazren dyrkes
pé et minimalmedium under aerobe forhold, hvilken fremgangsmade er ejendommelig

ved trinnene:

a) dyrkning af geeren, hvilket omfatter:

i) at naringsstoffer tilledes gren under dyrkningen i et omfang, som

svarer til omsztningen af disse naringsstoffer i garen;
i1) at glucose og/eller maltose er eneste kilder til carbon i tillgbsmediet;

iii) at koncentrationen af ethanol under dyrkningen ikke overstiger 1%,
foretrukket 0,5%, og mest foretrukket 0,2%:;

iv) at pH under dyrkningen opretholdes mellem 4,0 og 6,0, foretrukket
mellem 4,4 og 5,7, mest foretrukket mellem 4,7 og 5,4, sdsom 5,0;

v) at tillebsmediet iblandes et vandopleseligt salt af selen i en mangde
svarende til mellem 1.000 og 1.500 ppm selen, beregnet pi torstof i

garen,

b) isolering af gzeren opnlet fra trin a).

Det fremkomne produkt er tillige karakteriseret ved en human absorption pi mere end
85%.

I et andet aspekt angér opfindelsen et selengzrprodukt til brug i fadevarer, kosttilskud

eller leegemidler, som er ejendommeligt ved,
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a) et indhold af organiske selenforbindelser svarende til mellem 1.000 og 1.600

ppm selen, fortrinsvis mellem 1.100 ppm og 1.500 ppm selen, mest fortrinsvis

mellem 1.200 ppm og 1.400 ppm selen,

b) at indholdet af L-selenomethionin konstant udger mindst 55% af det samlede

indhold af selen, at indholdet af selen i uorganiske selenforbindelser udger
hajst 1% af det samlede indhold af selen,
c) at selengarproduktet er opnaeligt ved dyrkning af en gerkultur og isolering af

garen opniet ved dyrkningen, hvilken dyrkning omfatter

i)

at naringsstoffer tilledes geren under dyrkningen i et omfang, som

svarer til omsztningen af disse nringsstoffer i geeren;
at glucose og/eller maltose er eneste kilder til carbon i tillebsmediet;

at koncentrationen af ethanol under dyrkningen ikke overstiger 1%,

foretrukket 0,5%, og mest foretrukket 0,2%;

at pH under dyrkningen opretholdes mellem 4,0 - 6,0, foretrukket mel-
lem 4,4 - 5,7, mest foretrukket mellem 4,7 - 5,4, sasom 5,0; og

at tillsbsmediet iblandes et vandopleseligt salt af selen i en mangde
svarende til mellem 1.000 og 1.500 ppm selen, beregnet pé terstof i

geren.

I et tredje aspekt angar opfindelsen anvendelse af selengzrproduktet ifglge opfindelsen

til fremstilling af en fodevare, et kosttilskud eller et legemiddel.

DETALJERET BESKRIVELSE AF QPFINDELSEN:
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For den detaljerede gennemgang af opfindelsens forskellige udferelsesformer skal en

reekke specifikke for opfindelsens hovedaspekter relevante betegnelser defineres.

Definitioner.

Minimalmedium: Medium, der indeholder den mindste mangde af nzringsstoffer, som

er nedvendig for at opnd vakst af geer.

Farmaceutisk kvalitet: Egenskaber ved produkter, som er beskrevet i en national far-

makopé.

Startmedium: Blanding af vand og evrige nzringsstoffer, der podes med ger.

Tillebsmedium: Neringsstoffer, der tilfores startmedium/kulturen efter pasztning af

ger.

Zak-metoden: Fremgangsmade til dyrkning af gzer, hvorved denne paszttes et startme-
dium, hvorefter der under aerobe forhold tilferes nzringsstoffer via et tillebsmedium.
Tilfersel af naringsstoffer sker under aerobe forhold med en hastighed, der svarer til
optagelsen af disse neringsstoffer i geer. Herved dannes der ved korrekt styring kun lidt
alkohol. Den dannede alkohol omszttes af gzren i den sidste del af dyrkningen. Meto-
den er klassisk og betegnes Z-metoden. Den er som princip udviklet af Sgren Sak og
beskrevet i dansk patent nr. 28507 (1921).

Human absorption: Forskel mellem indtaget mengde isotop og udskilt mangde isotop i

affering. Human absorption beregnes i procent af den indtagne mangde isotop.

De hidtil kendte metoder til fremstilling af selengzerprodukter benytter som omtalt tid-
ligere hovedsageligt melasse som carbonkilde, og der hvor der er benyttet et glucoseba-
seret medium, WO98/37172, afviger denne metode fra metoden ifal ge opfindelsen, idet

der ikke til stadighed sikres en tilfersel af nzringsstoffer og selen, der svarer til celle-
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vaksten. Endvidere sker iblanding af selen over et forholdsvis kort tidsrum, hvilket
vanskeligger dannelse af organiske forbindelser af selen, der har srlig betydning i

menneskets ernzring.

Nzringsstoffer til dyrkning af gar ifelge opfindelsen omfatter kilder til carbon og ni-
trogen samt mikronaringsstoffer i form af vitaminer og mineraler. Carbon skal vare i
en form, der umiddelbart kan optages under dyrkningen. Det mé derfor vare letoplese-
ligt i vand og have en sammensztning, der muligger omsztning ved hjzlp af de enzy-
mer, som findes i geren. 1 fremgangsmaden anvendes glucose og/eller maltose, som
kan oprenses til glucosesirup p& en sddan mide, at de kan anvendes som naringsstof
for mikroorganismer, der producerer fedevarer, kosttilskud eller ]aegerhidler. Som kilde
til nitrogen er det muligt at gere brug af uorganiske forbindelser, herunder ammoniak.
Denne mi have en sidan renhed, at der ikke forekommer toksicitet eller dannelse af
uegnskede forbindelser. Garens stofskifte er ikke fuldstendig kendt, hvorfor det er nad-
vendigt at tilfore mikronzringsstoffer i form af gaerekstrakt, som er beskrevet i farma-

kopé.

Gar ifolge opfindelsen kan siledes fremstilles pa grundlag af ravarer i farmaceutisk
kvalitet, der sammensettes pa en sidan made, at geren har et mindstemédl af narings-
stoffer til radighed for vakst. En typisk fremgangsméde ved dyrkning af geren vil om-

fatte nedenstiende trin:

1) Tilvirkning af nzringsmedium
2) Podning med pasztningsger
3) Dyrkning

4) Hest

5) Vask

6) Varmebehandling

7) Terring
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Tilvirkning af naringsmedium sker ved oplesning af sukkerstoffer, vitaminer og mine-
raler i vand, der opvarmes til mellem 24 og 37°C, fortrinsvis mellem 26 og 34°C, og

bedst mellem 28 og 32°C inden pisztning af ger.

Podning med pasztningsger sker til det ferdige og opvarmede nzringsmedium, idet
geercellerne opslemmes i mediet under omrering med en frekvens pa mellem 1 og 2 Hz.
Selenger kan fremstilles ved brug af en rakke arter, herunder Saccharomyces cerevi-
siae, Saccharomyces boulardii sequela og Saccharomyces torula. Blandt disse er Sac-
charomyces cerevisiae generelt at betragte som en art, der er velegnet til menneskeli g
indtagelse, og den har en udbredt anvendelse til fremstilling af bred og alkohol. Til
fremstilling af et selengazrprodukt ifelge opfindelsen er det en fordel at benytte en pro-
duktionsstamme, som er genetisk stabil og derved mindre tilbgjelig til at underg4 muta-
tion. I en udferelsesform ifelge den foreliggende opfindelse benyttes siledes stammen
ATCC Nr. 74.366.

Dyrkning finder sted p4 grundlag af neringsmedium, der tilvirkes som et serligt mini-
malmedium og podes med den ovenfor beskrevne pasetningsgar. Endvidere tilfores
yderligere carbohydrater i form af glucose og/eller maltose. Som kilde til nitrogen
iblandes en vandig oplesning af ammoniak. For at sikre storst mulig vaekst og modvir-
ke dannelse af alkohol tilledes store mangder luft, fortrinsvis atmosfarisk luft, der in-
deholder tilstrekkelig oxygen. Ved fremstilling i stor mélestok er det i praksis vanske-
ligt at opnd en fuldstzndig oxydering. Dette kan zndre gerens nzringsbehov en smule.
Standsning af dyrkningen sker ved en koncentration af gzr pa ca. 4% wiw, beregnet pa
det samlede indhold af naringsmedium og ger. Tilfersel af naringsstoffer sker under
aerobe forhold med en hastighed, der svarer til optagelsen af disse naringsstoffer i ge&r.
Herved dannes der ved korrekt styring kun lidt alkohol. Den dannede alkohol omszttes
af geeren i den sidste del af dyrkningen.

I praksis styres tilledningen af nzringstoffer i den rette mengde ved lgbende at male
den mangde alkohol i form af ethanol, som dannes under vaksten. Hvis tilledningen af

nzringstoffer sker for langsomt, vil der ikke dannes alkohol, og hvis tilledningen sker
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for hurtigt, vil der dannes betydelige mangder af alkohol. Den til enhver tid tilstedeva-
rende mangde af alkohol ber derfor ikke overstige 1%, foretrukket 0,5%, og mest fore-
trukket 0,2%. Endvidere kan pH af vakstmediet benyttes som en indikator for opret-
holdelsen af den rette balance mellem forbrug og tilledning af neringsstoffer, og pH
kontrolleres og reguleres derfor under vaksten siledes, at denne holdes mellem 4,0 og

6,0, foretrukket mellem 4,4 og 5,7, mest foretrukket mellem 4,7 og 5,4, sésom 5,0.

Hest indeberer adskillelse af den dyrkede ger fra nzringsmediet. Dette sker bedst ved
centrifugering, hvorved der fremkommer en koncentreret gerflede, som indeholder ca.

20% gaer wiw.

Vask har til formal at fjemne overskydende naringsstoffer i garfleden. Den foregér
mest hensigtsmzssigt ved tilledning af vand, hvorefter der foretages centrifugering, sa-
ledes at der fremkommer gazrflede. P4 denne made vaskes gaeren 2 til 6 gange og for-
trinsvis 4 gange, hvorved praktisk taget alle ekstracellulzre neringsstoffer fjernes fra

gzrfladen.

Varmebehandling gennemferes med henblik p at drebe gereellerne, siledes at den
heri forekommende selen bliver tilgengelig ved menneskets fordgjelse. Var-
mebehandling medferer tillige en vidighende sprangning af geercellerne. En hensigts-
massig varmebehandling kan gennemfores som pasteurisering i pladevarmeveksler ved

en temperatur pa 87°C og en holdetid pa 30 sek.

Terring af geeren kan ske ved almindelige fremgangsmader til terring af organisk mate-
riale, herunder fryseterring, tromleterring, bakketerring eller forstgvningsterring, for-
trinsvis forstevningsterring. Ved forstevningsterring sker fiernelse af vand ved en in&-
gangstemperatur for luft p4 mellem 160 og 240°C, fortrinsvis mellem 180 og 220°C og
bedst omkring 200°C. Udgangstemperaturen kan i sammenhang hermed veere fra 70 til
90°C, fortrinsvis 80 til 90°C og bedst omkring 86°C. Det fremkomne pulver har et ind-
hold af vand p4 mellem 4 og 9%, fortrinsvis mellem 6 og 9% og bedst omkring 8%.
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Pulveret kan efterfolgende behandles ved befugtning med vand og efterfelgende tor-

ring, hvorved evnen til senere at optage vand forbedres.

Selenger ifelge opfindelsen kan anvendes til fremstilling af fadevarer, kosttilskud eller
legemidler, enten som eneste kilde til selen eller i kombination med andre selenholdige

ingredienser.

I en udforelsesform omfatter anvendelsen et produkt, der indeholder sprengemiddel,
flydemiddel samt selenger. Denne blanding trykkes til en tablet med et indhold pé mel-
lem 25 og 800 pg selen, szrligt mellem 40 og 300 g selen og iszr 50 til 200 pg selen
per tablet.

Opfindelsen vil ud over det her beskrevne anvendelsesomrade dog ogsa kunne anven-
des til andre typér fadevarer, der enskes beriget med selen, sdsom mel, andre pulver-
formige fedevarer samt drikkevarer.

Opfindelsen belyses nzrmere ved hjzlp af de efterfolgende eksempler.

EKSEMPLER

EKSEMPEL 1

1a)

I dette eksempel anvendes en fermentor med et rumfang p4 0,014 m’.

Der fremstilles et nzeringsmedium med folgende sammensztning af rivarer i farmaceu-

tisk kvalitet ved begyndelse af dyrkningen:

Vand Ph.Eur. 5.400 g
Glucosesirup Ph.Eur. 318¢g
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Ammoniakvand 2,5%

Biotin (0,01%)
Thiaminhydrochlorid (1,0%)
Calciumpantothenat
Garekstrakt

Jernsulfat

Magnesiumsulfat
Mangansulfat

Zinksulfat

Ph.Eur.
Ph.Eur.
Ph.Eur.
Ph.Eur.
Ph.Eur.

USP

Ph.Eur.
Ph.Eur.
Ph.Eur.
Ph.Eur.

11

25¢g
114 ¢
2,1ml
2,5 ml
0,08 g
75¢g
0,10g
50g
0,033 g
0,033 g

DK 174835 B1

Betegnelsen "Ph.Eur.” angiver, at de benyttede révarer opfylder forskrifterne for renhed

og sammens&ting af rivarer til fremstilling af leegemidler som beskrevet i den Euro-

peiske Farmakopé. "USP" angiver det tilsvarende ifolge US-farmakopé.

Efter indstilling af temperaturen til 30°C iblandes 5 g paswtningsger. Det podede ne-

ringsmedium gennemblases med steril atmosfeerisk luft i en mangde ph 20 liter pr.

min. Omrering foregar med spindel med en frekvens p& 17 Hz. Til regulering af pH

anvendes svovlsyre, siledes at pH holdes mellem 4,7 og 5,4. Det kontrolleres, at etha-

nol ikke overstiger 0,2%, og koncentrationen af ethanol holdes i gvrigt si tzt ved 0

som muligt.

Under dyrkningen iblandes naringsstoffer i tillabet i folgende mengde:

"Glucosesirup

Ammoniakvand 2,5%

Endvidere iblandes natriumselenit i ammoniakvand 2,5%, saledes:

Natriumselenit

Ph.Eur.
Ph.Eur.

Ph.Eur.

1.060,5 g

1451 g

12758 g



10

15

20

25

30

DK 174835 B1

12

Tilledning af glucosesirup, ammoniakvand og natriumselenit sker med en hastighed,
der svarer til omsztning af stofferne i geren. Dette kontrolleres ved til stadighed at ma-

le dannelse af alkohol. Koncentration af alkohol holdes tet pa 0.

Tilfersel af ammoniakvand (2,5%) standses efter 18 timer.

Efter 19 timer standses dyrkningen.

Hest af garen sker ved at overfore mediet med geren til en centrifuge. Her adskilles
gerflode fra overskydende medium i lebet af 5 min. Den siledes fremkomne gerflede
med et indhold af terstof pA ca. 20% iblandes 5.000 g vand. Herefter centrifugeres
gerblandingen igen. Vaskevand bortskaffes, og den fremkomne gzrflede iblandes

5.000 g vand. Processen gentages 4 gange for at adskille gerceller fra medium.

Den vaskede gzrflede fores gennem en pladepasteur, hvor den udszttes for en varme-
behandling ved 87°C med en holdetid p4 30 sek. Umiddelbart efter varmebehandling
afkeles geerfleden til 4°C i en pladepasteur. Mzngden af gerflede er 1.897,5 g.

Gerfleden overfores til en fryseterrer. Efter indfrysning ved -40°C i 24 timer sublime-
rer vandet i lobet af 18 timer. Der fremkommer herved 380 g terret selengzr med et
vand indhold pa 0,2% og en koncentration af selen p4 1.380 ppm i terstof. Emarings-
meassige egenskaber og reproducerbarhed af det siledes fremstillede selengzrprodukt

fastseettes sdledes som beskrevet nedenfor i eksempel 2, 4 og 5.

1b)

Ger fremstilles i overensstemmelse med eksempel 1 a ovenfor, men der anvendes en
fermentor med et rumfang pA 150 m’. Neringsmediet sammenszttes af tilsvarende be-

standdele i det samme indbyrdes forhold og har en samlet vagt pa 56.848 kg.

Tilledning sker i form af glucosesirup og ammoniakvand 2,5% p4 samme mide som i

eksempel 1 a. Der medgir hertil 13.500 kg glucosesirup og 1.410,5 kg ammoniakvand
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95%. Selen i form af natriumselenit iblandes i en maengde pa 15 kg. Tilledningen af

ammoniakvand standses efter 18 timer, og dyrkningen standses efter 19 timer.

Vask og varmebehandling af geren foregar efter principper som beskrevet i eksempel

la.

Torring af gzren sker ved forstgvningsterring i tarretim med roterende forstaverhjul.
Frekvens af forstoverhjul szttes til 167 Hz. Temperatur af luft til terring indstilles til
200°C. Der fremkommer en udgangstemperatur p4 86°C. Den samlede meangde pulver
med et vandindhold p4 7% udger 5.035 kg. Koncentration af selen er 1.355 ppm pa ter-
stof. Emzringsmassige egenskaber og reproducerbarhed af det siledes fremstillede se-

lengzerprodukt faststtes siledes som beskrevet nedenfor i eksempel 2, 4 og 5.

EKSEMPEL 2

Fordejelighed og absorption af selengeer

2 a) In vitro fordejelighed af selen

Som grundlag for bestemmelse af in vitro fordgjelighed af selengr anvendes en vide-
reudvikling af Plantedirektoratets metode 9.1 af 15. november 1994 til bestemmelse af
enzymfordgjeligt organisk stof hos svin (EFOS svin). Fremgangsmaden er @ndret, s&-
ledes at den svarer til forholdene i menneskets fordgjelse. Enzymer, der kan nedbryde

cellulose, indgér siledes ikke i denne in vitro undersogelse.

Princippet er behandling med pepsin, efterfulgt af pavirkning med pancreatin. Uoplest
pravemateriale filtreres fra og terres. Ved at sammenholde bestemmelser af selen i den

oprindelige prave med indhold i filtrat og retentat beregnes fordgjeligheden af selen.

Saledes blandes selengar ved pH 2,0 med pepsin og inkuberes ved 40°C i 75 min. ef-
terfulgt af behandling med pancreatin ved pH 6,8 ved 40°C i 3 timer og 30 min. Heref-
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ter filtreres ved brug af vakuum, og indhold af selen i henholdsvis filtrat og retentat be-
stemmes. Indhold af selen i filtratet i procent af samlet indhold af selen i preven er ud-

tryk for in vitro fordejelighed af selengzren.

Der opnas en selengzr med folgende karakteristika:

Fordgjeligt selen: 99%

2 b) In vivo absorption og retention af selen

Som grundlag for bestemmelse af in vivo fordejelighed indgives selengar ifelge opfin-
delsen, hvor der til dyrkning er anvendt en stabil isotop med et indhold af selen-77 pa
99,3%. Da naturligt forekommende selen kun indeholder 7,8% Se-77 og samtidigt in-
deholder 49,82% Se-80, er det muligt ved méling af disse isotoper via ICP-MS (Induc-
tively Coupled Plasma - Mass Spectrometry) at bestemme andelen i humant materiale,

der stammer fra en sidan tilfersel af isotop.

Bestemmelse af in vivo absorption, retention og biotilgengelighed sker i gvrigt som

folger:

Til 12 mandlige deltagere i alderen fra 20 til 55 &r indgives en engangsdosis selengar
svarende til 300 pg selen-77. Deltagerne opsamler i en periode pa 5 dage feces og urin,
og der tages i perioden 11 blodprever. Til kontrol for opsamling af feces og urin indgi-
ves henholdsvis PABA (para-amino-benzoic-acid) og plast-rer, der kan genfindes dels i
urin og dels i feeces som kontrol pA opsamlingen. Den absorberede mangde selen-77

bestemmes ved at sammenholde indtagelse af selen-77 med udskillelse gennem feces.

Retentionen (den tilbageholdte mengde) bestemmes som indgivet tracermangde minus
udskillelse via fieces og urin i forhold til den indgivne tracermzngde. Blodpreverne

anvendes til at beskrive pharmakodynamikken.
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Der opnis falgende karakteristika for absorption og retention af selengzren ifelge op-

findelsen:
Absorptionen er 89%. Retentionen er 74%.

2 ¢) In vivo dosis/respons ved langtidsindtagelse

En gruppe pa 49 personer indtog blindet 1 en sammenhangende periode pa 2 4r dagligt
en tablet med indhold af 0, 100, 200 eller 300 pg selen i form af selenger efter opfin-

10 delsen. Endvidere indtog deltagerne gennem foden den mengde af selen, som findes
naturligt i kosten (ca. 50 pg/dag). Efter 2 &rs forlab, hvor ligevaegt mellem optagelse og
udskillelse er opnéet, blev indhold af selen i helblod bestemt.

Folgende resultater blev opgjort:

15
Indtag pr. dag | Antal deltagere | Middelverdi af Optagelse  af | Stigning i for-
(ug) selen 1 helblod | selen pr. ug hold til
(ng/ (ng/l/pg) placebo (%)
0 17 95,6 - 0
100 11 177,2 0,816 85
200 8 307,6 1,06 222
300 13 440,8 1,15 361

P4 grundlag af ovenstiende udfald kunne en lineer sammenh&ng mellem indtaget do-

sis af selenger og indhold af selen i helblod fastslds og udtrykkes pa folgende méde:

20 Selen i helblod (ug/) = 1,12 x indtag (ng/dag) + 38
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Den fundne respons pd selengar ifelge opfindelsen overglr, hvad der tidligere er be-
skrevet for garselen. (Schrauzer, G.N., Selenium in human nutrition, Bioinorganic

Chemistry, 8:303-318 (1978)).

2 d) Maling af bivirkninger ved langtidsindtagelse

Selenger ifelge opfindelsen i doser pa 100, 200 eller 300 pg eller placebo blev i en pe-
riode pa 1 - 2% &r givet til 806 personer i 4 ligeligt fordelte grupper. Perioden omfatter
ca. 1400 personar. I denne periode blev der undersegt for tolerance og bivirkninger hos
samtlige personer. 2,6% (21 af de 806 personer) rapporterede bivirkninger. For rando-
miseringen blev brudt, blev bivirkningerne kategoriseret som enten milde (17 perso-

ner), moderate (4 personer) eller alvorlige (0 personer).

Efter brydning af randomiseringen viste bivirkningeme sig at fordele sig tilfeldigt pa
grupperne, idet 8 relaterede sig til placebo, 8 til 200 pg Se og 6 til 300 ug Se. Det kon-
kluderedes, at bivirkningerne var insignifikante og ikke relaterede sig til selenger ifl-

ge opfindelsen.

EKSEMPEL 3

Tablet:

Fremstilling af tablet indeholdende selengzr ifelge opfindelsen sker ved anvendelse af

folgende ingredienser:
Selenger efter opfindelsen

Tablethjzlpestoffer: mikrokrystallinsk cellulose
siliciumdioxid
magnesiumsalte af fedtsyrer

Flydemiddel: dicalciumphosphat
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Overfladebehandlingsmiddel: ~ hydroxypropylmethylcellulose
talkum

Farvestof: titandioxid

Ingredienserne blandes p4 sadvanlig made og presses til tabletter, siledes at hver tablet

indeholder 100 pg selen hidrerende fra selenger.
EKSEMPEL 4
Speciering af selenger

En selengar dyrket p4 traditionel made ved brug af melasse samt 2 batch selengar
ifolge opfindelsen blev undersegt for indhold af forskellige forbindelser af selen. Pro-
verne blev i oxygenfrie omgivelser underkastet syrehydrolyse med thioglycolsyre som
stabilisator. Indhold af seleno-methionin og natriumselenit blev herefter bestemt ved

HPLC mod laboratoriereferencer.

Selengzr dyrket p4 melasse havde et indhold pa 49% selenomethionin af den ekstra-
herbare og HPLC-tilgzengelige del, medens selenger ifelge opfindelsen ved to uathan-
gige produktions-batch viste et indhold pa henholdsvis 72,8 og 72,9% selenomethionin
af den ekstraherbare og HPLC-tilgaengelige del.

Den ekstraherbare del af totalselen findes som 95 - 101%. Heraf kan ca. 80% underse-
ges ved brug af HPLC. Den mindste sande mengde af L-selenomethionin af totalselen
er siledes 72,8 % x 95.% x 80% = 55,3% Den hgjeste mulige sande mangde er ca.
90%. Den malte mengde af natriumselenit er mindre end 1%. Til bestemmelse af spe-
cier af selen kan anvendes fremgangsmade beskrevet af Erik H. Larsen m.fl. (Larsen,
E.H. m.fl., J. Anal. At. Spectrom., 16, 1403-1408, 2000).

Der lagges i eksemplet vagt pd reproducerbarheden snarere end den endelige sande

mangde.
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EKSEMPEL 5

In vivo absorption af selengzr og uorganisk selen

P4 samme méade som i anvendelseseksempel 2 b blev der indgivet enten selenger ifelge
opfindelsen eller uorganisk selen-77 til de samme 12 forsegspersoner. Human absorp-
tion af de to kilder til selen var henholdsvis 89% for selengar ifelge opfindelsen og

23% for uorganisk selen.
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PATENTKRAYV

1. Fremgangsmide til fremstilling af et selengzrprodukt til brug i fedevarer,
kosttilskud eller legemidler, hvorved geren dyrkes p4 et minimalmedium under aerobe
forhold, kendetegnet ved, trinene:

a) dyrkning af geeren, hvilket omfatter

i) at neringsstoffer tilledes geren under dyrkningen i et omfang, som

svarer til omsztningen af disse nzringsstoffer 1 geeren;

if) at glucose og/eller maltose er eneste kilder til carbon 1 tillsbsmediet;

iii) at koncentrationen af ethanol under dyrkningen ikke overstiger 1%,

foretrukket 0,5%, og mest foretrukket 0,2%;

iv) at pH under dyrkningen opretholdes metlem 4,0 - 6,0, foretrukket mel-
lem 4,4 - 5,7, mest foretrukket mellem 4,7 - 5,4, sdsom 5,0; og

V) at tillebsmediet iblandes et vandopleseligt salt af selen i en mangde

svarende til mellem 1.000 og 1.500 ppm selen, beregnet pa terstof i

geren,

b) isolering af geeren opndet fra trin (a).

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet ved, at isoleringen omfatter hest
ved centrifugering.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet ved, yderligere at omfatte trinene:
c) vask af geercellerne fra trin (b),

d) varmebehandling af geercellerne fra trin (c), og
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e) eventuel terring af produktet fra trin (d).
4. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 1-3, kendetegnet ved,

at minimalmediet er sammensat af rivarer af farmaceutisk kvalitet.

5. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-4, kendetegnet ved,
at geren omfatter en art tilherende slaegten Saccharomycetaceae, fortrinsvis Sac-

charomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii sequela og/eller Saccharomyces toru-

la.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, kendetegnet ved, at geren er Saccharomyces

cerevisiae.

7. Selengarprodukt til brug i fedevarer, kosttilskud eller legemidler, kendeteg-

net ved,

a) et indhold af organiske selenforbindelser svarende til mellem 1.000 og 1.600
ppm selen, fortrinsvis mellem 1.100 ppm og 1.500 ppm selen, mest fortrinsvis
mellem 1.200 ppm og 1.400 ppm selen,

b) at indholdet af L-selenomethionin konstant udger mindst 55% af det samlede

indhold af selen, at indholdet af selen i uorganiske selenforbindelser udger
hejst 1% af det samlede indhold af selen,

c) at selengarproduktet er opnaeligt ved dyrkning af en gerkultur og isolering af
geren opnaet ved dyrkningen, hvilken dyrkning omfatter

1) at nzringsstoffer tilledes gaeren under dyrkningen i et omfang, som

svarer til omsztningen af disse n@ringsstoffer i gaeren,

i) at glucose og/eller maltose er eneste kilder til carbon i tillebsmediet;
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i1} at koncentrationen af ethanol under dyrkningen ikke overstiger 1%,

foretrukket 0,5%, og mest foretrukket 0,2%;

iv) at pH under dyrkningen opretholdes mellem 4,0 - 6,0, foretrukket mel-
lem 4,4 - 5,7, mest foretrukket mellem 4,7 - 5,4, sdsom 5,0; og

V) at tillebsmediet iblandes et vandopleseligt salt af selen i en mangde
svarende til mellem 1.000 og 1.500 ppm selen, beregnet pi terstof i

gaTen.

. Anvendelse af selengzrproduktet ifelge krav 7, til fremstilling af en fedevare.

Anvendelse af selengzrproduktet ifelge krav 7, til fremstilling af et kosttil-

Anvendelse af selengarproduktet ifelge krav 7, til fremstilling af et legemid-



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

