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Voros és sziirke elemi szelén nanogéombok és technolégia eléallitasukra

A talalmény targya eljaras elemi szelén nanogdmbok elballitasara, ahol a nanogémbok
meéretének eloszlasa az atlagos méret 5-20%-os szorasa, oly modon, hogy az eljarast
Bifidobacterium, Lactobacillus nemzettséghez tartozo mikroorganizmussal, vagy
Streptococcus thermophilus mikroorganizmussal végezziik. El6nyosen a mikroorganizmus
a Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum,
Streptococcus ~ thermophilus,  Lactobacillus  casei,  Lactobacillus  rhamnosus,

Bifidobacterium longum fajokat tartalmazo csoportbél van kivdlasztva.

A jellemz6 abra a 2. kép.

TRs ALl DNecd L



P v TR
YGT00URO 2007 -07- 1 6

I L4 ' ) 1 ‘
g(..)ZZEgETELI - - ELSOBBSEGI PELDANY
ELD ’

Voros és sziirke elemi szelén nanogombak és technolégia elallitasukra

A modern anyagtudomany igényli a nagytisztasagy, homogén szemcseméret-eloszlasn, 50-
500 nanométer mérettartomanyu fémek eldallitasat. Az egységes méret és forma, a gémb alak
kiilénlegesen elény6s a mikroelektronikai- és a gyogyszeripari technologiak szamara.

Ezek kozott jelentds szerepet Jatszik az elemi szelén, amelynek t5bb allotrop moédosulata is
ismert: a voros szinli amorf és kristélyos szelén, valamint a fémes sziirke szelén. A sziirke
szelén elektromos vezetése megyvilagitas hatasira ezerszeresére né, igy pl. a fényérzékelo
detektorok, fénymasolok anyagaként széleskorben alkalmazzak.

Hatrényos, hogy a kémiai uton eldallitott fémszemcsék szabalytalan alakuak, kristalyaik
rendszerint élekkel hatéroltak, a szemcsék mérete széles tartomanyban valtozik.

Baktériumok elemi szelént eldallité képességét eddeig csak anaerob, geolégiai és kérnyezeti
mintdkban mutattak ki.

Szulfatredukéalé baktériumok altal végzett szelenit fém szelénig torténd redukcidjardl elészor
1990-es években jelentek meg kdzlemények. (Tomei, F.A., Barton, L.L., Lemanski, C.L.,
Zocco, T.G., Fink, N.H,, Sillerud, L.O., 1995. Transformation of selenate and selenite to
elemental selenium by Desulfovibrio desulfuricans. J. Ind. Microbiol. 14, 329-336.) A
vizsgélt baktériumok ipari felhasznalasanak lehetségét nem vizsgaltak, a jelenség ipari
alkalmazasanak lehetésége fel sem meriilt.

1999-ben J. Kessi és munkatarsai (J. KESSI, M. RAMUZ, E. WEHRLI, M. SPYCHER, AND
R. BACHOFEN (1999) Reduction of Selenite and Detoxification of Elemental Selenium by
the Phototrophic Bacterium Rhodospirillum rubrum APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY, Nov. 1999, Vol. 65, No. 11. p. 4734-4740) a kisérleteikben
Rhodospirillum rubrum nevi, anaerob, fototrof bibor nemkén baktériumot hasznaltak, amely
a természetben éllovizekben és mocsarakban fordul elé és a levegd elemi nitrogénjének
megkotésére is képes. CO2-t, H2-t és NH3-t hasznosit anaerob koriilmények kozott, mig a
szulfatot kénforrasként hasznélja. A kisérletekben alkalmazott tapkozeg 40-120 mg/l-es
koncentrécidban tartalmazott szelént natrium-szelenit formajaban. A redukciés folyamat
anaerob koriilmények kozstt 60-80 orat vett igénybe. A folyamatban narancsvérds szini
amorf szelén képzodott. Hatranyos, hogy a képzédott szelén gombok mérete a

koriilményektdl fiiggden széles tartomanyban, 50-200 nm kézott valtozott egyetlen mintan

beliil is.
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R.S. Oremland és munkatérsaj 2003-ban 3 anaerob baktérium (Sulfurospirillum barnesii,
Bacillus selenitireducens és a Selenihalanaerobacter shrifti) elemi szelént eldallitd képességét
vizsgéltak (Ronald S. Oremland, Mitchell J. Herbel, Jodi Switzer Blum, Sean Langley, Terry
J. Beveridge, Pulickel M. Ajayan, Thomas Sutto, Amanda V. Ellis, Seamus Curran (2003)
Structural and Spectral Features of Selenium Nanospheres Produced by Se-Respiring Bacteria
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Vol. 70, No. 1 Jan. 2004, p. 52—
60.). A kisérletekben tanulmanyzott baktériumok anaerob, vizi kémyezetben eléforduld
szervezetek voltak. Megillapitotték, hogy a vizsgdlt fajok vords szinti, S8 illetve S6
molekulaképlettel jellemezhetd szelénformék voltak. A médszer hatranya, hogy csak a vérss
modosulat eléallitasara alkalmas és az alkalmazott szervezetek ipari alkalmazasara még nincs
kialakult gyakorlat és tapasztalat.

G. Sarret és munkatarsai 2004-ben egy talajbaktérium, a Ralstonia metallidurans baktérium
szelén eldallitasat értékelték (Ge'raldine Sarret, Laure Avoscan, Marie Carrie're, Richard
Collins, Nicolas Geoffroy, Francine Carrot, Jacques Cove's, Barbara Gouget (2004) Chemical
Forms of Selenium in the Metal-Resistant Bacterium Ralstonia metallidurans CH34 Exposed
to Selenite and Selenate APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Vol. 71,
No. 5 May 2005, p. 2331-2337)). Megillapitjak, hogy a fém szelén eléallitasahoz 100-120
Oréra volt sziikség a 160 mg/l szelént natrium-szelenit forméjaban tartalmazé tapkozegben,
amely jelentds idStartam.

Klonowska és munkatérsai a Shewanella baktérium szelenit redukalo képességérdl mar 2005-
ben beszamoltak (Klonowska, A., Heulin, T., Vermeglio, A., 2005. Selenite and tellurite
reduction by Shewanella oneidensis. Appl. Environ. Microbiol. 71, 5607-5609.). A
Shewanella, szdmos hasonld mikroorganizmusté| eltéréen, nem oxigén és tdpanyagok
segitségével tartja fenn magat, hanem fémeket bont le, s szabad elektronokat valaszt ki
melléktermékként. A baktérium foldben, vizben egyarant megél, s tébbféle anyagbol is képes
kivalasztani a szamara energiat biztosit6 anyagokat. A baktérium alkalmazasanak hatranya,
hogy ipari felhasznalasanak nincs kialakult gyakorlata, s szaporodédsa sokkal lassabb az
€lelmiszeripar fermentaciés eljarasaiban alkalmazott torzsekénél.

Lee és munkatérsai a 2007-ben megjelend kozleményiikben a hémérséklet és az oldott oxigén
hatdsat vizsgaltak a Shewanella Sp. strain HN-41 baktérium szelénel8allits mechanizmuséra
(Ji-Hoon Lee, Jaehong Han, Heechul Choi, Hor-Gil Hur (2007) Effects of temperature and
dissolved oxygen on Se(IV) removal and Se(0) precipitation by Shewanella sp. HN-41
Chemosphere, doi:10.l016/j.chemosphere.2007.02.062 In press). A baktérium altal eldallitott
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vords szelén gombok 150-200 nm méretiiek voltak és a méret nem volt szabalyozhaté az
oxigénellatottsaggal.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a korabbi munkak valamennyien talajban, vizben vagy
geologiai mintakban eléfordulé anaerob baktériumok fém szelén elballité képességét
vizsgaltak. Nem tekintették célnak a fém szelén eldallitasat €s az ipari el6dllitas kidolgozasat.
A cikkekben ismertetett torzseket ipari termelésre nem alkalmazzak, bevezetésiik szamos
nehézségbe litkdzne, mivel a patogén mikroorganizmusok kezelése kiilonleges koriilményeket
és engedélyeket igényel.

Az eldallitott szelén minden esetben vorss szelén volt a sziirke mddosulat elballitdsa nem
szerepel a szakirodalomban. Az elemi szelén el6allitasa minden esetben 80-200 6rat igényelt,
altaldban a tapkézeg 100-200 mg/l-es koncentracidban tartalmazott szelént natrium-szelenit
formajaban.

A taldlmany kidolgozasanal a kitiizott feladat az volt, hogy szelén nanogémbiket allitsunk
el6, melyek a szelén megfelels allotrép moédosulatat (voros vagy sziirke) nagytisztasagu
formaban tartalmazzak. A feladatot az élelmiszeriparban, a joghurtok eléallitisahoz is
haszndlt probiotikus hatasi  baktériumok (Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus
acidophillus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus  thermophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium longum) segitségével kidolgozott fermentacids
technolégidval oldottuk meg oly médon, hogy a tapoldathoz 1-100 mg/l-es koncentraciéban
szelént adtunk célszertien natrium-szelenit formaban. A baktériumok szdméra az 1-2 mg/l-nél
nagyobb szelenit koncentracio meéregtelenitési folyamatot indit el, melyben a baktérium a
szelenitet redukalja és a szelént elemi formaban a sejten belil kivalasztjia. Az igy létrehozott
elemi szelén nagy tisztasagu, gémb alaku, méretét és kristalyformajat pedig a baktériumfaj
hatdrozza meg.

A kitiizétt feladatot, a voros és sziirke elemi szelén nanogémbdok elballitasat fermentacios
eljarassal oldottuk meg.

A taldlmany azon a felismerésen alapszik, hogy tejsavbaktériumok ( Pl. Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus thamnosus, Bifidobacterium longum ) az 1 mg/l-nél
nagyobb koncentraciéban szelént szelenitként tartalmazé, célszerien agar nélkiili
lactobacillus tapleves (MRS, De Man, Rogosa és Sharpe szerint) tapkozegben a szelenitet
elemi szelénné redukaljak és a sejten beliil taroljak. Tapleves helyett tapoldatként akar tej is
alkalmazhat6. A 200 mg/] feletti szelént szelenitként tartalmazo tapkozegben a baktériumok

szaporodasa gatolt.



Taldlmanyunk lehetévé teszi ¢lelmiszeriparban alkalmazott mikroorganizmusok segitségével
torténd nagytisztasagn voros és sziirke elemi szelén eldallitisat. A nanoméreti (50-500 nm) és
gomb formaji szemcsék mérete és kristalyforméja a vélasztott mikroorganizmusra Jellemzo
¢s az altal meghatdrozott. Ez a genetikai meghatdrozas jol reprodukélhaté gyartast és
kiilonleges tulajdonsagti anyagot eredményez, amely az ipar és a kutatds szamos teriiletén
alkalmazhato.

Az eljarashoz példaul az aldbbi deponalt térzsek hasznalhatok:

Bifidobacterium bifidum NCAIM B 02021
Bifidobacterium longum ATCC 15707
Bifidobacterium infantis ATCC 15697
Lactobacillus acidophilus NCAIM B 02085
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NCAIM B 02206
Lactobacillus casei NCAIM B 1147
Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Streptococcus thermophilus CNCM I-1670

Az NCAIM szam a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytlijteményében
letétbe helyezett, a CNCM sz4m az Institut Pasteur ( Parizs) letétbe helyezett torzset jelol.

Az igy létrehozott elemi szelén gémb alaku, méretét és kristalyformajat pedig a baktériumfaj
hatérozza meg. A folyamathoz nincs szitkség levegd kizarasara, sem leveg bevezetésére.
A nanoméretii (50-500 nm) és g6mb formaju szemcsék mérete és kristalyformaja a valasztott
mikroorganizmusra jellemzé és az altal meghatérozott.

A technolégia egyszeriisége, gyorsasaga €s az alkalmazott térzsek veszélytelensége jelentds
elérelépést jelent a szelén nanogolydk eldallitasdban. Mas technolégiaval, kémiai reakciok
eredményeként eldallitott elemi szelén nanorészecskék alakjanak és méretének egynemiisége,
mindsége nem kozeliti meg a tejsavbaktériumokat alkalmazé fermentéacios technoldgiaval
eldallitott anyag jellemz6it.

A taladlményunk tirgya voros és sziirke elemi szelén 50-500 nm meéretii nanogombok,
melyeknél a nanogémbok méretének eloszlisa az atlagos méret 5-20%-os szorasaval
jellemezhetd.

Talalméanyunk tovabbi targya vérss és sziirke elemi szelén 50-500 nm méretli nanogombok,
ahol a nanogdmbok méretének eloszlasa az atlagos méret 5-20%-o0s szérasaval jellemezhetd,

amelyek mikrobiolégiai eljarassal késziiltek.



A taldlmanyunk szerinti eljaris 50-500 nm méretii elemi szelén nanogdmbok elodallitasara
szolgal, ahol a nanogémbok méretének eloszlisa az atlagos méret 5-20%-0s szorasa, ugy
hogy az eljarast Bifidobacterium, Lactobacillus nemzettséghez tartozé mikroorganizmussal,
vagy Streptococcus thermophilus mikroorganizmussal végezziik.

A mikroorganizmus a Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium
bifidum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium longum fajokat tartalmazé csoportbodl lehet célszertien kivalasztva.

A Bifidobacterium, nemzettséghez tartozé mikroorganizmussal 400-500 nm méretii
nanogolydkat tartalmazé sziirke szelént allithatunk eld.

Elény6sen a Bifidobacterium bifidum vagy Bifidobacterium longum fajhoz tartozo
mikroorganizmussal 400-500 nm méretii nanogolyokat tartalmazé sziirke szelént allitunk elé.
A Lactobacillus nemzettséghez  tartozé mikroorganizmussal 100-300 nm méretii
nanogolyokat tartalmazé vords szelént allithatunk eld.

Célszertien a Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus fajhoz tartozé mikroorganizmussal 100-300 nm méreti
nanogolyokat tartalmazé vords szelént allitunk el§.

A talalmanyunk szerinti tovébbi elényds megoldéssal Streptococcus thermophilus fajhoz
tartozé mikroorganizmussal 50-100 nm méretii nanogolyokat tartalmazé vords szelént allitunk
elo.

Az eljarast szén és/vagy nitrogénforrasokat, szervetlen ionokat és szilkség szerint mas szerves
anyagokat tartalmaz6 tapoldattal végezziik.

A tapoldat szelenit-sot tartalmaz, elénydsen 5-100 mg/l-es koncentracidban, natrium-szelenit
formaban.

A fermentacid ideje célszertien 4-24 6ra kozotti.

A fermentaciobol a szelént a mikroorganizmusok enzimes tton vald emésztésével nyerhet;jiik
ki.

Egy tovabbi el6nyds megoldas szerint a fermentaciébél a szelént szerves vagy szervetlen
savas vagy ligos kezeléssel nyerijiik ki.

A fermentaciobol a szelént fizikai eljarassal, elénydsen fagyasztassal, szaritassal, ozmdzissal

is kinyerhetjiik.

Ezutan a kinyerést a kapott szuszpenzi6 vizes mosasaval, iilepitésével vagy centrifugalassal
végezhetjiik.

A keletkezett v6ros szelént hokezeléssel sziirke médosulatu szelénné is alakithatjuk.



A taldlmdny szerinti eljaras fébb lépései a kovetkezok:
1. Tdpkozeg dsszeillitasa és beoltdsa:

A mikroorganizmus tenyésztésére alkalmazott tenyésztaptalaj szénforrast, nitrogénforrast,
szervetlen ionokat és sziikség szerint mas szerves anyagokat tartalmazhat. Az alkalmazhat6
szénforrasokra példaul szolgélhatnak a cukrok, mint példaul gliikoz, laktdz, galaktdz, fruktdz
¢és keményitShidrolizatum; alkoholok, mint példaul glicerin és szorbitol; szerves savak, mint
példaul fumarsav, citromsav és borostyankdsav.

Az alkalmazhaté nitrogénforrasokra példaul szolgalhatnak szervetlen ammoniumsok, mint
példaul ammonium-szulfat, ammoénium-klorid és ammoOnium-foszfat; kukoricalekvar,
elesztékivonat, pepton, huskivonat, kazein, tripcasin, széjabab-hidrolizatum,; ammoniagaz és
vizes ammoniaoldat. Az alkalmazhaté szerves mikrotapanyag-forrés elénydsen megfeleld
mennyiséget tartalmaz a kivant anyagbdl, mint példaul B1-vitamin vagy L-izoleucin, vagy
€lesztdkivonatot alkalmazunk. Tovabba kélium-foszfatot, magnézium-szulfatot, vasionokat és
manganionokat is adagolhatunk. A taptalaj puffert és habzasgatlot is tartalmazhat.

A tenyésztést anaerob médon végezziik 4-8 6ran keresztiil.

A fermentéci6 ismert modokon végezhetd, igy példaul lehet feliileti vagy alameriilt kultiras.
Az inkubalasi hémérséklet célszertien 35-45 °C kozott lehet az alkalmazott toérzstél fuggben.
A pH-t 5 és 8 koz¢é allitjuk be a tenyésztés idGtartamara. A pH beallitasara szervetlen vagy
szerves sav vagy bazikus anyag, tovabba ammoniagéz alkalmazhatd.

Egy célszerii kiviteli forma szerint a sterilizalt agar nélkiili tapleves (MRS vagy M17,
Scharlau Gmbh, Hamburg) sterilizalt oldatdhoz hozzaadjuk a megfeleld szelénkoncentracio
biztositasdhoz sziikséges natrium-szelenitet steril oldatban.

2. Fermentacié: A taplevest a tejsavbaktériumok hémérsékleti optimuman 37 °C-on
illetve S. thermophilus esetén 42 °C-on inkubaéljuk 24 éran keresztiil

3. A szelén Kkinyerése és tisztitisa: A szelén tapkozekbol torténé kinyeréséhez a
baktériumokat enzimes titon emésztjitk, vagy kémiai (sosav vagy natrium-hidroxid, illetve
fizikai modszerrel (fagyasztas, szaritas vagy ozmozis) elpusztitjuk, hogy a sejtek tartalma
hozzaférhet6 legyen. Ezutan vizes mosassal, lilepitéssel vagy centrifugalassal a fém szelén
tisztan kinyerheté. Az 1M-os savval, majd ionmentesitett vizzel mosott elemi szelén por vagy
vizes szuszpenzi6 formajaban is forgalomba hozhato.

A technoldgia megvaldsithaté folyamatos iizemii ferment4lé berendezésben is.
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A talilmdnyunk szerinti megoldas elényds tulajdonsagai a kivetkezék.

Az alkalmazott technolégia révid idén (4-24 Oran) beliil formaban és méretben homogén
szelén nanogolyok eldallitasat tesz lehet6vé.

Ipari cély, €lelmiszeripari baktériumokat alkalmazé fermentaciés uton kordbban nem
allitottak elé fémeket. Az igy eléallitott szelén homogeén szemcseméret eloszlasa és szemcsék
szabdlyos formaja miatt kiilénlegesen j6 alapanyag nanorétegek kialakitasara.

A kiill6nbdzd méretti és kristalyformaju szeléngolyok, illetve a beldliik eldallitott
szuszpenzidk szine kiilonbdz6, a szemcsemeret €s a kristalyforma altal meghatarozott.

A talilminy alkalmazasinak lehetéségei.

A technologia egy gyartasi eljaras, amelynek eredményeként értékes, kiilonleges tulajdonsagu
szelén golyokat tartalmazo szuszpenzid illetve por jon létre.

Az igy eldallitott anyag az orvosi kutatdsban, mint potenciélis daganatellenes szer, a
mikroelektronikaban mint specialis félvezets talalhat piacot.

Az alkalmazott technolégia viszonylagos egyszeriisége jelentds arcsokkentést tesz lehetdvé s

ez tovabb szélesitheti az anyag felhasznal4sanak teriileteit.

A taldlmanyt az alabbi példakban részletezziik, anélkiil, hogy oltalmi igényiinket arra
korlatoznank.

1. példa

Sziirke kristalyos szelén eléallitdsa

Tapkozeg dsszeallitasa és beoltdsa:

Tapkozeg: MRS (DeMan, Rogosa and Sharpe, Scharlau Chemie, Barcelona, Spain, De Man,
J. C., Rogosa, M. and Sharpe, M. E. (1960). A medium for the cultivation of lactobacilli. J.
Appl Bacteriol. 23: 30-35.). 52g anyagot 1 liter vizben melegités kdzben oldva az alabbi

Osszetételi taplevest kapjuk:
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Peptone 10,0
Huskivonat 8,00
Eleszt8kivonat 4,00
D(+)-Glukéz 20,0
Natrium-acetat 5,00
Triammoénium-citrat 2,00
Dikalium-hidrogén-foszfat 2,00
Magnézium-szulfat (MgS0,4) | 0.20
Mangén- szulfat (MnSO,) 0.05
Poliszorbat 80 1 ml

H 6,2+0,2

A taplevest 121 °C-on 15 percen keresztiil sterilizaltuk.
A tapleveshez 1000 mg/l-es oldatbél natrium-szelenitet adtunk, olyan mennyiségben, hogy a
tapkozeg szelénre nézve 20 mg/l koncentraci6ji legyen, azaz 980 ml tapleveshez 20 ml

1000 mg/l-es natrium-szelenit oldatotot adtunk.

Beoltas:

Az igy elkészitett és keveréssel homogenizalt oldatot beoltottuk 30 m]
aktivalt Bifidobacterium bifidum NCAIM B 02021 torzzsel. Az aktivalashoz hairomszor
aktivalt, eredetileg  liofilizalt formaban levé, a Budapesti Corvinus Egyetem,
Elelmiszertudoma’myi Kar Mezbgazdasagi és Ipari  Mikroorganizmusok Nemzeti
Gytijteményébil (BUDAPEST, Somléi at 14-16 1118) szarmazé torzset hasznaltunk. Az

aktivalas utan az oldat abszorbanciaja 1,5+0,1 650 nm-es hullamhosszon.

Fermentici6:

37 °C-on razas nélkiil, sterilen lezart edényben inkubaltuk 24 6ran keresztiil

A folyamat végére sziirke szinii szuszpenzi6t kaptunk, amely az 1 4bran bekeretezve talalhaté
meg.

A szuszpenziéban talalhaté baktériumok egy reészét lizozim enzimmel elemésztve a sejtek
kozotti térbe kijuté fém szelén nanogolydk pasztazo elektronmikroszképpal megfigyelhetok
€s vizsgalhatok, ahogy ezt a 2. 4bra mutatja.

A képen lathaté 500 nm méretl, erésen vilagité golyok az elemi szelén szemcsék. Az egyes
golyok mérete kozott nincs Jelentds kiilonbség, a 3. abran lathatéan.

A szemcsék 6sszetételének meghatarozasahoz rontgenfluoreszcencia analizist hasznélva a 4.

abran abrazolt spektrumot kapjuk.
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A szemcse rontgenfluoreszcens spektruma bizonyitja, hogy a szemcse elemi szelén. Az arany
a mintira a mintaelékészités soran raparologtatott rétegb6l, a szén, nitrogén és oxigén a
korillevd szerves matrixbél, a natrium és a szilicium jele pedig a mintatarté tivegbél
szarmazik.

A szelén kinyerése és tisztitisa:

A 24-6ras inkubalds utan a mintat centrifugaltuk 4500 g-n, 10 °C-on 20 percig. A feliiluszot
ledntéttiik, a sejttdmeget haromszor mostuk 50 mM Tris-HCI 7,5 pH-ju pufferrel. A mosott
sejttbmeg szarazanyag tomege 1,3+0,3 g. Ehhez a nedves mintdhoz 500 ul 0,5 mg/ml
koncentracioji lizozim enzimet adtunk, ami 10 mM Tris-HCI pH=8 pufferben feloldva.
12 6ran keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk.

A lizozimmal emésztett mintat inkubalas utan centrifugaltuk 4500 g-n, 20 percig 10 °C-on,
haromszor mostuk ionmentesitett vizzel. Ezutdn 40 °C-on megsziritva sziirke szinii port
kaptunk, melynek rontgendiffrakcids elemzése igazolta, hogy a szelén hexagonalis, sziirke

modosulatat tartalmazza.

2. példa

Sziirke szelén eléallitasa amorf voros szelén koztiterméken keresztiil
Tapkozeg Gsszedllitasa és beoltasa:

Tapkozeg: MRS
A taplevest 121 °C-on 15 perc alatt sterilizaltuk, majd a tapleveshez 1000 mg/l-es oldatbél
natrium-szelenitet adtunk, olyan mennyiségben, hogy az oldat szelénre nézve 20 mg/l

koncentracidju legyen, azaz 980 ml tapleveshez 20 ml 1000 mg/l-es natrium-szelenit oldatot
adtunk.

Beoltas:

Az igy elkészitett és keveréssel homogenizalt oldatot beoltottuk 30 ml, aktivalt Lactobacillus
acidophilus NCAIM B 02085 torzzsel. Az aktivalashoz haromszor aktivalt, eredetileg
liofilizalt forméaban levé, a Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomz’myi Kar
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményébsl (BUDAPEST Somloéi
Ut 14-16 1118) szarmazé t6rzset hasznaltunk. Az aktivalas utin az oldat abszorbancigja
1,5+0,1 650 nm-es hullamhosszon.
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Fermentacio: 37 °C-on inkubalva 24 6ran keresztiil

A folyamat végére egy vorss szini szuszpenzi6t kaptunk. Az eldallitott szeléngoly6k mérete
200 + 20 nm. A szuszpenzié 1000 ml-éhez 100 ml cc. HCl-ot adtunk és visszafolyohiitd
segitségével 30 percig forraltuk. A lehiilt elegy 100 ml-es részleteit centifugaltuk 4500 g-n, 10
°C-on 20 percig. A feliilusz6t ledntve a sejttémeget haromszor mostuk ionmentesitett vizzel.
Ezutdn 40 °C-on megszaritva vorés szini port kaptunk, melynek rontgendiffrakcios elemzése
igazolta, hogy a szelén vérds amorf modosulatat tartalmazza. A megszaritott mintat 1 6ran at

105 °C-on tartva a vorss modosulat atalakult a sziirke moédosulatta.

3. példa
Monoklin virss szelén eléallitisa
Tapkozeg dsszesllitisa és beoltasa:

Tapkozeg: M17 szelektiv tapleves (Shankar, P. A. and Davies, F. L. (1977). A note on the
suppression of Lactobacillus bulgaricus in media containing glycerophosphate and application
of the media to selective isolation of Streptococcus thermophilus from yoghurt. J. Soc. Dairy

Technol. 30 (1): 28.) Streprococcus thermophilus-hoz. 37 g por 1 liter vizben térténé

feloldasaval a kovetkezd sszetételt kaptuk:

Tripton 2,50
Huspepton 2,50
Széjapepton 5,00
Elesztékivonat 2,50
Huskivonat 5,00
Natrium-glicerofoszfat | 19,0
Magnézium-szulfat (MgS0,) | 0.25
Aszkorbinsav 0.50
H 6.5

A tapleveshez 121 °C-on 15 perc alatt sterilizaltuk.
A tapleveshez 1000 mg/l-es oldatbél natrium-szelenitet adtunk, olyan mennyiségben, hogy az

oldat szelénre nézve 20 mg/l koncentracidjii legyen, azaz 980 ml tapleveshez 20 ml

1000 mg/l-es natrium-szelenit oldatot adtunk.
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Beoltas Az igy elkészitett és keveréssel homogenizalt oldatot beoltottuk 30 ml, aktivalt
Streptococcus thermophilus torzzsel. Az aktivalishoz haromszor aktivalt, eredetileg liofilizalt
formaban hozzaférhets, a Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomé.nyi Kar
Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytjteményébdl (BUDAPEST Somléi

ut 14-16 1118) szarmazé térzset hasznaltunk. Az aktivalas utin az oldat abszorbanciaja
1,5£0,1 650 nm-es hullamhosszon.

Fermentacié: 42 °C-on inkubélva 24 oran keresztiil

A folyamat végére vorss szinii szuszpenziot kaptunk.

A szuszpenzié 1000 ml-éhez 100 ml 1M-os NaOH oldatot adtunk és visszafoly6 hiité
segitségével 30 percig forraltuk. A lehiilt elegy 100 ml-es részleteit centrifugéltuk 4500 g-n,
10°C-on 20 percig. A feliiluszot lesntve a sejttdmeget haromszor mostuk ionmentesitett
vizzel. Ezutan 40 °C-on megszaritva vords szinl port kaptunk, melynek kristdlyformajat a
rontgendiffrakcios elemzés igazolta. Az eléallitott szeléngolyok meérete 100 nm, az elemi
szelén v6rés monoklin allotrép moédosulata keletkezett.

Az 1-3 példa soran eldallitott anyagok kristalyformajuk kiilonboz6sége miatt latvanyosan
eltérnek egymastol.

Az 5. képen a Bifidobacterium bifidum NCAIM B 02021, a Lactobacillus acidophilus
NCAIM B 02085, a Lactobacillus casei NCAIM B 1 147 és a Streptococcus thermophilus
torzsek altal eldallitott szelén nanogolydk oldatat mutatjuk be:

Az eltérd szin az eltérd allotrép médosulatra utal.

A szelén kinyerése és tisztitdsa:

A szelén tapkozekbdl torténd kinyerése fiiggetlen lehet az alkalmazott térzstdl. A szelén
nanogolyok por illetve szuszpenzié formaban hozhaték forgalomba. Ehhez a fermentaci6 utan
kapott mintat 105 °C-on megszaritjuk, vagy a baktériumokat enzimes tton emésztjik, vagy
kémiai (sésav vagy natrium-hidroxid, illetve fizikai médszerrel (fagyasztés, széritas vagy
0zmozis) elpusztitjuk, hogy a sejtek tartalma hozzaférhet legyen. Ezutan (pH allitas-t
kovetd) vizes mosassal, tlepitéssel ¢s centrifugalassal a fém szelén tisztan kinyerhet$. Az
1M-os sésavval, majd ionmentesitett vizzel mosott elemi szelén por vagy vizes szuszpenzid
forméjaban tekinthet a technoldgia célszerii végtermékének. A vords szelén golydk
hékezeléssel 75 °C felett, célszeriien a 100-200 °C-os tartomanyban 1-2 éra alatt a sziirke

mddosulatts alakithatok.
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Szabadalmi igénypontok

. Vords ¢s sziirke elemi szelén 50-500 nm méretii nanogdmbok, azzal jellemezve, hogy
a nanogdbmbok méretének eloszlasa az 4tlagos méret 5-20%-0s szoérasaval

jellemezhetd.

Voros és sziirke elemi szelén 50-500 nm méretli nanogémbdk, ahol a nanogémbok
méretének eloszlasa az atlagos méret 5-20%-0s szoérasaval jellemezhetd, azzal

jellemezve, hogy mikrobioldgiai eljarassal késziiltek.

Eljaras 50-500 nm méretii elemi szelén nanogémbaok eléallitasara, ahol a nanogdémbok
méretének eloszlasa az atlagos méret 5-20%-o0s szérasa, azzal jellemezve, hogy az
eljarast Bifidobacterium, Lactobacillus nemzettséghez tartozéd mikroorganizmussal,

vagy Streptococcus thermophilus mikroorganizmussal végezziik.

A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a mikroorganizmus a
Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum,
Streptococcus  thermophilus,  Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,

Bifidobacterium longum fajokat tartalmazé csoportbdl van kivdlasztva,

A 3. ligénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy Bifidobacterium,
nemzettséghez  tartoz6  mikroorganizmussal 400-500 nm méretii nanogolydkat

tartalmazo sziirke szelént allitunk eld.

Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy Bifidobacterium bifidum vagy
Bifidobacterium longum fajhoz tartozé mikroorganizmussal 400-500 nm méretii

nanogolyokat tartalmazé sziirke szelént allitunk elé.

7. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy Lactobacillus nemzettséghez

tartoz6 mikroorganizmussal 100-300 nm méretdi nanogolydkat tartalmazé vérds

szelént allitunk elé.

. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus fajhoz
tartoz6 mikroorganizmussal 100-300 nm méretdi nanogolydkat tartalmazé vérds

szelént allitunk eld.
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9. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy Streptococcus thermophilus
fajhoz tartozé mikroorganizmussal 50-100 nm méretii nanogolyokat tartalmazé voros

szelént allitunk eld.

10. A 3.-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal Jellemezve, hogy az eljarast szén
€s/vagy nitrogénforrasokat, szervetlen ionokat és sziikség szerint mas szerves

anyagokat tartalmazo tapoldattal végezziik.

11. A 3-10. igénypontok barmelyike szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy a tapoldat 5-

100 mg/1-es koncentracidban szelént tartalmaz szelenit s6 formaban.

12. A 3-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a tapoldat 5-

100 mg/l-es koncentracioban szelént tartalmaz nétrium-szelenit formaban.

13. A 3.-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a fermentacié

ideje 4-24 6ra.

14.A 3.-13. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
fermentaciobol a szelént a mikroorganizmusok enzimes uton valdé emésztésével

nyerjiik ki.

15.A 3.-13. igénypontok barmelyike szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
fermentaciobél a szelént szerves vagy szervetlen savas vagy lugos kezeléssel nyerjiik

ki.

16. A 3.-13. igénypontok barmelyike szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
fermentaciobdl a szelént fizikai eljarassal, elénydsen fagyasztassal, szaritassal,

ozmdzissal nyerjiik ki.

17. A 14.-16. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kinyerést a

kapott szuszpenzi6 vizes mosasaval, tilepitésével vagy centrifugaldssal végezziik.

18. A 3.-17. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a keletkezett

voros szelént hokezeléssel sziirke médosulati szelénné alakitjuk.
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