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MICROORGANISMES NON PHOTOSYNTHETIQUES ENRICHIS EN 

SELENIUM ORGANIQUE 

A PARTIR DE COMPOSES SELENO-HYDROXYACIDES 

ET LEURS APPLICATIONS EN NUTRITION, COSMETIQUE ET 

5 PHARMACIE. 

L'invention se rapporte a l'enrichissement de microorganismes non 

photosynthetiques en selenium organique, notamment a l'aide de composes de 

10 type seleno-hydroxyacides, et plus particulierement a l'aide d'acide 2-hydroxy-4-

methylseleno-butanoi'que, sous forme (D, L), ou d'un enantiomere, d'un sel, d'un 

derive ester ou amide de ce compose, ainsi que l'utilisation des microorganismes 

ainsi enrichis en nutrition animale ou humaine, en cosmetique ou en pharmacie. 

Le selenium est un micro-nutriment essentiel pour 1'Homme et les 

15 mammiferes notamment (Wendel, A. ; Phosphorus, Sulfur Silicon Relat Elem. ; 

1992; 67, 1-4, 405-415). En particulier, il participe, sous la forme de L(+)-

selenocysteine ou de L(+)-sclenomethionine (Muller, S. et al. ; Arch. Microbiol., 

1997; 168; 421) a la biosynthese des selenoproteines telles que la Glutathion 

peroxydase, la Thioredoxine reductase et la Selenoproteine P. 

20 Chez 1'Homme, des deficiences en selenium ont ete reportees, notamment 

dans le cas de patients soumis a une alimentation par voie parenterale durant de 

longues periodes (Von Stockhausen, H.B. ; Biol. Trace Elem. Res. ; 1988; 15; 

147-155). Une complementation joumaliere de 200 jig en selenium est consideree 

comme sure et adequate pour un homme adulte de poids moyen (Schrauzer, G.N., 

25 J. Am. Col. Nutr. ; 2001; 20; 1- 14). 

Le selenium se trouve dans la nature, sous deux formes : organique et 

inorganique. 

Les composes inorganiques sont le plus souvent des sels tels que le 

selenite ou le selenate de sodium. Ces composes sont tres toxiques pour 1'homme 

30 et la plupart des animaux. 
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Les composes organiques (composes organoselenies) sont representes dans 

les organismes vivants notamment par les acides amines L(+)-selenomethionine, 

L(+)-methylselenocysteine et L(+)-selenocysteine. 

La L(+)-selenomethionine est la principale source de selenium organique 

5 chez 1'Homme et les animaux. Cependant, 1'Homme et les animaux sont 

autoxotrophes pour cet acide amine, qui ne peut etre obtenu qu'au travers de 

F alimentation. 

C'est done sous cette forme organique qu'idealement le selenium devrait 

etre incorpore dans les complements alimentaires visant a traiter ou prevenir une 

10 carence en selenium. 

II a pu etre ainsi demontre qu'une supplementation de 1'alimentation en 

L(+)-selenomethionine etait beaucoup moins toxique et presentait une meilleure 

biodisponibilite qu'un apport sous forme de selenite de sodium (Mony, MC et al.; 

J. of Trace Elem. Exp. Med. ; 2000; 13 ; 367-380). 

15 Actuellement, on ne connait pas d'autres voies metaboliques de captation 

du selenium par les organismes vivants que celles utilisant comme substrats le 

selenium inorganique, principalement sous la forme de selenite de sodium, et la 

selenomethionine. 

On peut trouver un apport convenable en selenium organique chez les 

20 vegetaux superieurs (ble, mais, soja notamment), chez lesquels plus de 80% du 

selenium est constitue par de la L(+)-selenomethionine (Schrauzer, G.N. ; 

J.Am.Coll. Nutrit. ; 2001; 20; 1; 1-4). Cependant la concentration en selenium 

de ces vegetaux n'est pas suffisante pour pouvoir realiser facilement, et a moindre 

cout, des additifs alimentaires. 

25 Une des voies explorees pour obtenir des compositions riches en selenium, 

consiste a enrichir certains microorganismes en selenium organique a partir de 

selenium inorganique. Ces microorganismes, une fois enrichis, peuvent servir de 

matiere premiere a la preparation de produits alimentaires ou cosmetiques. 

De nombreuses publications decrivent la preparation de levures enrichies 

30 en selenium, et plus particulierement la levure Saccharomyces cerevisiae (Oh 

Tae-Kwang et al., brevet KR950006950 du 26.06.1995) en vue de les utiliser en 

tant que telles ou de les incorporer dans des compositions alimentaires 
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(Moesgaard S. et al., brevet DK200200408 du 16.09.2003); ou encore d'obtenir 

des produits derives enrichis en selenium tels que du pain (Wang Boaquan, brevet 

CN 1817143 du 16.08.2006), du lait (Jeng Chang-Yi, brevet TW565432 du 

11.12.2003), des ceufs (Cui Li et al., brevet CN1302723C du 07.03.2007), du 

5 chocolat (In Gyeong Suk et al., brevet KR20040101145 du 08.11.2004) ou de la 

biere (Jakovleva L.G. et al., brevet RU2209237 du 27.07.2003) enrichis en 

selenium. Dans le domaine des aliments de sante, des preparations contenant des 

levures enrichies en selenium ont aussi ete proposees pour des femmes enceintes 

(Wang Weiyi, brevet CN1778199 du 31.05.2006), ou encore pour ameliorer le 

10 micro-environnement intestinal de patients hypoglycemiques (Li Tao Zhao, brevet 

CN1810161 du 02.08.2006). Dans le domaine dermocosmetique, des 

compositions contenant des levures enrichies en selenium ont ete developpees en 

vue de reduire la perte capillaire (Kasik Heinz, brevet DE19858670 du 

21.06.2000) ou en prevention du photo-vieillissement (Kawai Norihisa et al., 

15 brevet JP07300409 du 14.11.1995). Des preparations pharmaceutiques contenant 

des levures enrichies en selenium ont ete utilisees dans la prevention et le 

traitement de pathologies inflammatoires telles que les retinopathies liees au 

diabete (Crary Ely J., brevet US5639482 du 17.06.1997), ou des pathologies 

cardiovasculaires (Nagy P.L. et al.; brevet HUT060436 du 28.09.1992). 

20 Les bacteries et plus particulierement les bacteries probiotiques ont, elles 

aussi, fait l'objet d'enrichissement en selenium (Calomme M. et al., Biol. Trace 

Elem. Res.;1995; 47; 379-383). Lactobacillus acidophilus, mais aussi 

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus ferintoshensis, Lactobacillus 

buchneri/parabuchneri (Andreoni V. et al., brevet US0258964) ont ete decrits en 

25 tant que complements alimentaires enrichis en selenium. Une etude sur 

Lactobacillus casei ssp casei a cependant montre que le selenium etait incorpore 

majoritairement sous forme de selenocysteine (Calomme M. et al., Biological 

Trace Element Research 1995, 47, 379-383). Des melanges de probiotiques 

constitues de levures et de lactobacilles, en vue de renforcer le systeme 

30 immunitaire et la resistance aux maladies (Huang Kehe Qin, brevet CN1283171C 

du 08.11.2006) ont ete prepares. 
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Cependant, dans toutes ces preparations, les microorganismes enrichis en 

selenium sont prepares a partir de selenium inorganique uniquement. Ainsi, la 

source de selenium la plus souvent utilisee consiste en du selenite ou du selenate 

de sodium solubilise dans les milieux de culture des microorganismes. Les 

5 microorganismes ainsi enrichis, bien qu'ayant synthetise des quantites 

satisfaisantes de selenium organique assimilable par Forganismc humain, 

presentent souvent un taux residuel eleve en selenium inorganique non 

transforme, ce qui peut s'averer dangereux pour le consommateur. De plus, les 

bacteries, telles que celles du genre Lactobacillus, transforment majoritairement 

10 ce selenium inorganique en selenocysteine et non en selenomethionine. 

Dans une precedente demande publiee sous WO 2006/008190, le 

demandeur a decrit de nouveaux composes organiques de type seleno-

hydroxyacide pouvant servir de precurseurs a la synthese de L(+)-

selenomethionine chez 1'Homme et 1'animal. 

15 De maniere surprenante, le demandeur a constate que les composes 

organiques de type seleno-hydroxyacide decrits dans la demande 

WO 2006/008190), incorpores dans des milieux de culture, pouvaient etre utilises 

par differents microorganismes tels que des bacteries et des levures en vue de leur 

enrichissement en selenium organique. Les resultats obtenus ont revele que ces 

20 composes permettent d'enrichir tres efficacement les microorganismes non 

photosynthetiques en selenium organique, et plus particulierement en 

selenomethionine avec un rendement equivalent, voire superieur, a celui obtenu a 

l'aide des composes inorganiques habituellement utilises tel que le selenite de 

sodium. 

25 II est ainsi apparu que 1'enrichissement de microorganismes en 

selenomethionine a partir de composes organiques de type seleno-hydroxyacide 

permettait de produire des microorganismes contenant majoritairement la source 

de selenium la plus biodisponible pour 1'Homme et les animaux et pratiquement 

exempt de selenium inorganique. L'invention permet ainsi de resoudre les 

30 problemes de toxicite lies aux precedes de l'art anterieur en diminuant la teneur 

en selenium inorganique et de disposer de nouveaux microorganismes enrichis en 

selenomethionine. 
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Les microorganismes non photosynthetiques ainsi enrichis peuvent etre 

directement utilises dans 1'alimentation dans le cadre de la prevention ou du 

traitement des carences en selenium, notamment en vue de produire des produits 

et compositions pharmaceutiques, nutritionnelles ou cosmetiques. 
5 

FIGURES : 

Les figures 1 a 6 ci-apres representent des graphiques montrant revolution de 

la croissance des microorganismes au cours du temps, en milieu YPG 

(JSaccharomyces cerevisiae) ou MRS {Lactobacillus casei) supplements avec 

10 differents composes selenies inorganiques (selenite de sodium) et organiques 

(selenomethionine ou acide 2-hydroxy-4-methylselenobutanoique (THD-177). 

L'axe des abscisses correspond au nombre d'heures de culture, l'axe des 

ordonnees a la densite cellulaire (absorbance mesuree a 550 nm). 

Figure 1: la levure Saccharomyces cerevisiae est cultivee en milieu YPG, 

15 supplementee en selenite de sodium (compose inorganique) 

Figure 2: la levure Saccharomyces cerevisiae est cultivee en milieu YPG, 

supplementee en selenomethionine (compose organique) 

Figure 3: la levure Saccharomyces cerevisiae est cultivee en milieu YPG, 

supplementee en acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique (compose 

20 organique selon 1'invention) 

Figure 4: la bacterie Lactobacillus casei est cultivee en milieu MRS, 

supplementee en selenite de sodium (compose inorganique) 

Figure 5: la bacterie Lactobacillus casei est cultivee en milieu MRS, 

supplementee en selenomethionine (compose organique) 

25 Figure 6: la bacterie Lactobacillus casei est cultivee en milieu MRS, 

supplementee en acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique (compose 

organique selon 1'invention) 

30 
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Description detaillee de 1'invention 

La presente demande se limite a l'obtention de microorganismes non-

photosynthetiques, c'est-a-dire aux microorganismes dont la croissance ne depend 

5 pas directement d'une source de lumiere. 

Les resultats experimentaux obtenus dans le cadre de la presente invention 

visent plus particulierement des bacteries non photosynthetiques et des levures, 

lesquelles ont un metabolisme tres different des microorganismes 

photosynthetiques. 

10 Par microorganisme, on entend tout organisme vivant unicellulaire 

appartenant a l'un des Regnes suivants : moneres, protistes, mycetes ou 

protozoaires, presentant une structure cellulaire eucaryote ou procaryote, de taille 

microscopique ou ultramicroscopique, ayant un potentiel metabolique et de 

reproduction. Lesdits organismes unicellulaires peuvent etre impliques dans la 

15 formation de filaments ou de bio films. 

Par selenium organique, on entend un ensemble de molecules organiques 

contenant au moins un compose possedant au moins un atome de selenium dans 

sa structure chimique susceptible d'etre produit par un organisme vivant, tels que 

notamment les acides amines selenomethionine, methylselenocysteine, 

20 selenocystine et selenocysteine, des peptides ou des proteines les contenant. 

De preference, les microorganismes non photosynthetiques selon 1'invention 

sont des levures ou des bacteries, plus preferentiellement une levure du genre 

Saccharomyces ou une bacterie du genre Lactobacillus. 

Les microorganismes ainsi enrichis en selenium organique peuvent etre 

25 utilises en tant que tels ou bien en tant qu'additif alimentaire. lis peuvent, par 

exemple, etre deshydrates pour former une poudre stable pouvant etre incorporee 

dans des compositions servant de base a la preparation de produits transformes 

mais peuvent etre aussi utilises vivants en tant que probiotiques dans les processus 

de transformation de produits alimentaires. 

30 
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La presente invention a done pour objet un nouveau precede d'enrichissement 

de microorganisme non photosynthetique en selenium organique, caracterise en ce 

que ledit microorganisme non photosynthetique est cultive dans un milieu de 

culture comprenant un compose de type seleno-hydroxyacide. 

5 De preference, le compose de type seleno-hydroxyacide est un compose de 

formule generale (I), un sel, ou bien un derive ester ou amide de celui-ci, 

formule dans laquelle : 
n = 0, 1 ou 2; 

10 Ri = OH, OCOR3, 0P03H2, OPO3R4R5 ou ORe; 

R2 = OH, R3, NHR7, S-cysteinyle ou S-glutathionyle; 

etant entendu que lorsque n = 1 et R2 = OH, alors Ri ne peut etre OH ; 

Rj = alkoxyle, ceramide 1, ceramide 2, ceramide 3, ceramide 4, ceramide 

5, ceramide 6a et 6b, S-cysteinyle, S-glutathionyle, ou un groupe choisi parmi les 

15 groupes suivants : 
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ORe = pyruvate, lactate, citrate, fumarate, maleate, myristate, palmitate, 

5 stearate, palmitoleate, oleate, linoleate, un residu d'acide gras naturel ou 13-cis 

retinoate; 

NHR7 = NH2, NH-alkyle (C1-C26), un residu d'amino-acide naturel ou un 

residu d'amine naturelle. 

Dans la formule (I) ci-dessus : 

10 - par alkyle, il est entendu un groupement comportant 1 a 26, 

avantageusement 1 a 10, encore avantageusement 1 a 6, atomes de carbone 

lineaire ou cyclique, eventuellement ramifie, eventuellement fluore ou polyfluore, 

et comportant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons carbone-carbone, 

tel que par exemple methyle, ethyle, isopropyle, trifluoromethyle, les chaines 

15 grasses d'acides gras (c'est-a-dire sans la fonction acide) telles que la chaine 

grasse de linoleyle, la chaine grasse de linolenyle, la chaine grasse de palmitoyle. 

- par alkoxyle, il est entendu un groupement derive d'un alcool primaire, 

secondaire ou tertiaire, et lie au reste de la molecule par 1'intermediate de l'atome 

d'oxygene de la fonction alcool, comportant 1 a 26, avantageusement 1 a 10, 

20 encore avantageusement 1 a 6, atomes de carbone lineaire ou cyclique, 
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eventuellement ramific, eventuellement fluore ou polyfluore, et comportant 

eventuellement une ou plusieurs double liaisons carbone-carbone, tel que par 

exemple methoxyle, ethoxyle, isopropoxyle, trifluoromethoxyle. 

- des structures de radicaux de type ceramide sont decrites notamment dans 

5 « Cosmetic Lipids and the Skin Barrier », Thomas Fdrster Ed. 2002, Marcel 

Dekker, Inc., page 2, figure 2. 

- par naturel, il est entendu tout compose correspondant retrouve dans le 

metabolisme des organismes du monde vegetal, animal, ainsi que dans celui de 

rhomme (Steglich W., Rompp Encyclopedia Natural Products, G. Thieme ed.) 

10 - par acide gras, il est entendu un acide carboxylique aliphatique 

comprenant de 4 a 28 atomes de carbone (y compris l'atome de carbone de la 

fonction acide carboxylique), la chaine hydrocarbonee etant lineaire, saturee ou 

insaturee. 

- par residu d'acide gras, il est entendu que l'acide gras est lie au reste de la 

15 molecule par l'intermediaire de sa fonction acide carboxylique (COOH). 

- par alcool gras, il est entendu un acide gras tel que defini ci-dessus dans 

lequel la fonction acide carboxylique (COOH) a ete remplace par une fonction 

alcool (OH). 

- par amino-acide naturel, il est entendu notamment les amino-acides 

20 suivants : Alanine (Ala), Arginine (Arg), Asparagine (Asn), Acide aspartique 

(Asp), Cysteine (Cys), Glutamine (Gin), Acide glutamique (Glu), Glycine (Gly), 

Histidine (His), Isoleucine (lie), Leucine (Leu), Lysine (Lys), Methionine (Met), 

Phenylalanine (Phe), Proline (Pro), Serine (Ser), Threonine (Thr), Tryptophane 

(Trp), Tyrosine (Tyr) et Valine (Val). 

25 - par amine naturelle, il est entendu une amine primaire naturelle portant une 

fonction NH2 telle que la putrescine, la cadaverine, la spermine, la spermidine. 

- par residu d'amino-acide ou d'amine, il est entendu que l'amino-acide ou 

1'amine est lie au reste de la molecule par l'intermediaire de sa fonction amine 

primaire (NH2). 

30 - par oligomere, il est entendu tout compose constitue par l'enchainement de 

2 a 15 monomeres relies entre eux par l'intermediaire d'une liaison de type ester. 
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- par polymere, il est entendu tout compose constitue par l'enchainement de 

plus de 15 monomeres relies entre eux par l'intermediaire d'une liaison de type 

ester. 

Selon 1'invention, lesdits composes de formule (I) sont preferentiellement 

5 utilises sous forme de sels de calcium, de magnesium, ou de zinc, ce qui permet 

une meilleure solubilite dans les milieux de culture, ainsi qu'une meilleure 

assimilation par les microorganismes. 

L'invention englobe egalement les stereoisomeres des composes de 

formule (I) ainsi que les melanges de stereosiomeres en toutes proportions et en 

10 particulier les melanges racemiques. 

Par « stereoisomeres », on entend, au sens de la presente invention, des 

diastereoisomeres et des enantiomeres. II s'agit done d'isomeres optiques. Les 

stereoisomeres qui ne sont pas des images dans un miroir l'un de l'autre sont 

designes par « diastereoisomeres », et les stereoisomeres qui sont des images dans 

15 un miroir l'un de l'autre, mais non superposables, sont designes par « 

enantiomeres ». 

Un melange contenant des quantites egales de deux formes enantiomeres 

individuelles de chiralite opposee est designe par « melange racemique ». 

Avantageusement, n represente 0 dans la formule generale (I). 

20 Ri peut representer un groupe OH, OCOR3 ou OR6, avec avantageusement 

R3 representant un groupe alkoxyle. En particulier, Ri pourra representer un 

groupe OH. 

R2 representera notamment un groupe OH ou R3, et plus particulierement 

un groupe OH ou alkoxyle (C1-C26). 

25 Les composes seleno-hydroxyacides utilises dans le cadre de la presente 

invention pourront repondre plus particulierement a la formule (la) suivante : 

ou a un sel, un stereoisomere ou un melange de stereoisomeres en toute 

proportions, un ester ou un amide de celui-ci, 
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avec n tel que defini precedemment et de preference representant 0. 

Par « ester », on entend qu'une fonction ester (-C(O)O-) est formee a partir 

d'un groupe OH d'une fonction alcool ou acide carboxylique portee par les 

composes de type seleno-hydroxyacide selon la presente invention. Ces esters 

5 sont done obtenus : 

- soit par reaction de la fonction alcool avec un acide carboxylique tel qu'un acide 

de formule R-COOH avec R = alkyle tel que defini ci-dessus ; un acide gras 

naturel; un amino-acide naturel; le glutathion; l'acide pyruvique, lactique, 

citrique, fumarique, maleique, ou 13-cis-retino'ique ; notamment avec un acide 

10 RCOOH, en particulier avec R representant un chaine hydrocarbonee lineaire ou 

ramifiee, saturee, comportant de 1 a 6 atomes de carbone, 

- soit par reaction de la fonction acide carboxylique avec un alcool tel qu'un 

alcool primaire, secondaire ou tertiaire, de formule R'H avec R' = alkoxyle tel 

que defini ci-dessus ; un alcool gras ; ou une ceramide ; notamment avec un alcool 

15 R'H, en particulier avec R representant un chaine hydrocarbonee lineaire ou 

ramifiee, saturee, comportant de 1 a 6 atomes de carbone. 

Par « amide », on entend qu'une fonction amide (-C(O)NH-) est formee a 

partir d'un groupe OH d'une fonction alcool ou acide carboxylique portee par les 

composes de type seleno-hydroxyacide selon la presente invention. Ces amides 

20 sont done obtenus : 

- soit par reaction de la fonction alcool avec un amide derive d'un acide 

carboxylique tel que decrit dans la definition du terme « ester », 

- soit par reaction de la fonction acide carboxylique avec une amine derivee d'un 

alcool tel que decrit dans la definition du terme « ester » ou correspondant a un 

25 amino-acide naturel ou a une amine naturelle. 

L'invention vise plus particulierement l'utilisation d'un compose de 

formule (I) choisi parmi: 

- l'acide L-2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique, 

- l'acide D-2-hydroxy-4-methylseleno-butanoique, 

30 - l'acide D,L-2-hydroxy-4-methylseleno-butanoique, 

ou un sel de ces composes. 

Ces composes sont decrits dans la demande WO 2006/008190. 
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L'invention a egalement pour objet un microorganisme, et plus 

particulierement une bacterie, non photosynthetique enrichie en selenium 

organique, susceptible d'etre obtenu selon le procede de 1'invention. Un tel 

microorganisme presente generalement un contenu en selenium organique 

5 superieur a 1000 ppm, de preference superieur a 1200 ppm, plus 

preferentiellement superieur a 1400 ppm, en equivalent selenium, et un contenu 

en selenium inorganique inferieur a 0,5 %, de preference inferieur a 0,2 % et plus 

preferentiellement inferieur a 0,1 % en poids sec dudit microorganisme. 

L'invention vise egalement plus particulierement une levure du genre 

10 Saccharomyces enrichie en selenium, caracterisee en ce qu'elle comprend une 

teneur en selenomethionine superieure a 130 mierogrammes equivalent selenium 

par gramme ((igSe/g), de preference superieure a 150 (xgSe/g et plus 

preferentiellement superieure a 170 ngSe/g en poids sec de ladite levure. 

La teneur en selenium total et en selenomethionine des microorganismes 

15 peut etre determinee respectivement par mineralisation et digestion enzymatique 

apres centrifiigation et lyophilisation des microorganismes, par exemple en 

suivant la methode selon Lobinsky et al. decrite dans Mester, Z. et al. (2006) 

Annal. Bioanal. Chem. 385 :168-180. La teneur en selenomethionine correspond a 

la teneur de la selenomethionine en tant qu'acide amine libre et de la 

20 selenomethionine liee a d'autres acides amines, c'est-a-dire presente dans des 

proteines et des peptides. 

Une levure selon 1'invention peut s'averer utile, par exemple, dans la 

fabrication de produits de boulangerie enrichis en selenium mais aussi dans 

l'obtention de laits d'origine animale enrichis en selenium organique, ou encore 

25 d'oeufs enrichis en selenium organique. 

L'invention vise plus particulierement une bacterie non photosynthetique 

probiotique, en particulier une bacterie lactique, notamment du genre 

Lactobacillus, caracterisee en ce qu'elle comprend une teneur en 

selenomethionine superieure a 50 |igSe/g, de preference superieure a 100 (xgSe/g 

30 et plus preferentiellement superieure a 500 (J.gSe/g en poids sec de ladite bacterie 

non photosynthetique probiotique. 
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La selenomethionine representera notamment plus de 50%, 

preferentiellement plus de 60% du selenium total contenu dans la bacterie. 

Une telle bacterie peut s'averer utile, par exemple, dans la fabrication de 

laits fermentes, comme des fromages ou des yahourts, enrichis en selenium 

5 organique. 

Par « probiotique », on entend un microorganisme qui peut etre ingere par 

1'animal ou l'homme, sous forme vivante ou morte, et qui presente un effet 

benefique sur 1'animal ou l'homme, en termes nutritionnels, pharmaceutiques ou 

cosmetiques. Dans le cas d'une bacterie, il peut s'agir d'une bacterie lactique, 

10 notamment du genre Lactobacillus. Les bacteries Cupriavidus metallidurans et 

Ralstonia metallidurans, utilisees pour detoxifier les sols, ne repondent pas a cette 

definition. 

Les bacteries probiotiques non photosynthetiques selon la presente 

invention peuvent done etre utiles a titre de probiotiques, notamment dans un 

15 produit cosmetique, pharmaceutique ou nutritionnel. 

Les microorganismes non photosynthetiques selon 1'invention peuvent 

ainsi etre utiles en nutrition humaine et en nutrition animale, notamment en vue de 

l'obtention de derives secondaires enrichis en selenium organique, comme par 

exemple du lait ou des oeufs. 

20 L'invention vise egalement la fabrication de produits probiotiques, pour 

une utilisation alimentaire, cosmetique ou pharmaceutique, directement a partir 

des microorganismes enrichis en selenium organique selon le procede de la 

presente invention. Cette fabrication fait appel aux techniques connues de 

l'homme du metier. 

25 Selon un mode particulier de 1'invention, on incorpore les 

microorganismes initialement enrichis en selenium organique selon le procede de 

la presente invention, vivants ou morts, en tant qu'additif dans une composition 

probiotique donnee. Les microorganismes ne participent pas dans ce cas 

necessairement a la transformation biologique des ingredients presents dans la 

30 composition. 

Selon un autre mode de 1'invention, les microorganismes vivants ne sont 

pas prealablement enrichis en selenium, mais enrichis au fur et a mesure du 
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precede de fabrication de la composition a partir d'un ou plusieurs composes de 

formule (I) tels que definis plus haut, selon le procede de 1'invention. Lesdits 

composes de formule (I) sont alors incorpores dans ladite composition avec les 

autres ingredients et microorganismes non photosynthetiques. Les 

5 microorganismes non photosynthetiques peuvent alors operer une bioconversion 

des composes de selenium organique a l'interieur meme de la composition pour 

obtenir, par exemple, une pate a pain dont les levures sont enrichies en selenium 

organique ou encore un lait fermente dans lequel les bacteries lactiques sont 

enrichies en selenium organique. 

10 Dans ces compositions, on utilisera plus particulierement une bacterie 

probiotique telle que definie precedemment, par exemple une bacterie lactique, 

notamment du genre Lactobacillus. 

Le selenium organique et produits derives ainsi obtenus sont utiles dans 

differentes applications, dont celles rappelees en preambule, notamment en tant 

15 qu'agent cosmetique, pharmaceutique ou nutritionnel. 

L'invention vise egalement les compositions probiotiques (a usage 

cosmetique, pharmaceutique ou nutritionnelle) comprenant un ou plusieurs 

microorganismes enrichis en selenium organique selon 1'invention, et plus 

particulierement une bacterie probiotique telle que definie precedemment, par 

20 exemple une bacterie lactique, notamment du genre Lactobacillus. 

Par composition ou produit probiotique, on entend une composition ou un 

produit comprenant un microorganisme, vivant ou mort, utilise a titre de 

probiotique tel que defini ci-dessus. 

L'invention vise encore un milieu de culture pour microorganisme non 

25 photosynthetique caracterise en ce qu'il comprend un ou plusieurs des composes 

de formule (I) definis plus haut. Un tel milieu de culture est utile pour la mise en 

oeuvre du procede d'enrichissement des microorganismes en selenium organique 

selon 1'invention. En particulier, 1'invention vise un milieu de culture comprenant 

au moins un compose de formule (I) tel que defini precedemment, de preference 

30 l'acide 2-hydroxy-4-methylselenobutano'ique ou l'un de ses sels, ou l'un de ses 

esters ou amides ou de ses stereoisomeres ou melanges de stereoisomeres a une 

concentration comprise entre 0,5 et 2000 mg/L, de preference entre 1 et 1000 
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mg/L, plus preferentiellement entre 2 et 500 mg/L, soit respectivement environ 

entre 0,2 et 800 mg/L dudit compose en equivalent selenium, preferentiellement 

entre 0,4 et 400 mg/L dudit compose en equivalent selenium, plus 

preferentiellement entre 0,8 et 200 mg/L dudit compose en equivalent selenium, 

5 Un procede de preparation de microorganisme non photosynthetique selon 

1'invention peut notamment comprendre une ou plusieurs des etapes suivantes : 

- preparer un milieu de culture, de preference un milieu minimum, 

comportant les elements chimiques necessaires a la croissance dudit 

microorganisme non photosynthetique; 

10 - introduire dans le milieu de culture un compose de formule (I), 

preferentiellement de l'acide 2-hydroxy-4methylseleno-butanoique ou l'un de ses 

sels en tant que source organique de selenium; 

- ajuster le pH du melange a une valeur comprise entre 3 et 8; 

- mettre en culture un inoculum de pre-culture dudit microorganisme non 

15 photosynthetique dans le melange ainsi constitue, a une temperature comprise 

entre 25 et 80°C, sous une agitation orbitale comprise entre 100 et 500 rpm, et une 

atmosphere pouvant contenir de 0 a 20% en oxygene et de 0,5 a 99 % en gaz 

carbonique, de preference pendant 24 a 96 heures; 

- centrifuger le melange entre 4000 et 10 000 rpm pendant quelques 

20 minutes; 

- reprendre le culot cellulaire dans de l'eau physiologique; 

- centrifuger a nouveau entre 4000 et 10 000 rpm pendant quelques minutes; 

- steriliser le culot cellulaire humide dans lequel se trouve le 

microorganisme non photosynthetique enrichi en selenium ; 

25 Le culot cellulaire humide peut etre lyophilise ou seche a l'air. 

Le milieu de culture peut etre notamment un milieu synthetique ou semi-

synthetique, un milieu enrichi, ou un milieu selectif. 

Apres centrifugation et lyophilisation des microorganismes, les teneurs en 

selenium total et en selenomethionine peuvent etre determinees, par exemple, 

30 apres respectivement mineralisation et digestion enzymatique par la methode 

selon Lobinsky, R. et al decrite dans Mester, Z. et al. (2006) Anal. Bioanal. Chem. 

385 :168-180. 
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10 

D'autres caracteristiques et avantages de 1'invention sont donnes dans les 

exemples qui suivent. Les exemples ci-apres sont fournis uniquement a titre 

d'illustration et ne sauraient en aucune fagon limiter la portee de 1'invention. 

EXEMPLES 

Exemple 1; Production de la levure Saccharomyces cerevisiae dans un milieu 

YPG contenant de l'acide 2-hvdroxv-4-methylseleno-butanoi'que et dans un 

milieu YPG contenant du selenite de sodium : 

• Isolement de la souche de Saccharomyces cerevisiae 3053-E000 

La souche a ete isolee a partir d'un carre de 42g de levure de panification de la 

marque FALA BACKHEFE, d'un lot identifie avec une DLC 22/07/2007. Cette 

levure a ete conservee au refrigerateur a +4°C avant utilisation, puis elle a ete 

15 reprise en milieu liquide YPG (Yeast Peptone Glucose). La souche de 

Saccharomyces cerevisiae: 3053-E000 a ete obtenue par etalement sur milieu 

YPG en colonies isolees et mise en collection a -80°C avec ajout de 10% vol/vol 

de Glycerol comme agent cryoprotecteur. 

Composition du milieu YPG : 

20 Yeast Extract 10 g 
Peptone 20 g 
Glucose 20 g 
pH 7.0 
Eau osmosee, qsp 1 L 

Dans les experimentations decrites les caracteristiques de croissance de la levure 

Saccharomyces cerevisiae 3053 E000 ont ete mesurees en presence de differentes 

concentrations de selenium sous la forme de selenite de Sodium, de 

selenomethionine, ou d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique et 

30 comparees aux caracteristiques de croissance en l'absence d'additifs (controle). 

La pre-culture de la souche Saccharomyces cerevisiae 3053-E000 est realisee en 

milieu liquide YPG, a 37°C, sous agitation orbitale (250 rpm) pour une duree de 

24h. 
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• Conditions de culture de la souche Saccharomyces cerevisiae 3053-

E000 

La culture est realisee a partir d'un inoculum (1.106 UFC/ml) de la pre-culture 

precedemment decrite dans 100 mL de milieu YPG, a pH = 4 a une temperature 

5 de 37°C sous agitation (250 rpm) et selon les conditions suivantes : 

Les cultures de Saccharomyces cerevisiae 3053-E000 ont ete suivies par des 

mesures d'absorbance a 550 nm et par des comptages CFU sur boites geloses 

YPG. 

• Addition de selenium sous la forme de selenite de sodium 

10 Les concentrations testees pour l'ajout de selenite de selenium sont de 0,5 mg/L, 

10 mg/L et 20 mg/L en equivalent selenium, soit respectivement : 1,1 mg/L, 

22,22 mg/L et 44,44 mg/L de selenite de sodium. 

Le graphique de la figure 1 permet de visualiser la croissance de la souche de 

Saccharomyces cerevisiae 3053-E000 en presence des differentes concentrations 

15 de selenite de sodium. Comme on peut 1'observer, le selenite de sodium 

commence a manifester un effet toxique a partir de 10 mg/L (en equivalent 

selenium), affectant negativement la vitesse de croissance et le rendement obtenu 

en biomasse (- 50% en 48h). 

A une concentration de 20 mg/L (en equivalent selenium), le selenite de sodium 

20 se revele tres toxique pour Saccharomyces cerevisiae. 

• Addition de selenium sous la forme de selenomethionine 

Les concentrations testees pour l'ajout de selenomethionine sont de 0,5 mg/L, 2 

mg/L, 10 mg/L et 20 mg/L en equivalent selenium, soit respectivement 1,25 

mg/L, 5 mg/L, 25 mg/L et 50 mg/L de selenomethionine 

25 Le graphique de la figure 2 permet de visualiser la croissance de la souche de 

Saccharomyces cerevisiae 3053-E000 en presence des differentes concentrations 

de selenomethionine. Comme on peut l'observer, la selenomethionine commence 

a manifester un effet a partir de 2 mg/L (en equivalent selenium) affectant 

negativement le rendement obtenu en biomasse (- 29% en 48h). L'augmentation 

30 de la dose a 10 mg/L (en equivalent selenium) produit des effets inhibiteurs plus 

importants sur la vitesse de croissance et le rendement biomasse (- 50%) sans 

affecter pour autant la viabilite (- 30%). Pour 20 mg/L de selenomethionine (en 
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equivalent selenium), les effets sont similaires a eeux obtenus pour lOmg/L en ce 

qui concerne la vitesse et le rendement final en biomasse, l'effet toxique sur la 

viabilite se manifestant plus fortement (- 50%). 

• Addition de selenium sous la forme d'acide 2-hydroxy-4-

5 methylseleno-butanoi'que 

Les concentrations testees pour l'ajout d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-

butanoi'que sont de 0,5 mg/L, 2 mg/L, 10 mg/L et 20 mg/L en equivalent 

selenium, soit respectivement 1,25 mg/L, 5 mg/L, 25 mg/L et 50 mg/L d'acide 2-

hydroxy-4-methylseleno-butanoique (THD-177, Tetrahedron, France, 

10 CAS :873660-49-2). 

Le graphique de la figure 3 permet de visualiser la croissance de la souche de 

Saccharomyces cerevisiae 3053-E000 en presence des differentes concentrations 

d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique. Comme on peut l'observer, l'acide 

2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique commence a manifester un effet a partir de 

15 10 mg/L (en equivalent selenium) affectant negativement le rendement final en 

biomasse (-15%) et en reduisant la viabilite de 36%. Pour une concentration de 20 

mg/L d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butanoique (en equivalent selenium), le 

rendement en biomasse est reduit de 36% et la viabilite est reduite de 50%. 

• Enrichissement en selenium de Saccharomyces cerevisiae 

20 Au vu des resultats obtenus precedemment pour la production de biomasse de la 

souche de Saccharomyces cerevisiae 3053-E000, il a ete procede au choix d'un 

taux d'incorporation de 20 mg/L d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butanoique 

(en equivalent selenium) et d'un taux d'incorporation de 10 mg/L de selenite de 

sodium (en equivalent selenium) dans les cultures decrites ci-apres : 

25 Pre-cultures : a partir d'une culture saturee en YPG, il a ete effectue deux etapes 

de pre-culture. 

Pre-culture 1 : 10 mL de culture (taux inoculation 10% v/v a partir de la culture 

saturee, incubation 24h a 37°C) 

Pre-culture 2 : 100 mL de culture (taux inoculation 10% v/v a partir de la pre-

30 culture 1, incubation 24h a 37°C) 
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Culture : a partir de la pre-culture 2, 1 L de milieu YPG est inocule a un taux de 

10% v/v. La culture est incubee a une temperature fixcc et regulee a 37°C. Le pH 

est ajuste a 4 et la culture est melangee par agitation orbitale (150 rpm). 

Preparation des echantillons pour analyses : 

5 Apres 48 heures de culture, le milieu est centrifuge a 6500 rpm pendant 5 minutes, 

le culot cellulaire est repris dans de l'eau physiologique puis centrifuge a nouveau 

a 6500 rpm pendant 5 minutes. 

Le culot cellulaire humide est lyophilise pour l'analyse des constituants selenies 

(selenium total, selenomethionine et selenite de sodium). 

10 • Analyse des constituants selenies de la levure Saccharomyces 

cerevisiae produite dans un milieu contenant de l'acide 2-hydroxy-4-

methylseleno-butanoi'que ou du selenite de sodium 

Le selenium total est dose par ICP couplee a une detection par masse, apres 

mineralisation de l'echantillon. La speciation du selenium est effectuee par 

15 chromatographic liquide haute performance couplee a une detection masse-masse, 

apres digestion enzymatique de l'echantillon (Mester, Z. et al. (2006) Annal. 

Bioanal. Chem. 385 :168-180). 

• Resultats 

Les concentrations en selenium total, en selenomethionine et en selenite de 

20 sodium sont donnees dans le tableau suivant : 

Tableau 1 

Analyse des composants selenies de la levure Saccharomyces cerevisiae 3053-
25 E000 produite sur milieu YPG avec additifs 

Selenium 
totaf 

Selenomethionine21 

totale 
Selenomethionine/ c,,,, • a 
Selenium total Selem,e 

Temoin 0,17 ±0,02 0,053 ± 0,006 <0,02 
+ Selenite 
(10 mgSe/L) 849 ± 12 122 ± 1 14% 14 ± 1 
+ THD 177 
(20 mgSe/L) 601 ± 15 185 ±21 31% 3,3 ±0,1 

a : jig (equivalent Se)/g 
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Les resultats obtenus reportes dans le tableau 1 montrent que Incorporation 

d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique dans le milieu de culture permet 

d'enrichir par un facteur d'environ 3500 la teneur totale en selenium de 

Saccharomyces cerevisiae, la selenomethionine constituant 31% de ce selenium 

5 total. Le selenite de sodium permet d'avoir un facteur d'enrichissement superieur, 

de l'ordre de 5000, mais la selenomethionine ne represente que 14% de la teneur 

totale en selenium. 

Par ailleurs, la teneur residuelle en selenite, dans la levure Saccharomyces 

cerevisiae, liee a l'utilisation d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique 

10 comme source de selenium, est plus de 4 fois inferieure a celle correspondant a 

l'utilisation du selenite de sodium comme source de selenium. 

L'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique constitue done bien une meilleure 

source de selenium que le selenite de sodium pour enrichir en selenomethionine 

un microorganisme eucaryote tel que Saccharomyces cerevisiae, tout en 

15 diminuant de 400% le risque de toxicite liee a la teneur residuelle en selenite dans 

le microorganisme. 

Exemple 2: Production de la bacterie Lactobacillus paracasei dans un milieu 

MRS contenant de l'acide 2-hvdroxv-4-methvlseleno-butanoi'que et dans un 

milieu MRS contenant du selenite de sodium 

• Isolement de la souche de Lactobacillus paracasei 3052 E000 

La souche a ete isolee a partir d'un tube d'ACTIMEL® commercialise par la 

societe Danone. 

Ce tube a ete conserve au refrigerateur a +4°C avant utilisation, puis son contenu 

25 a ete dilue dans 50 mL de milieu liquide MRS. 

La souche de Lactobacillus paracasei 3052-E000 a ete obtenue par etalement sur 

milieu MRS en colonies isolees. Elle a ete caracterisee sur Galerie API 50 CHL et 

mise en collection a -80°C avec ajout de 10%> vol/vol de glycerol comme agent 

cryoprotecteur. 

30 Composition et preparation pour IL de milieu MRS: 

20 

Polypeptone 
Extrait de levure 
Extrait de viande 

10g 
5g 
10g 
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Glucose 20g 
Phosphate dipotassique 2g 
Acetate de sodium 5g 
Citrate d'ammonium 2g 
Sulfate de magnesium 0,20g 
Sulfate de manganese 0,05g 
Tween 80 1ml 
pH 6,4 

10 Dans cette experimentation, les caracteristiques de croissance de la bacterie 

Lactobacillus paracasei ont ete mesurees en presence de differentes 

concentrations de selenium sous la forme de selenite de sodium, de 

selenomethionine, de l'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique et comparees 

aux caracteristiques de croissance en 1'absence d'additifs. 

15 • Pre-culture de la souche de Lactobacillus paracasei 3052 E000 

La pre-culture de la souche Lactobacillus paracasei 3052-E000 est realisee en 

milieu liquide MRS, a 42°C, sans agitation pour une duree de 24h. 

La culture de la souche Lactobacillus paracasei 3052-E000 a ete realisee a partir 

d'un inoculum (1.107 UFC/ml) de la preculture ci-dessus dans 100 mL de milieu 

20 MRS, a pH = 6,4 et a une temperature de 42°C (sans agitation). 

Les cultures ont ete suivies par des mesures en absorbance a 550 nm et sur 

comptage CFU realise sur boite MRS. 

• Addition de selenium sous la forme de selenite de sodium 

Les concentrations testees pour l'ajout de selenite selenium sont de 0,5 mg/L, 2 

25 mg/L, 10 mg/L et 20 mg/L en equivalent selenium, soit respectivement 1,11 

mg/L, 4,44 mg/L, 22,22 mg/L et 44,44 mg/L de selenite de sodium .Le graphique 

de la figure 4 permet de visualiser la croissance de la souche de Lactobacillus 

paracasei 3052-E000 en presence de selenite de sodium. 

Comme on peut l'observer, le selenite de sodium commence a manifester un effet 

30 inhibiteur sur la croissance de Lactobacillus paracasei des l'addition de 0,5 mg /L 

de selenite de sodium (en equivalent selenium), ainsi qu'une reduction de 

rendement de production de biomasse de 25% a 48h. Ces effets sont accentues 

avec l'addition de 2 mg/L de selenite de sodium (en equivalent selenium), pour 

atteindre une reduction de rendement atteignant 90%> a 48h pour des 
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concentrations de 10 et 20 mg/L de selenite de selenium (en equivalent selenium). 

A ces niveaux, le selenite de sodium manifeste une toxicite sur Lactobacillus 

paracasei. 

• Addition de selenium sous la forme de selenomethionine 

5 Les concentrations testees pour l'ajout de selenomethionine sont de 0,5 mg/L, 2 

mg/L, 10 mg/L et 20 mg/L en equivalent selenium, soit respectivement 1,25 

mg/L, 5 mg/L, 25 mg/L et 50 mg/L de selenomethionine. 

Le graphique de la figure 5 permet de visualiser la croissance de la souche de 

Lactobacillus paracasei 3052-E000 en presence des differentes concentrations de 

10 selenomethionine. 

L'addition de selenium sous la forme de selenomethionine ne montre pas d'effet 

inhibiteur sur la croissance, ni d'effet sensible de reduction du rendement de 

production de la biomasse jusqu'a 20 mg/L (en equivalent selenium) sur 

Lactobacillus paracasei. 

15 • Addition de selenium sous la forme d'acide 2-hydroxy-4-

methylseleno-butanoi'que 

Les concentrations testees pour l'ajout d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-

butanoi'que sont de 0,5 mg/L, 2 mg/L, 10 mg/L et 20 mg/L en equivalent 

selenium, soit respectivement 1,25 mg/L, 5 mg/L, 25 mg/L et 50 mg/L d'acide 2-

20 hydroxy-4-methylseleno-butanoi'que (THD-177, Tetrahedron, France, 

CAS :873660-49-2). 

Le graphique de la figure 6 permet de visualiser la croissance de la souche de 

Lactobacillus paracasei 3052-E000 en presence des differentes concentrations 

d' acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique. 

25 De maniere similaire a l'addition de selenomethionine, l'addition de selenium 

sous la forme d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique ne montre pas d'effet 

inhibiteur sur la croissance ni d'effet sensible de reduction du rendement de 

production de la biomasse jusqu'a 20 mg/L d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-

butanoi'que (en equivalent selenium). 

30 Afin de completer l'etude d'impact de l'ajout de l'acide 2-hydroxy-4-

methylseleno-butanoique, a des valeurs plus importantes, des concentrations de 

40 et de 60 mg/L ont ete testees dans les memes conditions que precedemment. 
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De meme que pour l'addition de 20 mg/L de selenium sous forme d'acide 2-

hydroxy-4-methylseleno-butanoique, aucun effet inhibiteur n'a ete constate sur la 

croissance et le rendement biomasse de la souche. 

• Enrichissement en selenium de Lactobacillus paracasei 

5 Au vu des resultats obtenus precedemment, il a ete procede au choix d'un taux 

d'incorporation de 60 mg/L d'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique (en 

equivalent selenium) et d'un taux d'incorporation de 1 mg/L de selenite de 

selenium (en equivalent selenium) pour la production de biomasse de la souche de 

Lactobacillus paracasei 3052-E000, 

10 Preparation des echantillons pour analyses : 

Apres 48 heures de culture, le milieu est centrifuge a 6500 rpm pendant 5 minutes, 

le culot cellulaire est repris dans de l'eau physio logique puis centrifuge a nouveau 

a 6500 rpm pendant 5 minutes. 

• Analyse des constituants selenies de la bacterie Lactobacillus 

15 paracasei produite dans un milieu contenant de l'acide 2-hydroxy-4-

methylseleno-butanoi'que ou du selenite de sodium 

Le selenium total est dose par ICP couplee a une detection par masse, apres 

mineralisation de l'echantillon. La speciation du selenium est effeetuee par 

chromatographic liquide haute performance couplee a une detection masse-masse, 

20 apres digestion enzymatique de l'echantillon. 

• Resultats 

Les concentrations en selenium total, en selenomethionine et en selenite de 

sodium sont donnees dans le tableau suivant : 

Tableau 2 

25 Analyse des composants selenies de la bacterie Lactobacillus paracasei 3052-
E000 produite sur milieu MRS avec additifs 

Selenium 
totaf 

Selenomethionine4 

totale 
Selenomethionine/ 
Selenium total Selenitea 

Temoin 0,18 ±0,02 0,108 ± 0,006 - <0,02 
±Selenite 
(1 mgSe/L) 120 ±2 17 ± 2 14% <0,5 

+THD 177 
(60 mg/L) 1019 ±19 671± 117 66% <0,5 

a : iig (equivalent Se)/g 
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Les resultats obtenus dans le tableau 2 montrent que Incorporation d'acide 2-

hydroxy-4-methylseleno-butanoique dans le milieu de culture permet d'enrichir 

par un facteur d'environ 5700 la teneur en selenium total de Lactobacillus 

paracasei, la selenomethionine eonstituant 66% de ce selenium total. Le facteur 

5 d'enrichissement en selenium total suite a 1'incorporation de selenite de sodium 

dans le milieu de culture est tres inferieur et n'est que de 700, et la 

selenomethionine ne representant que 14% de la teneur totale en selenium. 

L'acide 2-hydroxy-4-methylseleno-butano'ique constitue done bien une meilleure 

source de selenium que le selenite de sodium pour enrichir en selenomethionine 

10 un microorganisme procaryote tel que Lactobacillus paracasei. 

Exemple 3 : Production de la bacterie Lactobaccilus vlantarum 3120-EQ00 

dans un milieu MRS contenant de l'acide 2-hvdroxv-4-methylseleno-

butanoique apres 47h de culture 
15 

Dans cet exemple, les conditions de culture sont identiques a celles de 1'exemple 

2. Les resultats correspondants de ces travaux sont decrits dans le tableau suivant : 

Tableau 3 

20 Analyse des composants selenies de la bacterie Lactobacillus plantarum 3120-
E000 produite sur milieu MRS avec additifs 

Selenium 
total* 

Selenomethionine1 

totale Selenitea 

Temoin 0,289 ±0,014 0,26 ± 0,03 <0,2 

+THD 177 
(10 mg/L) 582 ± 14 512 ± 35 0,27 ± 0, 03 

+THD 177 
(60 mg/L) 2015 ±78 1813±152 1,4 ±0,4 

a : ug (equivalent Se)/g 

25 Les resultats obtenus dans le tableau 3 montrent que l'incorporation d'acide 2-

hydroxy-4-methylseleno-butanoique dans le milieu de culture, a lOmg/L ou a 

60mg/L, pendant 47h permet d'enrichir en selenium total par un facteur d'environ 

2000 ou 7000 respectivement. Ces resultats montrent en outre que la 

selenomethionine constitue plus de 88% du selenium total. 
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Exemple 4 : Production de la bacterie Escherichia coli WT 3121-EOOO dans 

un milieu minimum (M63 + glucose + methionine) contenant de l'acide 2-

hvdroxv-4-methy lseleno-butanoique apres 48h de culture 

5 L'origine de la souche Escherichia coli WT 3121-EOOO est la suivante : 

Escherichia coli K12 (souche 58), numero de reference CGSC 5587 

Composition et preparation pour IL de milieu de culture : 

KH2P04 13,6 g 
KOH 4,2 g 
(NH4)2S04 2,0 g 
FeS04, 7H20 1,08 mg 
Thiamine 1 mg 
MgS04, 7H20 246 mg 
Glucose 4,0 g 
Methionine 50,0 mg 
pH 7,0 
Eau osmosee, qsp 1 L 

Les resultats correspondants de ces travaux sont decrits dans le tableau suivant : 
20 

Tableau 4 

Analyse des composants selenies de la bacterie Escherichia coli WT 3121-EOOO 
produite sur milieu minimum (M63 + glucose + methionine) avec additifs 

Selenium 
totaf 

Selenomethionine51 

totale Selenitea 

Temoin 0,164 ±0,140 0,140 ±0,018 <0,1 

+THD 177 
(60 mg/L) 6310 ±78 6223 ± 432 2,1 ±0,4 

25 a : p,g (equivalent Se)/g 

Les resultats obtenus dans le tableau 4 montrent que l'incorporation d'acide 2-

hydroxy-4-methylseleno-butanoique dans le milieu de culture, a 60mg/L, pendant 

48h permet d'enrichir en selenium total par un facteur de plus de 38 000. Ces 

resultats montrent en outre que la selenomethionine constitue plus de 98% du 

30 selenium total. 



WO 2010/023291 
28 

PCT/EP2009/061165 

REVENDIC ATION S 

1. Procede d'enrichissement d'un microorganisme non photosynthetique 

en selenium organique caracterise en ce que ledit microorganisme non 

5 photosynthetique est cultive dans un milieu comprenant un compose de type 

seleno-hydroxyacide. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le compose de 

type seleno-hydroxyacide est de formule generale (I) telle que definie ci-apres, un 

10 sel, un stereoisomere, un melange de seterosiomeres en toutes proportions tel 

qu'un melange racemique, ou un derive ester ou amide dudit compose 

R2 = OH, R3, NHR7, S-cysteinyle ou S-glutathionyle; 

etant entendu que lorsque n = 1 ct R2 = OH, alors Ri ne peut etre OH ; 

R3 = alkoxyle, ceramide 1, ceramide 2, ceramide 3, ceramide 4, ceramide 

5, ceramide 6a et 6b, S-cysteinyle, S-glutathionyle, ou un groupe choisi parmi les 

20 suivants : 

15 

formule dans laquelle : 
n = 0, 1 ou 2; 

Ri = OH, OCOR3, OPO3H2, OPO3R4R5 ou ORe; 

OH OH 

NH2 OH 
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OU 

OR4 = alkoxyle (C1-C26), ceramide 1, ceramide 2, ceramide 3, ceramide 
4, ceramide 5, ceramide 6a et 6b, ou un groupe choisi parmi les suivants : 

(CH2) 2/14" "CH, 
(CHA 

"CH, 

NH„ OH 

/CH3 (CH2)^ 
COOH 
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OU 

OR5 = alkoxyle (C1-C26), ceramide 1, ceramide 2, ceramide 3, ceramide 4, 

ceramide 5, ceramide 6a et 6b ou un groupe choisi parmi les suivants : 

(CH2) 2/14" "CH, 
(CHA 

"CH, 

NH„ OH 

/CH3 (CH2)^ 
COOH 
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5 ORs = pyruvate, lactate, citrate, fumarate, maleate, myristate, palmitate, 

stearate, palmitoleate, oleate, linoleate, un residu d'acide gras naturel ou 13-cis 

retinoate; 

NHR7 = NH2, NH-alkyle (C1-C26), un residu d'amino-acide naturel ou un 

residu d'amine naturelle. 
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3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ledit compose 

de type seleno-hydroxyacide repond a la formule (la) suivante : 

ou a un sel, un stereoisomere ou un melange de seterosiomeres en toutes 

5 proportions tel qu'un melange racemique, un ester ou un amide de celui-ci, 

avec n tel que defini precedemment et de preference representant 0. 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise 

en ce que ledit compose de type seleno-hydroxyacide est choisi parmi: 

10 - l'acide L-2-hydroxy-4-methylseleno-butanoi'que, 

- l'acide D-2-hydroxy-4- methylseleno-butanoi'que, 

- l'acide D,L-2-hydroxy-4- methylseleno-butanoique, 

ou l'un de ses sels. 

15 5. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce que ledit compose de type seleno-hydroxyacide est sous forme 

de sels de calcium, de zinc ou de magnesium. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en 

20 ce que le microorganisme non photosynthetique est selectionne parmi une levure 

non photsynthetique, telle qu'une levure du genre Saccharomyces, ou une bacterie 

non photosynthetique, telle qu'une bacterie lactique, notamment du genre 

Lactobacillus. 

25 7. Bacterie probiotique non-photosynthetique enrichie en selenium 

organique, caracterisee en ce qu'elle comprend une teneur en selenomethionine 

superieure a 50 [igSe/g, de preference superieure a 100 LigSe/g et plus 

preferentiellement superieure a 500 [xgSe/g en poids sec de ladite bacterie 

probiotique non-photosynthetique. 

OH (la), 
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8. Bacterie probiotique non photosynthetique selon la revendication 7, 

caracterisee en ce qu'il s'agit d'une bacterie lactique, notamment du genre 

Lactobacillus. 

5 9. Bacterie probiotique non photosynthetique selon la revendication 7 ou 

8, caracterisee en ce qu'elle comprend, en outre, moins de 0,5 %, 

preferentiellement moins de 0,2 %, et plus preferentiellement moins de 0,1 % en 

poids sec de selenium inorganique. 

10 10. Utilisation d'une bacterie probiotique non photosynthetique selon l'une 

quelconque des revendications 7 a 9, a titre de probiotique, notamment dans un 

produit cosmetique, pharmaceutique ou nutritionnel. 

11. Composition probiotique comprenant une bacterie probiotique non 

15 photosynthetique selon l'une quelconque des revendications 7 a 9, vivante ou 

morte. 

12. Composition probiotique selon la revendication 11 pour son utilisation 

en tant que composition pharmaceutique, cosmetique ou nutritionnelle. 

20 

13. Milieu de culture pour microorganisme non photosynthetique 

caracterise en ce qu'il comprend un compose de type seleno-hydroxyacide tel que 

defini dans l'une quelconque des revendications 1 a 5. 


