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1. Introduccidn

El selenio es un micronutriente esencial de naturaleza mineral y se ha demostrado
que tiene un marcado efecto antioxidante; ademas, puede prevenir enfermedades
del corazon y ayudar en el tratamiento de algunas otras enfermedades como el
cancer. El selenio se encuentra presente en el cuerpo humano en forma de
selenoproteinas las cuales son mas eficientes que sus homadlogas con cisteina.

La deficiencia de selenio puede generar desordenes neuromusculares; por ello, se
ha propuesto una ingesta diaria recomendada para el ser humano de 55 pg/dia de
selenio, la cual a pesar de ser una concentracidn muy baja no siempre es cubierta,
debido a que el selenio no se encuentra disponible para su absorcion por el
organismo humanao.

La familia de selenoproteinas mas representativas en el cuerpo humano son las
glutation peroxidasas, que realizan funciones vitales para el metabolismo humano
involucradas en reacciones redox, de las cuales existen 8 tipos y 5 de ellos
contienen a la selenocisteina en su centro activo.

Existen bacterias acido lactico que en su metabolismo pueden introducir el selenio
inorganico en las cadenas polipeptidicas del ribosoma; para posteriormente,
transformarlo a selenocisteina. Es por ello el interés en extraer y determinar la
selenocisteina presente en proteinas internas de algunas especies de lactobacilos
que son utilizados como cultivos iniciadores en procesos de transformacion de
alimentos; ya que, se ha demostrado que el enriquecimiento de alimentos con
selenio confiere beneficios para la salud por su actividad antioxidante,
antipatogénica, antimutagénica, anticancerigena y antinflamatoria.

Debido a la importancia que tiene el selenio en la salud, el objetivo del presente
trabajo fue cuantificar la concentracion de selenio inorganico absorbido por
bacterias acido lacticas durante un proceso de fermentacion, con la finalidad de
determinar el grado de biotransformacién de este elemento. Para ello, se analizd
el selenio inorganico absorbido por bacterias acido lacticas aisladas de productos
fermentados comerciales y en de cepas puras.
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2. Marco teodrico

2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) han estado presentes en la alimentacion del
hombre desde hace siglos, debido a que se encuentran en productos de derivados
de la leches como yogurt y quesos madurados, en productos carnicos y en
algunas hortalizas fermentadas. Actualmente las BAL son utilizadas
principalmente para proporcionar sabor y textura e incrementar el valor nutrimental
de los alimentos. También son utilizadas como bioconservadores, debido a la
produccion de diferentes sustancias que ejercen accion antibacteriana que retarda
la descomposicion de los alimentos (Gonzalés-Martinez, Gomez-Trevifio &
Jaiméz-Salas, 2003).

La familia de las BAL estd conformada por cocos y bacilos Gram positivos,
inmoviles, no esporulados, catalasa y oxidasa negativos. Su metabolismo se basa
en la fermentacion de azucares para la obtencion de energia con la generacion de
acido lactico como producto principal de su metabolismo. Son microorganismos
anaerobios o aerotolerantes. Las BAL son principalmente mesofilicas, aunque
existen algunas con capacidad de crecer a menor o mayor temperatura (5°C o
45°C, respectivamente), soportan bajos valores de pH con un minimo de 3 pero la
mayoria se desarrollan en un intervalo entre 4 y 4.5 (Mora-Pefiaflor & Garcia-
Guerrero, 2007).

Los grupos mas representativos de esta familia son: Camobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy

Weissella.

11
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Los lactobacilos son de forma bacilar, variando de bacilos cortos y curvos hasta
largos y delgados. Son especies no esporuladas, aerotolerantes o anaerobias,
aciduricas y acidofilas. Estas bacterias lacticas se desarrollan a un pH alrededor

de 4 con una temperatura optima de 30—40°C.

El género Lactobacillus es el mas grande en la familia de las BAL con alrededor de
80 especies organizadas segun sus caracteristicas fermentativas en tres grandes
grupos: 1) homofermentativas estrictas, 2) heterofermentativas facultativas y 3)
heterofermentativas estrictas (Mora-Pefiaflor & Garcia-Guerrero, 2007).

En la actualidad los lactobacillus son utilizados muy frecuentemente en la industria
de los alimentos, principalmente como cultivos iniciadores de la fermentacion de
muchos derivados lacteos (AAPPA, 2004).

2.2 Selenio

El Se es un micronutriente esencial de naturaleza mineral y se ha demostrado que
tiene un marcado efecto antioxidante en el cuerpo humano principalmente en
forma proteica (Figura 1); ademas de que puede prevenir enfermedades como el
cancer. La ingesta diaria recomendada de Se para el ser humano es de 55 ug/dia;
la cual a pesar de ser una concentracion muy baja no siempre es cubierta por la
dieta (Suarez & Michelsen, 2004).

Este elemento se encuentra en numerosos alimentos, sobre todo en los de origen
vegetal, en los que se ha estudiado que su procedencia puede ser del suelo en el
gue son cultivados. Para mejorar la biodisponibilidad y eficiencia del Se, desde el
punto de vista funcional, se requiere que se encuentre de forma organica. Sin
embargo, a pesar de sus beneficios se ha establecido una ingesta maxima

tolerable de 400ug/dia para impedir una intoxicacién (selenosis) la cual involucra

12
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pérdida de cabello, irritabilidad, fatiga, ufias débiles y algunos problemas nerviosos

leves (Alizate, Ferndndez-Fernandez, Pérez-Conde, Gutiérrez & Camara, 2008).

Se-GSH-Px
2GSH + H,0, | »>GSSG + H,0

Slutation reductasa

NADP NADPH + H*

Glucosa-6-fosfato

6-P-Glucosa-lactona

Figura 1: Mecanismo general de reaccion en el que participan las GPx o GPS frente al
estrés oxidativo. Fuente: Maas, 1990.

De acuerdo a diversas investigaciones, el selenio juega un papel muy importante
en la salud humana, y su consumo se ha relacionado con la prevencion y

tratamiento de algunas enfermedades.

Se ha puesto de manifiesto la asociacion entre un bajo nivel antioxidante y una
mayor incidencia de enfermedades cardiacas. Esto relacionado a que el estrés
oxidativo provocado por los radicales libres producidos durante el metabolismo,
puede provocar alteraciones cardiacas, ejemplo de esto es el poder oxidativo de

los LDL, los cuales inducen la formaciéon de placas de ateroma en las arterias. El

Jm Francisco Fores a%m’/ar
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selenio es uno de los antioxidantes que puede ayudar a prevenir el dafio por estos

radicales (Noguera-Velasco, Martinez-Hernandez & Gil del Castillo, 2005).

La deficiencia de Se esta asociada a la disminucion de células inmunes; y por ello,
un aumento en el riesgo de muerte. Por otro lado, el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) destruye el sistema inmune y los radicales libres contribuyen al
dafio. El Se puede actuar como antioxidante evitando este dafio colateral por la

accion de radicales libres (Noguera-Velasco, et al., 2005).

Se ha reportado que algunas enfermedades no tienen una relacion directa con el
nivel de Se en sangre. Sin embargo, estudios muestran que a niveles bajos de
este mineral algunas enfermedades se presentan con mayor frecuencia, como la
artritis reumatoide. En esta enfermedad el sistema inmune puede generar algunos
radicales libres que dafian los tejidos, en donde el Se puede aliviar los sintomas

de la artritis mediante el control de estos radicales.

La relacién existente entre el Se y el cancer se ha analizado en diversos estudios
epidemioldgicos, los cuales establecen que existe una dependencia clara entre un
nivel de Se bajo en sangre y el desarrollo del cancer. Se han planteado diversos
mecanismos para explicar el efecto antimutagénico del Se, incluyendo el efecto
antioxidante, el aumento en la funcién inmune, la induccién de apoptosis, la
inhibicién de la proliferaciéon celular, la alteracion del metabolismo carcinogénico y

de metabolitos citotéxicos.

Se ha reportado que durante la evolucidon del cancer de prOstata existe una
reduccion de selenoproteina-P en la neoplasia prostatica epitelial. Del mismo
modo, se observa un descenso del nivel de Se en sangre, lo cual se asocia con el

riesgo de padecer cancer de préstata (Cameselle-Teijeiro, et al., 2000).

Finalmente, la deficiencia de Se puede afectar la funcion tiroidea, de modo que la
hormona tiroidea activa, es sintetizada en presencia de la enzima tiorredoxin
reductasa, de la que el Se es un constituyente esencial. Otra enfermedad
relacionada con la deficiencia de Se es la pancreatitis crénica o la cirrosis

(Noguera-Velasco, et al., 2005).

14
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Selenoproteinas

El selenio (Se) se encuentra en el cuerpo humano en forma de selenoproteinas,
principalmente como residuo de selenocisteina (SeC). Dichas proteinas por

deficiencia pueden generar desdrdenes neuromusculares.

Las selenoproteinas se encuentran en algunas enzimas que se encargan de
mantener una homeostasis redox. Una de estas enzimas mas importantes en el
cuerpo es la tiorredoxina reductasa, la cual oxida al NADPH y reduce a la

tiorredoxina.

Existen tres tipos de tiorredoxinas, la citosolica, la mitocondrial y una especifica de
testiculo. En estado reducido cada una de ellas cumple con diversas funciones, de
las cuales destaca, el proveer electrones para enzimas esenciales y enzimas
antioxidantes. Debido a esto, es que todos los procesos regulados por la
tiorredoxina en realidad son selenio-dependientes (Alvarez-Fernandez, et al.,
2010; Castets, et al., 2012).

Las glutation peroxidasas (GPxs) son un grupo de enzimas importantes para el
metabolismo humano, existen 8 tipos y 5 de ellos contienen a la SeC en su centro
activo. La GPx1 o citosolica (primer selenoenzima conocida en mamiferos) es una
enzima antioxidante extremadamente eficiente que cataliza la reduccion de
hidroperoxidos. La GPx4 es esencial en la embriogénesis en mamiferos; ademas,
cumple un rol estructural esencial en la maduracién de los espermatozoides. Las
funciones de las GPx2 o gastrointestinal, GPx3 o plasméatica y GPx6 (también
selenoenzimas) no estan totalmente identificadas, pero se sabe que son
importantes en situaciones de estrés oxidativo (Alvarez-Fernandez, et al., 2010).
En la Tabla 1 se muestran las selenoproteinas y sus funciones principales en el

cuerpo humano.

15

1 J;m Fma.’;w Em @ax’fw
J

——



ﬁz’oconvemz’o’n de ‘delento norgdnico por bacterias dcido Jacticas en un medio enriguecz'clé 2014

Tabla 1: Funciones principales de las GPx en el organismo humano.

Selenoproteinas

Funciones

Glutatién-peroxidasas GPx1,2,4

Mitocondrial del esperma GPx 4

lodotironina-desiodinasa

Tioredoxina-reductasa

Iselenofosfato-sintetasa SPS2

Selenoproteina-P

Selenoproteina-W

Selenoproteina del epitelio prostéatico

Eliminan al H.O,, modulan la formacién de
eicosanoides disminuyendo el dafio

oxidativo a lipidos, lipoproteinas y DNA.

Protege el desarrollo de espermatozoides y

previene el dafio oxidativo.

Regulaciéon del nivel de las Tioredoxin-

reductasas.

Control del estado redox intracelular,

regulacion de expresion genética.

Sintesis de selenofosfato.

Proteccién de células endoteliales frente a

peroxinitritos.
Funciones muscular.
Localizada en las células epiteliales de la

prostata ventral. Posible accion protectora

de células secretoras frente al carcinoma.

El residuo de SeC es incorporado a las cadenas polipeptidicas en el ribosoma,

pero a diferencia de los otros 20 aminoacidos, la SeC es codificada por un codon

uracilo-adenina-guanina o UGA (el cual naturalmente indica terminar la sintesis),

16

——

\ Jm Francisco Fores a%m’/ar
J



ﬁz’oconvemz’o’n de ‘delento norgdnico por bacterias dcido Jacticas en un medio enriquea'clé 2014

reprogramado para codificar SeC por un elemento de incorporacion de SeC

(elemento SECIS) presente exclusivamente en los ARNm de las selenoproteinas.

El elemento SECIS es el que decodifica el significado del codén UGA, y se localiza
debajo del codon UGA: 10 nucledtidos hacia el extremo 3" del ARNm en bacterias,
y en la regién 3° no traducida en archaeas y eucariotas (Alvarez.-Fernandez, et al.,
2010).

A diferencia de los aminoacil-ARNt convencionales, que son reconocidos por un
factor de elongacion general, denominado EF-Tu y que media la incorporacion de
los aminoacil-ARNt al ribosoma, el selenocisteinil-ARNtSec es reconocido por un
factor de elongacion especifico (SelB o EF-Sec), el cual reconoce ademas de GTP
y ARNtSec, al elemento SECIS del ARNm y media la incorporacién del ARNtSec

al ribosoma.

En eucariotas, el factor de elongacion que une Sec- ARNtSec no interacciona
directamente con el elemento SECIS, sino a través de la proteina de union a
SECIS, denominada SBP2. Ademas, otras proteinas, como la proteina ribosomal
L30, participan en el proceso de decodificacion. La sintesis de SeC ocurre
exclusivamente sobre el ARNt (no existe la sintesis del aminoacido libre). El
ARNtSec es previamente aminoacilado con serina, por una seril-ARNt sintetasa
convencional (enzima que cataliza la formacion de seril-ARNtSer) dando lugar a
seril-ARNtSec, el cual es luego modificado por la selenocisteina sintetasa a

selenocisteinil-ARNtSec.

En eucariotas, la catélisis de la transformacion de Ser-ARNtSec a Sec-ARNtSec
se realiza con dos enzimas diferentes. El &tomo de Se proviene del selenofosfato,
el cual es sintetizado por la selenofosfato sintetasa (Figura 2), conocida como
SPS2, a partir de selenuro y ATP (Alvarez-Fernandez, et al., 2010).
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Selenocisteina-ligasa
Selenocisteina H2Se
(SeC)

Alanina

ESE}a}U[S-0}BJSOJ0UI|IS /d IV

Selenocisteina-sintetasa

L-Selenocisteil-tRNA(SeC) HSePO,2

I Selenofosfato

L-Seril-tRNA(SeC)

Proteinas

Figura 2: Biosintesis de selenoproteinas a partir de SeC (Lamberti,et al. 2011).

La SeC es un aminoéacido que ha sido considerado como un analogo de la cisteina
(Cys) con la diferencia de contener al Se en lugar del azufre (S) en su composicion
(Figura 3). Sin embargo, sus diferencias van méas alla de su estructura. Por
ejemplo, mientras que la Cys tiene un pKa de 8.3, el de la SeC es de 5.2. Esto
implica que a nivel fisiolégico en el cuerpo humano (pH de 7+ 0.3), el grupo tiol de
la Cys se encuentra de forma neutra mientras el grupo selenol de la SeC se

encuentra cargado negativamente (selenolato).

Cisteina (Cys) Selenocisteina (SeC)
0 0
/lk[/‘\ )v -
Se
SH O .
0 HaM™ NH3
pk= 8.3 pkg=5.2

Figura 3: Estructuras de la SeC y Cys en funcién del pH del cuerpo humano.
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Otra caracteristica importante de la selenocisteina es que el Se presenta una
mayor polarizabilidad que el S; lo que genera una mayor capacidad nucleofilica en
el &tomo de Se, y por ende, mayor reactividad (Alvarez-Fernandez, et al., 2010).

Las enzimas existentes con residuos de SeC en su centro activo involucradas en
reacciones redox son mas eficientes que sus homologas con Cys. Sin embargo,
estas enzimas no son biocatalizadores participes en reacciones no redox; por lo
qgue, no puede considerarse que la SeC sustituya a la Cys en todas las enzimas
(Alvarez-Fernandez, et al., 2010).
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3. Justificacion

Por su gran capacidad para prevenir y tratar enfermedades, el selenio es un
elemento irremplazable y fundamental en el metabolismo humano. Debido a la
deficiencia de este mineral en la poblacion mexicana y a su dificil asimilacion por
el cuerpo humano, es necesario el estudio de fuentes organicas de este
componente. El uso de bacterias acido lacticas (Lactobacillus) como receptores y
biotransformadores de selenio a SeC es un aspecto novedoso y poco estudiado.
Las bacterias lacticas son utilizadas como microorganismos iniciadores en muchos
alimentos fermentados, y se sabe que pueden ser fuentes biolégicas de selenio.
De esta forma, la incorporacién de este tipo de bacterias en la elaboracion de
alimentos generaria productos funcionales y nutracéuticos, trayendo consigo

beneficios a la salud de la poblacion en general.
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4. OQObjetivos

4.1 Objetivo general

Cuantificar la concentracion de selenio inorganico absorbido por bacterias acido
lacticas en un medio enriquecido, para determinar la concentracién de selenio

organico biotransformado a través de un analisis por emision atomica.
4.2 Objetivos especificos

1. Realizar el aislamiento y la adaptacion de bacterias acido lacticas para obtener
los in6culos de los sistemas de fermentacion

2. Determinar la concentracion de inhibicion critica a Se(IV) de bacterias lacticas
a través de la fermentacién en medios de MRS enriquecidos con selenito de
sodio

3. Cuantificar el selenio remanente en los medios de cultivo enriquecidos con la
concentracion de inhibicion critica de selenito de sodio, para determinar el

porcentaje de selenio biotransformado por la bacteria lactica
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5. Metodologia

5.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas

Se utiliz6 una cepa aislada de un producto comercial lacteo que de acuerdo a
PROFECO (2004) contiene L. jhonsonii. Asimismo, se utilizaron 3 cepas puras: L.
bulgaricus, L. helveticus y L. rhamnosus, las cuales fueron donadas e identificadas

por el Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la UAM-Iztapalapa.

Para el aislamiento del microorganismo se tomaron tres réplicas de 1 mL de la
muestra del producto lacteo, y se realizaron diluciones de 10! a 10° en agua
peptonada (peptona de caseina 1% p/v, pH 7.2). Posteriormente, se sembraron en
cajas Petri con agar MRS, preparado de la siguiente manera: Agar MRS-NacCl
(40g/l de NaCl) y agar MRS. Las cajas se incubaron a 37°C por un periodo de 24 h
en anaerobiosis. El aislamiento se realiz6 en base a su morfologia colonial
(Tharmaraj & Saha, 2003). Los microorganismos aislados y los cultivos puros se

mantuvieron en refrigeracion en caldo MRS.

Se realiz6 un proceso de adaptacion cultivando cada una de las cepas
primeramente en caldo MRS y después se siguioé el mismo procedimiento que en
el aislamiento de L. jhonsonni (8Seccion 5.1.2), sélo que se utilizaron placas de
MRS estandar.

5.2 Céalculo de la concentracion critica de inhibicidn

Para determinar la concentracion critica de inhibicion de las bacterias acido
lacticas al Se(IV) se inocul6é 1 mL de un cultivo de bacterias lacticas acondicionado
en tubos de ensayo con rosca que contenian 10 mL de caldo MRS suplementado

con selenito de sodio (Na2SeO3s) en las siguientes concentraciones: 20, 50, 100,
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200 y 300 mg/L. El selenito se agreg6 de una solucion estéril en agua desionizada

con una concentracion de 500 mg/L.

La fermentacion se llevd a cabo en anaerobiosis a 37°C o0 42°C (segun el tipo de
lactobacilo) por 36 horas. Se tomaron muestras del caldo para medir cuenta viable
al final de la incubacion, la cual se realiz6 sembrando diluciones del caldo en agar-

MRS, expresando los resultados en UFC por mL.

Se realizaron las curvas de inhibicion de acuerdo a la cuenta viable para cada
microrganismo, y posteriormente, con ayuda de dichas graficas se determino el

punto critico de inhibicién.

Para la determinacion del punto critico en las gréficas se utilizé el método de
Talmage y Fitch modificado (Pefia, 2007), que consiste en:

=

Graficar los datos obtenidos de la cuenta viable de cada bacteria.

Identificar el cambio de orden en la grafica.

3. Trazar una bisectriz de forma tangente a los puntos cercanos al cambio de
orden.

4. Alargar y entrecruzar las dos bisectrices, para formar un &ngulo frente al
cambio de orden.

5. Trazar una linea en el cruzamiento de las bisectrices, para tocar la curva de
inhibicion.

6. Interpolar el punto que toca la linea recta a la curva y referenciar respecto a la

concentracion observada.
5.3 Fermentacion en medios suplementados con Na2SeO3

Se realizaron las fermentaciones para cada microrganismo; de los cuales se
inoculé una concentracion de 10% UFC, en tubos de ensayo que contenian 10 mL
de caldo MRS enriguecido con las concentraciones de Na2SeOs correspondientes
al punto critico de inhibicion para cada bacteria lactica estudiada. La fermentacion
se llevo a cabo por 36 horas a 37°C para L.jhonsonni, L. casei y 42°C para L.

helveticus y L. rhamnosus.
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5.4 Separacion de biomasa

Después de la fermentacion, los caldos de MRS fermentados se centrifugaron a
390009 por 15 minutos a 4°C para separar células del medio de cultivo. Los pellets
de células se resuspendieron en 10 mL de di-tiotreitol (DTT) al 0.3% (p/v) para
liberar cualquier posible enlace de selenio con grupos amino de las proteinas
membranales, los cuales podian afectar las mediciones de selenio metabolizado y
adsorbido por la bacteria. Las células se centrifugaron a las mismas condiciones
utilizadas para separarlas del medio de cultivo con la finalidad de retirar la solucién
de DTT.

5.5 Determinacion de biomasa seca

Para la determinacion del peso seco de la biomasa generada, después de la
eliminacién de DTT, se recuperaron las células en viales de vidrio puestos a peso
constante. Los viales fueron colocados en una estufa de secado a 105°C durante
4 h, posteriormente se procedid al pesado de los viales hasta obtener un peso

constante, la biomasa generada se calcul6 por diferencia de pesos.
5.6 Andlisis de selenio

Para la determinacién de Se por ICP se tomaron tres réplicas de 10 mL del medio
sobrenadante del primer proceso de centrifugacion. A cada muestra se le
adicionaron 10 mL de HNOs concentrado; posteriormente, la mezcla se sometio a
una digestion por microondas, para la cual se utiliz6 una rampa de temperatura
desde Tamb hasta 175°C durante 5.5 minutos y de 175 a 180°C durante 4.5

minutos. El limite de presion en los vasos fue de 110 psi.

Después, la solucion resultante se llevé a un volumen final con agua desionizada
(18uS/cm) de 25 mL, para el caso de L. bulgaricus y L. helveticus y de 50 mL para

L.rhamnosus y L. jhonsonii.

Las soluciones estandar de selenio se prepararon por dilucion de una solucién

madre con una concentracion de 40 mg/L (preparada a partir de Na2SeQs) y en
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matriz nitrica (3%de HNOz3), realizando la curva de calibracion respectiva, en el
intervalo de 2-10 mg/L. Cada uno de los estandares y las muestras se leyeron a la

longitud de onda maxima de emision del Se (196 nm) en un equipo de ICP.

La concentracion de Se absorbido por la biomasa se calculd por interpolacion y

considerando las diluciones correspondientes.
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6. Resultados y discusion

6.1 Analisis de tolerancia al NaxSeOs3

Después de realizar la identificacion morfolégica y acondicionamiento de las
bacterias acido lacticas aisladas, se realizaron los estudios de tolerancia a Se en
caldo MRS.

En la Tabla 2 se aprecia que a pesar de pertenecer al mismo género, los
lactobacilos exhibieron diferentes tolerancias al selenio. Se observé que L.
helveticus fue la bacteria lactica que presento el mayor rango de tolerancia, debido

a la inhibicion por selenito de sodio.

La especie L. rhamnosus presento un rango de tolerancia de hasta 300 mg/L;
pese a que se ha reportado que algunas especies de este microrganismo son
incapaces de metabolizar el selenio inorgénico y algunas otras no tienen tolerancia

a la presencia de éste (Andreoni et al., 2000).

Por otro lado, se ha observado que las bacterias acido lacticas son capaces de
sobrevivir en concentraciones de hasta 200 mg/L de Na2SeOs (Calome et al.,
1995). En este caso, todas las bacterias lacticas estudiadas sobrevivieron a
mayores concentraciones 0 a una concentracion similar de Na2SeOs; por ejemplo,

el L. bulgaricus.

Tabla 2: Rango de tolerancia a Na2SeOs en el cultivo de las bacterias estudiadas

Microorganismo Rango de tolerancia a Na;SeOz (mg/L)

L. johnsonii 0-250
L. rhamnosus 0-300
L. bulgaricus 0-200
L. helveticus 0-500

Jm Francisco Fores a%m’/er

26

——
| —



«.\Z;z'oconvem‘io'n de delenio inorgdnico por bacterias dcido Jacticas en un medio enn’guea’c[b 2014

Las fermentaciones correspondientes para determinar la concentracion critica se
realizaron de acuerdo a las concentraciones de trabajo. Se dividieron los rangos

entre 8 y 9 diferentes concentraciones de Na2SeOs en el medio (Tabla 3).

Tabla 3: Valores de las curvas tolerancia para los microorganismos estudiados.

Microorganismo

L. jhonsonii L. rhamnosus
[Na,SeOs] mg/L Log UFC [Na,SeOs] mg/L Log UFC
0 8.00 £+ 0.00 0 7.99 £+ 0.00
20 7.60 £ 0.03 20 7.55 + 0.01
40 7.59 £ 0.01 40 7.47 +0.30
60 7.33+0.01 60 5.68 £ 0.01
80 7.21 £0.03 80 5.50 £ 0.00
100 6.73 £ 0.03 100 5.46 + 0.01
150 6.53 £ 0.06 150 4.98 + 0.02
200 6.53 + 0.06 200 4.25 + 0.02
250 6.15 + 0.15 300 4.13 + 0.02
L. bulgaricus L. helveticus
[Na; SeOs] mg/L Log UFC [Na; SeOs] mg/L Log UFC
0 8.00 £ 0.00 0 8.09 £ 0.01
20 7.62 £ 0.02 20 6.65 £+ 0.04
40 6.84 + 0.06 40 5.75 + 0.02
60 4.51 +0.01 60 5.25 + 0.02
80 3.38 £ 0.08 80 5.09 £ 0.02
100 3.00 £ 0.00 100 4.97 +0.02
150 3.15+0.15 200 4.65 + 0.05
200 0.00 £ 0.00 500 4.15+0.15

Se observo que de todas las bacterias estudiadas, L. helveticus exhibié la mayor
disminucién en viabilidad. Esta disminucion correspondié a dos ciclos logaritmicos

a una concentracion de 20 mg/L de NazSeOs.

L. bulgaricus present6 inhibicion total en la concentracién mas alta de su rango de
estudio (200 mg/L), teniendo una cuenta nula. En el caso de L. johnsonii, este
microorganismo bajé solo dos ciclos logaritmicos, en todo e intervalo de
concentracion estudiado (0-250 mg/L).

Algunos estudios han revelado que la tolerancia a especies, como el selenio,
depende de la presencia de otros metales en el medio, principalmente del zinc
(Kai-Xia, Chen & Qing-Liang, 2007). Por otro lado, se sabe que la presencia de

Jm Francisco Fores a%m’/er
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iones como el Cd(ll) en el medio, tiene un efecto positivo sobre la resistencia de
las bacterias acido lacticas a la presencia de Se(lV) (Caballero-Arauz, et al.,
2008). Sin embargo, se ha reportado que no solo la interaccion entre especies
ibnicas hace que los microorganismos sean mas resistentes a la presencia de
selenio inorganico; sino que, la encapsulacion con quitosano aumenta la
resistencia, de algunas especies de lactobacilos a la presencia de esta especie
quimica, lo que podria aumentar el rengo se supervivencia de estas especies
(Vodnar & Socaciu, 2014).

6.2 Determinacion de la concentracion critica de inhibicion

A partir de los datos de tolerancia (Tabla 3), se calcul6 la concentracién critica de
inhibicion. Mediante el célculo de las regresiones lineales en los puntos de
inflexion de la grafica (Figura 4) y discriminando aquellos con menor correlacion
lineal (R?> mas pequefia, Tabla 4), se pudo determinar el punto donde se

encontraba el cambio de orden en la curva.

Tabla 4: Correlacion lineal de segmentos en las curvas de tolerancia.

Microorganismo Rango analizado Correlacion lineal R?
L. helvéticas 0 — 500 mg Na, SeOs/L 0.4892
100 — 1000 mg Na, SeOs/L 0.854
L. rhamnosus 0 — 100 mg Naz SeOs/L 0.876
150 — 300 mg Naz SeOs/L 0.7082
L. bulgaricus 40 — 150 mg Na, SeOs/L 0.5652
80 — 200 mg Na, SeOs/L 0.704
L. jhonsonii 0 — 80 mg Na2z SeOa/L 0.952
80 — 200 mg Na; SeOs/L 0.7162
150 — 300 mg Naz SeOs/L 0.899

& rango analizado para la determinacion de la concentracion critica de inhibicion.
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En la Figura 4 se observa las partes segmentadas de las curvas en las cuales se
determinaron los puntos criticos para cada microrganismo estudiado, siguiendo el

método modificado de Talmage y Fitch (Pefia, 2007).

Los estudios revelaron que de los cuatro microorganismos, Lactobacillus
rhamnsus presento la mayor tolerancia con una concentracioén critica de 198 mg/L
de Na2SeOs; mientras, Lactobacillus helveticus presento la menor tolerancia (43
mg/L).

En todos los casos, los resultados de tolerancia fueron mayores a los reportados
para otras especies de lactobacilos, donde se encontré que con una concentracion
de 1mg/L de NazSeOs se presentaba inhibicion del crecimiento en caldo MRS
(Andreoni, et al., 2000).

Kai-Xia y colaboradores (2007) demostraron que mas de 16 mg/L de Na2SeOs3
adicionado a medio MRS en crecimiento de L. bulgaricus tiene un efecto
inhibitorio. Sin embargo, la presencia de otros metales como manganeso y zinc,
incrementa la tolerancia de bacterias lacticas a este tipo de especies quimica;
principalmente, en lactobacilos y estreptococos (Calomme, et al., 1995).
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Log UFC/imL
F=
Log UFCimL

82 mg/L 1 43 mg/L

2 ‘ I I I T T T T T T
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[Na,SeO,] mg/L INa-Se0.1 ma/L

Figura 4: Determinacién de la concentracion critica de tolerancia a Na:SeOs; por
lactobacillus: A: jhonsonii, B: rhamnosus, C: bulgaricus, D: helveticus.

Se ha demostrado que la tolerancia al selenio, por bacterias lacticas tiene una
relacion directa con la dispersion del selenio en el medio. Por ejemplo, en leches
fermentadas, una concentracion de hasta 200 mg/L no tiene efecto sobre la
viabilidad de bacterias probidticas; y ademas, se logra una inserciéon de selenio
inorganico de hasta el 75% para algunas especies de lactobacilos (Alizate, et al.,
2010).

6.3 Analisis de selenio

Para la determinacion de selenio en las muestras analizadas (remanentes de
selenio en el caldo MRS después de la centrifugacion) se elabord una curva de
calibracion en el intervalo de concentraciones de 2 a 10 mg/L. Los parametros de

regresion se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5: Parametros de regresion de las lineas de calibrado, Intensidad vs concentracion
de Selenio (mg/L).

Parametro Valor

Desviacion estandar residual, se 28.94
Numero de estandares, n 5
Coeficiente de correlacion, r? 0.9995
Ordenada en el origen, atts, 7.5+7.5
Pendiente, btsp 224+11
Intervalo lineal (mg L) 2-10
Limite de deteccion (ug L?) 0.27 pg L?
Reproducibilidad (%DER, n=3, 6 pg L?) 1.6

Todas las muestras se analizaron por triplicado, obteniendo los resultados que se

presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Porcentaje de absorcion de selenio por especies de Lactobacillus.

Microorganismo % de Absorcién
de Se
L.rhamnosus 12.1 8.01 33.76
L.helveticus 2.75 0.65 76.50
L.bulgaricus 5.24 4.76 9.14
L.jhonsonii 6.66 5.93 10.80

[Se]li= concentracién de selenio adicionado al medio en pg; [Se].= concentracion de selenio
después del crecimiento de las bacterias en pg. 2La concentracion adicionada al medio esta
reportada segun las diluciones realizadas para el andlisis.

Con los resultados obtenidos se evalud la capacidad de biotransformacion de
selenio inorganico que tiene cada una de las bacterias lacticas. De acuerdo a
estos resultados, se encontré que, Lactobacillus helveticus fue la BAL que mayor
porcentaje de absorcion mostré (76.50%); a pesar de ser la bacteria con menor
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tolerancia al Se. En contraste, Lactobacillus bulgaricus mostré el menor porcentaje
de absorcion (9.14%).

Se ha demostrado que para algunas especies de lactobacilos la absorcion de
selenio inorganico puede alcanzar hasta un 13%, del cual el 3% se queda
interaccionando en la membrana celular. La mayoria de los lactobacilos,
transforman el selenio inorganico en SeC por un mecanismo bioquimico integrado

al citoplasma (Andreoni, et. al., 2000).

Los resultados obtenidos demuestran que hubo mayor biotransformacion de
selenio que el mostrado por algunas bifidobacterias probidticas, en las cuales se

han logrado valores de hasta 28% (Zhi-Quiang, Bo-Wen, Ping-Lan, 2009).

Es importante resaltar que la bioconversion de selenio inorganico a selenio
coloidal u orgéanico, se realiza de manera mas eficiente en sistemas con nutrientes
especificos para las bacterias lacticas, como son las leches fermentadas. Se ha
demostrado que hasta un 73% de selenio inorganico puede ser biotransformado

durante la fermentacion de leche (Alzate, et. al., 2010).

En la literatura se ha reportado sélo a las levaduras como productores naturales
de selenio organico (Calomme, et al., 1995; Kai-Xia, et al., 2007), para estos
microrganismos se ha logrado un maximo de 50% de absorcion de Se,

transformado principalmente a selenometionina (Kai-Xia, et al., 2007).

También, se ha propuesto el uso de algunas especies de lactobacilos agregados
como ingredientes funcionales; ya que, la capacidad de conversién que se ha
presentado, en algunos casos, es mas alta a la reportada por levaduras (Kai-Xia,
et al., 2007).

Para determinar la concentracion de selenio inorganico absorbido y transformado
por cada bacteria lactica, se calculo el peso de biomasa seca en cada

fermentacion (Tabla 7).
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Se pudo observar que L. helveticus fue el microorganismo que genero la mayor
concentracion de biomasa en el medio (14.06 mg); mientras que con L. jhonsonii

se obtuvo menos de 1 mg durante el proceso de fermentacion.

Los resultados de generacion de biomasa, después de 36 horas de fermentacion,
demuestran que cada microorganismo tiene una curva de crecimiento diferente.
Sin embargo, se ha reportado que independientemente de la etapa de crecimiento
microbiano, los lactobacilos son capaces de absorber selenio inorganico para su
transformacion a SeC. De igual manera, la concentracion de Na2SeOs no tiene
implicaciones directas en el porcentaje de absorcion (Kai-Xia, et al., 2007).

Tabla 7: Biomasa generada por los diferentes lactobacillus en un periodo de 36 hrs.

Microorganismo [Se]: (mg/L) Biomasa generada (mg)?
L. helveticus 43 14.06 + 3.5x10*
L. rhamnosus 198 8.83 + 5.7x10°
L. bulgaricus 82 2.3 + 1x10*
L. jhonsonii 108 0.8 + 2x10*

[Se]i= concentracién de selenio adicionado al medio. 2Los datos para calcular la biomasa generada

por sistema se muestran en el anexo.

Considerando la biomasa generada por cada bacteria, se pudo estimar la
capacidad de cada una de ellas para el aprovechamiento de Se en los sistemas de

fermentacién enriquecidos con la concentracion critica de Na2SeOs (Tabla 8).
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Tabla 8: Relacién de la concentracion de Se en el medio y su absorcidn, respecto la

biomasa generada.

Microorganismo [Se]1 Biomasa % de o ( 1gse )
(mg/L) generada absorcion MYbiomasa generada
(mg) de Se
L. helveticus 43 14.06 76.5 0.149
L. rhamnosus 196 8.83 33.76 0.454
L. bulgaricus 82 2.3 9.14 0.208
L. jhonsonni 108 0.8 10.8 0.91

[Seli= concentracién de selenio adicionado al medio.

L. jhonsonii mostré un mayor aprovechamiento de Se absorbido por mg de
biomasa generada (0.91ug/mg). Mientras que, L. helveticus tuvo el menor indice
de aprovechamiento con 0.15 ug de Se por mg de biomasa. Esto puede explicarse
por el requerimiento proteico que es diferenciado segun el tipo de bacteria.

En este contexto, se ha reportado que cuando se encuentra Se inorganico en el
medio, los lactobacilos y bifidobacterias son capaces de inhibir la produccién de
cisteina para iniciar la produccién de SeC, entre mayor sean los requerimientos de
Cys para el desarrollo microbiano, es mayor el porcentaje de selenio absorbido

durante el crecimiento (Kai-Xia, et al., 2007; Sarang, et al., 2014).

Por otro lado, se ha determinado que la concentracién de selenio absorbido por
lactobacilos puede llegar hasta 407 ug/g de biomasa seca (Calomme, et. al.,
1995). Sin embargo, datos mas recientes refieren que en el caso de L. reuteri
NCDCT77 tiene la capacidad de absorber hasta 800 ug/g de biomasa seca (Galano,
et al., 2013; Saini, et al., 2014). Adicionalmente, para los enterococos se han
alcanzado valores de absorcion de Se, de alrededor 2 ug/g de biomasa seca
(Pieniz, et al., 2013).

Relacionando los resultados obtenidos en esta investigacion, con los reportados
por otros autores, se pueden realizar inferencias sobre la posible utilizacion de los
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lactobacillus estudiados (helveticus, rhamnosus, bulgaricus y jhonsonii) como

biogeneradores de Se organico, tomando en cuenta las siguientes caracteristicas:

e Tolerancia critica a la presencia de Se.
e Porcentaje de absorcion de Se por bacteria.
e Cantidad de biomasa generada en el sistema.

¢ Relacion entre los mg de Se absorbido por mg de biomasa generada.

Muchos estudios han propuesto sistemas de cultivos iniciadores para la
elaboracion de leches fermentadas, principalmente. En todos los estudios se ha
puesto de manifiesto la importancia de la bioconversion de selenio inorganico por
BAL.

Una de las caracteristicas mas importantes es la determinacion de selenio
insertado y se ha referido que el aprovechamiento del selenio agregado sea el
mayor posible para no dejar remanentes de selenio inorganico en el medio (Alzate,
et al., 2010; Pieniz, et al., 2013; Saini, et al., 2014).
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7.Conclusiones

La concentracion critica de inhibicion por Na2SeOs asi como la acumulacion de
selenio, durante la fermentacion en medios enriquecidos, son diferentes para

todos los microrganismos estudiados.

No hay una relacion directa entre el porcentaje de absorcion de Na:SeOs y la
concentracion de selenio acumulada ya que, con independencia de la cantidad de
selenio inorganico absorbida, la concentracion acumulada al interior de la célula

varia.

Existe una relacion directa proporcional entre la tolerancia a la presencia de
Na.SeOs y el porcentaje de acumulacion de selenio por las bacterias acido lacticas

estudiadas.

L. jhonsonii y L. rhamnosus presentan potencial como biogeneradores de selenio
organico, lo que permitiria su aplicacion como ingrediente funcional en distintos

tipos de alimentos.
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8.Perspectivas

1. Analizar y comparar la capacidad de absorcion de los Lactobacillus a
concentraciones por debajo del punto critico de tolerancia al Se en un

medio de crecimiento enriquecido.

2. Realizar pruebas de absorcion in vitro e in vivo para estimar la cantidad de
Se absorbible por el cuerpo humano, teniendo como fuente las cepas
estudiadas, en la concentracion donde la relacién p y el porcentaje de Se
absorbido sea el ideal para aplicacion en procesos de elaboracion de

alimentos.

3. Realizar pruebas piloto en la elaboracién de productos lacteos utilizando las
bacterias estudiadas a las concentraciones de Se determinado con mayor

eficiencia.
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9.Anexo

Tabla 9: Biomasa generada por L. helveticus en un sistema con 43 mg/L de Na,SeO:s.

1 2.2397 2.2541 0.0144 0.01406 3.5x10* 2.48
2 2.2433 2.2574  0.0141
3 2.2760 2.2897  0.0137

Tabla 10: Biomasa generada por L. rhamnosus en un sistema con 198 mg/L de Na,SeO:s.

Muestra ~ P1(9) P2(9) Pm(9 Pr(9) 2
1 2.3512 2360  0.0088
0.00883 5.7x10°  0.65
2 2.2741 2.2830 0.0089
€ 2.2469 2.2557 0.0088

Tabla 11: Biomasa generada por L. bulgaricus en un sistema con 82 mg/L de Na,SeO:s.

Muestra  P1(g) P2(g) Pm(@  Pp(9) 2
1 22067 2.2091 0.0024
0.0023  1x10* 4.34
2 22722 22745 0.0023
3 22703 2.2723 0.0022
( 1 Zmﬁm&w Em@m’/a‘r
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Tabla 12: Biomasa generada por L. jhonsonni en un sistema con 108 mg/L de Na,SeO:s.

Muestra  Pi(g) P2(g) Pm(9) Pp (9) 2
1 2.2648 2.2654 0.0006
0.008  2x10* 25
2 2.3160 2.3168 0.0008
3 21989 2.1991  0.001

Tabla 13: Datos para el calculo del Se absorbido por BAL.

Microorganismo Absorbancia [Se] Promedio
medio
130.6 0.6281
L. helveticus 1432 0.6836 0.6557 0.0277 4.22%
136.8 0.6554
1042.2 4.4616
L. bulgaricus 1065.8 4.7455 4.7605 0.1270 2.66 %
1099.6 4.8943
1714.7 7.6026
L. rhamnosus 1825 1 8.0887 8.0149 0.3807 3.87 %
1885.2 8.3533
1341.5 5.9594 5.9367
L. jhonsonni 13858 6.1545 0.2300 4.75%
1281.7 5.6961
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Besumen

El Selenio (5e) es un micronutriente asencial en el metabohome humano v se ha demostrade que fiens
un marcado efscto anticodante Su hiodispomabilidad esta relacionada dentro de obras cosas con ba
naturalera quinica del Se {organica o meorganica). Eo la forma mergamca (sales) el Se puede ser
potencialmente tococo para la salud imana mentras que en su forma orgamica su dispombilidad
aumenta ¥ su toeacidad dismimrye. Exsten prineipalmente dos tpos de Se orgamco la selenocisteina
(5el) sintebizada por orgamsmos heterotrofos ¥ la selenometioning (Seld) sintetizada principalments
por orgamismos autotrofos. En el organismo el Se se encuentra presente en forma de selenoprotemas,
prncipalments como residus de Sel. Existen microorganismas como alpunas cepas de Lactobaciilus, E.
cali, 5. cerevizsioe que pueden whhrzar el Se meorgimico en su metabolismo proteico el cual es
meorporado a las cadenas polmpeptidicas en el nbosoma, penerande selencprotemnas bis cuales puedan
ser una fuente potencial de selenio en su forma orgamica. El objetive general de esta investipacion es
determinar ¥ cuantificar el selenio en Laciobacillus s5p, a traves del cultivo en medios enrnquecidos con
Mal5e03 para deteromnar la capacidad de mnecrporacion dal Se en sn metsbolismo proteico. En esta
mvestizacion se whlizan 4 bactenas licticas, se determing su tolerancia al Se adicionande Wa25e03 a su
medio de cultvo. El selenio absorbide v metabohizado per las células se determimd por medio de
espectroscopia de plasma (ICF). Este anahisis permarhéd hacer una inferencia sobre 1a capamdad de cada
micro pamsme en la tansformacion de Se inorganico a Se orgamce (SeC).

Imtroduecicn

El Se es un mueronuinente esenclal de naturaleza mineral ¥ se ha demostado que tiene wn marcadeo
efecto anticradante ademas de que pueds prevenir enfermedades como el cancer, se entuentra presente
en el cuerpo hmano en forma de selenoproteinas principalments como readuc de selenocisteina
(5e()[1], dichas proteinas por deficiencia puedsn penerar desordenss peuronmsculares, ejemplo de ello
sen las glufation peroxidasas (GPxs) que son un grupo de ensimas importantes para el metabolismeo
humano, exsten § tipos ¥ 5 de ellos contienen a la SeC en su centro actrnio imvelucradas en reacciones
redox, dichas enmmas son mas eficientes que sus homologas con Cys [1, 2], per ello se ha propuesto una
mgesta diaria recomendada para el ser lumano de 35uz' dia de Se la cual a pesar de ser wma
concentracion oy baja o siempre es culterta delide que el seleno no se enuentra dispemble para su
absoroion por el organismo bumano. Existen algunas bacterias acido lactceas que pueden meorperar &l
Se Inorganico a su metabohsmo el cual es meorperado a las cadenas polipeptidicas en el nbosoma, v 1o
transformen a SeC, esto auwmenta la biodisponibilidad del Se, permrtiendo que las bacterias acido lacticas
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