UNIVERSIDAD AUTONOMA
METROPOLITANA

IZTAPALAPA

Division de Ciencias Biologicas y de la Salud

oNOM
V\g A Wd‘}«

IS\

Casa abierta al tiempo

4o

\‘bﬂ.w ER Sip
>
Py 11080

Capacidad de Bioconversion de Selenio inorganico por bacterias

acido lacticas desarrolladas en un medio enriquecido
Tesis

Para obtener la Especialidad en Biotecnologia
Presenta:

Xochitl Martinez Ramirez

Directora: Dra. Gabriela M. Rodriguez Serrano
Asesor: Dr. Luis Guillermo Gonzalez Olivares

Asesor externo: Dra. Araceli Castafieda Ovando



A\

Casa abierta al tiempo

ACTA DE IDONEA COMUNICACION DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

QUICIRA

4 R r
CAPACIDAD DE BIOCONVERSION
DE SELENIOIINORGANICO POR En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
BACTERIAS ACIDO LACTICAS del dia 13 del mes de diciembre del afio 2016 en la Unidad
DESARROLLADAS EN UN MEDIO Iztapalapa de 1la Universidad Auténoma Metropolitana, los
ENRIQUECIDO suscritos miembros del jurado:
DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ SERRANO
DR. LUIS GUILLERMO GONZALEZ OLIVARES
DRA. ARACELI CASTANEDA OVANDO
L >
siendo los dos primeros asesores de la alumna y lectora la
fl=s 4l tercera, de 1la Idbénea Comunicacidén de Resultados, se
reunieron a evaluar la presentacién cuya denominacién
aparece al margen, para la obtencién del diploma de:
ESPECIALIZACION EN BIOTECNOLOGIA
DE: XOCHITL MARTINEZ RAMIREZ
y de acuerdo con el articulo 79 fraccién II del Reglamento
gz de Estudios Superiores de la Universidad Auténoma
4 Ml’"/ ‘ Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
e =
XOCHITL MARTINEZ RAMIREZ
ALUMNA
/
D () 7‘//2/&/:,,, A4 AT AT
Acto continuo, se comunicé a la interesada el resultado de
la evaluacién y, en caso aprobatorio, le fue tomada la
protesta.
) ~
( %
DIRECTORA DE LA DIVISION DE CBS ASESORA

~ 7
(it /%z.‘/)/«w v

DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ
SERRANO

LECTORA

DRA. Al LI CASTANEDA OVANDO

No. 00174
Matricula: 2152800981




Agradecimientos

Agradezco la Universidad Autdonoma Metropolitana unidad Iztapalapa por abrirme
sus puertas al aceptarme para realizar mis estudios, los cuales me han abierto un

nuevo mundo de conocimientos.

A mis asesores, Dra. Gaby, Dr. Luis y Dra Aracely, muchas gracias por todo su apoyo
otorgado y su paciencia para la elaboracién de ésta tesis, agradezco especialmente al Dr

memo, que me ha ensefiado muchas cosas y me ha apoyado en otras tantas.

A mi Familia, mis padres y hermanos que siempre han estado para apoyarme,

escucharme y levantarme, esto no se hubiera logrado sin ustedes.

A mis amigos y compafieros de laboratorio, Guadalupe, Miriam, Jesica, Fatima y Paola,

Emmanuel, Chucho, Pinito, muchas gracias por estar, por ayudarme y orientarme.

Finalmente y no menos importante, a Dios, el motor de mi vida...

S camias soto //é/d/‘d&/f’ WA /472/%1  pers &1 cannas w////mimé S WA

é/kf

Estudio de la sobrevivencia de bacterias acido lacticas en Se | indice -



Indice

1. INTRODUCCION ....covveeeveeeenn. 1 5.2.1 Determinacién de la

2. ANTECEDENTES ......cvvveeireinnnnn. 2 concentracion critica de

2.1 Bacterias acido lacticas........... 2 inhibicion ......cocoovviieeiiiiiee, 12

2.2 Bacterias probidticas.............. 3 5.2.2 Determinacion de la zona de

2.3 Selenio...ccceeeeceeeiieiiieeeeeeei, 4 desaceleracion.........cccccceeeeennns 13

2.3.1 Usos del selenio en el cuerpo 5.3 Analisis de selenio................. 13
huUMaNO.....ccoeeevvveciecccecee, 5 5.4 Analisis estadistico de los

2.3.2 Selenoproteinas .................. 6 resultados.......cccceeeeeeeieeieeeennnns 14

2.3.3 Estudios con selenio............. 7 6. Resultados y discusidon ............ 15

2.4 Estudios del metabolismo de 6.1 Andlisis de la tolerancia al
bacterias probidticas y selenio.. 8 NaSE0;3 i, 15

3. OBJETIVOS.....covvveiiiieeeiiee, 10 6.2 Determinacién de la

3.1 OBJETIVO GENERAL.............. 10 concentracion de inhibicion

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........ 10 (ol 414 [or- J RN 15

O [T o Yo) = RN 11 6.4 Fermentacidon en medios

5. Metodologia.......cccceeeeeeeennnenn.. 12 suplementados con Na,SeOs; ...20

5.1 MUestras ....cccoeeevvveerivnneennnnn. 12 6.5 Determinacién de selenio .....23

5.2 Fermentacién en medios 7. CONCLUSIONES........cevvnneennee. 26
suplementados con Na,Se0s... 12 8. Referencias ....cccoeevevveerevvnnnnne. 27

Estudio de la sobrevivencia de bacterias acido lacticas en Se | indice n



Indice de Figuras

Fig. 1 rutas metabdlicas del selenio en higado y rifidn (Krittaphol et al., 2011) 9
Fig. 2 Determinacidn de la concentracidn de tolerancia para L. casei Shirota 17
Fig. 3 determinacidon de la concentracion de tolerancia para L. jhonsonni 18
Fig. 4 Crecimiento de L. casei Shirota en medios MRS y MRS enriquecido con Na,SeO; 20
Fig. 5 Velocidad de crecimiento para L. casei Shirota 21

Fig. 6 Cinéticas de crecimiento de L. johnsonii en un medio MRS y MRS enriquecido con
selenito. 22

Fig. 7 Velocidad de crecimiento para L. johnsonni 23

indice de Tablas

Tabla 1 Determinacion de la concentracion de tolerancia para L. casei Shirota 15
Tabla 2 Determinacién de la concentracidon de tolerancia para L. johnsoni 16
Tabla 3 Rangos de crecimiento de bacterias acido lacticas y R 16
Tabla 4 Porcentaje de absorcién de selenio por especies de Lactobacillus 24

Estudio de la sobrevivencia de bacterias acido lacticas en Se |



1. INTRODUCCION

El selenio (Se) es un mineral que se debe de consumir en bajas
concentraciones debido a que es altamente toxico, de acuerdo con Reid et al.,
(2004), la dosis recomendada es de 55 pg/dia y su limite de consumo es de 400
pg/dia. Este elemento puede presentarse bajo su forma inorganica u organica,

esta ultima mayormente aprovechable que la primera (Krittaphol et.al.,2011).

Entre las principales funciones de este mineral en el organismo humano, estan,
la de regular la funcién de la glandula tiroides, promover la produccién de
anticuerpos y promover la salud reproductiva mejorando la calidad del esperma.
Ademas de ello, se ha comprobado que una deficiencia de selenio, influye
directamente en el estado emocional de los seres humanos (Brown & Arthur,
2001)

Diversos estudios han utilizado la forma inorganica del Se, como selenito de
sodio (Na,SeOg3); se afiade a plantas y alimentos destinados al consumo animal,
con el fin de aumentar valores nutritivos. Se ha comprobado que afadirlo en esta
forma quimica, permite ser metabolizado por las bacterias acido lacticas, las
cuales presentan la capacidad de biotransformarlo en una especie organica. Este
proceso puede ser a través de diferentes métodos de detoxificacion, produciendo
H,Se, para finalmente convertirse a Se®, el cual puede ser aprovechado por la

bacteria insertadndolo en algunas proteinas.

En este trabajo, el principal objetivo, fue estudiar el comportamiento de las
bacterias acido lacticas, en medios enriquecidos con diferentes concentraciones
Na,SeOg3, con el fin de determinar la concentracién de este compuesto que inhibe
su crecimiento. Asi mismo se verificO la concentracion de selenio absorbida

durante el desarrollo de las bacterias acido lacticas estudiadas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL), han sido ampliamente utilizadas en la
produccion de alimentos fermentados en diversos procesos industriales. Algunas
de estas bacterias son clasificadas como probiédticas y, ciertas especies se han
considerado para la desintoxicacion de metales pesados (Caballero-Aradz et al.,
2008).

Entre estos metales pesados se encuentra el selenio, el cual en altas
concentraciones es toxico para plantas, animales y microorganismos. Al
encontrarse en un medio con altas concentraciones de este no metal, las BAL,
utilizan un mecanismo de detoxificacion mediante la reduccion de selenato a
selenito, lo que finaliza con la forma no toxica del selenio, como selenio elemental
(Se?%, el cual es empleado por algunos microorganismos para su crecimiento.
Ademas de ello, dicho elemento, puede reemplazar al azufre por selenio en
pequefias cantidades, incorporandose en las proteinas celulares, como la

selenometionina y la selenocisteina (Andreoni et al., 2000).

La capacidad de las BAL de asimilar el Se, y algunos otros metales como
Cadmio y Zinc, tiene una gran importancia fisiolégica y nutricional, tanto para los
humanos como para los microorganismos, los cuales concentran el selenio del
medio en sus células produciendo una forma organica de Se a partir de una forma
inorganica lo que permite un aprovechamiento mas facil de éste mineral (Bomba et
al., 2002). Esta caracteristica de las BAL, presenta dos ventajas, en la primera, su
uso en alimentos fermentados, puede proveer una fuente de bajo costo de Se
organico para humanos y animales. Por otra parte, como segunda ventaja, se
presenta que ciertas BAL se consideran como probidticas, las cuales al poder
resistir el paso del tracto gastrointestinal y establecerse en el intestino, tienden a
acumular Se que ingiere el huésped, lo cual a su vez, alterara la expresion de
varias selenoproteinas de este ultimo (Pophaly et al., 2014). Las bacterias

introducen el selenio en aminoacidos, que en esta forma, se insertan en el centro
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catalitico de las enzimas. Por otra parte, el selenio también puede usarse para
sintetizar selenoproteinas como la glutation peroxidasa, tioredoxina reductasa, las

cuales juegan un papel muy importante como antioxidantes (Gan, et. al., 2014).

2.2 Bacterias probiéticas

Las bacterias probidticas son definidas como “microorganismos vivos
adicionados a alimentos que son benéficos para la salud” (Aggett et al. 1999). En
este grupo se incluyen géneros como Lactobacilli y Bifidobacterium (Kieran et al.,
2003). La concentracibn minima de ingesta de bacterias probidticas que se
recomienda es de 10° UFC/mL (Shah, 2000).

La importancia del uso de bacterias probidticas es debido a que han
demostrado importantes beneficios a la salud (Scholz-Ahrens et al., 2015),
especificamente por su adherencia al tracto gastrointestinal en donde promueven
un balance en la microbiota, evitando la colonizacion de bacterias patégenas y
toxinas, y al mismo tiempo, ayudan al metabolismo de nutrientes que el organismo
por si mismo no puede aprovechar (Borchers, 2009), es decir, los productos
finales de la fermentacién, como polisacaridos, péptidos y proteinas, pueden ser
absorbidos por el hospedador y éstos pueden influir en la salud y estado mental
del hospedador (Saier & Mansour, 2005). Dichas bacterias probi6ticas cumplen
con caracteristicas que aseguran su efecto benéfico sobre el organismo
hospedador, como no ser patégenas, resistencia a las sales biliares asi como al
acido gastrico, adhesion al tejido epitelial del intestino, en donde producen
sustancias antimicrobianas y nutraceuticas (Leroy et al., 2008). Ademas de ello,
mejoran la respuesta del sistema inmune, reducen el nivel del colesterol en

plasma sanguineo e inhiben la aparicion de cancer (Yang et al., 2009).

Por otro lado, se sabe que para los microorganismos, los metales pesados son
altamente toxicos (cadmio) al igual que no metales como el SE, esto es debido a
gue pueden reemplazar facilmente los compuestos que son funcionales para la
célula en sus sistemas de transporte, que al ser reemplazado, provoca una

desnaturalizacion de proteinas (Holmes y col., 1997). Bajo condiciones adecuadas
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las bacterias probidticas son capaces de acumular grandes cantidades de
elementos traza (incluyendo elementos altamente toxicos), tales como selenio,
zinc y cobre, y los transforma en componentes organicos no toxicos (Ren et al.,
2011). De acuerdo con Kamna et al., (2014) algunas especies de lactobacilos
pueden concentrar selenio (Se) en forma de selenocisteina en la biomasa, la cual
puede ser usada como fuente organica de este oligoelemento, para después ser

aprovechado en la dieta.

2.3 Selenio

El Se es un elemento traza esencial que se encuentra principalmente como Se
inorganico (muchas veces como selenito o selenato) y Se organico en forma de
selenometionina, el cual, en esta forma, es mayormente asimilable (Chantiratikul,
et al., 2015). El Se tiene una ingesta diaria recomendada (IDR) de 60 pg por dia

para hombres y de 53 pg por dia para las mujeres (Rayman, 2012).

En los sistemas biolégicos los compuestos del Se tienden a ser metabolizados
a estados mas reducidos, con lo cual se forman los seleno compuestos (Combs Jr.
& Combs., 1984). El selenato y selenito son metabolizados en el higado después
de su administracion oral para después ser absorbido en el tracto intestinal
(Swanson et al.,, 1991) donde el Se puede interactuar con bacterias nativas
(Krittaphol et al., 2011).

Ademas, se ha comprobado que la presencia del Se en cantidad mayor a la
ingesta recomendada, puede inhibir la carcinogénesis, efecto comprobado en
modelos con animales (Combs & Combs, 1984). Este efecto se debe a la
estimulacién de la enzima glutation peroxidasa, la cual tiene un efecto protector
contra el cancer intestinal, antioxidante en la glandula tiroides y sensor de estrés
(Krittaphol, 2011), ademas de ello, produce un efecto antioxidante de ciertas
formas de la tioredoxina reductasa, a quien se le atribuye una funcion
inmunologica ademas de participar en la regeneracion de los sistemas
antioxidantes y mantenimiento intracelular de las reacciones redox (Lopez-Bellido
y Lopez-Bellido; Krittaphol, et. al., 2011).
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2.3.1 Usos del selenio en el cuerpo humano

Recientemente, se ha descubierto que los efectos benéficos del Se dependen
de la forma en la cual sea ingerido, lo que ha llevado a algunos autores a la
conclusién de que la forma organica es mas aprovechable que la forma inorganica
ya que es en la forma de SeC (Selenocisteina)(que es en ésta forma en la que se
encuentra en las plantas), que es insertado el Se en el sitio activo de las enzimas
por el codon UGA (Alzate et al., 2010; Lamberti et. al., 2011)

Numerosos estudios se han llevado a cabo con la finalidad de enriquecer
diferentes productos alimenticios como levaduras, col, ajo, brocoli, cebollas y
sésamo. Algunos otros alimentos, han sido estudiados para determinar la
biodisponibilidad del selenio, entre los que se encuentran las levaduras, ajo
(ambas enriquecidas con selenio), nueces de Brasil, cebollas verdes y cebollines
(Alzate et al., 2010).

De acuerdo a Rayman, (2000, 2002a, 2012b), el selenio se involucra en

aspectos de la salud humana como:

a) El apropiado funcionamiento del sistema inmune, ya que estimula la
produccion de linfocitos T y la actividad de las células killer.

b) Reduce la virulencia y la progresién de infecciones virales (virus de la gripe
y VIH, entre otros).

c) Esencial para le fertilidad masculina, ya que mejora la movilidad del
esperma y facilita la sintesis de testosterona y posiblemente influya en la
fertilidad femenina (reduce el riesgo de aborto).

d) Regula el estado de algunos neurotransmisores en el cerebro, lo que influye
en el estado animico, reduce la depresiéon, ansiedad, confusién mental y
hostilidad, ataques epilépticos y Alzheimer.

e) Produccion y regulacion de la actividad de la deiodinasa que promueve la

conversion de la hormona tiroidea T4 a su forma activa T3.
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f) Actla como agente antioxidante y antiinflamatorio, ya que presenta efecto
benéficos contra la artritis reumatoide, pancreatitis y asma (L6pez-Bellido y
Lépez-Bellido, 2013).

2.3.2 Selenoproteinas

El Se se encuentra formando parte de 25 selenoproteinas que tienen a la
selenocisteina en su centro activo, entre ellas se encuentran selenoenzimas que
incluyen la glutation peroxidasa, iodotironina deiodinasa, y tioredoxina reductasa,
las cuales contienen SeC. La insercion de la Sec a una selenoproteina esta dada
por el codén UGA en el RNAm (Rayman, 2012a) (Pieniz, et al., 2011). En una
sintesis de proteina, el RNAt aminoacilado es transportado hasta el ribosoma por
un complejo de proteinas y GTP. Después de ello ocurre una interaccion de
codoén-anticodén y el GTP es hidrolizado. Para que se efectle la insercion del
selenio se requiere de la formacion de un complejo cuaternario el cual es
desnaturalizado de tal manera que permite la interaccion con el ribosoma. Se ha
observado que la secuencia de insercion bacteriana de SeC, es una estructura de
tallo-bucle situado en la parte inferior del codén UGA/Sec.

El Se, también puede formar selenometiona reemplazando al sulfuro en la

metionina y puede ser incorporado con la metionina (Pieniz et al., 2011).

Las selenoproteinas han sido subdivididas en tres grupos, basados en la
localizacion de la selenosisteina. El primer grupo es el mas abundante e incluye
proteinas en las cuales la selenocisteina se encuentra en la porcion N-terminal. El
segundo grupo de las selenoproteinas eucarifticas es caracterizado por la
presencia de selenocisteina en el carbono terminal, el resto de las selenoproteinas
con SeC en la parte intermedia de la cadena, se encuentran en el tercer grupo
(Whanger, 2009).

Sin embargo Krittaphol y colaboradores (2011) encontraron que, en ratones el
nivel de selenio afecta a la biosintesis de selenoproteinas, ya que las bacterias de
la flora nativa pueden competir contra el hospedador por el selenio cuando éste se

encuentra en bajas concentraciones. Se sabe que la microbiota metaboliza la
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mayor parte de SeMet (selenometionina) en el intestinos grueso, sin embargo, no

se sabe si dichas bacterias forman compuestos de SeMet.

Las Se-metilselenocisteina y la y-glutamil-Se-metilselenocisteina son mas
efectivas en la prevencion contra el cancer en modelos de animales, que la

selenometionina, que se acumula en los bacterias (Alzate, et al., 2010).

2.3.3 Estudios con selenio

Actualmente, se ha dado una mayor importancia a la busqueda de la mejora de
la salud a través del enriqguecimiento de alimentos que provean de nutrientes al
consumidor. Es por ello que se han enriquecido alimentos con algunos minerales
como cadmio, zinc y selenio. Sin embargo, es importante evaluar la forma en la
que se encuentran estos metales, asi como la cantidad en la que se suministran
(Spivey, 1979).

Recientemente se ha demostrado la importancia del Se en la salud, debido a
las selenoproteinas, de las que puede formar parte 0 presentarse como cofactor
(Rayman y DPhil, 2000).

De acuerdo con ello, diversos estudios han demostrado que las bacterias
probidticas interaccionan con el selenio, para transformarlo en Se organico, su
efecto en la salud reproductiva (Pieniz et al., 2013). Por otro lado, se ha
demostrado que el Se inorganico en combinacion con bacterias probidticas,
presenta una correlacion con el desarrollo de los sistemas de regulacion de la
hormona tiroidea a través de la tioredoxina y la glutation peroxidasa, lo que se
atribuye a la biotransformacion que llevan a cabo estas bacterias (Ilbrahim et al.,
2012).

Vodnar y Socaciu (2014) han comprobado que en probidticos encapsulados
con alginatos y quitosan enriquecidos en selenio, el cual provee de un efecto
protector a las bacterias frente a las temperaturas de refrigeracion, lo que permite
gue permanezcan viables y logren sobrevivir al paso del tracto gastrointestinal.

Ademas se demostro que el Se fue importante para su sobrevivencia y viabilidad.
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2.4 Estudios del metabolismo de bacterias probidticas y selenio

Muchos elementos traza que son esenciales para el organismo, administrados
en concentraciones adecuadas permiten el desarrollo correcto del mismo; sin
embargo, en altas concentraciones resultan en un dafio toxico. Se ha demostrado
gue muchas bacterias pueden activar la captacion y reduccion de minerales y de
iones metalicos que se encuentran en el medio (suelos o soluciones) (Eszenyi et
al., 2011).

La suplementacion con L-selenometionina, o selenito es cominmente usada
en mamiferos, particularmente en areas donde hay una deficiencia de dicho
elemento. Debido a que en algunos paises las plantas destinadas al consumo
humano y animal, carecen de la concentracién adecuada de Se, ademas de ello,
se han suplementado alimentos con selenito de sodio (Na,SeOs3) o con bacterias
gue cumplen la funcion de transformar el selenio y después de romper las células
bacterianas, se agregan en quesos Yy leches fermentadas (Combs & Combs,
1984). Es asi que, se sabe que la microbiota juega un papel fundamental en la
biodisposicion del selenio y que algunas bacterias reducen el selenito a Se
elemental (Krittaphol et al., 2011). Cuando las bacterias toman el Se del medio
pueden incorporarlo a la cisteina 0 metionina generando SeC y SeMet, estos
compuestos pueden ser insertados en las proteinas durante su sintesis (Pophaly
et al., 2014).

El mecanismo principal de sintesis de selenoproteinas, se lleva a cabo debido
a que, tanto el selenio organico como el inorganico, son convertidos a sus
derivados metilados via selenido (HSe") o algunas otras rutas metabdlicas como
se puede observar en la fig. 1. Aunque se ha visto que algunas bacterias pueden
procesar el Se metilado, aun no se conoce el rol de las bacterias probiéticas para
el metabolismo y aprovechamiento del Se (Krittaphol et al., 2011).
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methylation/
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(Dimethylselenide)

methylation/
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(CH3)3Se™

(Trimethylselenonium)
Fig. 1 rutas metabdlicas del selenio en higado y rifién (Krittaphol et al., 2011)

En estudios recientes se ha comprobado la accién del Se combinado u
obtenido con probibticos para estudiar sus efectos en la salud reproductiva

mediante la capacidad de transformar el Se inorganico a Se organico por bacterias

probioticas (Ibrahim et al., 2012).

Estudio de la sobrevivencia de bacterias acido lacticas en Se | 2. ANTECEDENTES “



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Cuantificar la concentracion de selenio en bacterias probioticas desarrolladas
en un medio enriguecido con selenito de sodio, para determinar la concentracion
de selenio de origen inorganico absorbido a través de un analisis por emision
atomica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acondicionar a las bacterias probioticas para obtener los inéculos de los
sistemas de fermentacion.

e Determinar la concentracién de inhibicion critica a Se(IV) de bacterias
probioticas a través de la fermentacion en medios de MRS enriguecidos con
selenito de sodio.

e Realizar las curvas de crecimiento de bacterias probidticas en medio
enriquecido con selenito de sodio.

e Cuantificar el selenio remanente en los medios de cultivos enriquecidos con
la concentracion de inhibicion critica de selenito de sodio, para determinar

el porcentaje de selenio absorbido por la bacteria probi6tica.
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4. Hipotesis
Las bacterias probiéticas son capaces de absorber selenio de origen

inorganico cuando crecen en un medio enriquecido con selenito de sodio para

transformarlo en selenio organico.
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5. Metodologia

5.1 Muestras

Se aislaron las bacterias L. casei Shirota y L. johnsonii de productos lacteos
comerciales. Se propagaron en medio MRS (Man Rogosa y Sharpe) a 37°C
durante 24 horas. Se realizé la tincion de Gram para comprobar la pureza del

cultivo.

Para determinar la cuenta de microorganismos viables, se utilizé el método de
la gota, en el cual se hacen diluciones sucesivas y a partir de ellas se depositan
0.05 mL del cultivo en placas de MRS. Se incubaron a las condiciones

mencionadas en el parrafo superior.

5.2 Fermentacion en medios suplementados con Na:SeO3

Una vez aisladas las cepas de L. casei Shirota y L. johnsonii en caldos de MRS
fermentados durante 24 horas, se tomaron 0.2 mL del medio de cultivo y 0.2 mL
de glicerol, para conservar las bacterias en un temperatura de 4°C, hasta su

posterior uso.

5.2.1 Determinacion de la concentracion critica de inhibicion

Las fermentaciones para cada microorganismo se inocularon a una
concentracion de 10° UFC en tubos con 10 mL de caldo MRS enriquecido con 20,
40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 y 300 mg de Na,SeOs/L para observar el descenso
en la cuenta viable de los microorganismos. La fermentacion se llevd a cabo
durante 36 horas a 37°C.

Para lograr las concentraciones antes mencionadas, se partio de una solucion
de selenito de sodio (Na,SeO3), con 22.5 mg en 25 mL de agua destilada; la
solucion se esterilizé a 120°C durante 15 minutos a 1.5 psi de presiéon. A partir de
esta solucion se prepararon los tubos con las diferentes concentraciones

sefaladas en el parrafo anterior.
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Para determinar el punto critico de inhibicién se utilizé el método de Talmage y

Fitch modificado (Pefia, 2007), el cual consiste en:

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

¢ |dentificar el cambio de orden en la gréfica.

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

e Alargar y entrecruzar las dos bisectrices, para formar un angulo frente al
cambio de orden.

e Trazar una linea en el cruzamiento de las bisectrices, para tocar la curva
de inhibicién.

e Interpolar el punto que toca la linea recta a la curva y referenciar

respecto a la concentracion observada.

5.2.2 Determinacion de la zona de desaceleracion

Una vez determinada la concentracion critica de inhibicion, se realizaron las
fermentaciones en medios de MRS enriquecidos con Na,SeOs; con dicha
concentracion (196 mg/L para L. casei Shirota y 206 mg/L para L. johnsonii). La
fermentacién se llevé a cabo durante 36 horas, tomando una muestra cada dos
horas, comparando con un medio no enriquecido con Se, para realizar una
cinética de crecimiento y establecer la zona de desaceleracién comparando todos

los puntos de las curvas.

5.3 Analisis de selenio

Para la determinacién de selenio por espectrometria de masas (ICP) se
tomaron muestras de 1 mL del medio de MRS fermentado, enriquecido con
selenio. La muestra se centrifugd a 39000 g por 15 minutos a 4°C para separar la
biomasa del medio de cultivo. Las muestras de células, se almacenaron en tubos
eppendorf para lavar con una solucion de DTT (di-tiotreitol) al 0.3% (p/v), después
de ello se centrifugaron las células en las mismas condiciones de separacion del

medio.
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Las tres réplicas del sobrenadante, se mezclaron con el DTT de cada muestra
para analizarlos en ICP. A cada muestra se le afadieron 5 mL de HNOj;
concentrado, 4 mL de agua desionizada y 1 mL de muestra. La mezcla se digesto
mediante microondas utilizando una rampa de temperatura desde Ty, hasta
T=175°C durante 5.5 minutos y de 175 a 180° C durante 4.5 min. El limite de
presion en los vasos fue de 110 psi. La solucion resultante se diluy6 a 25 mL.

Las soluciones estandar de selenio se prepararon con agua desionizada y a
partir de la dilucién de un estandar de 50 mg/L, utilizando las concentraciones de
0.25, 0.50, 0.75, 1, 1.25 y 1.5 mg/L, al 3% en HNO3. Las muestras se midieron a la
longitud méaxima de emision del selenio (196 nm) en un equipo de ICP, para

realizar la curva de calibracion correspondiente.

La concentracion de Se absorbido por la biomasa se realizd por interpolacion

considerando las diluciones correspondientes.

5.4 Analisis estadistico de los resultados

En todos los experimentos se realizaron repeticiones y los datos
experimentales, se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), se hizo la
comparacion de medias por el método de Tuckey con un nivel de significancia de
0.05. El programa utilizado para el analisis fue NCSS-2007 (version: 07-1-15).
Letras minusculas diferentes indicadas en las barras de error de las graficas de
resultados, demuestran una diferencia significativa entre cada uno de los sistemas
y letras mayudsculas diferentes indican una diferencia significativa entre cada

medicion (nivel de significancia p<0.05).
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6. Resultados y discusion

6.1 Analisis de la tolerancia al NazSeO3

A partir de los medios preparados con las diferentes concentraciones de
selenito de sodio se fermentaron y se obtuvieron los siguientes resultados de

tolerancia tanto para L. casei Shirota como para L. johnsonii.

Recientemente, se ha prestado mayor atencion a la interaccion de las bacterias
con elementos téxicos que se pueden acumular en las membranas celulares,
estos elementos pueden llegar a ser toxicos a altas concentraciones, sin embargo,
las bacterias son capaces de interactuar con dichos compuestos, mediante una
reduccion, a través de mecanismos especializados similares a los utilizados para
la reduccion de sulfatos. Dichos mecanismos de reduccion, utilizan donadores de
electrones que incluyen el piruvato, lactato y el H,, formando especies que pueden
permitir el crecimiento bacteriano a distintas concentraciones de metales toxicos

presentes en el medio (Barton et al., 2015).

6.2 Determinacion de la concentracion de inhibicion critica

En las fermentaciones se determiné la cuenta viable; se observé que para L.
casei Shirota (Tabla 1) se obtuvo una cuenta viable de 9.37 log UFC/mL en un
medio sin enriquecimiento con Se. Para las concentraciones de 20 hasta 100 mg/L
se obtuvo una cuenta viable de aproximadamente 8 ciclos logaritmicos de UFC.

Para la concentracion de 250 y 300 mg/L no hubo crecimiento.

Tabla 1 Determinacién de la concentracion de tolerancia para L. casei Shirota

Concentracién Log UFC/mL%e &t Concentracién Log UFC/mL% =+
mg/L Na,SeO; mg/L Na,SeO;
0 9.37* 0% 100 8.20%
20 8.82°0% 150 7.5401
40 8.92*01° 200 5.83*013
60 8.22°01 250 0.0
80 8.30*" 300 0.0
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Para el experimento realizado con L. johnsonii (Tabla 2) se obtuvo que a partir
de la concentracion de 20 mg/L hasta 200 mg/L la cuenta viable se mantuvo de 9
ciclos logaritmicos, descendiendo en 250 mg/L a 8.78 UFC/mL y en 300 mg/L a
7.92 UFC/mL en un tiempo final de 24 horas.

Tabla 2 Determinacion de la concentracion de tolerancia para L. johnsoni
des. est.

Concentracién Log UFC/mL " Concentracién Log UFC/mL
mg/L Na,SeO; mg/L Na,SeO;
0 9,500 100 9,570
20 9.99*0% 150 9,390
40 9.81%0 200 9.30*%
60 9.50*0% 250 8.780%°
80 9.58*0% 300 7.92%0%7

Después de calcular los puntos de inflexion en las gréficas de crecimiento, se
descartaron algunos de estos puntos a partir del valor obtenido de R% De acuerdo
con la tabla 3, se conservé el valor mas cercano a 1; fue de 0.8767 para L. casei
Shirota y de 0.8904 para L. johnsonii, es decir, el rango donde se observé la
concentracion critica de inhibicién fue de 150 a 300 mg de Na,SeOs/L. Esto se
realiz6 con la finalidad de determinar el rango de concentracién de selenito de
sodio donde se encontraba el punto de inflexion y por consecuencia el punto

critico de inhibicién, que posteriormente fue calculado.

Tabla 3 Rangos de crecimiento de bacterias acido lacticas y R?

Microorganismo Rango analizado Coeficiente de

correlacion lineal, R?

L. casei Shirota 20-80 mg Na,SeOs/L 0.6764
150-300 mg Na,SeOs/L 0.8767

L. johnsonii 20-80 mg Na,SeOs/L 0.7977
150-300 mg Na,SeO4/L 0.8904

De acuerdo con el método de Talmage y Fitch modificado (Pefia, 2007), la
concentracion (Fig. 2) critica de inhibicion calculada para L. casei Shirota fue de
196 mg/L. Tal concentracibn es menor a la encontrada por Pusztahelyi y

colaboradores (2015) quienes reportaron que para L. casei Shirota habia una
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inhibicion total a una concentracién de 10 000 mg/L de selenito de sodio, bajo las

mismas condiciones.

A
700 \§2§ 196 mg/L

6.00 \
5.00 \

4.00 \
3.00 b

2.00 \
1.00

N

/ |

Log UFC/mL

0.00

100 1501160 170 180190200 1210220 230 2402501260 270280290 300

-2.00
Na,SeO; mg/L

Fig. 2 Determinacion de la concentracion de tolerancia para L. casei Shirota

El punto critico de inhibiciéon para L. johnsonii (Fig. 3) fue de 206 mg/L, una
concentracion mayor a la obtenida para L. casei (197 mg/L). Dicha concentracion
también fue mayor que el punto critico de inhibicion reportado por Gonzalez—
Olivares y colaboradores (2015), quienes encontraron que a los 98 mg/L de
selenito de sodio se tenia un punto critico de inhibicion de L. johnsonii.

El método de Talmage y Fitch se basa en un grafico donde se presenta un
grupo de factores que indican una sedimentacion. De ésta manera, se puede
remover el material suspendido producido (Pefia, 2007., Ferrara-Giner y Ramirez,
2013). Con el cambio de concentracion de sustrato producto, la generacién de
biomasa floculenta y compacta que se sedimente rapidamente presenta un cambio
de energia que podria indicar un cambio en el metabolismo de las bacterias, esto
se podria relacionar con uno de los cambios de orden de reaccion global (Ferrara-
Giner y Ramirez, 2013)(Ampudia, 2011)
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Fig. 3 determinacion de la concentracion de tolerancia para L. jhonsonni

Esto ultimo tiene una influencia directa en la absorcion de selenio debido a que
se sabe que los microorganismos que se utilizan como cultivos iniciadores en
productos comerciales, muestran generalmente una muy escasa viabilidad y
capacidad de adaptacion, pues factores como pH, acidez, la presencia de otros
microorganismos, temperatura y contenido de oxigeno influyen de manera directa

en la viabilidad de las bacterias acido lacticas (Gueimonde et al., 2004).

Desde 1995 Calomme y colaboradores estudiaron el efecto de la presencia de
selenito de sodio a diferentes concentraciones en los medios de cultivo, sobre el
crecimiento de diferentes bacterias lacticas. Ellos reportaron que las bacterias
acido lacticas como Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus casei y Lactobacillus
plantarum son capaces de crecer hasta 500 mg/L de selenito de sodio, sin
embargo observaron que a partir de concentraciones de 200 mg/L, el crecimiento

disminuye.
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En otro sentido, se ha comprobado que algunas bacterias, especialmente las
probioticas pueden reducir el selenito a selenio elemental y algunas otras pueden
transformar el selenio elemental a selenuro de hidrogeno (H,Se). Se cree que
estos mecanismos de reaccidn sirven para proteger a la bacteria contra los dafios
de toxicidad de selenio (Krittaphol et al., 2011). Estos mecanismos podrian no
desactivarse en las concentraciones donde se observa la tolerancia al selenito de

sodio, por lo que ocurre una inhibicién.

En este estudio se evidencié que, a una concentracion de 206 mg/L para L.
johnsonii y 197 mg/L para L. casei Shirota, las bacterias son capaces de
interactuar con el selenio. Hasta estas concentraciones existen mecanismos de
detoxificacion, a través de una bioconversion de selenito a selenuro,
probablemente por la accion de proteasas producidas para evitar el dafio oxidativo
a las células. La bioconversion del selenio inorganico (Na,SeO3) del medio es
llevado a cabo mediante la unién de este elemento a un aminoéacido, metionina o
selenocisteina, o reemplazando al azufre de algunas proteinas (Wu et al., 2016).
Por otro lado, un mecanismo de detoxificacion de las bacterias, se basa en la
transformacion del selenito a selenato, para después transformarlo a H,Se y llegar
a Se elemental, el cual en condiciones de anaerobiosis es una forma estable y no
se disuelve facilmente en el agua. Gracias a estas propiedades el selenio
elemental es menos toxico comparado con otras formas del Se (Eszenyi et al.,
2011).

La concentracién de un agente inhibidor de bacterias, presente en el medio de
crecimiento, se conoce como Concentracion critica de inhibicion (Picazo, 2000).
En dicha concentracion, la poblacion bacteriana identifica a la poblacion sensible,
con lo cual mueren las bacterias que no presenten cualquier tipo de mecanismo de
resistencia adquirido (Abujheisha, 2005). De acuerdo con Wu et al. (2015), a
concentraciones mayores de la critica, las bacterias son incapaces de reducir el
selenio, lo que provoca un envenenamiento a la célula. Esto tiene como

consecuencia la inhibicibn completa de la célula bacteriana, tal y como se puede

Estudio de la sobrevivencia de bacterias acido lacticas en Se | 6. Resultados y 19
discusién




ver en L. casei Shirota, la cual se inhibi6 completamente después de la
concentracion critica, mientras que L. johnsonii, disminuy6é cerca de dos ciclos

logaritmicos en su crecimiento.

6.4 Fermentacion en medios suplementados con Na:SeO3

Después de ser determinada la concentracion critica de inhibicion, se
realizaron fermentaciones con medios enriquecidos con selenito de sodio durante
36 horas. Para L. casei Shirota (Fig. 4) hubo diferencia significativa en el
crecimiento al comparar con una fermentacion en medio MRS sin Se (Na,SeO3).
En el medio MRS, sin enriqguecimiento de Se, la fase de desaceleracién se
presento a las 6 horas de iniciada la fermentacion, mientras que en el medio con

Se, esta misma fase se presento a las 15 horas (Fig. 4).

L. casei Shirota 225003
a2Se
10.50 L. casei
10.00 a a a a
a . 2 a 2 a a7 a a aga a
9.50 n i K -
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_ 9.00 @
E 8.50 -
g o 3
[T
=) L * ¢
w 800 ® ® } w ® e §Ab ¢
3 § ‘ Ab Ab Bb Ab §
750 a § Bb Bb Bb
® 2 Bb Ab
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Fig. 4 Crecimiento de L. casei Shirota en medios MRS y MRS enriquecido con Na,SeO;

Por otra parte, el numero de UFC en la fermentacion realizada sin Se, alcanzo
valores mas altos. En el caso de la fermentacion con Se, existen reportes donde
se afirma que los microorganismos necesitan adaptarse a la presencia de Se y

tienen que echar a andar mecanismos de detoxificacion durante los cuales
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algunas bacterias mueren y otras sobrevive. Posiblemente por esta razéon se
observa una diferencia en la velocidad de crecimiento bajo ambas condiciones
evaluadas (Krittaphol, 2007).

De acuerdo con la Fig. 5, podemos observar que la tasa especifica de
crecimiento (p) de L. casei Shirota fue de 2.54 h™ en un tiempo de duplicacion (t4)
de 0.27 horas, mientras que cuando se enriquece el medio con Se, p fue de 0.40
h en un ty de 1.71 h, es decir, la presencia de Se hace que la velocidad de

crecimiento, p, disminuya.

Velocidad de crecimiento de L. casei Shirota
24
y =2.5948x + 11.655

22 - R2=0.98

20 - y =0.4041x + 14.898
g R?=0.9473 L. casei Shirota
=
£ 18 1 ==4==Selenio

16 - —— Lineal (L. casei Shirota)

Lineal (Selenio)
14 -
12
0 2 4 6 8 10 12 14 16
tiempo (horas)

Fig. 5 Velocidad de crecimiento para L. casei Shirota

A partir de las 34 horas (Fig. 6) en los dos medios de cultivo evaluados, se
presenta un descenso en la cuenta viable. Por otro lado, la zona de
desaceleracion se presento a las 7.5 horas en medios con MRS, mientras que
para medios enriquecidos se presenté a las 10 horas. En comparacién con lo
reportado por Wu et al (2015), tanto L. casei Shirota como L. jhonsoni tienen una
mayor tolerancia a la presencia de Se, ya que B. subtilis s6lo fue capaz de crecer

a concentraciones de 45 mg/L durante 4 h, después de las cuales entro en fase

Estudio de la sobrevivencia de bacterias acido lacticas en Se | 6. Resultados y 21
discusién



estacionaria. Este paso implica una adaptacion de la bacteria expresando enzimas
gue le permitan soportar el estrés del medio y la reproduccion bacteriana, esto con
la insercion del Se elemental presente en el medio hacia selenoproteinas que son

vitales para su sobreviencia.
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Fig. 6 Cinéticas de crecimiento de L. johnsonii en un medio MRS y MRS enriquecido con selenito.

L. johnsonni (fig. 7), tiene una p de 1.0252 h™* en un ty de 0.68 h en un medio
de MRS, mientras que en un medio enriquecido con Se, p adquiere un valor de
0.8182 h™ en un ty de 0.85 h. Como se puede observar (Fig. 7), la presencia del
Se afecta la velocidad de crecimiento para L. jonhsonni
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Fig. 7 Velocidad de crecimiento para L. johnsonni

Ademas de sobrevivir, las bacterias son capaces de transformar el Se; asi, se
ha observado que la bioconversion de selenio llevada a cabo por microorganismos
es mas répida y segura en comparacion con los cereales crecidos en suelos
enriquecidos con selenito de sodio. Las bacterias enriquecidas con selenio, tales
como L. bulgaricus, en dosis de 1 a 16 mg/L, mejoran el valor nutritivo y la calidad
del producto fermentado (Wu et al., 2015).

El comportamiento de crecimiento de las bacterias, est4 relacionado
directamente con la cantidad de sustrato presente en el medio y es ahi donde se
observa la dinamica ocurrida en la transicion de la fase de crecimiento exponencial
y la fase estacionaria donde el crecimiento se detiene (también llamada zona de
desaceleracion) (Bren et al., 2013).

6.5 Determinacion de selenio

A partir de la determinacién de la zona de desaceleracion, se realizaron
fermentaciones y se tomaron muestras del caldo de fermentacion libre de células a
dos diferentes tiempos. Para L. casei Shirota se tomaron a las 10 y 15 horas de
fermentacién y para L. johnsonii los tiempos tomados fueron de 5y 7.5 horas. La

concentracion inicial de inoculacién fue de 10® UFC/mL.
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Como se puede observar en la tabla 7, L. casei Shirota, fue inoculado en un
medio MRS enriquecido con 196 mg/L y fermentando durante 10 y 15 horas, que

de acuerdo a la Fig. 3, es el tiempo donde se presenta la zona de desaceleracion.

Para un tiempo de 10 horas de fermentacion de L. casei Shirota, se obtuvo que
de 196 mg de selenito/L iniciales, se contabilizaron 74.9 mg de Selenio/L finales.
Esto reflejo un porcentaje de absorcion de 17.26% de Se con una cuenta total de
7.3 Log de UFC/mL. En un tiempo de 15 horas, se tuvo 57.32 mg/L de Selenio en
el medio de MRS, por lo que el porcentaje de absorcion fue de 35.98% del Se en
una concentraciéon del lactobacilo de 7.4 log UFC/mL. Se sabe que a
concentraciones de 5 mg/L de selenito, el crecimiento de los lactobacilos es
estimulado (Zhihua et al., 2011).

Tabla 4 Porcentaje de absorcion de selenio por especies de Lactobacillus

) % de

. Tiempo Log »

Bacteria [Se]x [Se]2 Absorcion
(horas) UFC/mL

del Se
L. casei 10 7.3 197 74.9 17.26
Shirota 15 7.4 57.32 35.98
L. Johnsonii 5 7.9 207 58.41 49.80
7.5 7.9 47.09 61.77

[Se]:=Concentracién de Na,SeO; agregados inicialmente en el medio de fermentacion. [Se],= Concentracion de Se

determinada al final de la fermentacion, tomando como concentracion inicial el Se presente en [Se];

Para L. johnsonii, se enriquecié el medio con una concentracién de 207 mg/L
de selenito. Se observé que en un tiempo de 5 horas se tenia una concentracion
de 58.41 de Selenio en el medio de MRS. Esto indic6 que el porcentaje de
absorcion fue de 49.80%. En un tiempo de 7.5 horas el Se presente en el medio
era de 47.09 mg/L de Se, representando un 61.77% de absorcién. Esto calculado
a partir de la concentracion de células en el medio. Se puede observar que L.
johnsonii tiene el mayor porcentaje de absorcion de Se (61.77%) que L. casei

Shirota. Sin embargo, en ambos casos se observa que durante la etapa
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logaritmica del crecimiento la concentracion de selenio en la célula no tiene

diferencia significativa.

Se sospecha que la bioconversion a Se organico, es debida a la accién de la
enzima glutation, la cual es un antioxidante que contiene compuestos tidlicos y
tiene un bajo peso molecular. La glutation mantiene la homeostasis intracelular
regulando el equilibrio redox logrando disminuir los dafios a la membrana celular
(Krittaphol, 2007).

Maham et al. (1999), observaron que cuando se afiade selenito de sodio como
complemento en alimento para cerdos de engorda, el nivel de Se presente en la
sangre, no era mayor que cuando se agregaban levaduras enriquecidas con
selenio al alimento. Mientras que Pusztahelyi et al. (2015), en estudios previos
reportan que las bacterias acido lacticas, especialmente las probidticas también

pueden mejorar el contenido de Se en la sangre.
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7. CONCLUSIONES

La concentracion critica de selenito de sodio para la inhibicion de L. casei
Shirota y L. johnsonii aislados de leches fermentadas comerciales fue
menor que la reportada para las mismas bacterias acondicionadas de
cultivos puros. Lo que expresa una mayor tolerancia hacia la presencia de
SE

El valor obtenido en la concentracion critica para la inhibicion de ambos
microorganismos, (196 y 207 mg/L) permitird establecer las condiciones
mas favorables en presencia de Se en futuros estudios.

Las zonas de desaceleracion de la curva de crecimiento microbiano
estuvieron influenciadas por la presencia de selenito de sodio solo para L.
casei Shirota y en menor proporcion sobre L. johnsonii.

Los porcentajes de absorcion del selenio inorganico, bajo nuestras
condiciones experimentales fueron mayores al 50%

Se comprob6é que las bacterias probidticas son capaces de absorber
selenio de fuentes inorganicas en concentraciones que no inhiban su

crecimiento.
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