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1. INTRODUCCIÓN 

El selenio (Se) es un mineral que se debe de consumir en bajas 

concentraciones debido a que es altamente tóxico, de acuerdo con Reid et al., 

(2004), la dosis recomendada es de 55 µg/día y su límite de consumo es de 400  

µg/día. Este elemento puede presentarse bajo su forma inorgánica u orgánica, 

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

Entre las principales funciones de este mineral en el organismo humano, están, 

la de regular la función de la glándula tiroides, promover la producción de 

anticuerpos y promover la salud reproductiva mejorando la calidad del esperma. 

Además 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 inorgánica del Se, como selenito de 

sodio (Na2SeO3); se añade a plantas y alimentos destinados al consumo animal, 

con el fin de aumentar valores nutritivos. Se ha comprobado que añadirlo en esta 

forma química, permite ser metabolizado por las bacterias ácido lácticas, las 

cuales presentan la capacidad de biotransformarlo en una especie orgánica. Este 

proceso puede ser a través de diferentes métodos de detoxificación, produciendo 

H2Se, para finalmente convertirse a Se0, el cual puede ser aprovechado por la 

bacteria insertándolo en algunas proteínas. 

En este trabajo, el principal objetivo, fue estudiar el comportamiento de las 

bacterias ácido lácticas, en medios enriquecidos con diferentes concentraciones 

Na2SeO3, con el fin de determinar la concentración de este compuesto que inhibe 

su crecimiento. Así mismo se verificó la concentración de selenio absorbida 

durante el desarrollo de las bacterias ácido lácticas estudiadas. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Bacterias ácido lácticas 

Las bacterias ácido lácticas (BAL), han sido ampliamente utilizadas en la 

producción de alimentos fermentados en diversos procesos industriales. Algunas 

de estas bacterias son clasificadas como probióticas y, ciertas especies se han 

considerado para la desintoxicación de metales pesados (Caballero-Araúz et al., 

2008). 

Entre estos metales pesados se encuentra el selenio, el cual en altas 

concentraciones es tóxico para plantas, animales y microorganismos. Al 

encontrarse en un medio con altas concentraciones de este no metal, las BAL, 

utilizan un mecanismo de detoxificación mediante la reducción de selenato a 

selenito, lo que finaliza con la forma no tóxica del selenio, como selenio elemental 

(Se0), el cual es empleado por algunos microorganismos para su crecimiento. 

Además de ello, dicho elemento, puede reemplazar al azufre por selenio en 

pequeñas cantidades, incorporándose en las proteínas celulares, como la 

selenometionina y la selenocisteína (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 fisiológica y nutricional, tanto para los 

humanos como para los microorganismos, los cuales concentran el selenio del 

medio en sus células produciendo una forma orgánica de Se a partir de una forma 

inorgánica lo que permite un aprovechamiento más fácil de éste mineral (Bomba et 

al., 2002). Esta característica de las BAL, presenta dos ventajas, en la primera, su 

uso en alimentos fermentados, puede proveer una fuente de bajo costo de Se 

orgánico para humanos y animales. Por otra parte, como segunda ventaja, se 

presenta que ciertas BAL se consideran como probióticas, 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, alterará la expresión de 

varias selenoproteínas de este último (Pophaly et al., 2014). Las bacterias 

introducen el selenio en aminoácidos, que en esta forma, se insertan en el centro 
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catalítico de las enzimas. Por otra parte, el selenio también puede usarse para 

sintetizar selenoproteínas como la glutatión peroxidasa, tioredoxina reductasa, las 

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

2.2 Bacterias probióticas 

Las bacterias probióticas 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 concentración mínima de ingesta de bacterias probióticas que se 

recomienda es de 106 UFC/mL (Shah, 2000). 

La importancia del uso de bacterias probióticas es debido a que han 

demostrado importantes beneficios a la salud (Scholz-Ahrens et al., 2015), 

específicamente por su adherencia al  tracto gastrointestinal en donde promueven 

un balance en la microbiota, evitando la colonización de bacterias patógenas y 

toxinas, y al mismo tiempo, ayudan al metabolismo de nutrientes que el organismo 

por sí mismo no puede aprovechar (Borchers, 2009), es decir, los productos 

finales de la fermentación, como polisacáridos, péptidos y proteínas, pueden ser 

absorbidos por el hospedador y éstos pueden influir en la salud y estado mental 

del hospedador (Saier & Mansour, 2005). Dichas bacterias probióticas cumplen 

con características que aseguran su efecto benéfico sobre el organismo 

hospedador, como no ser patógenas, resistencia a las sales biliares así como al 

ácido gástrico, adhesión al tejido epitelial del intestino, en donde producen 

sustancias antimicrobianas y nutraceúticas (Leroy et al., 2008). Además de ello, 

mejoran la respuesta del sistema inmune, reducen el nivel del colesterol en 

plasma sanguíneo e inhiben la aparición de cáncer (Yang et al., 2009). 

Por otro lado, se sabe que para los microorganismos, los metales pesados son 

altamente tóxicos (cadmio) al igual que no metales como el SE, esto es debido a 

que pueden reemplazar fácilmente los compuestos que son funcionales para la 

célula en sus sistemas de transporte, que al ser reemplazado, provoca una 

desnaturalización de proteínas (Holmes y col., 1997). Bajo condiciones adecuadas 
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las bacterias probióticas son capaces de acumular grandes cantidades de 

elementos traza (incluyendo elementos altamente tóxicos), tales como selenio, 

zinc y cobre, y los transforma en componentes orgánicos no tóxicos (Ren et al., 

2011). De acuerdo con Kamna et al., (2014) algunas especies de lactobacilos 

pueden concentrar selenio (Se) en forma de selenocisteína en la biomasa, la cual 

puede ser usada como fuente orgánica 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 

inorgánico (muchas veces como selenito o selenato) y Se orgánico 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 µg por día 

para hombres y de 53 µg por día para las mujeres (Rayman, 2012). 

En los sistemas biológicos los compuestos del Se tienden a ser metabolizados 

a estados más reducidos, con lo cual se forman los seleno compuestos (Combs Jr. 

& Combs., 1984). El selenato y selenito son metabolizados en el hígado después 

de su administración 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). 

Además, 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 

estimulación de la enzima glutatión peroxidasa, la cual tiene un efecto protector 

contra el cáncer intestinal, antioxidante en la glándula tiroides y sensor de estrés 

(Krittaphol, 2011), además de ello, produce un efecto antioxidante de ciertas 

formas de la tioredoxina reductasa, a quien se le atribuye una función 

inmunológica además de participar en la regeneración de los sistemas 

antioxidantes y mantenimiento intracelular de las reacciones redox (López-Bellido 

y López-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 

conclusión de que la forma orgánica es más aprovechable que la forma inorgánica 

ya que es en la forma de SeC (Selenocisteína)(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 codón 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, brócoli, 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 

producción de linfocitos T y la actividad de las células killer. 

b) Reduce la virulencia y la progresión 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 síntesis 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 anímico, reduce la depresión, ansiedad, confusión mental y 

hostilidad, ataques epilépticos y Alzheimer. 

e) Producción y regulación de la actividad de la deiodinasa que promueve la 

conversión de la hormona tiroidea T4 a su forma activa T3. 
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f) Actúa como agente antioxidante y antiinflamatorio, ya que presenta efecto 

benéficos contra la artritis reumatoide, pancreatitis y asma (López-Bellido y 

López-Bellido, 2013). 

2.3.2 Selenoproteínas 

El Se se encuentra formando parte de 25 selenoproteínas que tienen a la 

selenocisteína en su centro activo, entre ellas se encuentran selenoenzimas que 

incluyen la glutatión peroxidasa, iodotironina deiodinasa, y tioredoxina reductasa, 

las cuales contienen SeC. La inserción de la Sec a una selenoproteína está dada 

por el codón UGA en el RNAm (Rayman, 2012a) (Pieniz, et al., 2011). En una 

síntesis de proteína, el RNAt aminoacilado es transportado hasta el ribosoma por 

un complejo de proteínas y GTP. Después de ello ocurre una interacción de 

codón-anticodón y el GTP es hidrolizado. Para que se efectúe la inserción del 

selenio se requiere de la formación de un complejo cuaternario el cual es 

desnaturalizado de tal manera que permite la interacción con el ribosoma. Se ha 

observado que la secuencia de inserción bacteriana de SeC, es una estructura de 

tallo-bucle situado en la parte inferior del codón 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 selenoproteínas han sido subdivididas en tres grupos, basados en la 

localización de la selenosisteína. El primer grupo es el más abundante e incluye 

proteínas en las cuales la selenocisteína se encuentra en la porción N-terminal. El 

segundo grupo de las selenoproteínas eucarióticas es caracterizado por la 

presencia de selenocisteína en el carbono terminal, el resto de las selenoproteínas 

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 biosíntesis de selenoproteínas, 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-metilselenocisteína y la γ-glutamil-Se-metilselenocisteína son más 

efectivas en la prevención contra el cáncer 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 búsqueda de la mejora de 

la salud a través del enriquecimiento 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, así como la cantidad en la que se suministran 

(Spivey, 1979). 

Recientemente se ha demostrado la importancia del Se en la salud, debido a 

las selenoproteínas, de las que puede formar parte o presentarse como cofactor 

(Rayman y DPhil, 2000). 

De acuerdo con ello, diversos estudios han demostrado que las bacterias 

probióticas interaccionan con el selenio, para transformarlo en Se orgánico, su 

efecto en la salud reproductiva (Pieniz et al., 2013). Por otro lado, se ha 

demostrado que el Se inorgánico en combinación con bacterias probióticas, 

presenta una correlación con el desarrollo de los sistemas de regulación de la 

hormona tiroidea a través de la tioredoxina y la glutatión peroxidasa, lo que se 

atribuye a la biotransformación que llevan a cabo estas bacterias (Ibrahim et al., 

2012). 

Vodnar y Socaciu (2014) han comprobado que en probióticos encapsulados 

con alginatos y quitosán enriquecidos en selenio, el cual provee de un efecto 

protector a las bacterias frente a las temperaturas de refrigeración, lo que permite 

que permanezcan viables y logren sobrevivir al paso del tracto gastrointestinal. 

Además se demostró que el Se fue importante para su sobrevivencia y viabilidad. 
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2.4 Estudios del metabolismo de bacterias probióticas 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 daño tóxico. Se ha demostrado 

que muchas bacterias pueden activar la captación y reducción de minerales y de 

iones metálicos que se encuentran en el medio (suelos o soluciones) (Eszenyi et 

al., 2011). 

La suplementación con L-selenometionina, o selenito es comúnmente usada 

en mamíferos, particularmente en áreas donde hay una deficiencia de dicho 

elemento. Debido a que en algunos países las plantas destinadas al consumo 

humano y animal, carecen de la concentración adecuada de Se, además de ello, 

se han suplementado alimentos con selenito de sodio (Na2SeO3) o con bacterias 

que cumplen la función de transformar el selenio y después de romper las células 

bacterianas, se agregan en quesos y leches fermentadas (Combs & Combs, 

1984). Es así que, se sabe que la microbiota juega un papel fundamental en la 

biodisposición 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 cisteína o metionina generando SeC y SeMet, estos 

compuestos pueden ser insertados en las proteínas durante su síntesis (Pophaly 

et al., 2014). 

El mecanismo principal de síntesis de selenoproteínas, se lleva a cabo debido 

a que, tanto el selenio orgánico como el inorgánico, son convertidos a sus 

derivados metilados vía selenido (HSe-) o algunas otras rutas metabólicas como 

se puede observar en la fig. 1. Aunque se ha visto que algunas bacterias pueden 

procesar el Se metilado, aún no se conoce el rol de las bacterias probióticas para 

el metabolismo y aprovechamiento del Se (Krittaphol et al., 2011). 
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Fig. 1 rutas metabólicas del selenio en hígado y riñón (Krittaphol et al., 2011) 

En estudios recientes se ha comprobado la acción del Se combinado u 

obtenido con probióticos para estudiar sus efectos en la salud reproductiva 

mediante la capacidad de transformar el Se inorgánico a Se orgánico por bacterias 

probióticas (Ibrahim et al., 2012). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Cuantificar la concentración de selenio en bacterias probióticas desarrolladas 

en un medio enriquecido con selenito de sodio, para determinar la concentración 

de selenio de origen inorgánico absorbido a través de un análisis por emisión 

atómica. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Acondicionar a las bacterias probióticas para obtener los inóculos de los 

sistemas de fermentación. 

 Determinar la concentración de inhibición crítica a Se(IV) de bacterias 

probióticas a través de la fermentación en medios de MRS enriquecidos con 

selenito de sodio. 

 Realizar las curvas de crecimiento de bacterias probióticas en medio 

enriquecido con selenito de sodio. 

 Cuantificar el selenio remanente en los medios de cultivos enriquecidos con 

la concentración de inhibición crítica de selenito de sodio, para determinar 

el porcentaje de selenio absorbido por la bacteria probiótica. 
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4. Hipótesis 

Las bacterias probióticas son capaces de absorber selenio de origen 

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

transformarlo en selenio orgánico.  
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5. Metodología 

5.1 Muestras 

Se aislaron las bacterias L. casei Shirota y L. johnsonii de productos lácteos 

comerciales. Se propagaron en medio MRS (Man Rogosa y Sharpe) a 37°C 

durante 24 horas. Se realizó la tinción de Gram para comprobar la pureza del 

cultivo. 

Para determinar la cuenta de microorganismos viables, se utilizó 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 párrafo superior. 

5.2 Fermentación en medios suplementados con Na2SeO3 

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 Determinación de la concentración crítica de inhibición 

Las fermentaciones para cada microorganismo se inocularon a una 

concentración de 106 UFC en tubos con 10 mL de caldo MRS enriquecido con 20, 

40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 y 300 mg de Na2SeO3/L para observar el descenso 

en la cuenta viable de los microorganismos. La fermentación se llevó a cabo 

durante 36 horas a 37°C. 

Para lograr las concentraciones antes mencionadas, se partió de una solución 

de selenito de sodio (Na2SeO3), con 22.5 mg en 25 mL de agua destilada; la 

solución se esterilizó a 120°C durante 15 minutos a 1.5 psi de presión. A partir de 

esta solución se prepararon los tubos con las diferentes concentraciones 

señaladas en el párrafo anterior. 
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Para determinar el punto crítico de inhibición se utilizó el método de Talmage y 

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

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

 Identificar el cambio de orden en la gráfica. 

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

de orden. 

 Alargar y entrecruzar las dos bisectrices, para formar un ángulo frente al 

cambio de orden. 

 Trazar una línea en el cruzamiento de las bisectrices, para tocar la curva 

de inhibición. 

 Interpolar el punto que toca la línea recta a la curva y referenciar 

respecto a la concentración observada. 

5.2.2 Determinación de la zona de desaceleración 

Una vez determinada la concentración crítica de inhibición, se realizaron las 

fermentaciones en medios de MRS enriquecidos con Na2SeO3 con dicha 

concentración (196 mg/L para L. casei Shirota y 206 mg/L para L. johnsonii). La 

fermentación se llevó 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 desaceleración comparando todos 

los puntos de las curvas. 

5.3 Análisis de selenio 

Para la determinación de selenio por espectrometría de masas (ICP) se 

tomaron muestras de 1 mL del medio de MRS fermentado, enriquecido con 

selenio. La muestra se centrifugó 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 solución de DTT (di-tiotreitol) al 0.3% (p/v), después 

de ello se centrifugaron las células en las mismas condiciones de separación 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 añadieron 5 mL de HNO3 

concentrado, 4 mL de agua desionizada y 1 mL de muestra. La mezcla se digestó 

mediante microondas utilizando una rampa de temperatura desde Tamb hasta 

T=175°C durante 5.5 minutos y de 175 a 180° C durante 4.5 min. El límite de 

presión en los vasos fue de 110 psi. La solución resultante se diluyó a 25 mL. 

Las soluciones estándar de selenio se prepararon con agua desionizada y a 

partir de la dilución de un estándar 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 máxima de emisión del selenio (196 nm) en un equipo de ICP, para 

realizar la curva de calibración correspondiente. 

La concentración de Se absorbido por la biomasa se realizó por interpolación 

considerando las diluciones correspondientes. 

5.4 Análisis estadístico de los resultados 

En todos los experimentos se realizaron repeticiones y los datos 

experimentales, se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA), se hizo la 

comparación de medias por el método de Tuckey con un nivel de significancia de 

0.05. El programa utilizado para el análisis fue NCSS-2007 (versión: 07-1-15). 

Letras minúsculas diferentes indicadas en las barras de error de las gráficas de 

resultados, demuestran una diferencia significativa entre cada uno de los sistemas 

y letras mayúsculas diferentes indican una diferencia significativa entre cada 

medición (nivel de significancia p<0.05). 
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6. Resultados y discusión 

6.1 Análisis de la tolerancia al Na2SeO3 

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 atención a la interacción de las bacterias 

con elementos tóxicos que se pueden acumular en las membranas celulares, 

estos elementos pueden llegar a ser tóxicos a altas concentraciones, sin embargo, 

las bacterias son capaces de interactuar con dichos compuestos, mediante una 

reducción, a través de mecanismos especializados similares a los utilizados para 

la reducción de sulfatos. Dichos mecanismos de reducción, utilizan donadores de 

electrones que incluyen el piruvato, lactato y el H2, formando especies que pueden 

permitir el crecimiento bacteriano a distintas concentraciones de metales tóxicos 

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

6.2 Determinación de la concentración de inhibición crítica 

En las fermentaciones se determinó la cuenta viable; se observó 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 logarítmicos de UFC. 

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

  

Concentración  
mg/L Na2SeO3 

Log UFC/mL
des. est.

 Concentración  
mg/L Na2SeO3 

Log UFC/mL
des. est. 

0 9.37±0.04 100 8.20±0.13 

20 8.82±0.07 150 7.54±0.13 

40 8.92±0.10 200 5.83±0.13 

60 8.22±0.13 250 0.0 

80 8.30±0.11 300 0.0 

Tabla 1 Determinación de la concentración de tolerancia para L. casei Shirota 
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Para el experimento realizado con L. johnsonii (Tabla 2) se obtuvo que a partir 

de la concentración de 20 mg/L hasta 200 mg/L la cuenta viable se mantuvo de 9 

ciclos logarítmicos, 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 Determinación de la concentración de tolerancia para L. johnsoni 

Concentración  
mg/L Na2SeO3 

Log UFC/mL
des. est.

 Concentración  
mg/L Na2SeO3 

Log UFC/mL
des. est. 

0 9.5±0.05 100 9.57±0.01 
20 9.99±0.00 150 9.39±0.01 
40 9.81±0.03 200 9.30±0.00 
60 9.50±0.03 250 8.78±0.09 
80 9.58±0.07 300 7.92±0.07 

Después de calcular los puntos de inflexión en las gráficas de crecimiento, se 

descartaron algunos de estos puntos a partir del valor obtenido de R2. De acuerdo 

con la tabla 3, se conservó el valor más cercano a 1; fue de 0.8767 para L. casei 

Shirota y de 0.8904 para L. johnsonii, es decir, el rango donde se observó la 

concentración crítica de inhibición fue de 150 a 300 mg de Na2SeO3/L. Esto se 

realizó con la finalidad de determinar el rango de concentración de selenito de 

sodio donde se encontraba el punto de inflexión y por consecuencia el punto 

crítico de inhibición, que posteriormente fue calculado. 

Tabla 3 Rangos de crecimiento de bacterias ácido lácticas y R
2
 

Microorganismo Rango analizado Coeficiente de 

correlación lineal, R2 

L. casei Shirota 20-80 mg Na2SeO3/L 0.6764 

150-300 mg Na2SeO3/L 0.8767 

L. johnsonii 20-80 mg Na2SeO3/L 0.7977 

150-300 mg Na2SeO3/L 0.8904 

De acuerdo con el método de Talmage y Fitch modificado (Peña, 2007), la 

concentración (Fig. 2) crítica de inhibición calculada para L. casei Shirota fue de 

196 mg/L. Tal concentración es menor a la encontrada por Pusztahelyi y 

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

mismas condiciones. 

 

Fig. 2 Determinación de la concentración de tolerancia para L. casei Shirota 

El punto crítico de inhibición para L. johnsonii (Fig. 3) fue de 206 mg/L, una 

concentración mayor a la obtenida para L. casei (197 mg/L). Dicha concentración 

también fue mayor que el punto crítico de inhibición  reportado por González–

Olivares y colaboradores (2015), quienes encontraron que a los 98 mg/L de 

selenito de sodio se tenía un punto crítico de inhibición de L. johnsonii.  

El método de Talmage y Fitch se basa en un gráfico donde se presenta un 

grupo de factores que indican una sedimentación. De ésta manera, se puede 

remover el material suspendido producido (Peña, 2007., Ferrara-Giner y Ramírez, 

2013). Con el cambio de concentración de sustrato producto, la generación de 

biomasa floculenta y compacta que se sedimente rápidamente presenta un cambio 

de energía que podría indicar un cambio en el metabolismo de las bacterias, esto 

se podría relacionar con uno de los cambios de orden de reacción global (Ferrara-

Giner y Ramírez, 2013)(Ampudia, 2011) 
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Fig. 3 determinación de la concentración de tolerancia para L. jhonsonni 

Esto último tiene una influencia directa en la absorción 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 adaptación, pues factores como pH, acidez, la presencia de otros 

microorganismos, temperatura y contenido de oxígeno influyen de manera directa 

en la viabilidad de las bacterias ácido lácticas (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 lácticas. Ellos reportaron que las bacterias 

ácido lácticas 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 

probióticas pueden reducir el selenito a selenio elemental y algunas otras pueden 

transformar el selenio elemental a selenuro de hidrógeno (H2Se). Se cree que 

estos mecanismos de reacción sirven para proteger a la bacteria contra los daños 

de toxicidad de selenio (Krittaphol et al., 2011). Estos mecanismos podrían no 

desactivarse en las concentraciones donde se observa la tolerancia al selenito de 

sodio, por lo que ocurre una inhibición. 

En este estudio se evidenció que, a una concentración 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 

detoxificación, a través de una bioconversión de selenito a selenuro, 

probablemente por la acción de proteasas producidas para evitar el daño oxidativo 

a las células. La bioconversión del selenio inorgánico (Na2SeO3) del medio es 

llevado a cabo mediante la unión de este elemento a un aminoácido, metionina o 

selenocisteína, o reemplazando al azufre de algunas proteínas (Wu et al., 2016). 

Por otro lado, un mecanismo de detoxificación de las bacterias, se basa en la 

transformación del selenito a selenato, para después transformarlo a H2Se y llegar 

a Se elemental, el cual en condiciones de anaerobiosis es una forma estable y no 

se disuelve fácilmente en el agua. Gracias a estas propiedades el selenio 

elemental es menos tóxico comparado con otras formas del Se (Eszenyi et al., 

2011). 

La concentración de un agente inhibidor de bacterias, presente en el medio de 

crecimiento, se conoce como Concentración crítica de inhibición (Picazo, 2000). 

En dicha concentración, la población bacteriana identifica a la población 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 crítica, las bacterias son incapaces de reducir el 

selenio, lo que provoca un envenenamiento a la célula. Esto tiene como 

consecuencia la inhibición completa de la célula bacteriana, tal y como se puede 
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ver en L. casei Shirota, la cual se inhibió completamente después de la 

concentración crítica, mientras que L. johnsonii, disminuyó cerca de dos ciclos 

logarítmicos en su crecimiento. 

6.4 Fermentación en medios suplementados con Na2SeO3 

Después de ser determinada la concentración crítica de inhibición, 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 fermentación en medio MRS sin Se (Na2SeO3). 

En el medio MRS, sin enriquecimiento de Se, la fase de desaceleración se 

presentó a las 6 horas de iniciada la fermentación, mientras que en el medio con 

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

 

Fig. 4 Crecimiento de L. casei Shirota en medios MRS y MRS enriquecido con Na2SeO3 

Por otra parte, el número de UFC en la fermentación realizada sin Se, alcanzó 

valores más altos. En el caso de la fermentación 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 detoxificación durante los cuales 
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algunas bacterias mueren y otras sobrevive. Posiblemente por esta razón 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 específica de 

crecimiento (µ) de L. casei Shirota fue de 2.54 h-1 en un tiempo de duplicación (td) 

de 0.27 horas, mientras que cuando se enriquece el medio con Se, µ fue de 0.40 

h-1 en un td de 1.71 h, es decir, la presencia de Se hace que la velocidad de 

crecimiento, µ, disminuya. 

     

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 

desaceleración se presentó a las 7.5 horas en medios con MRS, mientras que 

para medios enriquecidos se presentó a las 10 horas. En comparación 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 sólo fue capaz de crecer 

a concentraciones de 45 mg/L durante 4 h, después de las cuales entró en fase 
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estacionaria. Este paso implica una adaptación de la bacteria expresando enzimas 

que le permitan soportar el estrés del medio y la reproducción bacteriana, esto con 

la inserción del Se elemental presente en el medio hacia selenoproteínas que son 

vitales para su sobreviencia. 

 

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

L. johnsonni (fig. 7), tiene una µ de 1.0252 h-1 en un td de 0.68 h en un medio 

de MRS, mientras que en un medio enriquecido con Se, µ adquiere un valor de 

0.8182 h-1 en un td 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 

Además de sobrevivir, las bacterias son capaces de transformar el Se; así, se 

ha observado que la bioconversión de selenio llevada a cabo por microorganismos 

es más rápida y segura en comparación 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, está relacionado 

directamente con la cantidad de sustrato presente en el medio y es ahí donde se 

observa la dinámica ocurrida en la transición de la fase de crecimiento exponencial 

y la fase estacionaria donde el crecimiento se detiene (también llamada zona de 

desaceleración) (Bren et al., 2013). 

6.5 Determinación de selenio 

A partir de la determinación de la zona de desaceleración, se realizaron 

fermentaciones y se tomaron muestras del caldo de fermentación libre de células a 

dos diferentes tiempos. Para L. casei Shirota se tomaron a las 10 y 15 horas de 

fermentación y para L. johnsonii los tiempos tomados fueron de 5 y 7.5 horas. La 

concentración inicial de inoculación fue de 106 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 desaceleración. 

Para un tiempo de 10 horas de fermentación de L. casei Shirota, se obtuvo que 

de 196 mg de selenito/L iniciales, se contabilizaron 74.9 mg de Selenio/L finales. 

Esto reflejó un porcentaje de absorción 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 absorción fue de 35.98% del Se en 

una concentración 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 absorción de selenio por especies de Lactobacillus 

Bacteria 
Tiempo 

(horas) 

Log 

UFC/mL 
[Se]1 [Se]2 

% de 

Absorción 

del Se 

L. casei 

Shirota 

10 7.3 197 74.9 17.26 

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]1=Concentración de Na2SeO3 agregados inicialmente en el medio de fermentación. [Se]2= Concentración de Se 

determinada al final de la fermentación, tomando como concentración inicial el Se presente en [Se]1 

Para L. johnsonii, se enriqueció el medio con una concentración de 207 mg/L 

de selenito. Se observó que en un tiempo de 5 horas se tenía una concentración 

de 58.41 de Selenio en el medio de MRS. Esto indicó que el porcentaje de 

absorción 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 absorción. Esto calculado 

a partir de la concentración de células en el medio. Se puede observar que L. 

johnsonii tiene el mayor porcentaje de absorción de Se (61.77%) que L. casei 

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

diferencia significativa.  

Se sospecha que la bioconversión a Se orgánico, es debida a la acción de la 

enzima glutatión, la cual es un antioxidante que contiene compuestos tiólicos y 

tiene un bajo peso molecular. La glutatión mantiene la homeostasis intracelular 

regulando el equilibrio redox logrando disminuir los daños a la membrana celular 

(Krittaphol, 2007). 

Maham et al. (1999), observaron que cuando se añade 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 ácido lácticas, especialmente las probióticas también 

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

 La concentración crítica de selenito de sodio para la inhibición 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 concentración crítica para la inhibición de ambos 

microorganismos, (196 y 207 mg/L) permitirá establecer las condiciones 

más favorables en presencia de Se en futuros estudios. 

 Las zonas de desaceleración de la curva de crecimiento microbiano 

estuvieron influenciadas por la presencia de selenito de sodio solo para L. 

casei Shirota y en menor proporción sobre L. johnsonii. 

 Los porcentajes de absorción del selenio inorgánico, bajo nuestras 

condiciones experimentales fueron mayores al 50%  

 Se comprobó que las bacterias probióticas son capaces de absorber 

selenio de fuentes inorgánicas en concentraciones que no inhiban su 

crecimiento.  
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