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|. INTRODUCCION

El selenio es una micronutriente esencial en los procesos metabdlicos de los seres
humanos y animales, formando parte de las denominadas selenoproteinas,
compuestos que participan en varios procesos enzimaticos que contribuyen

directamente al mantenimiento 6ptimo de la salud (Rayman, 2000).

La ingesta diaria recomendada (IDR) del selenio para el ser humano es de 55
pg/dia con una concentracion maxima de 400 upg/dia. Aunque es una concentracion
muy baja, no siempre esta cubierta, ya que la mayor parte de éste no se encuentra
biodisponible para ser absorbido por el organismo. Esto se debe principalmente a la
forma quimica en que se encuentre tal elemento (Pophaly et al., 2014).

Generalmente las formas organicas de SE son mas biodisponibles que las
formas inorgénicas. Es asi, como el selenio organico se puede absorber con mayor
facilidad en una de sus formas organicas, como selenocisteina (Alvarez-Fernandez,
et al., 2010; Navarro-Alarcén & Cabrera-Vigque, 2008).

Se ha observado que algunas bacterias acido lacticas pueden incorporar a su
metabolismo el selenio inorganico para biotransformarlo. Sin embargo, el
mecanismo bioquimico que precede a esta biotransformacién es desconocido aun.
Se sabe que este mecanismo estd intimamente ligado a la presencia de algunas
sustancias como la serina; la cual participa en el proceso de sintesis a través de la
accion de la enzima seril-ARNt sintetasa que esta involucrada en la sintesis de
selenocisteina y su subsecuente incorporacién a las selenoproteinas (Pophaly et al.,
2014; Alvarez-Fernandez et al., 2010).

Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la
presencia de serina en la biotransformacion de selenio inorganico en un medio

minimo por Streptococcus thermophilus durante un proceso de fermentacion.




IIl. ANTECEDENTES

2.1. Impacto del selenio en la salud humana

El selenio (SE) es un elemento no metal escaso en la corteza terrestre y es
considerado como un micronutriente esencial para el ser humano. Su consumo esta
relacionado con la prevencion y tratamiento de enfermedades (Pophaly et al., 2014;
Khanam & Platel, 2016).

En diferentes partes del mundo como China, Finlandia y Nueva Zelanda se
han observado problemas de salud en los seres humanos por la deficiencia del
selenio en la dieta, ya que el contenido de selenio en los alimentos y bebidas varia
de acuerdo al area geogréafica dentro de cada pais y entre paises. Es por esto, que
las politicas de salud publica de algunos paises sugiere la suplementacion del
selenio en la dieta de los habitantes de estos lugares (Navarro-Alarcon & Cabrera-
Vique, 2008; Mistry et al., 2012).

Se han realizado esfuerzos para aumentar el contenido de SE en las plantas,
adicionando tal elemento en el suelo de cultivo y obteniendo con esto vegetales y
frutos ricos en SE; o bien, utilizando tales vegetales para la alimentacién animal,
fomentando con esto la sintesis de seleno-proteinas en los animales y facilitando la
acumulacion en carne (Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008).

La deficiencia de SE en los seres humanos es rara, pero existen pruebas de
gue los cambios menos evidentes en la biodisponibilidad del SE pueden afectar
aspectos de la salud, tales como: la respuesta inmune, la neurodegeneracion, las
enfermedades cardiovasculares, los trastornos musculo-esqueléticos, la enfermedad
de Kashine Beck, el cancer, entre otros. Adicionalmente, se ha encontrado evidencia
gue sugiere que este elemento juega un papel importante en la reproduccién en
animales y humanos. Sin embargo, una sobredosis de este oligoelemento puede

provocar selenosis (Zhuo & Diamond, 2009; Mistry et al., 2012).

Por otro lado, la forma inorganica de SE no es del todo biodisponible, ya que
de la ingesta total sélo alrededor del 1-2% es absorbido por el cuerpo humano.
Ademas, la biodisponibilidad del SE también se ve afectada por el procesamiento

térmico de los alimentos ya que esto disminuye su contenido por volatilizacion con




pérdidas reportadas de hasta un 40% (Reeves et al., 2009; Navarro-Alarcén &
Cabrera-Vique, 2008; Khanam et al., 2016). Adicionalmente, se sabe que la
biodisponibilidad del SE esta influenciada por factores de la dieta. Un ejemplo de ello
es el hecho de que la ingesta de vitaminas A y E aumenta su biodisponibilidad,
mientras la presencia de metales pesados y fibra dietética la disminuyen (Zhuo &
Diamond, 2009).

2.2. Selenoaminoécidos

Los selenoaminoacidos son moléculas organicas donde se puede encontrar el
selenio en sus diferentes formas organicas como la seleniocisteina (SeC),
selenometionina (SeMet), metilselenocisteina (MeSeC), entre otros. La SeC o
también denominado el aminoacido 21, es un selenoaminoacido que se considera
bioldgicamente activo, el cual difiere de la cisteina por sélo un atomo de selenio en
lugar de azufre, teniendo un pka de 5.2 y 8.5, respectivamente (Alvarez-Fernandez et
al., 2010).

La SeC se sintetiza a partir de serina como precursor en una serie de
reacciones que requieren un mecanismo especifico donde se utiliza él SE. Este
aminoacido se produce en proteinas de tres reinos de la vida (Eukaria, Archea y
bacterias), asi como en virus. Este aminoacido forma parte del centro activo de
algunas selenoproteinas, como las glutation peroxidasa (GPx), tiorredoxina
reductasa (TrxR) y selenoproteina P (SeP), por lo que la deficiencia de selenio
puede provocar una disminucién en la actividad enzimatica de las selenoproteinas
que tienen un papel importante en todas las formas de vida (Arnér, 2010; Rother,
2012).

Los selenoaminoacidos pueden ser producidos por diferentes tipos de
microorganismos, especialmente la selenocisteina por bacterias acido lacticas, las
cuales tienen una gran versatilidad e importancia en la industria y tecnologia de

alimentos (Pophaly et al., 2014).
2.3. Mecanismo general de biosintesis de selenocisteina

El primer paso para la incorporacion de SeC en proteinas procariotas, inicia
con la aminoacilaciéon del tRNASe¢ (SELC) con un residuo de serina adenilada por

accion de la enzima seril-tRNA sintetasa (SerRS). Después de la aminoacilacion,




una selenocisteina sintetasa (SELA), dependiente de piridoxal fosfato, remueve un
grupo hidroxilo de la cadena lateral de serina formado un intermediario denominado
seril-tRNASec, Este compuesto intermediario insaturado se tautomeriza para formar

un grupo amino inestable.

Al mismo tiempo, una enzima selenofosfato sintetasa (SELD) cataliza la
formacién de selenofosfato y ATP. El selenofosfato es obtenido a partir de selenito o
selenocisteinas a través de la accion de selenotransferasas y selenocisteina liasa,
respectivamente. El selenofosfato, forma activa de selenio, es entonces trasferido a
seril-tRNASe¢  produciendo asi selenocisteinil-tRNASe¢ (Sec-tRNASe®) que poco
después es liberada. Un factor de elongacién de traduccién especifico denominado
SELB, el cual carga una molécula de GTP, se une al selenociteinil-tRNASe en el
ribosoma mediante la union del elemento SECIS en el mRNA. (da Silva, 2013; Martil,
2014).

Adicionalmente, se sabe que parte del N-terminal del SELB es probablemente
capaz de unir al selenocisteil-tRNASe¢ al complejo formado SELB-GTP-Sec-tRNASe,
Este complejo encamina al Sec-tRNASe¢ para el ribosoma a través de su vinculo con
el elemento SECIS en mRNA. Por otro lado, el fragmento C-terminal se liga

exclusivamente al elemento SECIS en mRNA.

Se supone que una parte inferior del elemento SECIS sufre alguna
modificacion de manera que el codon UGA es posicionado dentro del sitio A del
ribosoma, en cuanto que su parte superior permanezca ligada a SELB. Al mismo
tiempo, el anticodon de Sec-tRNASe es pareado con un codén UGA del sitio A que
después hidroliza la molécula de GTP. SELB permanece ligado a un GDP y se
desprende de tRNA y de la estructura SECIS. Por ultimo Sec-tRNASe¢ permanece en
el sitio A del ribosoma, permitiendo asi que el residuo de SeC sea incorporado a la
cadena polipeptidica naciente. En la Figura 1 se muestran las etapas involucradas
en la biosintesis e incorporacion de selenocisteina en Escherichia coli (da Silva,
2013; Martil, 2014).
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Figura 1. Etapas involucradas en la biosintesis e incorporacion de la selenocisteina.

(Modificado de Martil, 2014).




2.4. Selenoproteinas

El SE se encuentra en el cuerpo humano en las selenoproteinas, bajo la
forma de selenocisteina (SeC). Se han identificado 25 tipos de genes que codifican
para selenoproteinas en los seres humanos. Dentro de ellas se encuentra, la
regulacion de especies reactivas del oxigeno, homeostasis redox y el metabolismo
de la hormona tiroidea. También estan implicadas en la reduccién de CO2 a metano
y la produccién de moléculas ricas en energia como formiato y glicina (Metanis &
Hilvert, 2014).

Se han identificado mas de 50 selenoproteinas de familias diferentes. Entre
las que se encuentran la selenofosfato sintetasa (SPS), glutatibn peroxidasas
(GPxs), flavoenzima tiorredoxina reductasas (TrxRs o TRs), metionina-R-sulfoxido
reductasa (MrsB1l), yodotironina deyodinasas (DI1/2), deyodinasa (DI3)
selenoprotiena P (SEPP1) selenoproteina S (SEPS1), las cuales han sido aisladas y

caracterizadas bioquimicamente (Metanis & Hilvert, 2014).

Las selenoproteinas juegan un rol muy importante en procesos fisioldgicos
debido a la accion antioxidante que el selenio ejerce, adn integrado como
selenocisteina. Esta actividad se atribuye principalmente a la accién natural de
selenoproteinas como la glutatiébn peroxidasa, la tiorredoxina reductasa, deyodinasa
yodotironina y selenoproteina P, las cuales presentan propiedades redox Unicas, que
a su vez son asociadas a la presencia de selenocisteina en el sitio activo de estas
enzimas (Rayman, 2012). Muchas de estas enzimas, son también sisntetizadas por

bacterias acido lacticas.
2.5. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos utilizados
comunmente en la cadena alimentaria del ser humano. Estan involucradas en la
produccion de alimentos fermentados, produccion de biomoléculas y también como
huéspedes simbidticos hospedados en el intestino, promoviendo con esto la salud y

el bienestar de los seres humanos (Lyer et al., 2010; Tamang et al., 2016).

Ademas, las BAL tienden a soportar ambientes extremos y condiciones de
estrés. Tales condiciones se pueden clasificar en dos categorias: las primeras son

tecnoldgicas (oxidacion, frio, alta presion osmatica y alta temperatura), las segundas




se denominan de estrés fisioldgico (oxidacion, bajo pH, concentraciones altas de

sales biliares y toxinas) (Pophaly et al., 2012).

Otra de sus facultades son las caracteristicas aportadas a los alimentos,
como son el incremento de su vida util y proporcionan atributos organolépticos

tipicos de los productos (Sreevani et al., 2013).

Una propiedad muy importante que tienen las BAL es la capacidad de unirse,
captar y biotransformar los iones metdlicos del medio a formas elementales y
organicas. Entre estos iones se encuentra el selenio inorganico, donde las BAL lo
pueden transformar a selenocisteina que es una aminoacido biodisponible para el

cuerpo humano (Alvarez-Fernandez et al., 2010; Pophaly et al., 2014;).

Las BAL y las bifidobacterias forman parte importante en la dieta de los seres
humanos en diferentes partes del mundo a través de los productos fermentados, por
lo que su capacidad de biotransformacion de SE inorganico da lugar a la obtencion

de una fuente barata para la alimentacion de animales y humanos (Ren et al., 2011).
2.6. Streptococcus thermophilus

El Streptococcus thermophilus es un tipo de BAL, el cual es un
microorganismo  gram-positivo, microaerdfilo, homofermentativo, anaerobio
facultativo, GRAS, fermentador de lactosa, productor de bacteriocinas, vitaminas,
acido lactico, diacetilo, formiato, acetoina, acetaldehido y acetato como productos

finales; ademas de que cuenta con capacidad proteolitica.

Esta BAL ha sido utilizada como iniciador en la produccion de alimentos
fermentados como yogurt y queso. Ademas, algunas especies son capaces de
producir exopolisacaridos (EPS), que ayudan a mejorar la viscosidad, la textura,
aumentar la resistencia a la manipulacion mecénica y disminuyen la susceptibilidad
al desuerado (Pieniz et al., 2010; Zajsek et al., 2011; Li et al., 2016).

Hay investigaciones donde se conoce el efecto de la adicion de selenito de
sodio en la leche durante la produccion de yogurt, sobre la biotransformacion a
MeSeC y SeC. Esta biotransformacion es llevada a cabo por bacterias como
Streptococcus thermophilus en el yogurt, donde el principal selenoaminoacido

producido por ellas es la selenocisteina (Palomo et al., 2014; Pophaly et al., 2014).




2.7. Importancia de bacterias acido lacticas enriquecidas con selenio

Existen enormes beneficios para la salud de los seres humanos y animales
cuando consumen BAL enriquecidas con selenio. Estas bacterias se consumen en
productos lacteos y no lacteos que se encuentran en el mercado en diferentes

paises del mundo (Navarro-Alarcén & Cabrera-Vique, 2008).

Dentro de los beneficios asociados al consumo de BAL enriquecidas con SE
estan: reconstruccion de la masa Osea, fortalecimiento del sistema inmunoldgico,
regulacion de la funcion de la tiroides, mejora de la fertilidad masculina, reduccion en
el riesgo de contraer cancer, reduccidon en el envejecimiento, diminucién de fatiga,

disminucién de problemas de la flora intestinal, entre otros (Pophaly et al., 2014).

Por otro lado, el grado de biotransformacion del SE depende del tipo de
bacterias que se encuentran en el proceso de fermentacion. Ademas, el proceso
también es dependiente de la forma de SE inorganico que se encuentre en el medio
y de las condiciones de cultivo, y se sabe que los productos de biotransformacion
(selenoaminoacidos) alteran las caracteristicas sensoriales de los alimentos
fermentados seleno-enriquecidos desde el color, hasta el aspecto y el olor (Navarro-
Alarcon & Cabrera-Vique, 2008).

La innovacion de productos lacteos es consecuencia de los estudios e
investigaciones acerca de los beneficios que ofrecen a la salud humana, uno de
estos es el relacionado a los beneficios directos que las BAL confieren cuando son
suplementadas con selenio. Tal desarrollo tecnolégico ha abierto las puertas a un
mundo de posibilidades nutricionales donde se pueden adquirir fuentes de SE a
partir de la fermentaciéon de alimentos. Ademas, los productos de fermentacion
también son sustancias funcionales eficaces en la industria alimentaria y médica
(zhang et al., 2015).

A pesar de los grandes beneficios sobre los aspectos tecnologicos y de salud
de los probidticos enriquecidos con selenio y el desarrollo de alimentos funcionales,
existen muy pocos informes sobre su toxicidad y efectos secundarios. Por lo que se
necesitan investigaciones extensas y a profundidad de los productos, para asi tener
un desarrollo integral que beneficie completamente a los consumidores (Navarro-
Alarcon & Cabrera-Vique, 2008).




2.8. Uso del selenio organico en la industria alimentaria

En los ultimos afios los consumidores son mas conscientes de lo que comen 'y
es por ello que exigen alimentos que contribuyan beneficiosamente a su salud. Hoy
en dia los alimentos estan destinados no solamente a satisfacer el hambre y
proporcionar los nutrientes necesarios, sino también para prevenir las enfermedades
relacionadas con la nutricion y la mejora del bienestar fisico y mental (Betoret et al.,
2011).

El aumento en la demanda de este tipo de alimentos se debe a que existe un
creciente incremento en el costo de la asistencia médica, el aumento constante de la
esperanza de vida y el deseo de las personas mayores para mejorar su calidad de
vida (Roberfroid, 2007).

Con el afan de contrarrestar las deficiencias del selenio en la dieta de las
poblaciones humanas, se han desarrollado nuevas tecnologias para la generacion
de nuevas moléculas, mas seguras y nutritivas. Estas moléculas son la
selenocisteina, selenometionina y compuestos metilados de selenio. También han
surgido nuevos alimentos que contienen probioticos enriquecidos con SE. Estos, han
demostrado contribuir a la salud de quien los ingieren. De igual manera se han
desarrollado nuevos alimentos funcionales enriquecidos con SE, como son: té, sal
de mesa, yogurt, kéfir, formula infantil, ajo, cebolla, hongos, tuna, carne de carnero,
entre otros (Khanam & Platel, 2016).

La utilizacion del selenio en industria alimentaria busca fortalecer las
carencias de este oligoelemento en la dieta de la poblacion asi como también
contrarrestar enfermedades que contribuyen a la mortalidad y movilidad de las
poblaciones (Kieliszek et al., 2013; Pophaly et al., 2014).

2.9. Andlisis de aminoéacidos por derivatizacién con 3-orto-ftaldehido (OPA)

Uno de los principales meétodos de analisis de aminoacidos se realiza
mediante la cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa conocida
también como RP-HPLC (por su nombre en inglés). Es una técnica que implica la
separacion de las moléculas basdndose en su hidrofobicidad, esta separacion
depende de la union hidréfoba de la molécula del soluto de la fase movil a la fase
estacionaria, es decir, la columna cromatografica. Los solutos se eluyen en

presencia de tampones acuosos Yy la adicion de un disolvente organico, éstos se




hacen pasar a través de la fase estacionaria. La elucion se puede llevar a cabo por
condiciones isocraticas y por elucidon en gradiente. En la primera, la concentracion
del disolvente organico es constante, en la segunda la cantidad de disolvente se
incrementa durante un periodo de tiempo. Los solutos son, por lo tanto, eluidos en

orden de hidrofobicidad molecular de forma creciente (Aguilar, 2004).

El HPLC est4d acoplado a diferentes tipos de detectores, los cuales se
encargan de identificar los compuestos de acuerdo a sus caracteristicas quimicas
particulares. Uno de estos detectores es el UV-vis que consiste en identificar los
compuestos de acuerdo a sus cambios cromaticos resultado de la longitud de onda
en la que inciden, pudiendo ir tales longitudes desde 195 a 800 nm (Skoog et al.,
2008).

El OPA es un compuesto que no tiene fluorescencia natural y ésta se
desarrolla cuando reacciona solo con el grupo amino de los aminoacidos primarios.
Esta reaccién se desarrolla en un medio acuoso a pH fuertemente alcalino en
presencia de un agente reductor, como es el caso del 2-mercapto-etanol, dando
como resultado un isoindol. La reaccién se finaliza en 1 0 2 min a temperatura
ambiente. Para obtener una mayor sensibilidad la deteccion se debe determinar por
un detector UV-vis a una longitud méaxima de 339 nm. En la Figura 2 se muestra la
reaccion de derivatizacion con OPA de carboximetilselenocisteina (Shively, 1986;
Leyva-Lopez, 2015).

CARBOXIMETILSELENOCISTEINA
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Figura 2. Reaccién de derivatizacion de carboximetilselenociteina con o-ftaldehido.
(Modificada de Leyva-Lopez, 2015).




l1l. JUSTIFICACION

Las bacterias &cido lacticas son microorganismos capaces de trasformar el
selenio inorganico a proteinas de caracter bioldgico como son las selenoproteinas.
Estas proteinas rigen una serie de procesos metabdlicos que ocurren en el ser
humano, promoviendo con esto un incremento en la salud. Al mismo tiempo, ayudan

en la prevencion y tratamiento de enfermedades degenerativas.

Existen investigaciones donde se ha estudiado el mecanismo bioquimico que
siguen las bacterias acido lacticas en la biotransformacion de selenio inorganico a
selenoproteinas. Sin embargo, se desconocen algunos mecanismos de regulacion

en esta conversion. Se sabe que la serina participa en este mecanismo.

Es por ello, que este trabajo esta enfocado en medir la respuesta que tiene
Streptococcus thermophilus ante la presencia de serina para la obtencion de
selenoproteinas. Asi, se demostrara la importancia de este aminoacido en la

biotransformacién de selenio inorganico por este microorganismo.




V. HIPOTESIS

La sintesis de selenoproteinas por bacterias acido lacticas a partir de selenio
inorganico, sigue un proceso metabdlico complejo. Para que la sintesis tenga lugar
se debe partir de una molécula de serina que aminoacila un ARNt especifico para
selenocisteina. En este sentido, la presencia de serina puede tener un efecto
inductor en la biotransformacion de selenio inorganico en selenocisteina para su
posterior integracién en cadenas polipeptidicas en el metabolismo de Streptococcus

thermophilus.




V. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar el efecto de la presencia de serina durante una fermentacion por

Streptococcus thermophilus en un medio minimo, para determinar la concentracion

de selenocisteina producida a partir de selenio inorganico.

5.2. Especificos

Determinar el punto critico de inhibicion de crecimiento de S. thermophilus a
través de la fermentacion en medio MRS enriquecido con selenito de sodio.
Enriqguecer S. thermophilus con selenio inorganico a través de una
fermentacion en medio MRS adicionado con la concentracion critica de
inhibicién de selenito de sodio.

Realizar una curva de crecimiento de S. thermophilus en medio minimo
enriquecido con la concentracion critica inhibitoria de selenito de sodio y
serina.

Determinar la concentracién de selenio absorbido durante la fermentacion por
S. thermophilus a través de un analisis de ICP.

Determinar la concentracion de selenocisteina sintetizada por S. thermophilus
durante la fermentacion en medio minimo por medio de un analisis por RP-
HPLC.




VI. MATERIALES

6.1. Reactivos

6.1.1. Preparacién de reactivo empleado para la reaccion de derivatizacion
(OPA)

Se disolvieron 50 mg de o-ftaldehido (OPA, Sigma Aldrich), en 500 pL de
buffer de boratos 0.4 molL*M (pH= 9.5), 4 mL de metanol y 50 pL de B-
mercaptoetanol. La solucion se prepar6 antes de cada andlisis debido a su
inestabilidad. (Shively, 1986; Castillo-Portela, 2011).

6.2. Instrumentacion

6.2.1. Espectroscopia de Emisién Atdémica con plasma acoplado

inductivamente (ICP)

El equipo que se utilizd fue un espectrofotometro de emision atomica con

fuente de plasma (Pekin Elmer, modelo Optima 8300) con flujo de argon de 8 L/min.
6.2.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

Se utiliz6 un Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC), marca
Perkin Elmer, modelo Series 200, equipado con una bomba cuaternaria, inyector
manual Rheodyne, detector UV-vis (Perkin Elmer, modelo Series 200) con una
columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6X150 mm 5-um (Marca: Angilent).




VIl. Metodologia

7.1. Aislamiento e identificacion de cepas de Streptococcus thermophilus

Se aislaron las cepas de Streptococcus thermophilus de un yogurt comercial
(Yoplait) en agar M-17, se incubaron a 42°C y se identificaron morfolégicamente con
tincién de Gram (Flores-Aguilar, 2014).

7.2. Adaptacion de cepas puras

Las cepas puras de Streptococcus thermophilus se pre-cultivaron a 42°C en
caldo MRS, previamente sonicado por 5 minutos para eliminar el exceso de oxigeno,
hasta el final de la fase exponencial de crecimiento. Este se etiqueté como caldo de

conservacion.

Antes de su inoculacidon en los medios minimos, el cultivo se centrifugé a
10000 g y el sedimento se lavé dos veces con solucién amortiguadora de fosfatos
(50 mmol Lt a pH 6.5) con la finalidad de eliminar todos los nutrientes remanentes
(Hutkins & Goh, 2014, Letort & Juillard, 2001).

7.3 Célculo de la concentracion critica de inhibiciéon

Para determinar la concentracion critica de inhibicion de SE (1V), a partir de
los caldos de conservacién se inoculé una concentracion conocida (UFC/mL) de
Streptococcus thermophilus en 5 mL de caldo MRS suplementado con selenito de
sodio (Na2SeOs) con concentraciones calculadas en base a estudios anteriores
(Flores-Aguilar, 2014) y a partir de una solucion de agua estéril desionizada de 900
mgL: 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 y 300 mgL™.

La fermentacion se llevd a cabo en anaerobiosis a 42°C por 36 horas. Se
tomaron muestras para medir cuenta viable al final y al inicio de la incubacién,
mediante la siembra en agar-MRS de las diluciones sucesivas en agua peptonada.

Los resultados se expresaron en UFC por mL.

Para la determinacion exacta del punto critico de inhibicion se utilizo el

meétodo grafico de Talmage y Fitch modificado seguin Gonzalez-Olivares et al 2016).




7.4. Fermentacion en medios minimos suplementados con Na:SeOs y serina

El medio minimo se prepar6 de acuerdo al protocolo de Letort y Juillard
(2003) modificado. Se colocd una concentracion de vitaminas de complejo B de
5.275x10* g L"! y una concentracion de cistina de 0.12 g L (Tabla 1).

Se inoculé una concentracion conocida (107 UFC) de Streptococcus
thermophilus previamente lavado con buffer de fosfatos 50 mmol L pH 6.5, en una
serie de tubos de ensayo que contenian 5 mL de medio minimo enriquecido con la
concentracion critica de inhibicién de Na2SeOs junto con 340 mgL™ de serina; igual
gue una serie de tubos que solo contenian la concentracidn critica de Na2SeQOs. La
fermentacién se llevé a cabo por 24 horas a 42°C (Flores-Aguilar ,2014; Letort &
Juillard, 2001).

Tabla 1.- Medio minimo de cultivo para Streptococcus thermophilus.

Componentes Concentracién, Componentes Concentracién,
gL* gL*
Lactosa 5.00 Metionina 0.06
Acetato de sodio 1.00 Leucina 0.10
Citrato de amonio 0.60 Isoleucina 0.05
KH2PO4 3.00 Valina 0.20
K2HPO4 2.50 Piridoxamina 4x10+
Urea 0.24 Acido nicotinico 0.5x104
Acido ascorbico 0.5 Riboflavina 2.5x105
MgCl2+6H20 0.16 Pantotenato de calcio 0.5x10+
CaClz+2H20 0.01 Tiamina 2.5x10®
Cistina 0.15 Serina 0.34
Glutamina 0.12

7.5. Separacion de biomasa

Después de las fermentaciones, se tomo una alicuota de 1 mL de cada uno
de los caldos fermentados y se centrifugaron a 10000 g por 15 min a 4°C para
separar células del medio de cultivo. Los pellets de células se resuspendieron en
100 pL de di-tiotreitol (DTT) al 0.3% (p/v) para liberar cualquier posible enlace de
selenio con grupos amino de las proteinas membranales, para no afectar las

mediciones de selenio metabolizado y adsorbido por la bacteria. Las células se




centrifugaron se indica al inicio del parrafo con la finalidad de retirar la solucién de
DTT. Se conservaron los medios madre y los medios sin células para la
cuantificacion de SE (Flores-Aguilar, 2014).

7.6. Andlisis de selenio por ICP

Para la determinacion de SE inorganico por ICP las muestras se digestaron
en un sistema de reaccién acelerada por microondas (Microondas “CEM” modelo
MARS S). Se utilizé una rampa de temperatura que partia de temperatura ambiente
hasta llegar a 175°C durante 5.5 minutos y de 175 a 180°C durante 4.5 minutos, con
un limite de presion de 110 psi. (Flores-Aguilar, 2014). Después, la solucion
resultante se llevd a un volumen final de 25 mL con agua desionizada (18 uS/cm).
Las soluciones estandar de selenio se prepararon a partir de una solucion de 50
mg/L de SE en matriz nitrica de 5 % de HNOs (Perkin Elmer Pure) para
posteriormente realizar la curva de calibracion respectiva, en el intervalo de 0.2-3
mgL. Cada uno de los estandares y las muestras se analizaron a una longitud de
onda maxima de emision del SE (196 nm) por medio de un equipo de ICP. La
concentracion de SE que se encontraba en el medio de cultivo y en los medios libres
de células se calcul6 por medio de interpolacion y se consideraron las diluciones

correspondientes (Flores-Aguilar, 2014).

7.7. Determinacién de selenocisteina por derivatizacion con OPA por RP-HPLC
7.7.1. Preparacion de las fases moviles

Para la determinacion se utilizaron como fases moviles buffer de acetato de
sodio 0.1 molL? pH 7.2, con 0.1% de acetonitrilo (Fase A) y metanol (Fase B).
Ambas soluciones se filtraron a través de una membrana de tamafio de poro de 0.45

pMm. Las filtraciones se realizaron por triplicado para ambas fases (Turlo et al., 2007).
7.7.2. Carboximetilacion de selenocisteina

La reaccion de carboximetilacion se llevo a cabo en un matraz schlenk macho
(Anorsur) en el que se colocaron 50 mg de seleno-L-cistina con 375 puL de agua
desionizada junto con 15 mg de KBH4, en atmosfera de nitrégeno a 50 °C por 1 h,

después se adicion6 1 mL de 0.4 molL?! de &acido yodoacético a pH= 8.5 ajustado




con 1 M de NaOH, en atmosfera de N2 a 37 °C por 1 h en oscuridad; para terminar
la reaccién se le adicionaron 50 uL B-mercaptoetanol y se dejé en refrigeracion por
una noche. El estdndar de carboximetilselenocisteina se preparé a partir de seleno-

L-cistina.

Las muestras se trataron de la misma forma como se describe para el
estandar pero fueron previamente sonicadas en un bafio ultrasénico (Branson 2510)
durante 1 h. Después de la carboximetilacion se adicionaron 50 uL de HCI 6 molL™
en atmoésfera de nitrogeno y la hidrdlisis se realizdé durante 20 h a 110°C (Shively,
1986; Crankshaw & Grant 1996; Turlo et al., 2007).

7.7.3. Reaccion de derivatizacion

La reaccion de derivatizacion se realizd6 mezclando 1 mL buffer de boratos a
0.4 molL? pH 9.5, 30 uL muestra o estandar de carboximetilselenocisteina y 30 pL
de solucién OPA (Shively, 1986; Bruckner et al., 1995; Vazquez et al., 1995).

7.7.4. Determinacion de selenocisteina

La deteccion de la selenocisteina se realiz6 con un detector de UV-vis a una
longitud de onda maxima de 340 nm con un volumen de inyeccion de 20 uL de la
muestra. Para llevar a cabo el analisis, las fases moviles se desgasificaron con la

finalidad de eliminar la mayor cantidad de aire disuelto en ellas.

Se estabilizé la columna a un flujo de 1.0 mL min?. Para la separacién se

utilizé una columna Zorbax Eclipse Cis (Turlo et al., 2007; Leyva-Lopez, 2015).

El gradiente utilizado fue: 75% A durante 25 min, después se modificd la
polaridad a 100% de B durante 20 min, teniendo un tiempo de corrida de 45 min
(Turlo et al., 2007).




VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Célculo de la concentracidn critica de inhibicidn

Los resultados obtenidos sobre la determinacion de la concentracion critica de
inhibicién de Streptococcus thermophilus para Na2SeOs se muestran en la Tabla 2.

La concentracion inicial de microorganismos fue de 8.85 log de UFC. Se
observé que a medida que la concentracion de selenio aumentaba, la concentracion
de biomasa en el medio disminuia. El microorganismo presentd un crecimiento nulo

a concentraciones de 200 mgL* de Na2SeOs.

Tabla 2. Log de UFC/mL a diferentes concentraciones de Na,SeOs.

Concentracién Log UFCmL"
(mgL™* Na,Se0s) + DS
0 7.51+0.0
20 7.14+0.0
40 6.09 £ 0.07
60 6.47 £ 0.46
80 6.19 £ 0.58
100 5.84+£0.76
150 4.57 + 0.38
200 0
250 0
300 0

La concentracion critica de inhibicion para Streptococcus thermophilus se
encontr6 con 140 mgL?' (Figura 3), aplicando el célculo de Talmage y Fitch
modificado (Flores-Aguilar, 2014).

Se ha observado que a concentraciones de 5 mmol L de selenito de sodio
en MRS tiene un efecto negativo en el crecimiento bacteriano, inhibiéndolo o
desacelerandolo. Por el contrario se conoce que concentraciones no superiores a 20
mmol L de selenito de sodio en MRS, favorecen el crecimiento de las BAL (Pophaly
et al., 2014).




De acuerdo a Calomme et al. (1995) algunas BAL son capaces de sobrevivir a
concentraciones de hasta 200 mgL! en medios enriquecidos con Na2SeOs. Por otro
lado, Gonzalez-Olivares et al. (2016) demostraron que la concentracion de Na2SeOs3
tolerada por varios lactobacilos, es variable y puede depender de sus caracteristicas

metabdlicas particulares.

Log UFC/mL

1
150 200 250 300 350
Concentration (mg/l. Na;SeO;)

Figura 3. Curva de crecimiento de Streptococcus thermophilus a diferentes concentraciones
de selenito de sodio (Na>SeOs).

Se determin6é que el Streptococcus thermophilus utilizado en este estudio,
tiene una concentracién minima inhibitoria de 140 mg L%, esta concentraciéon fue
elevada en comparacion con lo reportado por Gonzélez-Olivares et al. (2016)
quienes obtuvieron crecimiento de BAL por debajo de los 140 mgL, con excepcion
de L. rhamnosus, el cual alcanzé concentraciones mayores a 150 mgL?' de
tolerancia a selenito de sodio. Pero también el crecimiento de Streptococcus
thermophilus a 140 mg L' es elevado en comparacién con otras BAL que no

crecieron a concentraciones mayores de 80 mg L (Xia et al., 2007).

La concentracion critica de inhibicion de Na2SeOs determinada, se utilizo para
preparar la suplementacion de los medios minimos enriquecidos, la cual
correspondié a 63.92 mg L-1 de selenio (140 mg L de Na2SeO3).




8.2. Fermentaciones en medios minimos suplementados con Na:SeOsy serina

Se realizaron las cinéticas de crecimiento de Streptococcus thermophilus en

el medio minimo (Figura 4), en el medio minimo suplementado con Na-SeOs (Figura

5) y en el medio minimo suplementado con Na2SeOsy serina (Figura 6).
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Figura 4. Curva de crecimiento de Streptococcus thermophilus en medio minimo.
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En las Figuras 4, 5y 6 se observa la fase logaritmica de crecimiento para

cada uno de los experimentos. Es en ésta donde las células tienen una maxima

actividad metabdlica debido a la concentracién de nutrientes en el medio, y ademas,

es aqui donde se producen los metabolitos resultantes del crecimiento microbiano

(Tortora et al., 2007).
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Figura 5. Curva de crecimiento de Streptococcus thermophilus en medio minimo enriquecido

con NaSeOs.




En las curvas de crecimiento de Streptococcus thermophilus se observaron
diferencias en los tiempos de la fase de adaptacién, que fue independiente de la
concentracion inicial de microorganismo. De igual manera se mostraron diferencias
en el inicio de la fase logaritmica. La curva de fermentacién del medio minimo
enriquecido con Na2SeOs y serina (Figura 6), muestra que el tiempo de la fase de
adaptacién fue menor que el de la otras dos curvas. Esto indica que la concentracion
de serina adicionada en el medio podria estar promoviendo un crecimiento mas
acelerado de Streptococcus thermophilus pero con menor concentracion de
microorganismos durante el experimento, ya que hubo mayor crecimiento en los
experimentos sin serina. Esto pudo deberse a la sobreexpresion de las enzimas
participantes en la absorcion y transformacion de selenio inorganico que es
observado en las bacterias acido lacticas y bifido bacterias descubierto por Lamberti
et al. (2011). Por otro lado, la adaptacion del microorganismo a la presencia de
Na2SeOs, provoca un alargamiento de la fase lag y esto a su vez incide en que el

inicio de la fase logaritmica se vea retrasado (Andreoni et al., 2000).
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Figura 6. Curva de crecimiento de Streptococcus thermophilus en medio minimo enriquecido
con Na;SeOsy serina.

Ademas, se observo que el microorganismo experimenté una fase lag de
menor tiempo en el medio suplementado con serina y la sal de selenio (Figura 6), en
contraste con los microorganismos que se hicieron crecer en los medios sin

suplementaciéon (Figura 4) y el suplementado con Na2SeOs (Figura 5). Esto indica




que la presencia de serina en el medio, tiene un efecto activador del crecimiento de
Streptococcus thermophilus. En este sentido, se ha observado que algunos
aminoacidos son esenciales para el desarrollo de este microorganismo, como lo
reportaron Letort y Juillard (2003); sin embargo, a pesar de que la serina no es un
aminoacido esencial para su crecimiento, se sabe que ésta participa en el proceso

de transcripcién y traduccion de la SeC (Matrtil, 2014).

También se observa que, en la fermentacion donde fue adicionado Na2SeOs y
serina (Figura 6), las bacterias tienden a permanecer poco tiempo en la fase
estacionaria e iniciar el descenso de su actividad celular. Esto podria deberse a que
la serina acelera el metabolismo de la bacteria provocando que esta agote los
nutrientes del medio mas rapidamente o la bacteria se intoxiqgue con el selenio
(Tortora et al., 2007; Pophaly et al., 2014).

Las curvas de crecimiento microbiano muestran el comportamiento de
Streptococcus thermophilus por 24 h, y de acuerdo a lo reportado por Alzante et al.
(2010), esta bacteria puede sobrevivir hasta 4 semanas en una leche fermentada
con Na2SeOs, por lo se podria utilizar Streptococcus thermophilus como
microorganismo iniciador en bebidas fermentadas funcionales, adicionadas con

selenio.

Més aun, con la fase logaritmica determinada para cada curva, se obtuvo el
tiempo de mayor asimilacion de SE inorganico. Esto se vio reflejado en la presencia
de un precipitado color rojo ladrillo, el cual indic6 la formacién selenuro de sodio por
la reduccién de selenito de sodio realizada por las BAL (Levine, 1936; Calomme et
al., 1995).

8.3. Andlisis de selenio por ICP

Se seleccionaron muestras del final y de la mitad de la fase logaritmica de
cada una de las curvas de crecimiento microbiano, con la finalidad de demostrar la
cantidad de selenio absorbido por Streptococcus thermophilus. De esta forma se
conocié la concentracion remanente del SE después de la fermentacion. Los analisis
se realizaron por medio de ICP, tanto al medio de cultivo sin fermentar como a los
medios de cultivo fermentados antes y después de retirar la biomasa. Las
diferencias entre ellos expresaron la concentracion tedrica del selenio absorbido por

la célula.




Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3 y los parametros de
regresion de las lineas de calibrado se presentan en el apartado de anexos en la
Tabla 5.

Tabla 3. Determinacién de SE absorbido por Streptococcus thermophilus.

Condiciones del = [SE]« t,h [SE]axDS % de Mg SE/UFC
medio de absorcion de
crecimiento Se

14 0
A 0 16 0

63.92 17 4.19+0.40 14.27 0.58

B 63.92 18 6.13+0.56 19.55 0.83

63.92 10 7.76£1.21 21.86 1.20

C 63.92 12 10.75+0.51 28.58 1.66

Curva de crecimiento de Streptococcus thermophilus en (A) medio minimo; (B) medio minimo
enriquecido con NazSeOs; (C) medio minimo enriquecido con Na:SeOs y serina; [SE]«=
Concentracion de SE adicionado al medio minimo en mgL-'; [SE]Jo= Concentracién de Se dentro de la
célula en mgL*. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

Los resultados obtenidos en el andlisis de SE del medio suplementado con
Na.SeOs en las condiciones B y C muestran que existe selenio inorganico dentro de
la células de Streptococcus thermophilus. Esto demuestra que S. thermophilus
puede metabolizar selenio inorganico intracelularmente igual que otras BAL, como lo
demostré Calomme et al. (1995) y Adrioni et al. (2000). Ademas, los porcentajes de
absorcion de selenio inorganico en los analisis obtenidos (14.27, 19.55, 21.86 y
28.58%) en algunos casos son menores, en otros son iguales y en un caso
especifico resultdé mayor a los reportados por Adrioni et. al. (2000) cuyos porcentajes
oscilaron entre 20 y 25% en la mayoria de las BAL que estudiaron. Sin embargo,
todos los resultados obtenidos son mayores a los porcentajes de absorcion de
selenio inorganico por Lactobacilus rhamnosus (de 3 a 13%) reportados por estos
mismos autores. Es importante destacar que a las 12 h de fermentacién de S.
thermophilus se present6 la mayor absorcion de selenio (28.58%) y este porcentaje
es mas alto a todo lo reportado por Adrioni et al. (2000) para cada una de las BAL

estudiadas.




Por otro lado, comparando nuestros resultados obtenidos con los reportados
por Gonzalez-Olivares et al. (2016) para diferentes especies de Lactobacillus; los
porcentajes de absorcion fueron menores a los obtenidos para L. helveticus y L.
rhamnosus pero mayores que L. delbrueckii subsp. bulgaricus y L. jhonsonii con

porcentajes de absorcion de 76.5, 33.76, 9.14 y 10.8% respectivamente.

El andlisis de SE de la fermentacion del medio suplementado con Na2SeOsy
serina (condiciones C, Tabla 5) en las horas 10 y 12 mostr6é que el porcentaje de SE
absorbido por el microorganismo fue mayor que en el estudio donde solo fue
agregado Na2SeOs. En este sentido, es probable que la presencia de serina
promoviera la absorcion del selenio de forma intracelular. Sin embargo, se
desconocen los mecanismos que regulan la absorcién del selenio con la adicion de
serina en Streptococcus thermophilus. Se sabe que el mecanismo de insercién de
selenio inorganico por levaduras lleva consigo el gasto de energia para la
trasformacion de un serina-fosfato-RNA, el cual es el precursor de la formacién de
selenocisteina (Rayman, 2004). En el caso de bacterias acido lacticas este
mecanismo no esta del todo establecido, pero se ha avanzado en la explicacion in
silico de éste (Zhang et al., 2008).

Ademés, se conoce que entre mayor sea la concentracion de selenio
inorganico encontrado dentro de células, en el caso de bacterias acido lacticas,
mayor es la cantidad de seleno-compuestos organicos existentes, principalmente

selenocisteina (Alzante et al., 2008; Palomo et al., 2014).
8.4. Determinacion de selenocisteina por RP-HPLC

Para determinar el tiempo y la concentracion de selenocisteina se realizé una
curva de calibrado para carboximetilselenocisteina a partir de seleno-L-cistina (Turlo
et al., 2007). En la Figura 7 se muestra el cromatograma para el selenoaminoacido.
La carboximetilselenocisteina tuvo un tiempo de retencién de 11.58 min con un pico
definido. Los parametros de regresion de la curva de carboximetilselenocisteina se

muestran en la Tabla 6.
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Figura 7.- Cromatograma de carboximetilselenocisteina.

A partir de la curva de carboximetilselenocisteina se  determin6é la
concentracion de SeC de cada una las muestras celulares a diferentes tiempos de
fermentacién. Las muestras celulares corresponden a 10, 12, 14,16, 17 y 18 h
partiendo de las curvas de crecimiento de S. thermophilus, en medio minimo
enriquecido con Na:SeOs y en medio minimo enriquecido con Na:SeOs y serina.
Como era de esperarse, en las muestras control donde no se agregé Na:SeOs no se

observo la presencia de selenocisteina.

En los medios donde solo se tenia la presencia de selenito de sodio, no se
observé la presencia de selenocisteina, al menos no en las concentraciones de
limite de deteccion del equipo (Figuras 8 y 9). Sin embargo, se sabe que la sola
presencia de la sal inorganica de selenio promueve la formacion de moléculas
organicas de selenio y principalmente la de selenocisteina en bacterias acido

lacticas. Esto ha sido observado por Alzante et al. (2008).
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Figura 8. Cromatograma de la presencia de carboximetilselenocisteina de una muestra celular
de Streptococcus thermophilus después de 17 h de fermentacion en un medio minimo

enriquecido con NazSOs.
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Figura 9. Cromatograma de la presencia de carboximetilselenocisteina de una muestra celular
de Streptococcus thermophilus después de 18 h de fermentacién en un medio minimo

enriquecido con NazSOs.




Los cromatogramas que se muestran en las figuras 10 y 11 se observa un
pico definido con tiempos de retencion de 10.5 y 12 min respectivamente que
corresponden a la presencia de carboximetilselenocisteina, ademas de que se pudo
observar que la concentracion de carboximetilselenocisteina se incrementa
conforme pasa el tiempo de fermentacién, mostrandose un pico de mayor tamafio a
las 12 h.

El tiempo de retencion obtenido para carboximetilselenocisteina cambié en
comparacién con lo reportado por Turlo et al. (2007) que fue de 8.7 min, debido a
gue se modificé la metodologia para el analisis, cambiando el pH de 7 a 7.2, el flujo
de 1 a 1.2 mL/min y ademas de que se utiliz6 un detector UV en lugar de uno de

fluorescencia.

Se determind0 la concentracion de selenocisteina en forma de
carboximetilselenocisteina, debido a que la selenocisteina metilada es mas estable a
la degradacion de Edman. Esta degradacion consiste en el rompimiento de los
enlaces péptidicos de las proteinas o polipéptidos, liberando con esto a los
aminodacidos. Es importante hacer mencién que en el caso de que no se lleve a cabo
la metilacion, la SeC sufre una oxidacion, lo que evita su cuantificacion (Hammel et
al., 1997; Turlo et al., 2007).
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Figura 10. Cromatograma de la presencia de carboximetilselenocisteina de una muestra celular
de Streptococcus thermophilus después de 10 h de fermentacion en un medio minimo

enriquecido con Na,SOg3 y serina.
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Figura 11. Cromatograma de la presencia de carboximetilselenocisteina de una muestra celular

de Streptococcus thermophilus después de 12 h de fermentacion en un medio minimo

enriquecido con Na;SO3 y serina.

Se determind la presencia de SeC en las células de S. thermophilus en la

mitad y al final de la fase logaritmica de cada una de las tres curvas de crecimiento

microbiano en medio minimo. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Determinacion de SeC metabolizada por S. thermophilus.

Condiciones
del medio de

crecimiento

C

[S€ela

0
63.92
63.92
63.92
63.92

[Serina]

o O o o

340
340

Horas

14
16
17
18
10
12

[SeC]tDS pngSeC /UFC % de SeC por

[SE]
intracelular

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0
1.29+0.01 0.2 16.62
8.36+£0.17 1.29 77.76

Curva de crecimiento de S thermophilus en (A) medio minimo; (B) medio minimo enriquecido con
Na2SeOs; (C) medio minimo enriquecido con Na:SeOs y serina; [SE]J«= Concentracién de selenio
adicionado al medio minimo en mgL™1; [Serina]=Concentracién de serina adicionada al medio minimo
en mgL1; [SeC]= Concentracién de selenocisteina determinada por RP-HPLC en mgL- de volumen
de medio minimo. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
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Los resultados que se obtuvieron para los tiempos 14 y 16 h de la condiciones
del medio de crecimiento A, indican la ausencia de SeC. Esto se debe a que en este
medio no se le adicioné6 Na2SeOs, por lo que no tendria que haber una sefial
correspondiente para SeC. También se observa que no existe presencia de
selenocisteina en las muestras a 17 y 18 h de las condiciones B. Tales resultados,
reflejan que existe una concentracion de selenocisteina que esta por debajo de los
limites de deteccion para la RP-HPLC para estos tiempos, por lo que se tendria que
utilizar el detector adecuado para llevar a cabo un analisis mas amplio. No se puede
descartar la presencia de selenocisteina en las muestras donde sélo se le fue
agregado Na2SeOs debido a que BAL son capaces de integrar el selenio inorganico
s6lo como SeC (Alzate et al., 2010).

Los resultados obtenidos en los tiempos de 10 y 12 h de crecimiento de S.
thermophilus en las condiciones C, reflejan que la BAL tiene la capacidad de
producir SeC a partir de un medio enriquecido con Na2SeOs. Esta capacidad de
biotransformar selenio inorganico a SeC a concuerda con lo mencionado por

Pophaly et. al., (2014), quienes reportan que multiples BAL pueden sintetizar SeC.

Las concentraciones de selenocisteina determinadas por la derivatizacion con
OPA (1.29 y 8.36 mgL™! respectivamente) muestran que existe una mayor
produccion del seleno-aminoacido en los medios donde se le agregé serina. Esto se
puede deber a que la serina es el aminoacido iniciador junto con el selenito de sodio
en la biotransformaciéon de SE inorganico a SE orgéanico, debido a que el inicio del
seleno-metabolismo en las bacterias y levaduras empieza a partir de un resido de
serina (Martil, 2014; Pophaly et al., 2014).

Igual que en el andlisis por ICP se observdé que el contenido de SeC
metabolizada por S. thermophilus fue variando de acuerdo al tiempo de crecimiento
de la bacteria y a la adicion de serina en el medio. Es decir, se encontro que a las 10
y 12 h de crecimiento de la bacteria y en el medio donde fue adicionado serina,
existe una concentracion de SeC mas alta que en los otros tiempos y esto puede

deberse a la adicién de serina (Martil, 2014).




IX. CONCLUSIONES

El Streptococcus thermophilus utilizado en este estudio fue capaz de crecer
en medios suplementados con selenito de sodio, que al comparar con otros
estudios, reflejo que tiene una tolerancia mayor en algunos casos, que otras

bacterias acido lacticas.

La presencia de serina en medios de cultivo minimo para el crecimiento de
Streptococcus thermophilus, provoca una mejor insercién de selenio inorganico a la

célula para su bioconversion.

La concentracion de selenocisteina dentro de las células de Streptococcus
thermophilus aumenta cuando en el medio se encuentra presente serina junto con el

selenio inorganico.




X. PERSPECTIVAS

Modificar las condiciones experimentales que permitan conocer la
concentracion de selenocisteina en muestras donde sélo se le adiciona selenito de

sodio al medio.

Emplear el Streptococcus thermophilus como bacteria iniciadora en una

bebida fermentada enriquecida con selenito de sodio y serina.

Evaluar el efecto de la concentracion de serina en la absorcidon de selenio

inorganico en Streptococcus thermophilus y en otras BAL.

Determinar la concentracién de selenocisteina a partir de la metodologia aqui

planteada en diferentes BAL que tienen caracteristicas probioéticas.

Determinar la capacidad antioxidante de muestras celulares de diferentes

tipos de BAL que contienen selenocisteina.
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XIl. ANEXO

Tabla 5.- Parametros de regresion de la curva de calibracién, intensidad vs concentracion de
Selenio (mgL™).

Parametro Valor
Desviacion estandar residual, SE 20.20
Numero de estandares, n 9
Coeficiente de correlacion, r? 0.9967
Ordenada al origen, attsa 13.415
Pendiente, bxtsp 326.77+13.41
Intervalo lineal (mgL?1) 0-3
Limite de detecciéon (mgL™?) 0.27

Tabla 6.- Pardmetros de regresion de la curva de calibracién, intensidad vs concentracion de
carboximetilselenocisteina (mgL™).

Parametro Valor

Desviacion estandar residual, se 47496.2531
Numero de estandares, n 4

Coeficiente de correlacion, r? 0.9963

Ordenada al origen, attsa 36449.879
Pendiente, bxtsp 4759318.78+36449.87
Intervalo lineal (mgL?) 0.31-0.62
Limite de deteccion (mgL?) 0.028
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
del dia 20 del mes de Jjunio del afio 2017 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DRA. GABRIELA MARIANA RODRIGUEZ SERRANO
DR. LUIS GUILLERMO GONZALEZ OLIVARES
DRA. ARACELI CASTANEDA OVANDO

siendo los dos primeros asesores del alumno y lectora la
tercera, de la Idénea Comunicacién de Resultados, se
reunieron a evaluar la presentacién cuya denominacién
aparece al margen, para la obtencién del diploma de:

ESPECIALIZACION EN BIOTECNOLOGIA

DE: JESUS ALBERTO SEGOVIA CRUZ

y de acuerdo con el articulo 79 fraccién II del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autdnoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
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Acto continuo, se comunicé al interesado el resultado de
la evaluacién y, en caso aprobatorio, le fue tomada la
protesta.
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