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Capitulo 1

Introduccién




1. Introduccion

Los avances en las ciencias de la vida dependen en cierta manera del
desarrollo de nuevas metodologias analiticas que permitan identificar y cuantificar
cada vez mas pequenas cantidades de los analitos en muestras biologicas
complejas. Por otro lado, los descubrimientos en biologia, bioquimica, medicina,
etc. definen nuevos retos para la quimica analitica moderna, exigiendo los
procedimientos confiables, dtiles en los estudios sobre mecanismos moleculares
responsables por los efectos observados en seres vivos. Uno de los tdpicos
actuales es conocer el papel biolégico de algunos elementos, presentes en los
organismos vivos a nivel de trazas. En este caso, el concepto de esencialidad y/o
de toxicidad se relaciona con la biodisponibilidad de diferentes formas
fisicoquimicas del elemento, sus rutas metabdlicas en los organismos vivos y las
posibles interacciones con biomoléculas.

El interés en estudiar los efectos bioldgicos del selenic incrementé a raiz de
los resultados de varios estudios epidemiolégicos, llevados a cabo en regiones
geograficas con muy bajos niveles del selenio en medic ambiente. En estos
ensayos, se ha demostrado que la deficiencia de selenic provoca efectos
adversos en la salud de la poblacion y que estos efectos pueden ser invertidos
mediante adecuada suplementacién con este elemento’. Existen fuertes
evidencias sobre las propiedades antioxidantes y anticancerigenas del selenio asi
como sobre su habilidad de disminuir la toxicidad de algunos metales (Hg, Cd, Pb
entre Dtrcs)”. Por otro lado, el intervalo de las concentraciones de esencialidad
del selenio es muy estrecho (en suero humano 80 -160 pg/L), siendo su exceso la
causa de la enfermedad selenosis crénica y también de los dafios al sistema
nervioso®. Hay que sefialar que, los resultados de estudios analiticos han tenido
una contribucién importante en el avance sobre diferentes aspectos de la
bioguimica del selenio®*®”.

Uno de los topicos importantes esta relacionado con la busqueda de los
productos naturales, que pudieran servir como suplementos dietéticos de este

elemento. Los suplementos comerciales se basan principalmente en levadura




fortalecida con Se (Saccharomyces cerevisiae), donde la especie mayoritaria es
selenometionina (Se-Met). Las ventajas de este producto son: actividad biolégica
de Se-Met, su buena estabilidad y la posibilidad la evaluacion cuantitativa de Se-
Met®*'2. Sin embargo, después de tratamientos largos, se ha detectado una
acumulacion no deseada de Se-met debido a su incorporacion no especifica a las
proteinas (siguiendo la ruta de metionina)’*.

En la busqueda de otros productos ricos en compuestos de este elemento
que fueran bioldgicamente activos, en este trabajo se estudia la incorporacién y la
biodisponibilidad del Se en las bacterias de tipo Lactobacillus. Asi mismo, se
compara la eficacia de dicha incorporacion con la obtenida para diferentes cepas
de levaduras.

Una vez demostrada la habilidad del Lactobacillus para acumular selenio
del medio, estos microorganismos se emplean como un modelo bioldgico para
estudiar posible efecto protector de selenioc contra la toxicidad de algunos
elementos considerados como téxicos. En este caso, mediante diferentes técnicas
analiticas, se evalUa la respuesta de bacterias y levaduras en las condidiones de
exposicién a iones de cadmio.

En la Introduccion se resume la informacion actual sobre selenio y sobre la

metodologia analitica para su determinacién/especiacion en materiales bioldgicos.
1.1. Selenio

Selenio es un oligoelemento vital para los organismos vivos. Esta
involucrado en diferentes procesos biologicos, en donde dependiendo de su
concentracién total y forma fisicoquimica actual, puede ejercer tres papeles
diferentes:

1- Elemento esencial (agente antioxidante, quimiopreventivo, estimulante del
sistema inmune y reproductivo)

2— Antagonista de la toxicidad de los metales pesados

3 - Potente agente toxico™,



En las condiciones clinicas tales como estado de déficit de selenio, estrés
oxidativo, exposicion laboral a los metales pesados, envejecimiento prematuro y
prevencion de cancer, se recomienda la suplementacion con los productos que
contengan selenio en una de sus formas biolégicamente activas. En estas
aplicaciones es de suma importancia utilizar adecuadas dosis de suplementos,
para prevenir posibles efectos toxicos.

En esta seccion se resume la informacién actual sobre selenio con el enfoque en
los aspectos nutricionales.

1.1.1. Propiedades fisicoquimicas

El selenio (Se) pertenece al grupo VI A de la Tabla Periddica de los
Elementos, donde se encuentra localizado entre el azufre y el telurio. Sus
propiedades fisicas y quimicas son intermediarias entre un metal y un no metal.
Tiene un nimero atémico de 34 y una masa atomica de 78.96. La abundancia
relativa de sus seis isotopos naturales "*Se, "°Se, "'Se, "*Se, ®Se, %Se es de
0.87, 9.02, 7.58, 23.52, 49.82, y 9.19 % respectivamente.

El selenio esta distribuido en la corteza terrestre con la abundancia de
aproximadamente 7 x 10-5% por peso, encontrandose en forma de seleniuros de
elementos pesados y, en menor cantidad, como elemento libre en asociacién con
azufre elemental. Sus minerales no se encuentran en suficiente cantidad para
tener utilidad, como fuente comercial del elemento, y por ello los minerales de
sulfuro de cobre seleniferos son los que representan la fuente primaria.

El selenio arde en el aire con una flama azul para dar didxido de selenio,
Se0;. El elemento también reacciona directamente con diversos metales y no
metales, entre ellos el hidrégeno vy los halégenos. Los acidos no oxidantes, no
reaccionan con el selenio; pero el acido nitrico, el acido sulfurico concentrado y los
hidréxides alcalinos fuertes lo disuelven.

El selenio forma compuestos en sus cuatro relativamente estables estados
de oxidacion: Se'® (Se0.*), Se™ (Se0;%), Se™ (Se0Q) y Se? (seleniuros y

compuestos organicos). El Gnico compuesto importante del selenio con hidrogeno




es el seleniuro de hidrégeno, H.Se, gas venenoso incoloro e inflamable con un
olor desagradable, gran toxicidad y estabilidad térmica menor que la del sulfuro de
hidrogeno. Disuelto en agua, el seleniuro de hidroégeno puede precipitar muchos
iones de metales pesados como seleniuros muy poco solubles. Los compuestos
organicos con enlaces covalentes C-Se son muches e incluyen desde simples
selenoles, RSeH; acido selenénico, RSeOH; haluros organil selénicos, RSeX;
seleniuros diorganilicos y diseleniuros, R;Se y R:Se;, hasta moléculas que
exhiben actividad bioldgica, como los selenoaminoacidos y los selenopéptidos. Es
relevante que, debido a las similitudes entre las propiedades fisicoquimicas del
selenio y azufre, estos dos elementos se acompafian en la naturaleza. En
particular, los organismos vivos (las plantas, microorganismos y animales) pueden
incorporar los dos elementos de manera similar. Por ejemplo, la selenometionina
puede reemplazar la metionina en las proteinas de manera no especifica’ 3

1.1. 2. Usos industriales y distribucién en medio ambiente

La presencia del selenio en el medio ambiente se debe a su liberacién a
través de procesos naturales y a descargas relacionadas con diversas actividades
humanas. Asi, los procesos de erosion de las rocas y actividad voicénicé pueden
movilizar el selenio hacia suelos y agua, de donde el elemento es incorporade por
las plantas y animales hasta llegar al organismo del hombre. Los procesos
industriales, que involucran el uso de selenio se presentan en la Tabla 1. Cabe
resaltar que, las descargas al aire ocurren durante la combustién de carbén y los
preductos derivados del petréleo, formando principalmente diéxido de selenio que
origina los compuestos solubles.

Los compuestos poco solubles del selenio obviamente presentan baja
movilidad y biodisponibilidad, sin embargo las actividades antropogénicas que
provocan un aumento de potencial redox y de alcalinidad del suelo/aguas
contribuyen también en mayor movilidad del selenioc en el medio ambiente. Entre

otros parametros importantes .hay que mencionar la actividad microbiana, el



contenido de materia organica, la temperatura y la humedad en diferentes
compartimientos del medio ambiente.

Tabla 1. Usos industriales de diferentes compuestos de selenio.

Compuesto Usos
| Selenio elemental Baterias solares, celdas fotoeléctricas, xerografia,
additivo de acero inoxidable
Se,80,, Se,50; Insecticidas, uso veterinario, decoloracidén de

vidrios, aditivo de fertilizantes de suelos.
Dietilditiocarbamato de selenio | Fungicida

SeS, Fabricacion de semiconductores, agentes
veterinarios y shampoos

SeS Medicamentos veterinarios dermatolégicos

SeFq Fabricacion de aisladores eléctricos

CuSeO, Aleaciones de cobre

WSes Lubricantes

Al,Se;, Bi;Se;, CuSe, InSe Semiconductores

(NH,);Se0,, As,Se Manufactura de vidrio rojo

CdSe Fotoconductores, semiconductores, celdas

fotoeléctricas, baterias solares

La distribucion del selenio en el medio ambiente no es uniforme. Algunas
regiones geograficas (Irdn, Nueva Zelanda, Reino Unido, Finlanda, etc.) presentan
muy bajos niveles de este elemento y en consecuencia baja ingesta de elemento
en la poblacién (del orden de 10-20 pg por dia)'®'. Por otro lado, algunas
provincias de China, Colombia, regién de Irapuato (México), entre otros, debido a
sus suelos seleniferos, representan riesgo de intoxicaciones para los seres vivos
de la region'®,

Los niveles de Se en el aire son de unos pocos ng/m®. La mayoria del
selenio atmosférico es en forma de particulas, con una menor contribucién de
alquilcompuestos volatiles, emitidos por plantas y bacterias. Una fuente adicional
de Se en al aire, la cual puede ser importante, es el humo del cigarrillo, donde se
han encontrado niveles de 0.001 a 0.063 pg por cigarrillo. En aguas superficiales,
los niveles de Se son generalmente bajos (<10 pg/L), pero dependiendo de
factores geologicos, ambientales y antropogénicos pueden encontrarse
concentraciones mucho mas altas (hasta 6 mg/L). El aumento de acidez de los




suelos reduce la movilidad del selenio debido a la formacidn de selenitos
insolubles (por ejemplo selenito férrico), mientras que el ambiente alcalino

favorece formacion de selenatos, generalmente de mayor solubilidad.
1.1.3. Papel bioldgico

Los primeros reportes sobre los efectos de selenio en organismos vivos
fueron relacionados con su toxicidad. Malformaciones del cuerpo en nifios y
animales domésticos, perdida de pelo y ufias observados en China por Marco
Polo en siglo Xl y por Stein en siglo XVI, e independientemente en la region de
Irapuato por Juan Roca (siglo XVIII) fueron posteriormente atribuidos a dicha
toxicidad®. Hoy en dia se sabe que, el mecanismo de toxicidad de selenio se
relaciona con su afinidad a grupos sulfidrilo presentes en varias biomoléculas. A
largo plazo, la sobredosis del selenio provoca la enfermedad llamada selenosis
cronica, que se manifiesta en dafos al sistema nervioso, cambios en el tejido
cartilaginoso, en el higado, rifiones, etc'™.

La esencialidad de selenic ha sido reportada en los afios 50 del sigle
pasado por Schwarz y col.'®. Desde entonces, se han realizado un gran nimero
de estudios que permitieron avanzar en el conocimiento de mecanismos de accion
de este elemento en sistemas biolégicos. Entre otros, en regiones geograficas con
muy bajos niveles del selenio en el medio ambiente, se llevaron a cabo los
estudios epidemiol6gicos. En estos ensayos se demostré que la deficiencia de
selenio involucra una mayor susceptibilidad a ciertas enfermedades.
Consecuentemente, el bajo nivel de selenio en el organismo humano es
considerado como un factor etiologico importante en el desarrollo de cancer, de
enfermedades cardiovasculares y de tiroides, infecciones virales (polivirus,
hepatitis, influenza o VIH), alteraciones del sistema reproductivo en hombres y del
sistema inmune, diabetes, entre otros®. En los estudios epidemioldgicos se
observé también que, los efectos adversos en la salud pueden ser invertidos
mediante adecuada suplementacion con este elemento’. En concreto, después de

la suplementacion con levadura de pan fortalecida con selenio (en forma de

7

R




selenometionina), la incidencia de cancer de prostata, colon y pulmén

disminuy¢®>720,

En un estudio con ratas se mostrdé que el proceso
carcinogenético puede ser prevenido con la suplementacién por Se durante la fase
de promocién y progresion®'. Otro aspecto benéfico del selenio en organismos
vivos es su caracter protectivo contra la toxicidad de algunos elementos toxicos
(As, Cd, Hg, etc.)'*?2.

En la actualidad se conoce que, los efectos del selenio en un sistema
biolégico dependen de su concentracién total y de su distribucion entre diferentes
formas fisicoquimicas. Es importante resaltar que, el selenio ejerce sus efectos
benéficos en un estrecho rango de concentraciones (por ejemplo los niveles
nomales de Se total en suero humano se consideran en un intervalo de 80 hasta
160 pg/L)®. En cuanto a las formas fisicoquimicas se demostré que, la actividad
biologica del selenio se basa en aproximadamente 30 compuestos diferentes,
incluyendo selenoproteinas®2%. Asi, la selenocisteina es el amino &cido
proteinogénico numero 21, formando el centro activo de importantes enzimas de
los grupos de glutationa peroxidasa, yodotironina deyodinasa y tioredoxina
reductasa®?"2%.

La importancia de las enzimas del grupo glutationa peroxidasa se debe a su
participacién en la desactivacion de especies oxigeno reactivas (en concreto
peroxido de hidrégeno y peroxidos de lipidos). Las selenoproteinas del grupo
yodotironina deyodinasa (ID I, Il y Ill) regulan la conversién de tiroxina (T4) a 3, 3,
5 — triyodotironina (T4) la hormona tiroidea activa o la hormena triyodotironina
reversible (rT3) y la hormona tiroidea inactiva. La selenoproteina W es necesaria
para la funcién muscular, la selenoproteina P se encuentra en el plasma con
células endoteliales para protegerlas contra el dafio oxidativo?. Otros compuestos
de selenic de relevancia biologica se presentan en la Tabla 2, indicando la
importancia de cada uno y en los sistemas bioldgicos estudiados.



Tabla 2. Especies del selenio de importancia biologica.

Especie

Importancia biclogica

Tipicos materiales
analizados

Formas inorganicas: Se(lV)
(selenito) y Se(Vl) (selenato)

Movilidad,
biodisponibilidad, efectos
toxicos

Muestras medio
ambientales (aguas,
suelos, sedimentos)

Mono- y dimetilseleniuro
(MMSe; DMSe)

Mecanismos de
biotransformacion del Se
en microorganismos y
plantas, fitorremediacion

Aire, “head-space” de los
cultivos en sistemas
cerrados.

lon trimetilselenio (TMSe)

Metabolismo de Se en
animales

Orina

Selenometionina (Se-Met)

Metabolismo del selenio
en organismos vivos,
prevencion de cancer

Organos, tejidos y
extractos de plantas y
animales

Metil-selenometionina
(Me-Se-Met)

Metabolismo del selenio
en plantas (resistencia)

Microorganismos, plantas

Selenocisteina (Se-Cys)

Mecanismas de
esencialidad a nivel
molecular

Microorganismos, plantas,
animales, muestras.
clinicas

Metil-Selenocisteina
(Me-Se-Cys)

Mecanismos de
quimioprevencion

Microorganismos, plantas,
animales, muestras
clinicas

Selenohomocisteina (Se-
Hcy)

Metabolismo de Se en
organismos vivos

Muestras biolégicas y
clinicas

Selenoetionina (Se-Et)

Uso como estandar
interno

Muestras biologicas y
clinicas

Adenosilselenometionina
(Ado-Se-Met)

Papel del Se en procesos
de biometilacion

Extractos de
microorganismos, tejidos y
drganos de animales

Adenocsilselenohomocisteina
(Ado-Se-Hcy)

Papel del Se en procesos
de biometilacién

Extractos de
microorganismoes, tejidos y
drganos de animales

(N-acetilselenohexosaminas)

organismos vivos

y-glutamyl- Mecanismos de Microorganismos, plantas,

metilselenocisteina quimioprevencion animales, muestras
clinicas

Selenoazlcares Metabolismo de Se en Extractos de plantas,

tejidos y 6rganos de
animales, orina

Selenoproteinas

(glutationa peroxidasa,
yodotirenina deyedinasa,
tioredoxina reductasa,
proteina P, proteina W, etc.)

Mecanismos de
esencialidad a nivel
molecular

Muestras clinicas




1.1.4. Aspectos nutricionales

Las principales fuentes de selenio para el hombre son el agua potable y los
alimentos. La absorcion en el tracto digestivo, retencion y utilizacion del selenio en
cuerpo estan estrictamente relacionadas con la forma fisicoquimica ingerida. Para
garantizar una ingesta adecuada y prevenir posibles intoxicaciones, es necesario
entonces caracterizar los compuestos del selenio en alimentos y bebidas, conocer
su estabilidad en cada producto, su biodisponibilidad y farmacocinética en el
organismo humano. En este contexto, los productos de interés incluyen los
alimentos naturalmente ricos en selenio (nueces de Brasil, cereales y legumbres,
pescado, cames rojas, las visceras y los productos de origen animal) y los
suplementos dietéticos®".

En la dieta natural tipica, la forma mayoritaria del selenio es
selenometionina incorporada de manera no especifica a las proteinas {productos
de origen de plantas y de animales)*>®. Las formas inorganicas presentan una
contribucién mucho menor, especialmente en los alimentos no fortificados. La
ingesta de selenoproteinas es minima y se relaciona con el consumo de alimentos
de origen animal. Recientemente, Gammelgaard y col. analizaron los resultados
de los estudios sobre metabolismo y excrecion del selenio y propusieron un
esquema de posibles rutas metabolicas, presentado en la Fig 1°*%. En esta
Figura se puede observar que, al entrar en el organismo, todas formas del selenio
(Se-Met, Se(IV), selenoproteinas) son reducidas para formar un almacén comun
de selenio (H2Se). A partir de esta forma se puede llevar a cabo la sintesis de
selenocisteina y su incorporacion especifica a las selenoproteinas®®.
Alternativamente, el exceso de selenio puede ser eliminado via orina en forma del
ion trimetilselenio y/o como selenoazicares. Es importante sefialar que, la
selenometionina puede ser incorporada directamente (sin su reduccion a HzSe) a
las proteinas. Sin embargo, este proceso no es especifico, ya que ocurre
mediante simple sustitucién de metionina por su analogo de selenio. El ésquema
presentado en la Fig. 1 sugiere, que la forma del selenio ingerida no tiene

importancia en la incorporacién de Se a selenoproteinas. Sin embargo, hay que
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tomar en cuenta la alta reactividad quimica y diferente biodisponibilidad de las
especies inorganicas respecto a las formas organicas. En particular, el proceso de
reduccion de Se(lV) en el organismo involucra participacion de glutationa, lo que
puede provocar el estado de estrés oxidativo®*®. De hecho, existen evidencias de
la toxicidad y de caracter mutagénico de las formas inorganicas del selenio'”®,
Resumiendo, existe un consenso que, el selenio deberia ser -ingerido
preferentemente en forma de compuestos organicos que, ademas de ser mas
biodisponibles, presentan relatvamente baja reactividad respecto a los

24 40,41

compuestos inorganicos Cabe sefialar que, la ingesta de excesivas

cantidades de Se-Met puede provocar efectos toxicos, debido a su incorporacion

no-especifica a las proteinas*43,

Proteinas que . -
contienen metioniona  Selenoproteinas
Selauomﬁionlna SelenoEafato G:Se-SG
Sslenoc!s.wina = H,Se e GS!SeH
Metilselenol 1 \G S-Seleno-N- acetilgalactosamina
Dimelils.l'alenium Se-metil-N-acetilgalactosamina
lon trimetilselenio

Figura 1. Posibles rutas metabdlicas del selenic en el organismo humano,
dependiendo de la forma ingerida (GS — asociacion con glutationa)*.

En bisqueda de los compuestos responsables por propiedades

anticancerigenas del selenio, en varios sistemas experimentales se estudio la

2313

actividad biologica de diferentes especies Los resultados obtenidos

demostraron que la especie de mayor actividad contra tumores es




metilselenocisteina, seguida por selenito y selenocisteina’. En el estudio mas
reciente, se incluyeron differentes alk{en)ilselenocisteinas y sus y-glutamyl
derivados, observandose de nuevo la mayor actividad de metilselenocisteina®®.
Cabe mencionar también los estudios sobre la factibilidad del uso de compuestos
sintéticos (por ejemplo [1 ,4-fenilselenilenebis(metilene)selenocianato])*®7.

En base en los estudios que se acaban de presentar, esta claro que un
producto alimenticio, o un suplemento de selenio deberia cumplir con los
siguientes requisitos:

- la forma mayoritaria del selenio presenta actividad bioclogica,

- el compuesto activo del selenio es estable bajo las condiciones de
elaboracion y almacenamiento del producto (metilselencaminoacidos se
descomponen facilmente formando compuestos volatiles)'’,

- se cuenta con la informacién cuantitativa sobre las especies del Se
presentes,

- la presencia del selenio no afecta la calidad de alimentos (especificamente
el color y olor).

En cuanto a los productos naturales, los mas altos niveles de selenio total
se encontraron en nueces de Brasil (8-35 ng/g)*®. En los experimentos con ratas,
se observé el efecto protectivo de estas nueces contra tumores*. Los estudios de
especiacion indicaron que, aprox. el 75 % del selenio total en nueces esta
presente en forma de Se-Met''. Por otro lado, se han estudiado los productos
naturales, enriquecidos con selenio durante su crecimiento. En este contexto hay
que mencionar las plantas de la familia Allium, encontrandose diferentes especies
de selenio, de los cuales Me-Se-Cys y y-glutamyl-metilselenocisteina fueron las
mas importantes debido a su actividad quimiopreventiva®"-'%%*%!, Actualmente, la
gran mayoria de los suplementos comerciales contiene levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae) enriquecida, donde la forma mayoritaria del Se es la
Se-Met (hasta 70 % del contenido total)'*1"52,
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1.1.5. Incorporacion de selenio en las plantas y microorganismos

Cuando el proceso de incorporacion del selenio se relaciona con el posible
uso del producto obtenido en la suplementacion del hombre, la eficacia de dicha
incorporacion es muy importante. Con el fin de obtener altas concentraciones de
Se, en primer lugar se ha estudiado la tolerancia de diferentes especies biologicas
a diferentes concentraciones y formas del selenio presentes en el medio de
crecimiento, evaluando en cada une de los casos el contenido total del selenio en
biomasa. En uno de los primeros reportes, se obtuvo el ajo fortalecido agregando
sales de selenio (Se(Vl) y Se(lV)) al fertilizante del suelo®. Utilizando similares
condiciones de cultivo (mezcla de musgo de turba y vermiculita como sustrato
solido), se compard la incorporacién de Se en ajo y en cebolla observandose
mayor eficacia de incorporacion en ajo (28 ug de Se por gramo de biomasa seca
en cebolla versus 110 — 150 ug/g en ajo)®'. Whanger y col. compararon la
incorporacién del selenio en bulbos de una especie de cebolla (puerro silvestre),
cultivada en condiciones hidropénicas y en medio solido (musgo de 1urha)2. En
este estudio se utilizaron diferentes concentraciones del selenito de sodio (hasta
300 mg de Se por kilogramo de medio solido y hasta 120 mg de Se por litro de
medio liquido), sin observar la inhibicién significativa del crecimiento de la planta.
Por otro lado, la incorporacion del Se en planta cultivada en medio quuido-fue mas
eficaz’. Lintschinger y col. usaron la solucién de selenato de sodio (Se(Vl)) para
incorporar selenio en granos de trgo, alfalfa (Medicago sativa) y girasol
(Helianthus annuus) durante etapa de germinacion®.

Se estudié también el proceso de incorporacion de selenio en hojas de
cebolla (Aflium cepa L.) cultivada en condiciones hidropénicas, en presencia de
selenato, o selenito de sodic®. En primer lugar, se observé una inhibicion del
crecimiento en presencia de cada una de las formas de selenio (5 mg/L de Se
como Se(lV) o Se(Vl) en el medio de crecimiento), siendo el efecto mas marcado
en presencia de selenito. En la determinacion de selenio total por ICP-MS, se
observé la incorporacién méas eficaz  del elemento en hojas respecto a bulbos.

Ademas, se encontré mayor concentracion de selenio en hojas de plantas




crecidas en la presencia de selenito (600 mg/kg) respecto a hojas de las plantas
cultivadas con selenato (155 mg/kg). Se obtuvieron extractos alcalinos de hojas,
los cuales se analizaron mediante SEC con deteccion espectrofotométrica (280
nm) y por ICP-MS (""Se). Los resultados obtenidos revelaron la incorporacion de
selenio a los compuestos de alta masa molecular (MM > 10 kDa). En concreto,
aproximadamente el 33 % de selenio total en la biomasa fue encontrado en la
fraccion de alta MM del extracto de hojas con selenito, mientras que el extracto de
hojas cultivadas en presencia de Se (V1) incorpord en sus proteinas solamente 3
% del selenio total encontrado en biomasa. En el estudio posterior, el proceso de
incorporacién del Se fue investigado en la planta llamada cebollin (Allium
fistulosum), la cual se caracteriza por una gran cantidad de hojas verdes®. El
cultivo de cebollin se llevé a cabo en sustrato solido, utilizande celdas comerciales
(mezcla de “sphagnum”, musgo de turba, perlita, vermiculita, dolomita y piedra
caliza) en invemaculo (16-21 °C) y con riego diario. Despues de dos meses, a las
celdas se les agregé selenito de sodio a diferentes concentraciones (1 - 15 mg Se
por kilogramo de sustrato sélido) y, pasados otros cuatro meses, las plantas se
cosecharon. En estas condiciones de crecimiento, no se observd ninguna
inhibicion del crecimiento en presencia de selenito. El contenido total del elemento
en la biomasa fue proporcional a la concentracion de selenito en el medio de
crecimiento, pero generalmente los niveles de Se en hojas fueron inferiores a los
observados en condiciones hidroponicas de cultive (30.3 mg/kg en hojas
obtenidas en celdas conteniendo 15 mg/kg de selenio en sustrato solido). El
analisis mediante SEC — ICP-MS de los extractos alcalinos de hojas reveld la
incorporacion de selenio a proteinas (MM > 10 kDa), de manera similar como en
extractos de la cepa Allium.

Debido al amplio uso de levadura enriquecida como fuente dietética del
selenio, varios autores estudiaron el proceso de su incorporacion en estos
microorganismos. Como ejemplo, Ponce de Leon y col. examinaron cuatro
diferentes procedimientos, en los que el selenio se agrego en diferentes etapas de
crecimiento de Saccharomyces c., utilizando selenito de sodio a diferentes

concentraciones'.  Adicionalmente, para evaluar el efecto de procesos de




fermentacion, se probaron dos medios de crecimiento: uno con glucosa como
fuente de carbon y otro con glicerol. Los resultados analiticos indicaron que, la
incorporacion fue mas eficiente al utilizar bajas concentraciones de selenito
agregadas en la etapa de crecimiento de los microorganismos. Para estudiar la
farmacocinética del Se ingerido con levadura enriquecida, se obtuvo el cultivo
enriquecido con el isétopo 7Se®. En este caso, el selenito de sodio marcado con
""Se fue agregado gradualmente al medio de crecimiento liquido durante 18 horas.
La biomasa liofilizada contenia 1380 + 10 pg/g de "’ Se.

1.1.6. Normatividad acerca de los requerimientos y niveles permisibles del
selenio

El progreso en bioguimica de selenio se ha reflejado en los valores
considerados como benéficos y/o adversos para la salud del hombre. En la Tabla
3 se puede observar como han evaluado las recomendaciones nutricionales desde
los afios 80 del siglo pasado™. Los primeros valores propuestos se definieron
como “ingesta diaria adecuada y segura” (DDI| — safe and adequate Daily Dietary
Index). Posteriormente, en el afio 1989 se introdujo el concepto de “recomendada
racion diaria” (RDA — Recommended Dietary Allowance). En el afio 1998, la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO — World Health Organization) establecio
los requerimientos basales y normativos. El requerimiento basal se evalud en
base a la minima cantidad necesaria para proteger contra la enfermedad de
Keshan (enfermedad cardiovascular endémica de la provincia Keshan en China,
donde se presentan muy bajos niveles del Se). Actualmente, se maneja el término
de ‘ingesta dietética de referencia” (DRI, Dietary Reference Intake), que
recomienda la ingesta de 70ug/dia para los hombres y 55ug/dia para las mujeres.

Cabe mencionar las propuestas basadas en los aspectos preventivos,
donde se extienden las necesidades de selenio entre 250 y 300 microgramos al
dia, cifra que no resulta alarmante, toda vez que en pueblos asiaticos, apegados
por tradicién al consumo de pescado, llegan a tomar hasta 500 microgramos sin



ninguna reaccién adversa. La Secretaria de Salud en Reino Unido reporta la
ingesta diaria de 750 — 900 pg de selenio como toxica, indicando como la maxima

ingesta segura el valor de 450 g por dia para hombres adultos'”.

Tabla3 Evolucion de los conceptos relacionados con ingesta recomendada de
selenio a partir de los afos 80 del siglo pasado®. (DDI, RDA, DRI,
ingesta basal y normativa en microgramos de Se por dia)

Etapas dela | Edad oDl RDA WHO, 1996 DRI
vida (afios) 1980 1989 IB IN 2000
Infantes 0-1 10-60 10-15 3-6 6-12 15-20
Nifios 1-3 20-80 20 10 20 20
4-6 30-120 20 12 24 30
7-10 50-200 30 14 25 30-40
11-14 50-200 40 16-19 30-36 40-55
Hombres =15 50-200 70 21 40 40-55
Mujeres =15 50-200 55 16 30 55
Embarazadas - 65 18 39 60
Lactancia: - - 75 - - 70
0-3 meses - - 21 42 - -
3-6 meses - - - 25 46 -
6-12 meses - - - 26 52 -

DDI - ingesta diaria adecuada y segura (safe and adequate Daily Dietary Index);
RDA - recomendada racidn diaria (Recommended Dietary Allowance);

IB - ingesta basal

IN - ingesta normativa

DRI - ingesta dietética de referencia (Dietary Reference Intake)

1. 2. Tendencias actuales en la metodologia analitica para la determinacién

ylo especiacion del selenio en alimentos y productos derivados

La informacién cuantitativa sobre el contenido total del selenio en muestras
biologicas es Util, ya que ayuda a caracterizar el sistema estudiado, evaluar su
posible valor nutricional (o riesgo de efectos adversos, relacionado con altos
valores), estudiar la eficacia de incorporacion del selenio, etc. Por ofro lado, es la
forma fisicoquimica del elemento la que decide sobre su movilidad,

biodisponibilidad, retencién en los organismos vivos y sobre su especifica funcion




bioldgica. Asi que, el interés cientifico se ha ido expandiendo hacia el analisis de
especiacion. Cabe aclarar que, la IUPAC refiere el término “especie” a una
estructura molecular, electrénica y/o nuclear (inica y bien definida. Asi mismo, el
término “andlisis de especiacion” se define como medicién de la cantidad de una o

mas especies presentes en la muestra®.

1. 2.1. Determinacion del contenido total versus especiacion

La determinacion del contenido total, especialmente en las muestras solidas
ylo liquidas de matriz quimica compleja, requiere de un tratamiento previo, cuyo
objetivo es convertir la muestra en una solucién relativamente simple. Para ello,
pueden aplicarse diferentes tipos de ataques por via seca y/o himeda. Entre las
técnicas analiticas tipicamente utilizadas para la determinacion de selenio se
encuentran espectrometria de absorcion atémica con homo de grafito,
espectrometria de emisidn atémica con excitacion en plasma aiooplado
inductivamente, ICP-MS%*®'. En muchas aplicaciones, la introduccién de muestra
es mediante el sistema de generacién de hidruros para garantizar mejor
sensibilidad y para evitar posibles interferencias de matriz®*®*. Alternativamente, el
selenio puede ser cuantificado por el analisis de activacién por neutrones®*, por
métodos electroquimicos, por espectrofotometria yfo espectrofluorimetria. En los
ultimos dos casos, la derivatizacion con 2,3-diaminonaftaleno permite aumentar de
manera sustantiva la sensibilidad de la determinacion®’.

Un tipico disefio en el procedimiento de especiacion se basa en las
siguientes etapas: (1) pretratamiento de muestra; (2) fraccionamiento/separacién
de las especies y (3) cuantificacion del elemento de interés en las fracciones
obtenidas. La etapa de pretratamiento tiene que ser disefiada cuidadosamente
para prevenir posibles pérdidas y/o inter-conversiones entre las especies. Para
materiales biologicos, el tratamiento involucra la homogenizacién, secado o
liofilizacion, seguidas por extraccionflixiviacion de especies de interés. Se
emplean también los procedimientos para separar proteinas, lipidos, poliazdcares

u otro tipo de moléculas de interés, que pueden ser finalmente hidrolizadas
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liberando especies del selenic de baja masa molecular' #8158,

Como
ejemplo, para solubilizar proteinas solubles en agua y los compuestos de baja
masa molecular, solubles y no asociados con proteinas, se llevd a cabo la

extraccién de levadura fortificada con agua caliente™ ™.

La digestion acida yfo
enzimatica de las mismas muestras permitié liberar selenoaminoacidos enlazados
covalentemente (acerca de 90 % del selenio total) *'127%,

Cuando el objetivo de analisis es caracterizar las especies desconocidas (o
no esperadas en la muestra), estudiar los procesos de incorporacién o rutas
metabolicas del elemento en un organismo vivo, el disefio de etapa de
pretratamiento es todavia mas importante. Se lleva a cabo entonces la separacién
macroscopica de érganos ylo tejidos, aislamiento de ciertos tipos de células,
rompimiento de las paredes celulares, fraccionamiento sub-celular y finaimente el
aislamiento de biomoléculas especificas'**"’. Como ejemplos representativos se
pueden mencionar los estudios sobre la incorporacion del selenio en los macro
hongos comestibles’, sobre su distribucién en nueces® y sobre su posible papel
en procesos de biometilacién en Saccharomyces ¢,

En la etapa de separacion de especies no volatiles de selenio, hoy en dia
existe clara tendencia para utilizar cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC). La técnica SEC pemmite estudiar la asociacién del elemento con
fracciones de diferente tamario molecular Se*%2, Las columnas de intercambio
anionico fueron utilizadas en la separacion de formas inorganicas (Se(lV) y
Se(Vl)), ylo selenometionina, selenocisteina, metilselenocisteina y ion

trimetilselenio en extractos de plantas y levadura®'20%!

. Por otro lado, muchas de
las especies de Se (selencaminoacidos y péptidos, ion trimetilselenio,
adenosilselenometionina) tienen carga eléctrica positiva, o pueden ser facimente
convertidos en cationes mediante el aumento de acidez de la solucion. Por lo
tanto, en muchos estudios estas especies fueron separadas en columnas de
intercambio catiénico. Asi, utilizando la fase mévil a pH 2 — 5.7 (piridina o formato
de amonio) se obiuvo la separacibn de hasta diez compuestos:

metilselenocisteina, alquilselenocisteina, propilselenocisteina, selenometionina,

selenoetionina, selenocisteina, acido dimetilseloniopropionico,




selenohomocisteina, ion trimetilselenio y metilselenometionina®®*. La tercera
técnica LC, tal vez de mayor uso en el andlisis de alimentos y productos
relacionados es la cromatografia en fase inversa formando pares ionicos (IP
HPLC)*®. Tipicos reactivos empleados como contra iones han sido diferentes
acidos carboxilicos perfluorinados (por ejemplo heptafluorobutirico)®* y 4cidos
alquilsulfnicos (por ejemplo el acido hexanesulfonico), obteniéndose una buena
resolucion cromatografica en el analisis de extractos de nueces, verduras de la
familia Affium y levadura'?->*%88%,

En la etapa de deteccion, el efluente de la columna o las fracciones
separadas son analizadas por una de las técnicas de espectrometria atdmica
antes mencionadas. Debido a que, estas técnicas proporcionan la informacién
sobre el contenido total, la identificacién de los compuestos se basa en el uso de
estandares comerciales (comparacion de los tiempos de retencién y método de
adicion de estandar). Cuando en la muestra analizada se presentan especies,
para los cuales no existen estandares, ninguna de las técnicas de espectrometria
atdmica permite identificacién. En estos casos, es necesario llevar a cabo el
analisis estructural, que requiere alta pureza del compuesto. En este contexto, es
necesario mencionar el uso secuencial de diferentes técnicas cromatograficas y/o
electroforéticas (separaciones ortogonales, o multidimensionales),
especificamente en el andlisis de levadura y de extractos de plantas™®™®'. El
esquema consiste en la separacion SEC, coleccion de las fracciones de la
columna, su preconcentracion e introduccion a la columna de fase inversa y/o
intercambio iGnico. Para separacion de proteinas y peptidos, se utiliza
electroforesis en geles™%. Como resultado, se cbtienen los compuestos de
selenio de alta pureza, que pueden ser caracterizados estructuralmente mediante

las técnicas de espectrometria de masas® ",

1. 2. 2. Analisis del selenio en los suplementos nutricionales

Los resultados de estudios de especiacion de selenio en suplementos

nutricionales se presentan de manera resumida en la Tabla 4. Estos productos




incluyen levadura y verduras fortalecidas con selenio y también las nueces de
Brasil, naturalmente ricas en selenio.

Tabla 4. Resultados de la revision bibliografica enfocada al analisis de selenio en

suplementos nutricionales de selenio y materiales biolégicos
relacionados.
Muestra Pretratamiento y/o  |Metodolegia | Resultados analiticos Ref
fraccionamiento analitica .
Ajo Extraccion con agua |IP HPLC-UV- | Especie primaria: Me-Se-Cys |
1355ug/g Se | caliente, o con ICP-MS Cantidades inferiores de Se
MeOH - 0.2 MHCI |(254 nm, *Se) |inorganico, Se-Met
(1:9) Y especies no identificadas.
Ajo La especie mayoritaria sin
235 pg/g Se identificar, deteccion de Se
inorganico, MeSe-Cys y Se-
Met.
Ajo Hidrdlisis enzimatica |IP HPLC-ICP- | Recuperacién de Se en el )
68-1355 pg/g | (proteasa XIV) MS (*Se) procedimiento: 68-95 %
Se IP HPLC-ESI- | Especies primarias: y-glutamyl

MS Me-Se-Cys a bajas
concentraciones de Se
incorporado y Me-Se-Met a
altas concentraciones.

Ajo Extraccién con agua |IP HPLC-ICP- | Especie primaria; y-glutamyl |
296 pg/g Se | caliente MS Me-Se-Cys (90 % del Se total).

(**se)

IP HPLC-ESI-

MS _

Cebolla Hidrélisis enzimatica | IP HPLC-ICP- | Recuperacion del Se en el 2
96, 140 pgig | (proteasa XIV) M3 procedimiento:92-96 %
Se (**se) Especie primaria: y-glutamyl

IP HPLC-ESI- [Me-Se-Cys.

M3S Se encontraron también: Se
inorgénico, Se-Cys, Se-
cistationina, MeSe-Cys y Se-

Met.




Hojas de Extraccién de SEC-UV-ICP- | El contenido de Me-Se-Cys en [>
cebolla proteinas con 0.1 M |MS extractos de hojas fue 4.0 % y
154-601pglg |NaOH; Extraccién de | (280 nm, Se) | 1.9 % del selenio total
y bulbos la fraccion de baja IP HPLC-ICP- | respectivamente en plantas
16-51pg/g Se | MM: MS cultivadas en presencia de
1) MeQH-CHCI3- Se(lV) y Se(Vl).
H20 (12:5:3)
2) 0.4 M HCIO, -
80% EtOH
Hojas de Extraccion de SEC-UV-ICP- | Aprox 44 % del Se total ==
cebollin proteinas con 0.1 M |MS encontrado en forma de
1-30 ug/g Se | NaOH; Extraccion de | (280 nm, **Se) | compuestos de MM > 10kDa;
Se no asociado con | IP HPLC-ICP- |la especies primarias en el
proteinascon 0.1 M [MS extracto de HCI fueron y-
HCI; hidrélisis ESI-MS glutamyl Me-Se-Cys y MeSe-
enzimatica {trampa ionica) | Cys (también se detectd Se-
(proteinasa K, ESI-MS-MS Met).
prateasa XIV) En el extracto enzimético se
encontraron Se-Met y Se-Cys.
Bracoli Se examinaron 27 | HPLC-ICP-MS | Se demostrd que, las perdidas | |
876 pg/g Se diferentes y/o inter-conversiones de las
condiciones de especies dependen
extraccion fuertemente de las condiciones
de extraccion.
Levadura Extraccién con agua |IP HPLC-ICP- | Especie primaria: Se-Met =
1922 pglg Se | caliente MS Bajos contenidos de Se
inerganico, Se-Cys, Me-5e-Cys
Presencia de especies no-
identificadas.
Levadura Extraccion con agua | IP HPLC-ICP- |La recuperacion de aprox 10 % | >
1.2-2.1malg |caliente MS (2Se) del Se total, como la especie |7+
Se IP HPLC-ESI- |primaria se encontrd Se-Met
MS El empleo de ESI-MS permitio
ESI-MS identificar AdoSe-Met.
Hidrolisis enzimatica Recuperacion del
(proteasa XIV) procedimiento: 67-93 %;
especie primaria Se-Met (60-85
%}Y; se detectaron bajas
concentraciones de Se
inorganico, Se-Cis, Se-
Lationina, Se-Cystationina y
Me-Se-Cys.




Levadura Hidrolisis enzimatica |IP HPLC-ICP- | Las especies primarias e
1922 ug/g Se , | (proteasa XIV) MS identificadoas como Se-Mety | %%
Suplemento IP HPLC-ESI- | AdoSe-Hcy (suma de los dos
commercial MS 85 % del Se total encontrado).
400 pg/g Se gssei "Se,
Levadura Hidrolisis enzimatica | HPLC-ICP-MS | Se observé un incremento del | ™ |
fortalecida (proteasa XIV y rendimiento de extraccion.
subtilisina) con el
empleo de la sonda
de ultrasonido
Levadura Hidrélisis enzimatica |LC de Rendimiento de extraccion: 90- | > |
fortalecida con | (B-glucosidasa y intercambio 95%, el método cromatografico
ge, 1390 mezcla de cationico, capaz de separar 30
ng/g Se proteasas) elucién en compuestos de Se, 53% Se
gradiente, total encontrado en forma de
deteccién ICP- | Se-Met, se demostro la
MS ("Se, oxidacion de Se-Met durante el
%5e) con manejo de muestra.
celda de
reaccién/colisi
én
Harina de trigo | Hidrélisis enzimatica |LC de Resultados de analisis B
y levadura (proteasa X1V, lipasa | intercambio cuantitativo: 59% y 68% del Se
(candidatos a | VII) aniénico, total en forma de Se-Met en
CRM) deteccion ICP- | harina y levadura
MS con celda | respectivamente, buena
de concordancia con los
reaccién/colisi | resultados obtenidos en otros
on, analisis por | laboratorios.
dilucién
isotdpica
(®sel" Se)
Levadura Homogenizaciony | IP HPLC-ICP- | Especies mayoritarias: Se-Cis, o)
fortalecida con | extraccién con 0.4 M |MS AdoSe-Hey
Seenel HCIO; a0 °C ESI-MS Los resultados permitieron
laboratorio identificar Ado-Se-Met.
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Levadura Extraccion con agua | Seperacion Identificaciéon de =3
fortalecida con | caliente SEC, seguida | selenodiglutationa (GS-Se-SG)
Se por LC con y puentes de trisulfuro (GS-Se-
grafito poroso | SCG).
SEC 2-
dimensional,
deteccion ICP-
MS, analisis
ESI-MS
Suplemento | Extraccion de Electroforesis | Desarrollo metodolégico, limite | ™'
comercial proteinas (5% SDS | bidimensional |de cuantificacion en LA-ICP-
basado en en Tris/HCI pH 8.0), | PAGE-LA-ICP- (MS de 0.07 pg Se por gel;
levadura desnaturalizacion | MS (7Se, deteccion de dos proteinas
mediante tratamiento | *’Se, *Se) conteniendo el Se asaciado.
no-reductivo con
SDS, derivatizacion
con &c. yodoacético
Levadura Extraccion con agua |SEC, LC en Caracterizacion de péptidos y | = |
fortalecida con | caliente y digestion | fase inversa, | proteinas con el dtomo de Se 1
Se con tripsina MALDI-MS asociado.
(tiempo de
vuelo),
ESI-MS
6 lotes de Se examinaron IP HPLC-ICP- |Solamenete 2 lotes i
suplementos | diferentes MS presentarcn apreciables
comerciales, |condiciones de (*se) concentraciones de Se-Met
basados en extraccion, (hasta 130 ug Se por tableta).
levadura seleccionando la
91-253 g Se | extraccion con HCI 2
por tableta M asistida por MW
ylo hidrélisis
enzimatica con
proteinasa K
Suplemento | Hidrélisis enzimatica, | GC en Se obtuvo la cuantificacion de | ™
comercial en | derivatizacién con columna isomeros opticos con el limite
base a etilcloroformato capilar, de deteccién absolutro de 4 pg
levadura deteccion ICP- | de Se.
M3
Ajo y cebolla [ Hidrdlisis enzimatica | IP HPLC-ICP- |Recuperacion de Se en el 7
sin fortalecer | (proteasa XIV) MS - | procedimiento: 100% .
<0.5 pg/g Se (*Se) Especies primarias en cebolla;

Se inorganico.

Especies primarias en ajo: Se-
Met, y-glutamyl Me-Se-Cys,
Me-Se-Cys.
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Ajo cosechado | Extraccion con agua | Separacion | La especie primaria: y-glutamyl |*
en los suelos | caliente SEC, seguida |Me-Se-Cys.
seleniferos por LC en fase
205 pgfg Se inversa, ICP-
MS, ESI-MS
Pescado Diferentes tipos de  |SEC-ICP-MS | Rendimiento de extraccion: 23- =
fraccionamiento: 47 %, recuperacion desde la
ultrafiltracion, columna: 70 %; se demostré la
precipitacion de asociacion del Se con
proteinas con TCA proteinas.
Nueces Fraccionamiento de | SEC-ICP-MS | Se demostré la asociacion del |
lipidos, proteinasy | ("Se) Se con proteinas mediante
citosol, hidrdlisis IP HPLC-ICP- | enlaces covalentes Se-C y RS-
enzimatica MS Se-SR’ ¢ RS-SeCH,).
(proteinasa K) Especies primarias: Se-Met
(19-25 % del Se total en
proteinas y 3-12 % en citosol),
se observo incompleta
liberacién de Se-Met de
proteinas.
Nueces de Hidrolisis acida (ac. | SEG-ICP-MS | Mas eficiente extraccion con | 1+ |
Brasil y metanesulfénico); IP HPLC-ICP- |&c. metanesulfonico. Los
levadura hidrélisis enzimatica | MS, (¥Se) resultados indicaron 65 % del
comercial (proteinasa Ky Se total en forma de Se-Met en
conteniendo | proteasa XIV) levadura y 75 % en nueces (en
1261 polg Se el caso de hidrdlisis enzimatica
estos valores fueron 46 % y 25
% respectivamente).
Suplemento | Algas: extraccién LC de Levadura: la especie L
comercial con 10 % TCA, 0°C | intercambio mayoritaria fue Se-Met,
(levadura) Levadura: hidralisis | catiénico y deteccion de SeO-Met.
y algas enzimatica aniénico, Algas: DMeSeP (confirmado
566 ug/g Se | (Novozyme 234™y | deteccion ICP- | por ESI-MS) y especies sin
Flavourzyme MS, andlisis identificar.
1000L™) estructural por
ESI-MS
Granos de Extraccién con agua |LC de Eficacia de extraccién: 39% |
plantas caliente y hidrélisis | intercambio en agua y 80-95 % en hidrélisis
cultivadas en | enzimatica (pronasa) | anidnico con | enzimdatica. Las contribuciones
suelos deteccion por |de Se-Met, Se-Cys y Se(Vl)
fertilizados ICP-MS (*’Se) | correspondieron
con Se respectivamente a 62-86 %,
15-22 % y 12-16 % del Se total.

Ado-Se-Hey — adenosilselenohomocisteina, Ado-Se-Met — adenosilselenometionina, DMeSeP —

ion dimetil-Se propionato Me-Se-Cys — metilselenocisteina, Me-Se-Met — metilselenometionina, Se-

Et — selenoetionina; Se-Cys — selenocisteina; Se-Cis — selenocistina, Se-Met — selenometionina,
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Se0-Met - oxido de selenometionina; CRM — material de referencia certificado; ET- atomizacion
electrotérmica, LA — ablacién por laser, ESI-MS - espectrometria de masas con ionizacién por el
sisterna de electrorociado; PAGE —electroforesis en gel de poliacrilamina, SDS - dodecilsulfato de
sodio, SFMS- espectrometro de masas con analizados de masas en el campo electromagnético;
TCA — &cido tricloroacético

La gran mayoria de los suplementos comerciales se basan en la levadura
fortalecida con selenio. En estos productos, la forma mayoritaria del Se es la
selenometionina enlazada a proteinas, lo que asegura buena estabilidad y

actividad biologica deL suplemento’*#*%1%7

La especiacion del selenio en
levadura enriquecida fue el foco de varios estudios analiticos. Mediante la
extraccion con agua caliente, se caracterizaron los compuestos de baja masa
molecular (no asociados con proteinas)>*®*74®"% Para el analisis de Se enlazado
en la estructura de proteinas, se utilizaron diferentes procedimientos de hidrolisis

38.74.75929798,100108  En |og primeros reportes, los autores

enzimdtica y/o acida
observaban relativamente gran numero de especies, de los cuales solamente
algunos fueron identificados®***, El empleo de espectrometria de masas con
ionizacién suave mediante el sistema de electrorociado (ESI-MS) ha permitido
identificar varios de estos compuestos para los cuales no se contaba con los
estandares comerciales (Me-Se.Cys, Ado-Se-Hcey, Ado-Se-Met, G5-Se-SG, etc.)*
8075919457 Cabe mencionar la importancia de desarrollo metodolégico por
cromatografia liquida, ya que los estudios de diferentes mecanismos vy
condiciones de separacién han permitido lograr buena resolucién, esencial en la
asignacion de los picos cromatograficos’®®%'%,

Debide al consumo humano de levadura fortalecida, es de suma
importancia tanto su andlisis cualitativo como cuantitativo. Se ha reportado que,
después del consumo prolongado de este tipo de productos, ocurre una
acumulacién de Se no deseada en el organismo, lo que representa cierto riesgo
de intoxicacion*>*3. Para controlar la forma de Se y su dosis ingerida, algunos de
los estudios fueron enfocados en la determinacion de Se-Met. El primer reto fue
lograr buen rendimiento de extraccién de selenocompuestos de la muestra

mediante el desarrollo de procedimientos de pretratamiento de muestra'%%'%.
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Por otro lado, hay que notar un progreso en las condiciones de deteccion final de
Se. Como se puede observar en la Tabla 4, la técnica més utilizada en los
estudios de especiacion es ICP-MS, obviamente debido a su alta sensibilidad,
pocas interferencias y relativamente facil acoplamiento con la etapa de separacion
cromatografica. Diferentes reportes han demostrado que, el uso de los
instrumentos de alta resolucion, de la tecnologia de celdas de reaccidn/colision
junto con el andlisis por dilucién isotépica aseguran mejores condiciones de
deteccidn y, en consecuencia mas confiables resultados de cuantificacion®#10,

Las verduras de la familia Aflium presentan mayor actividad contra cancer
respecto a la levadura con Se, debido a la contribucion de las especies Me-Se-
Cys y y-glutamyl Me-Se-Cys®3 793455818895 cahe mencionar que, las mismas
especies fueron encontradas en las plantas fortalecidas en las condiciones de
laboratorio (utilizando medios de crecimiento liquidos y solidos) y en las plantas
cosechadas en suelos seleniferos®®. Sin embargo, dependiendo de la especie
biolégica y del contenido total de Se, la distribucion relativa de las especies es
aparentemente diferente®>*%, Esta demostrado que, las Se-alk(en)ilcisteinas y
sus y-glutamyl derivados tienen mayor actividad bioldgica, pero también presentan
menor estabilidad respecto a Se-Met. Ademas, el proceso de cultivo de
Saccharomyces cerevisiae es relativamente facil, rapido y, en consecuencia
econdmicamente atractivo. Por ello, hasta la fecha se manejan solamente los
suplementos comerciales basados en levadura y no en las verduras antes
mencionadas. En este contexto, parece interesante el uso de cebollin y/o hojas de
cebolla enriquecidos, ya que su produccion también es facil y, ademas estos
productos se consumen frescos (sin almacenamiento prolongado)®**.

Otra alternativa para el incremento de ingesta de Se es el consumo
controlado de nueces de Brasil, que contienen hasta el 75 % del selenio total en
forma de Se-Met*35859,

En busqueda de nuevas, potenciales fuentes dietéticas del Se, este trabajo
se enfoca en el posible uso de bacterias probidticas Lactobacillus fortificadas con

selenio. En concreto, se estudia la incorporacion del elemento en estas bacterias.
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1.2.3. Concepto de metalomica

Dentro de un crganismo vivo existe una distribucion de “hetero-elementos”
entre drganos, tejidos, células y dentro de los compartimientos sub-celulares. A
nivel molecular, la funcion biolégica especifica de estos elementos depende de
sus enlaces con biomoléculas. Asi, la funcionalidad de metaloproteinas
criticamente depende de la presencia del metal (Cu, Fe, Zn, Mo o Se). Otro grupo
de proteinas tales como transferrina, proteina P, o proteina W tienen la funcion de
transportar elementos. Finalmente, existen proteinas y/o péptidos, que se
expresan como la respuesta defensiva contra el estrés provocado por la presencia
de metales pesados (metalotioneinas en animales y fitoquelatinas en plantas). El
papel de algunos elementos se relaciona con sus especies de baja masa
molecular, no asociadas con proteinas (aminoacidos no proteinogénicos del
selenio, iones libres de calcio, magnesio, cobalamina, etc.) Los mecanismos
responsables por las rutas metabolicas de los elementos y, especificamente por la
incorporacion de elementos a sus respectivos sitios de “acciébn” no se conocen con
exactitud. La elucidacion de estos mecanismos requiere de los estudios gue
permitan caracterizar globalmente el estatus de los elementos dentro de la célula,
o de manera mas general dentro de un organismo. En este contexto también es
importante estudiar posibles interacciones antag6nicas y/o sinérgicas entre
diferentes elementos. Este tipo de estudios se engloban en el concepto de
metaldmica, definido precisamente como la caracterizacion cualitativa y
cuantitativa de una totalidad de formas y/especies de diferentes metales y
metaloides en un sistema bicldgico (célula, tejido, drgano, organisma), inciuyendo
las posibles interacciones entre ellos.'"1"®

Una de los efectos benéficos del selenio es su habilidad de disminuir los
efectos toxicos de metales pesados'*??. Este efecto protectivo ha sido observado
en presencia de mercurio, cadmio y cromo en diferentes tipos de organismos™'"7.
En este trabajo se lleva a cabo un estudio sobre posible efecto protectivo de
selenio contra la toxicidad de cadmio en bacterias de la familia Lacfobacillus.
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1.3. Bacterias probiéticas

Dentro del cuerpo humane, habitan unos 100 billones de bacterias de unas
400 especies distintas y de éstos, el 95% vive en el tracto digestivo,
especialmente en el colon. Estas bacterias se encuentran perfectamente
adaptadas al ser humano como su habitat natural''®. Tener una flora intestinal
estable y bien equilibrada es garantia de buena salud. Sin embargo, el organismo
humano es constantemente expuesto a las bacterias exégenas provenientes de
aire, agua y alimentos, que pueden afectar el equilibrio microbiano en el tracto
digestivo. Se considera entonces benéfico fortalecer la flora natural mediante la
ingesta de bacterias benéficas, llamadas probiéticas. En el area de la nutricién, un
probidtico se define como un producto que contiene microorganismos viables en
suficiente nimero, los cuales alteran la microflora (por implantacién o
colonizacién) en un lugar del huésped y tras esto aumenta los efectos benéficos
para la salud en este huésped'"'?’. Cabe resaltar que, los productos comerciales
tienen gque presentar buena estabilidad en témminos de viabilidad de
microorganismos. Para ser consideradas como probidticas las bacterias tienen
que ser habitantes normal del intestino humano, capaces de sobrevivir y
reproducirse en este medio, ejercer efectos benéficos sin presentar caracteristicas
patbgenas ni provocar intoxicaciones. En la Tabla 5 se presentan algunos de los

microorganismos utilizados como probiéticos' ™%,

Los Laclobacillus son bacterias presentes naturalmente en alimentos
fermentados'?. Fueron aisladas de la leche, pero se encontraron también en otros
productos fermentados como cames'?, derivados de la leche y vegetales'**'®.
Es importante su buena estabilidad en productos de leche fermentados'®. Desde
el punto de vista microbiologico, estas bacterias son gram pesitivas, no
esporuladas, tipicamente tienen forma alargada con un rango de tamafio de 0.5-
1.2 pm de didgmetro por 1-10 pm de largo, la temperatura éptima de su
crecimiento es de 30 — 40 °C. Por otra parte son facultativos anaerobios, acido

tolerantes, y estrictamente fermentativos, sus requerimientos nutricionales son




complejos. Cuando el sustrato es lactosa, el principal producto de fermentacion es
el acido lactico' . Los Lactobacillus se clasifican en dos grupos, dependiendo de
los productos de fermentacion. Asi, el grupo homofermentativo es el mayor y
convierte casi completamente el azicar en acido lactico y el grupo
heterofermentativo esta constituido por formas que producen cantidades
importantes de otros productos de fermentacion, incluyendo bidxido de carbono,
etanol, acido aceético y peréxido de hidrogeno 2.

Tabla5 Microorganismos considerados como probioticos.

Especies de Especies de Otras Bacterias Acido Lacticas
Lactobacillus Bifidobacterias

L. acidophilus B. adolescentes Enterococcus faecalis

L. amylovorus B. animalis Enterococcus faeciumn

L. casei B. bifidum Lactococeus lactis

L. crispatus B. breve Leuconstoc mesenteroides
L. johnsonii B. infantis Sporolactobacillus inulinus
L. paracasei B. lactis Streptococcus thermophilus
L. plantarum B. longum

L. rhamnosus

L. reuteri

1.3.1 Efectos benéficos de Lactobacillus

Numerosos estudios han demostrado la viabilidad de diferentes cepas de
Lactobacillus en el tracto digestivo'?®'®, Es importante que, estas bacterias
desplazan otros microorganismos, especialmente patégenos, mediante la
competencia por los nutrientes intestinales y por los sitios de adhesién al mucus

intestinal'**134 135,136

como a las células epiteliales y, de esta manera, contribuyen
en la prevencién de las infecciones gastrointestinales. Asi, los Lactobacillus
pueden jugar un rol importante en la resistencia a la colonizacién de Salmonella
137.138 | actobacillus acidophilus es capaz de inhibir coliformes en leches
fermentadas y en el intestino de las ratas'®, Lactobacilius rhamnosus GG reduce

la colonizacién de Escherichia coli en conejos'® y en las células intestinales''. La
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pre-incubacion de la monocapa de los entericitos Caco-2 con el probiético, resulté
en una reduccion de la translocacion de E. cofi a través de la monocapa'?. Las
cepas de L. acidophilus vy Lactobacillus casei Shirota pueden inhibir la
colonizacion y crecimiento del Helicobacter pylori (reconocido como - agente
causante de la gastritis tipo B, de dlcera péptica y de cancer gastrico) in vitro y
exhiben una actividad antagonistica contra H. pylori in vivo'*'*. Los productos de
Lacfobaciilus (especificamente Lactobacillus rhamnosus GG) se recomiendan en
los tratamientos con antibidticos con el fin de reestablecer una flora bacteriana
saludable tanto en nifios'**'*® como en adultos'"’.

Los Lactobacillus producen antibidticos capaces de eliminar la flora
patogénica y forman una parte integra del sistema inmune'**'®2 En Ia
administracién de Lactobacillus casei en conejos, a los que previamente se les
inocul6 toxinas de E. coli en el tracto digestivo, se observd un aumento de los
niveles de immunoglobulina A (IgA), lo que indica una mejor respuesta inmune
local'>?, De manera similar, en un estudio con ratas infectadas con Trichinella
spiralis se reporté un aumento de las immunoglobulinas G2b  (IgG2b)'*. En
ratones infectados con el virus de la influenza, la administracién de estas bacterias
aumento la respuesta inmune innata del sistema respiratorio’**'%". En el caso de
otra cepa (Lactobacillus rhamnosus GG), en experimentos in vitro se demastro la
induccion de produccion de citoquinas de tipo Th-1 TNF'®®'*® y |a activacién de
respuesta inmunitaria innata'®. En estudios con animales, los Lactobacillus
rhamnosus GG administrados oralmente tuvieron efectos inmunomodulatorios
dependientes de la dosis y la duracién en la actividad proliferativa de los linfocitos
T y B'®'. En nifios con infecciones por rotavirus, los Lacfobacillus rhamnosus GG
aumentan la formacién de células secretoras de anticuerpos especificos para el
rotavirus'®2"'%*. Los Lactobacillus rhamnosus GG pueden reducir las infecciones
respiratorias infantiles y moderar su gravedad'®®. Parece importante que, el
aumento de la respuesta inmune en presencia de Lacfobagillus ha sido observado
independientemente de la especie hospedera o de antecedentes genéticos'®.

Los Lactobacillus producen enzimas necesarias para la formacién de la

enzima lactasa y ayudan en el mantenimiento del balance de pH en tractos
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gastrointestinal y urinario'®’. Ha sido reportado su papel en la reduccion de los
niveles de colesterol en la sangre y en la reconjugacion de acidos biliares'®.
Ademas, producen &cido linoléico, cuyas propiedades anticancerigenas y
antiteratégenas fueron observadas en los estudios con animales'®. Se probo la
accién preventiva de una cepa de L. casei en ratones, observandose que se
retrasa la aparicion de tumores en comparacién con el control'”. Los
experimentos con la cepa Lactobacillus rhamnosus GG también demostraron el
efecto benéfico reduciendo la incidencia de de tumores'” "', Sin embargo, estas
bacterias no son capaces de reducir la progresion de tumores ',

Finalmente, hay que resaltar los efectos benéficos de Lactobacillus en el
ecosistema vaginal y en el tracte urinario. Los Lactobacillus son dominantes en
este habitat, con 107 a 108 UFC/ g (unidades formadoras de colonias) de fluido
vaginal en mujeres saludables premenopausicas'’®. Se ha encontrado que, la
respuesta de las células epiteliales del Utero a las bacterias es selectiva, 'esto es
importante en la proteccién inmunolégica del aparato reproductor de las
hembras'™. En particular, el L. casei Shirota resultdo ser un potente agente
terapéutico en las infecciones del tracto urinario".

Puesto que no existen efectos adversos, se recomienda el consumo diario
de los productos ricos en las bacterias de la familia Lactobacillus (entre otros
probidticos), tales como yogurt cultivade y/o diferentes tipos de suplementos. En
cuanto a la seguridad, se ha reportado que la ingesta prolongada de LAB
(especificamente Lactobacillus y Bifidobacterias) no provoca la formacion de
4cidos biliares secundarios que promueven el cancer colorectal'”. La
recomendacién de consume diario de los probiticos se hace cada dia mas fuerte,
ya que diferentes actividades antropogéncias contribuyen de manera importante
en el deterioro de la flora bacteriana natural. Asi, el mayor uso de medicamentos,
falta de control de antibiéticos en productos alimenticios (carnes, aves caseras,
etc) y la contaminacién quimica en nuestros alimentos y atmdsfera tienen efectos
fatales sobre la microflora intestinal. El estrés de la vida diaria, el humo del
cigarrillo, el alcohol y las dietas que son altas en azicares, grasas y productos
quimicos contribuyen a la erradicacion de Lactobacillus de nuestro intestino'’®.
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Resumiendo, el consumo de probidticos (y el particular Lacfobacillus)
permite fortalecer, o incluso reconstruir la flora intestinal “amigable”, protegiendo el

organismo contra procesos patdgenos'®

. La idea de este trabajo ha sido explorar
la viabilidad de la incorporacién del selenio en los Lacfobacillus, lo que pudiera
aumentar el potencial benéfico de estas bacterias para la salud del hombre. Es
importante mencionar que, la acumulacion de selenio por Lactobacillus ha sido

reportada en Ia literatura'™.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

El objetivo de este estudic ha sido lograr la incorporacion de selenio en las
bacterias Lactobacillus in vivo, caracterizar el rendimiento de dicha incorporacién,
la distribucién del selenio en los microorganismos y su posible interaccion con los
elementos considerados como téxicos. Para los fines comparativos, se estudio

también la incorporacion de estos elementos en diferentes cepas de levaduras.
2.2. Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones del crecimiento de bacterias del tipo Laclobacillus
en presencia y en ausencia del selenio.

2. Evaluar cuantitativamente la incorporacion del selenio en microorganismas y
la biodisponibilidad del elemento en bacterias.

3. Evaluar el efecto de algunos elementos toxicos en microorganismos
(bacterias y levaduras).

4. Estudiar posible efecto protectivo del selenio en las bacterias expuestas in
vivo a cadmio.
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3. Parte experimental

31. Instrumentos

Espectréometro de absorcion atomica modelo 3110 (Perkin-Elmer) con horno
de grafito (HGA 600), automuestreador AS60, equipado con el software AAWinlab
(Perkin-Elmer, Uberlingen, Alemania). La lampara de catodo hueco fue Perkin-
Elmer Lumina y las condiciones instrumentales fueron las siguientes: linea
espectral 196.0 nm; rendija 0.7 nm; correccién del fondo con lampara de deuterio,
atomizacion desde la plataforma de L'vov y area del pico como la modalidad de la
sefial analitica. El programa del ciclo de calentamiento: (1) secado (130 °C, 25 s
ramp, 15 s hold), (2) pirdlisis (1100 °C, 10 s ramp, 10 s hold), (3) cooling step (20
°C, 1 s ramp, 15 s hold), (4) atomizacion (2100 °C, maximum power heating, 4 s
hold) y (5) limpieza (2700 °C, 1 s ramp, 3 s hold). Se utilizé un modificador de
matriz (2 pg of Pd + 5 pg of Mg, 5 pL), el volumen de inyeccién 20 ul.

Cromatégrafo de liquidos (modelo 1050, Hewlett Packard) con detector
espectrofotométrico de onda multiple y detector fluorimétrico programable (modelo
1046A), ambos controlados por el paguete de software ChemStation. Columnas
utilizadas: Gemini C18 (Phenomenex) de 150 x 4.6 mm, tamaiio de particula 5 pm
y una columna rellena con la resina HW-50F (SecPak LMW).

Espectrofotometro Spectronic 3000 con arreglo de diodos (resolucion 0.35
nm, Milton Roy) equipado con el paquete de software User Data, v. 2.01 de Milton
Roy, Inst. Co.

Espectrometro de masas con ionizacion en plasma acoplado
inductivamente fue el modelo 7500ce de Agilent Technologies (con celda de
colision). Las condiciones instrumentales fueron las siguientes: la potencia 1500
W, flujo de gas nebulizador 1.22 Limin, el gas de celda de colision fue Hy con el

flujo 4.0 mL/min, se monitorearon los is6topos "°Se, ¥Se y #Se.




3.2,

3.3

Equipo y material de laboratorio

Liofilizadora Labconco

Campana de flujo laminar

Autoclave

Centrifugadora IEC modelo HN-SII.

Microcentrifuga Denver Instrument.

Bloque del calentamiento para la digestion de las muestras (Multi-Block,
Barnstead/Lab-line).

Vortex Genie 2.

Potenciometro Corming (313 pH/temperatura.

Purificador de agua (calidad de agua Milli Q ); Labconco Water PRO PS
Incubadoras a 30°C, 37°C sin agitacion

Asas de vidrio y de platino

Cajas de Petri

Tubos de ensayo con tapa

Mechero Bunsen

Material de pastico (Tubos Falcon de 15 mL y 50 mL, tubos de Eppendorf
1.5 mL)

Micropipetas Eppendorf 0.5-10 pL, 20-200 plL y 200-1000 pL.

Matraces Erlenmeyer de 50,125, 250, y 500 mL.

Plataformas de L vov y tubos de grafito (Perkin- Eimer) piroliticamente
recubiertos.

Reactivos y disoluciones

Todos los solventes utilizados fueron de calidad cromatografica, la pureza

de los reactivos fue grado analitico y se utilizé agua desionizada (18.2 MQ cm).
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Crecimiento de microorganismos.

Se utilizaron los siguientes reactivos: La peptona de caseina, peptona de
soya, peptona de gelatina, dextrosa, agar bacteriolégico, LB bacto triptona,
extracto de levadura, extracto de came (Bioxan); el cloruro de sodio, acetato de
sodio, diamonio hidrégeno citrato (Sigma); el sulfato de magnesio heptahidratado,
el sulfato de hierro hepatahidratado (Carral); el fosfato de potasio monobasico y
fosfato de potasio dibasico (KEM de Leodn); el sulfato de magnesio (J. T. Baker),
Tween 20.

Los medios de crecimiento sélidos fueron Agar-Soya, MRS, MLC, YPD y
LB. Como medios liquidos se utilizaron MRS, MLC, YPD. Estos medios fueron
preparados de la siguiente manera:

Agar-Soya: En 1 L de agua desionizada se disolvieron 15 g de peptona de
caseina, 5 g de peptona de soya, 5 g de cloruro de sodio y 15 g de agar, se ajustd
elpHa7.3x0.2

YPD sélido: En 1 L de agua desionizada se disolvieron 3.0 g de extracto de
levadura, 10 g de peptona de gelatina, 20 g de dexirosa y 20 g de agar
bacteriolégico.

YPD liquido: Se preparé de la misma manera que el YPD sdlido, pero sin
agregar el agar.

MLC sdlido: En 1 L de agua desionizada se disolvieron 5.5 g extracto de
levadura, 12.5 g de peptona de caseina, 11 g de dextrosa, 1 g de sulfato de
magnesio heptahidratado, 0.25 g de fosfato de potasio monobasico, 0.25 g de
fosfato de potasio dibasico, 10 g de acetato de Sodio, 0.005 g de sulfato de hierro
heptahidratado, 0.005 g de sulfato de manganeso y 20g de agar bacterioldgico,
se ajustd el pH a 6.8+ 0.1
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MLC liquido: se prepard de la misma manera que el MLC slido, pero sin
agregar el agar.

MRS sélido: En 1 L de agua desionizada se disolvieron 10g de peptona de
caseina, 5g de extracto de came, 1g de extracto de levadura, 20g de glucosa, 29
de fosfato de potasio monobasico, 2g de di- amonio hidrégeno citrato, 1g de tween
20, 5g de acetato de sodio, 0.1g de sulfato de magnesio, 0.05g de sulfato de
manganeso y 20 g de agar bacteriolégico.

MRS liquido: se preparé de la misma manera que el MRS solido, pero sin
agar.

LB: En 1 L de agua se disolviercn 10 g de LB bacto triptona, 5 g de
extracto de levadura, 10 g de NaCl y 20 g de agar bacteriologico.

Los medios fueron esterilizados en autoclave (15 min, 120°C). En los
experimentos con selenio y otros elementos, las soluciones estandar de estos
elementos se esterilizaron mediante filtracién (0.22 pm) y se adicionaron a los
medios para obtener la concentracion del ion deseada.

Incorporacién de los elementos en las bacterias.

Los reactivos utilizados fueron: el selenito de sodio, nitrato de cadmio y
solucién estandar (1000 mg/L) de arsénico (Sigma); El sulfato de cobre y el
dicromato de potasio (J.T. Baker); el estandar de plata de (100 mg/L) (Kalium de
Guadalajara).

Enzimolisis de bacterias.
Se utilizaron la pepsina y el 4cido clorhidrico (Sigma). Para simular las

condiciones del tracto digestivo, se prepar6 una solucion de pepsina de 5 mg/mL
ajustando el pH con el acido al pH 1.0.
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Cromatografia de exclusion por tamafio molecular (SEC).

Los reactivos utilizados fueron: Tris, acido clorhidrico, dodecilsulfato de
sodio (SDS), hidréxido de sodio y B-mercaptoetanol (Sigma).

Se prepard la solucién de 0.2 % SDS en Tris/HCI (50 mmol/L, pH 7.0), la
que se utilizdé en extraccién de biomasa y como la fase mévil en separacion
cromatografica.

Determinacidn del selenio (ETAAS y ICP-MS).

Se utilizaron los siguientes reactivos: la solucion de 1000 mg/L de Se fue el
estandar para espectrometria de absorcion atémica Sigma y el acido nitrico fue de
Sigma. El acido nitrico fue utilizado para digestion de las muestras.

Test de viabilidad de las células.

Los reactivos utilizados fueron: el bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil}-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT), el &cido clorhidrico y el isopropanol (Sigma). Se
prepard una solucién de MTT 1 mg/mL en el medio de cultivo MLC y una solucion
de HCI en isopropanol (40 mmol/L).

Ensayo espectrofotométrico de malondialdehido

Se utilizaron los siguientes reactivos: la eriglaucina A (J.T. Baker); el
aliquat 336 (Aldrich); el acido tiobarbitirico (TBA) y el acetato de efilo (Sigma). A
partir de estos reactivos se prepard una solucion de eriglaucina A al 6.25 x 10* %
en agua, una solucion 0.06% de aliquat 336 en acetato de etilo, una solucién
0.6% de TBA en acido acético 4 mol/L a pH 2.5.
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Analisis cromatografico de fitoquelatinas (PC's):

Los reactivos utilizados fueron: el &cido dietilentriaminopentaacético
(DTPA), acido triflucroacético (TFA), borohidruro de sodio, acido 4-(2-hidroxietil)
piperazina-1-propanesulfonico (HEPPS), acido metanesulfénico (MSA) y
glutationa (GSH) (Sigma); el acido heptafluorobutirico (HFBA) (Fluka); el
acetonitrilo y el metanol (Fisher). El agente derivatizante para las fitoquelatinas fue
monobromobimano (mBrB) de Sigma.

Se prepararon la siguientes soluciones: 6.4 mmol/L DTPA en 0.1% de TFA,
una solucidn de borohidruro de sodio 10 mmol/L en NaOH (50 mmol/L), una
solucién 2 mmol/L de mBrB en acetonitrilo, una solucién conteniendo 0.3 maol/L de
HEPPS y 6.5 mmol/L de DTPA, y una solucién 1 mol/L de MSA.

Los estandares de las fitoquelatinas fueron proporcionados por Dr. Joseph
A. Caruso de la Universidad de Cincinnati. Estos estandares incluyeron PC-2, PC-
3, PC4.

Las fases maviles en la separacion cromatografica fueron: A = 0.05 % acido
heptafluorobutirico; B = Acetonitrilo; C = Metanol.

3.4, Muestras microbiolégicas

Como fuentes de bacterias lacticas se utilizaron los siguientes productos
comerciales: Chamito, Yacult, Bonacult, Activa, Jocoque y las tabletas Sinuberase
que son comprimidos de Lacfobaciilus. Ademés se utilizo la cepa de Lactobacillus
acidophilus de laboratorio (proporcionada por Dr. J. Félix Gutierrez Corona).

Las cepas de levaduras fueron proporcionadas por el Dr. Joseph A. Caruso
de la Universidad de Cincinnati Estas cepas incluyeron: Kluyveromyces
marxianus (Km); Yarrowia lipolitica (Y1), Candida maltosa (Cm), Saccharomyces

bayanus (Sb); Saccharomyces cerevisiae (Sc).
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4, Resultados y discusion

De acuerdo con los objetivos, el presente trabajo tiene dos vertientes.
Tomando en cuenta la importancia del selenio para la salud, su insuficiente
ingesta en poblaciones de muchas regiones geogréficas y ciertas limitaciones de
los suplementos nutricionales comerciales (en cuanto a tipo y concentracion de la
forma biologicamente activa), en primer lugar se ha investigado la incorporacion
del selenio en bacterias probidticas Lactobacillus. Las bacterias fortalecidas
pudieran formar una interesante alternativa en la suplementacién. Para los fines
comparativos, se examind también la eficacia de dicha incorporacion en diferentes
cepas de levaduras, incluyende Saccharomyces cerevisiae, utilizada en la
produccién de los suplementos comerciales. Por otro lade, las bacterias y
levaduras del estudio se utilizaron como simples modelos biologicos para observar
posibles efectos de algunos elementos considerados como toxicos en este tipo de
microorganismos. En el caso de bacterias, se llevd a cabo el estudio analitico
enfocado al posible efecto protector del selenio contra la toxicidad de cadmio. Los
resultados obtenidos en los dos aspectos que se acaban de mencionar, se

describen sistematicamente en las siguientes secciones.

41. Estudio analitico para la obtencién de microorganismos enriquecidos
in vivo con selenio

Los resultados de la revisién bibliografica presentados en la seccion 1.1.5.
indican claramente que, la viabilidad del organismo, aumento de biomasa y el
rendimiento de incorporacién del selenio dependen fuertemente de las
condiciones empleadas para su crecimiento. En esta parte de trabajo se
examinaron diferentes fuentes de las bacterias Lactobacillus y medios de cultivo,
variando las concentraciones de selenito de sodio en el medio y las condiciones
tales como temperatura, tiempo, cantidad de indculo, etc. En cada uno de los
casos, se llevd a cabo el control analitico de crecimiento de la biomasa y, en su

caso se evalud la eficacia de incorporacién del selenio. En los cultives, donde se

43




observd mayor grado de incorporacion se evalud la biodisponibilidad del selenio,
mediante la simulacion de las condiciones de enzimaolisis en el tracto digestivo.

El crecimiento de levaduras en presencia de selenio ha sido estudiadado
extensivamente y, en este estudio se utilizaron las condiciones reportadas en la
bibliografia'®’®. En principio, estos microorganismos se utilizaron para los fines
comparativos. Puesto que Saccharomyces c. fortificadas con Se forman base de
los suplementos comerciales, es importante comparar la incorporacion de Se en
estos organismos respecto a bacterias lacticas, estudiadas en este frabajo como
posible fuente nutricional del elemento. Por otro lado, se realizé la comparacidn

del potencial de diferentes cepas de levadura para la acumulacién del selenio.
4.1.1. Bacterias del grupo Lacfobacillus

En los primeros experimentos se utilizo la cepa de laboratorio Lactobacillus
acidophilus y tabletas Sinuberase que contienen los Lactobacillus acidophilus.
Debido a problemas con el crecimiento en las condiciones de laboratorio, se
incluyeron ofras fuentes de bacterias que fueron bebidas lacticas Yacult (Ya),
Chamito (Ch), Bonacult (Bo), Activia {Ac) y Jocoque (Jo). Los resultados del
estudio realizado por la PROFECO en el afio 2004 revelaron que, entre 11
bebidas lacteas fermentadas del mercado mexicano, el Yacult contiene bacterias
Lactobacillus casei shirota, el Chamyto Néstle contiene L. johnsonii y L.
helveticus y el Banacult contienen L. casei hamnosus'®.

4.1.1.1. Estudio de las condiciones de crecimiento

Para el crecimiento de bacterias contenidas en los productos lacteos, se
probaron diferentes diluciones (con peptona al 0.15 % m/m), con el fin de
seleccionar la mas adecuada cantidad de indculo. Los cultivos se llevaron a cabo
en medios sdlidos (P — placa) y en medios liquidos (L). Los cultivos sélidos se
prepararon en cajas de Petri, inoculando 50 pL de la suspension de bactenas.
Para crecimiento en el medio liquido, se utilizaron tubos de ensayo con 10 mL de




medio, a los que se agregaron 350 pL de bacterias en suspension. La
composicion de los medios de cultivo MRS, MLC, LB y YPD se describe en la
parte experimental. En busqueda de las mejores condiciones de crecimiento se
utilizaron varias temperaturas y tiempos de incubacién, sin y con agitacién. Las
condiciones y resultados cualitativos (crecimiento "si” o "no”) de estos
experimentos se resumen en la Tabla 6. Se puede observar que, bajo las
condiciones empleadas, las leches fermentadas resultaron ser mejores fuentes de
bacterias lacticas respecto a la formulacién farmacéutica e incluso la cepa de
laboratorio. En cuanto a la composicion del medio, el mayor aumento de biomasa
se observd al utilizar los medios ricos MLC y MRS, de acuerdo con los datos
bibliograficos'®. Para los fines de este trabajo se selecciond el medio MLC,
debido a su facil preparacion y esterilizacion. Para obtener los indculos primarios
se utilizé medio sdlido. El crecimiento de biomasa y la incorporacién de selenio se
obtuviercn en el medio liquido. Cabe resaltar que, las condiciones de cultivo
sumergido (en medio liquido) presentan una serie de ventajas para este trabajo:
(1) mayor tamafio de cultivo; (2) mejor accesc del selenio a biomasa; (3) menor
riesgo de contaminacion; (4) separacion de bacterias del medio mediante
filtracién; (5) simple matriz quimica en la etapa de determinacion del selenio. En
cuanto a las condiciones de incubacion, se seleciond la temperatura de 37 °C y
sin agitacién. La seleccion de tiempo se dej¢ para la siguiente etapa del estudio,
enfocada al crecimiento de bacterias en presencia de selenio. Finalmente, para
estudios posteriores se seleccionaron Yacult Chamito, Bonacult y Jocoque, ya que
estos presentaron el mejor crecimiento de biomasa, lo que se puede apreciar en la
Figura 2.
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Tabla6 Estudio de las condiciones experimentales en el crecimiento de

bacterias lacticas.

Bacteria yfo Medio Incubacion
Preparacion Crecimiento
Producto P L T(C) t{hrs)
Eastia Suspensionen | ypp | YPD 30 (P, L) 96 No
it agua (5mLf 1 past)
rasa
20pL para inocular | MRS | MRS 0.1 %6 No
30 (P, L);
YPD | YPD 96 No
37(P.L)
Ambiente (L) 24 No
F s | mic 30 (P) 24 No
La ce|
L _ P 00 48 No
i ’ inoculada en medio
acidophilus i 39 (P, L) 24 No
liquido
30 96 No
LB -
37 96 No
Ambiente {L) 24 No
MRS | MRS
30(P) 24 No
Dil. 1710 y 1/100 MLC | MLC 37(P. L) 24 Si
Yacult
con peptona MRS | MRS 37 (P L) 24 Si
w7 (L) 24 Si
. Dil. 1110y 1/100 -
Chamito MLC | MLC 37 (P) 72 Si
con peptona
30 (P) 72 Si
Dil. 110y 1/100 MLC | MLC 37 (P, L) 24 Si
Bonacult
con peptona YPD | ¥YPD 37 (P, L) 48 No
YPD - 37 48 No
MLC | MLC ar 48 Si
o Dil. 1/10, 1/100,
Activia Agar
11000 con agua - 37 48 Si
Soya
MRS | MRS 37 48 Si
Dil. 1/10 y 1/100 ]
Jocoque - MLC 37 24 Si
con peptona

P —placa; L - liquido; MRS, MLC, LB y YPD — medios liquidos que se describen

detalladamente en la Parte Experimental.
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Figura 2. Crecimiento de las bacterias de Yacult (a), Chamito (b) y Bonacult (c) en
medio liquido MLC, después de 24 hrs de incubacion a 37 °C.

Una vez seleccionadas las fuentes de bacterias (Ya, Ch, Bo y Jo), el medio
liguido MLC vy las condiciones de incubacién (37 °C sin agitacion), se procedi6 con
el estudio de incorporacién de selenio en las bacterias. Para ello, se utilizo selenito
de sodio (Se(IV)), debido a mayor eficacia de incorporacion respecto a la forma
Se(Vl), reportada en otros estudios'®”. En primer lugar se obtuvo un preinéculo,
agregando 350 L del cultivo original a 5 mL de medio MLC e incubando a 37 °C
durante 24 hrs (el preindeulo fue obtenido sin agregar selenio). Posteriormente,
este preindculo se colocaba en los medios conteniendo Se(lV). Para minimizar la
inhibicion de crecimiento observada por algunos autores en presencia de
Se(IV)***, se siguieron varios procedimientos de incorporacién. En estos
procedimientos varia el tiempo de contacto con el medio y la concentracién de
Se{lV). En particular, dicha concentracién se aumentaba gradualmente mediante
la transferencia de las bacterias de un medio con la concentracién inferior al medio
fresco conteniendo la concentracion mayor. En la Tabla 7 se presentan las
caracteristicas de cada una de los procedimientos utilizados.
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Tabla7 Procedimientos empleados para la incorporacion de Se en bacterias.

Procedimienta| Etapa | Volumende medio mg/L de Se Tiempo |
(mL) (V)

1 1 50 25 24 hrs

2 1 150 25 72 hrs

3 1 150 50 72 hrs

4 1 150 5.0 1 semana
1 50 1.0 24 hrs

5 2 50 1.0 24 hrs
3 150 25 72 hrs
1 50 18 24 hrs
2 50 2.0 24 hrs
3 50 20 24 hrs

6 4 100 20 24 hrs
5 100 2.0 24 hrs
6 100 25 24 hrs
7 150 25 72 hrs

41.1.2. Incorporacion del selenio a biomasa

Los resultados de experimentos realizados utilizando bacterias
provenientes de Yacult (Ya), Chamito (Ch), Bonacult (Bo) y Jocoque (Yo)
revelaron que, la incorporacién del selenio a biomasa depende fuertemente de tipo
ylo fuente del las bacterias y del procedimiento aplicade (Tabla 7). El problema
gue se presentaba en muchos cultivos fue la reduccion masiva de Se(lV)
agregado al medio de crecimiento a Se elemental (8 - color rojo). La mejor
apariencia de cultivos (color paja y rosado) se observé al utilizar el esquema de
incorporacién, donde la concentracin de selenio aumentaba gradualmente
(esquema 5 y 6 en Tabla 7) y en cultivos de bacterias pravenientes de Yacult,
Chamito y Bonacuilt.

Para evaluar cuantitativamente la incorporacién de selenio en las bacterias,
se llevdo a cabo la determinacién del elemento en biomasa mediante la
espectrometria de absorcion atémica con homo de grafito. Para ello, los cultivos
se filtraron, lavaron y se obtuvo la biomasa licfilizada. Posteriormente, en tubos

Eppendorf (1 mL), se pesaron 5 mg de la biomasa liofilizada y se agregaron 200
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uL de acido nitrico concentrado. Los tubos se cerraron y se colocaron en el
bloque de calentamiento para su digestién (65 °C por 1 hora, 110 °C por 1
hora)''818218 yna vez enfriadas las muestras a temperatura ambiente, se aforé
el volumen a 1.0 mL con agua desionizada y, después de una dilucién apropiada,
se llevd a cabo la cuantificacion del Se por espectrometria de absorcion atdémica
con homo de grafito. Las condiciones instrumentales se resumen en la Tabla 8
183 | os resultados obtenidos en tres diferentes cultivos fortificados y en un cultivo
control (sin agregar Se(lV) en el medio) se presentan en Tabla 9. Es de notar que,
los valores obtenidos en cultivos de coler rojo fueron significativamente mayores
respecto al cultivo que presentd color paja. Desgraciadamente, la reduccion de
Se(lV) fue observada en presencia de casi todas cepas. Para eliminar el
precipitado de selenio elemental y obtener la informacién sobre la fraccion del
elemento realmente incorporada a la biomasa, se obtuvieron los exiractos de
biomasa y se llevd la separacion por cromatografia de exclusién por tamafio
molecular. Para la extraccién, se utilizaron 10 mg de bacterias liofilizadas, a los
gue se agregaron 0.5 mL de 0.2 % SDS en Tris/HCI (50 mmol/l, pH 7.0). Se
agregd también 5 % de B-mercaptoetanol para prevenir posible oxidacién durante
manejo de muestra. La mezcla se coloco en el bafo de ultrasonido (10 min), se
centrifugé (10000 rpm, 15 min) y el scbrenadante fue introducido en la columna
SEC.

La separacion se obtuvo utilizando la fase mévil de la misma composicion
que la solucién extractante, con el flujo de 1.2 mU/min y deteccion
espectrofotométrica a 280 nm. Se observo la elucidn de los compuestos de alta
masa molecular en fooma de un solo pico. Esta fraccion de la columna fue
recolectada y se llevé a cabo la determinacion de selenio por espectrometria de
absorcion atémica con horno de grafito. Los resultados obtenidos se presentan en

la Tabla 9. Cabe resaltar que, estos resultados fueron obtenidos para tres tipos de

cultivos (Yacult, Chamito y Bonacult) obtenidos en el procedimiento N° 8 (Tabla
7).




Tabla8 Las condiciones instrumentales en la determinacion de selenio por
espectrometria de absorcion atémica con herno de grafito.

Linea spectral

| 196.0 nm

Anchura de la rendija

07nm 3

Correccion del fondo

Lampara de deuterio

Superficie de atomizacion

Plataforma de L'vov

Sefial analitica Area del pico
Ciclo de calentamiento Etapa Temp, °C  Ramp, Hold,s
s

Secado 130 25 15
Pirdlisis 1100 10 10
cDs 20 1 15
Atomizacidn 2100 0 4
Limpieza del tubo 2700 1 3

Modifiaa_dqr de matriz
Volumen de muestra

2 pg Pd +5 g Mg (5 pl)
20 pL

Tabla9 Resultados de determinacion de Se total en diferentes cultivos de
bacterias (mg, o ug de Se por 1 gramo de biomasa liofilizada)

Fuente de bacterias Apariencia | Se total', mg/g | Se incorporado®, pglg
Chamito Rojo 3.06 62.2
Yacult Rojo 1.34 348
Bonacult Blanco 0.82 405
Bonacult-blanco (sin Se) Blanco 10 pglg 7.37

T _ valor obtenido en la digestidn de la muestra por via acida

2 _ valor obtenido analizando fraccién de la columna SEC

En primer lugar se puede observar que, las concentraciones del selenio
correspondientes a la fraccion de alta masa molecular en cultivos fortalecidos son
inferiores a la concentracion obtenida en el analisis de las muestras digeridas con
acido nitrico. Para los cultivos donde ocurrid la reduccion de selenio (rojos) la
diferencia entre estos dos valores es muy grande. Légicamente, la concentracion
determinada después de la digestion con acido nitrico (Se total) corresponde al
Se” precipitado, mientras que la concentracién evaluada mediante la extraccion y

el analisis SEC es la que refleja el proceso de incorporacion del Se a bacterias.



Los resultados obtenidos en el analisis del cultivo Bonacult confirman lo anterior:
los dos cultivos fueron de color paja (sin grandes cantidades del Seo) y la
diferencia entre Se total (digestion acida) y Se incorporado (determinado en la
fraccion del extracto conteniendo compuestos de alta masa molecular) no es tan
drastica como en cultivos rojos. En concreto, el contenido total de Se en el cultivo
Bonacult fortalecido fue de 820 pg/g vy el contenido en la fraccion de alta masa
molecular fue de 405 pg/y (respecto a la masa de bacterias liofilizadas). Parece
interesante que, en el cultivo control los niveles de selenio obtenidos en los dos
procedimientos fueron muy parecidos. El contenido de Se en esta cepa (10 pg/g)
sugiere que los reactivos utilizados en el medio de crecimiento contenian sales de
selenio en bajas concentraciones. De los resultados obtenidos se deduce que, las
bacterias provenientes de Bonacult no provocan la reduccion masiva del selenio
en el medio y que incorporan selenio con mayor eficiencia que otras cepas del
estudio.

4.1.1.3. Estudio de biodisponibilidad del selenio en bacterias enriquecidas

En esta parte de trabajo se evalud la fraccion “biodisponible” del selenio
incorporado a las cepas de bacterias provenientes de Yacult, Chamito y Bonacult.
De acuerdo con los reportes anteriores, la fraccion “biodisponible” se obtuvo
mediante enzimdlisis de la biomasa, simulando las condiciones del tracto
digestivo'®® '8 1% | a5 formas de selenio solubilizadas en estas condiciones se
pueden considerar biodisponibles. Para ello, para cada uno de los cultivos (Ya,
Ch, Bo), en tubos Eppendorff (1.5 mL) se pesaron 10 mg de biomasa liofilizada y
se agregd 1.0 mL de la solucién de pepsina (Smg/mL) en acido clorhidrico (pH
1.0). Las suspensiones fueron agitadas (vortex, 2 min) e incubadas a 37 °C
durante 24 horas. Finalmente, las muestras fueron colocadas en el bafio de
ultrasonidos (10 min) y centrifugadas (10 000 rpm, 10 min). En los sobrenadantes
obtenidos, considerados como la fraccion "biodisponible”, se determiné selenio
mediante espectrometria de absorcidn atémica con horno de grafito. Los

resultados de este analisis se presentan en la Tabla 10.
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Tabla 10 Resultados de determinacion de la fraccién “bicdisponible” de selenio
incorporado en las bacterias (pg de Se por 1 gramo de biomasa
liofilizada, entre paréntesis se presenta el por ciento del de Se respecto
la cantidad incorporada a biomasa)

Fuente de bacterias Apariencia | Se en biomasa, ug/g | Se “biodisponible”, ug/g
Chamito N Rojo 622 (100 %) 34.8 (56 %)
Yacult Rojo 34.8 (100 %) 14.9 (42 %)
Bonacult Blanco 405 (100 %) 210 (52 %)
Bonacult-blanco (sin Se) Blanco 7.27 (100 %) 410 (56 %)

Como fue de esperar, la mayor cantidad de selenio “biodisponible” se
encontrd en la cepa fortificada, proveniente de Bonacult (en pg de Se por 1 gramo
de biomasa liofilizada). Parece interesante sin embargo que, independientemente
de la cantidad del selenio incorporado, la fraccion lixiviada en presencia de
pepsina (pH 1.0) corresponde a aprox. 50 % (entre 42 y 56 %} de la concentracion
presente en la biomasa.

Resumiendo, los resultados obtenidos en esta parte de trabajo indican que,
la cepa de bacterias provenientes de Bonacult presenta relativamente buen
crecimiento en presencia de Se(lV), no provoca su reduccion masiva y €s capaz
de incorporar selenio en cantidades apreciables, de los cuales aprox. 50 % puede

ser biodisponible en las condiciones del tracto digestivo.
4.1.2. Diferentes cepas de levaduras

La mayoria de los suplementos comerciales contienen a las
Saccharomyces cerevisiae fortificados con Se. Los niveles de selenio reportados
en este tipo de productos fueron entre 1 y 2 mg/g*®™*™#57% Por otra parte,
algunos autores sugirieron que otras cepas de levaduras pudieran presentar

mayor capacidad para acumular el selenio’®’

. Con estos antecedentes, y con el fin
de comparar levaduras y bacterias en términos de su habilidad para incorporar Se,

en esta seccién se evalud la incorporacion del elemento en las cepas




Saccharomyces c., Saccharomyces bayanus, Candida maltosa, Yarrowia lipolitica

y Kluyveromyces marxianus.
4.1.2.1. Incorporacion del selenio a biomasa

El medio de crecimiento fue el YPD, de acuerdo con los reportes
anteriores'®®. En primer lugar se examind la tolerancia de las cepas a Se(IV).
Para ello, se prepararon una serie de medios sdlidos, conteniendo 0, 10, 25, 50,
75 y 200 mg/L de Se(lV), observandose gue, las concentraciones de Se(lV)
mayores de 50 mg/L provocaron inhibicidon del crecimiento. En base a estos
resultados, para los experimentos futuros se seleccionaron tres concentraciones
de selenito de sodio: 10, 25 y 50 mg/L (respecto a Se). Es de notar que,
generalmente las levaduras presentaron mejor tolerancia a sales de selenio
respecto a bacterias y en ningln caso se observo la reduccion masiva de Se(lV)
en el medio de cultivo.

Con el fin de obtener las levaduras fortificadas, en primer lugar se
obtuvieron los preindeulos en medio sdlido, sin agregar el selenio (cajas Petri, 30
°C, un dia). Posteriormente, las pequenas aliquotas de preindculos (aprox. 0.2
cmz] se colocaron en tubos estériles (5 mL) conteniendo medio liquido con Se(IV)
y los cultivos fueron incubados en 28 °C durante 48 hrs (con agitacion). Para cada
una de las cepas, se utilizaron tres concentraciones de selenito de sodic
seleccionadas (10, 25 y 50 mg/L). En paralelo se obtuvieron los cultivos controles
(en ausencia de Se). Después de la incubacién, los cultivos se centrifugaron,
filtraron, lavaron con agua desionizada y se liofilizaron.

La determinacién de selenio incorporado a las cepas se evalud mediante la
digestion de las muestras con acido nitrico (el mismo procedimiento que para las
bacterias) y el analisis por ICP-MS. Como estandares internos se utilizaron los
iones de itrio y germanio (10 ng/mL cada uno). La introduccion de la muestra (50
uL) al ICP fue por inyeccion en flujo, utilizando como portador el agua desicnizada

con el flujo 1 mL/min. La celda de colision se optimizé con el estandar de selenio




(10ng/mL) con el flujo de hidrégeno de 4 mL/min. Los resultados obtenidos en

este andlisis se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11 Resultados de determinacion de selenio total en cinco cepas de
levaduras, fortalecidas con selenio in vivo.

~ Se total, en biomasa liofilizada (ug/g)

Cepa 10 mg/L Se en 25mg/lL Seen | 50mg/LSeen

medio ) medio medio
Saccharomyces c. 13.2 496 2880
Saccharomyces b. 1790 1730 1790
Kluyveromyces m. 1120 4700 3140
Yarrowia . 419 2750 2310
Candida m. 934 629 5890 |

En esta Tabla se observa que, la incorporacion de Se en levaduras
depende fuertemente de la concentracion de Se(lV) en el medio de cultivo
(excepto Saccharomyces b.). Para las concentraciones de selenio 10 mg/L y 25
mg/L, las Saccharomyces c. presentaron menor capacidad de incorporacion
respecto a otras cepas. Sin embargo, la concentracion total de Se en
Saccharomyces c. cultivadas en presencia de 50 mg/L de selenio incrementd
considerablemente y fue mayor en comparacion con Saccharomyces b. y Yammowia
1., cuyo crecimiento se llevé a cabo en las misma condiciones. Estos resultados
indican buena tolerancia de la cepa utilizada comercialmente (Saccharomyces c.)
a relativamente altas concentraciones de selenio en el medio. Es importante
resaltar que, la cantidad del elemento incorporado a esta cepa en presencia de 50
mg/L de selenio en el medio fue comparable con los valores reportados por otros
automsﬁ!.ﬂ.?d.?i&‘l .9?—9‘9‘

Por otra parte, la cantidad de selenio incorporado en Kluveromyces m. y
Yarrowia I. disminuy6 al aumentar la concentracion del selenio en el medio de 25
mg/L a 50 mg/L. Este resultado junto con el hecho de obtener menor cantidad de
biomasa de los cultivos correspondientes indican que, selenio presente en la
concentracion 50 mg/L (y/fo mayor) ejerce cierta toxicidad en estas dos cepas.

Parece interesante, que la concentracién de selenio en la biomasa de
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Saccharomyces b. permanece constante, independientemente de la concentracion
de selenio en el medio (10 — 50 mg/L). Puesto que esta concentracién (1790 pg/g)
es mayor respecto a las observadas en la cepa comercial en presencia de 10 y 25
mg/L de selenio en medio, Saccharomyces b. podrian ser una interesante
alternativa para la produccion de suplementos nutricionales.

En cuanto a la comparaciéon de bacterias LAB y levaduras, como ya se
menciond, las Gltimas resultaron tolerar mayores concentraciones de Se(lV) en el
medio de crecimiento sin provocar la reduccién masiva del selenio. Sin embargo,
la cantidad de selenio incorporado por Saccharomyces c. en presencia de 10 mg/L
de selenio en el medio (concentracién de selenio total en biomasa 13.2 pg/g) fue
significativamente inferior respecto a la cantidad incorporada a bacterias
provenientes de Bonacult en presencia de 2.5 mg/L de selenio en el medio (405
Hg/g). Estos resultados son alentadores en el contexto de posible uso de las
bacterias LAB como suplementos de selenio. Sin embargo se requieren mas
estudios enfocados en la bisqueda de cepas LAB que toleren mayores

concentraciones de Se(lV) y en la optimizacion de las condiciones de crecimiento.

4.2. Estudio analitico de los microorganismos expuestos in vive a

elementos toxicos

Una vez demostrada y/o confirmada la habilidad de bacterias Lactobacilius
y de cinco cepas de levaduras para acumular selenio, el segundo objetivo del
estudio ha sido estudiar la respuesta de estos microorganismos a la presencia de
algunos elementos considerados como toxicos. Para levaduras, el estudio se
enfocod en andlisis de fitoquelatinas. En el caso de bacterias, se investigo el

posible efecto protector del selenio contra la toxicidad de cadmio.

4.2.1. Posible efecto protector del selenio en bacterias expuestas a cadmio

En esta parte de trabajo, se utilizo la cepa de bacterias proveniente de la

bebida Bonacult. Utilizando las mismas condiciones de cultivo que en las
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secciones anteriores (medio liquido MLC, temperatura 37 °¢C, sin agitacion), se
examiné la tolerancia de bacterias a las concentraciones de cadmio hasta 5 mg/L.
En presencia de concentraciones de Cd mayores de 1 mg/L se observd la
inhibicion total del crecimiento. En base a estos resultados, para el estudio se
seleccionaron cinco concentraciones, obteniéndose los cultivos en presencia de 0;
100; 250; 400; 600 y 800 ug/L de cadmio. En paralelo, se obtuvo la segunda serie

de cultivos, agregando al medio selenito de sodio (1 mg/L de Se).

El crecimiento de bacterias se evalud midiendo la densidad optica del
cultivo. Para ello, a diferentes tiempos de incubacion (0; 2.5; 5.0; 8; 10; 12; 24 hrs)
se tomaron alicuotas de los cultivos y se midio el valor de absorbancia en 600 nm
tomando como referencia el medio de cultivo. En la Figura 3 se presentan los
resultados obtenidos. En primer lugar se observa que, en presencia del ion
cadmio, la densidad éptica de cultivos disminuye respecto al cultivo control,
indicando la inhibicién de crecimiento. El efecto es proporcional a la concentracion
de Cd(ll) en el medio y ademas, es mas notorio en el tiempc correspondiente a 2 -
8 horas desde la inoculacién. En cuanto al efecto del selenio, su presencia en el
medio no afecta el crecimiento de las bacterias (Fig. 3; 0 pg/L Cd). Sin embargo,
cuando el medio de cultivo contiene cadmio y selenio, se observa mejor
crecimiento en comparacién con cultivos obtenidos en presencia de cadmio (sin
Se), lo que sugiere que exista el efecto protector de selenio contra la toxicidad de
cadmio. La medicién de densidad oOptica carece de selectividad, por lo que a
continuacion, se llevd a cabo el ensayo espectrofotométrico de viabilidad de
células. Este ensayo se basa en el uso del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), cuya forma reducida presenta en solucion color
violeta (maximo de su espectro de absorcion en 570 nm) ' '®® A |as 2.5 hrs
desde la inoculacién, se tomaron alicuotas (200 pL) de cultivos expuestos a
diferentes concentraciones de Cd(ll) (la concentacion de Se(lV) 1 mg/L) y se le
agregaron 200 L de la solucién MTT para obtener su concentracién final 0.5
mg/L. Las muestras fueron incubadas (37 °C, 4 hrs) y se agregaron 400 pL de la

solucion 40 mmol/L HC| en isopropanol. Después de la agitacion (vortex), se les
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dejé 10 min a temperatura ambiente para completar la reaccién. Finalmente, las
muestras se centrifugaron (10 000 rpm, 10 min) y se midié la absorbancia del
sobrenadante en 570 nm.
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Figura 3. Efecto de las diferentes concentraciones de Cd(ll} en el medio de cultivo
en el crecimiento de bacterias provenientes de Bonacult: Bo — control,
BoCd- cultivo presencia de Cd y BoCdSe — cultivo en presencia de Cd y
Se.

En la Figura 4a, se observa de nuevo el mejor crecimiento de bacterias
expuestas simultaneamente a Cd(ll) y Se(lV), respecto a las expuestas al Cd(ll).
En la Figura 4b se presenta el efecto de crecientes concentraciones de Cd(ll) en el
medio en la reduccién de MTT. Para evitar el efecto de cantidad de biomasa en la
reduccion de MTT, en el eje Y se muestra la relacion entre valor de absorbancia
(570 nm) y densidad optica de la solucion (600 nm). Se puede cbservar que, en
presencia de Cd(ll) (hasta 200 ug/L en el medio) la reduccion de MTT es mucho
mas notoria que en presencia de Cd(ll) y Se(lV), mientras que para mas altas
concentraciones la sefial de MTT reducido disminuye. Para interpretar estos
resultados, es necesario sefialar que existen dos efectos que potencialmente

contribuyen en la reduccion de MTT por los cultivos del estudio: (1) la respiracion
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de células como evidencia de su viabilidad (la reduccion mediante enzimas
mitocondriales) y (2) sobreproduccion de las especies de oxigeno reactivas en el
estado de estrés oxidativo (provocado por Cd(ll)). De ahi, los resultados obtenidos
sugieren, que Cd(ll) provoca el estrés oxidativo en las bacterias, con
sobreproduccion de las especies oxigeno reactivas (aumento de reduccion de
MTT). La presencia de Se(lV) aparentemente disminuye este efecto nocivo de
Cd(ll). Cabe resaltar que, el efecto protector de Se(lV) se observa en todo el
intervalo de concentraciones de Cd(ll) estudiado (a 2.5 hrs de crecimiento).
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Figura4. Efecto de crecientes concentraciones de Cd(ll) en: (a) el crecimiento
de bacterias y (b) reduccién de MTT (—e— Bacterias expuestas a Cd(ll) y —=—
Bacterias expuestas a Cd(ll) + Se(lV))

Para confirmar que la exposiciéon a Cd(ll) aumenta el estado de estrés
oxidativo en las bacterias, se llevo a cabo la determinacién espectrofotométrica de
malondialdehido, considerado como bioindicador de peroxidacion lipidica. Para
ello, se utilizdé el micro ensayo desarrollado por Serafin y col.'®. Este
procedimiento se basa en la formacién de aducto MDA-TBA (malondialdehido -
acido tiobarbitirico) y emplea erioglaucina A como el estandar interno. La sefial

analitica se obtiene a partir de espectros derivados de primer orden. Utilizando la

técnica de cruce en cero, las derivadas de absorbancias en 524.13 nm y en




644.44 nm corresponden a las contribuciones espectrales netas de MDA-TBA y de
erioglaucina A respectivamente.

La sefial analitica S se define como la relacion de las dos contribuciones ¥
es praporcional a la concentracion de MDA en la solucion:

S= 10543.13nm !IDEM.Mnm

Para el andlisis de los cultivos expuestos a diferentes concentraciones de
Cd(ll) y/o a Cd(ll) + Se(IV) (1mg/L de Se), después de 2.5 hrs de crecimiento se
tomaron alicuotas (20 pL) y se les agregaron 200 pL de la solucién TBA (0.67 %
TBA en &cido acético, pH 2.5) y 200 pL de eriglaucina A (6.2510* %). Las
muestras fueron incubadas (100°C, 45 min) y después de enfriar a temperatura
ambiente, se les agregaron 40 pL de aliquat 336 (0.06 %) y 300 pL de acetato de

etilo. El aliquat 336 se utilizé para formar pares iénicos con eriogalucina A y de

esta forma lograr la extraccion del estandar interno junto con el aducto MDA-TBA
a la fase organica (acetato de efilo). Para la extraccién, las muestras fueron
agitadas (vortex), centrifugadas (10 000 rpm, 5 min) y se registraron los espectros
de absorcién en la region de longitudes de onda 450 — 700 nm utilizande como
referencia la solucion de aliquat 336 en acetato de etilo. Los espectros obtenidos
fueron analizados utilizando el programa GRAMS/386 TM. Los espectros fueron
fitrados (25 puntos), se obtuvieron las primeras derivadas (Ak = 9 nm) utilizando
el algoritmo de Savitzky — Golay'®' y se calculd la sefial analitica S. Cuantificacion
del MDA se llevo a cabo mediante la calibracion externa (0 — 10 pmoliL MDA).

En la Figura 5 se presentan los resultados obtenidos. Es de notar que, en
ausencia de selenio, el ion cadmio (hasta su concentracion 250 pgiL)
aparentemente provoca un aumento de la concentracion de MDA respecto al
cultivo control. Esto confirma que la toxicidad de cadmio en las bacterias se
manifiesta mediante el aumento de estado de estrés oxidativo. Sin embargo,
cuando la concentracion del ion cadmio fue mayor de 250 ug/L, la concentracion
de MDA disminuyé. En concreto, para la concentracion de 400 pg/L Cd(ll) en el
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medio, la concentracion de MDA fue inferior respecto al cultivo obtenido en
ausencia de cadmio. Este efecto pudiera adscribirse a la inhibicion de crecimiento
en presencia de altas concentraciones de cadmio. En este caso, la baja
concentracion de MDA en el cultivo con cadmio se deberia a la menor cantidad de
biomasa respecto al cultivo control (sin Cd(ll)). Por otro lado, ha sido reportado
que, un aumento de los producios de peroxidacion lipidica puede activar un
mecanismo defensivo a nivel mitocondrial, en el que dichos productos son
inactivados mediante la reaccién con amino acidos'®.

Los resultados presentados en la Figura 5 indican de nuevo el efecto
protector de Se(IV) contra la toxicidad de Cd(ll) en las bacterias, puesto que en su
presencia no se observa ningin incremento de MDA. Cabe sefalar que, las
concentraciones de MDA fueron practicamente iguales en el cultivo control (sin
Cd(ll) y sin Se(IV)) y en el cultivo expuesto a Se(lV), lo que confirma gue selenito
fhasta su concentracién 1mg/L) no provoca ninglin aumento del estado de estrés

oxidativo en bacterias.
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Figura 5. Efecto de la concentracion de iones cadmio (—e—) y de 1 mg/L Se(lV) +
Cd(ll) (—=—) en la concentracion de malondialdehido en cultivos de
bacterias provenientes de Bonacult a 2.5 hrs desde la inoculacion.
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4.2.2. Induccidn de fitoquelatinas en las levaduras

Los organismos vegetales responden a la toxicidad de los metales pesados
a través de varios mecanismos, uno de los cuales es su acomplejamiento por una
familia de ligandos de tipo peptidico que contienen cisteina y que son llamados
fitoquelatinas (PCs). La estructura general de estos compuestos es (y-Glu-Cys)n-
Gly, donde n varia entre 2 hasta 11. Las PCs son consideradas como las
principales estructuras que acomplejan metales en los organismos antes
mencionados. La biosintesis de las PCs ocurre en presencia de ién metalico que
activa la enzima fitoquelatina sintetasa. La glutationa es el sustrato de este enzima

en la siguiente reaccion'®?;

1-Glu-Cys-Gly + (y-Glu-Cys)p-Gly --> (y-Glu-Cys)n.1-Gly + Gly.

Los primeros estudios sobre las PCs fueron reportados en los afios 80 del
siglo pasado. La gran mayoria de los trabajos realizados hasta la fecha se basan
en los resultados obtenidos en material de plantas. Sin embargo, se han
encontrado algunos reportes sobre la induccion de PCs en algas y en micro
organismos tales como levaduras'®'%,

Esta parte de trabajo se enfoca en el andlisis de fitoguelatinas en extractos
de diferentes cepas de levaduras expuestos in vivo a iones de cadmio, o arsénico.
Para ello, se obtuvieron los cultivos de las cinco cepas del estudio (Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Candida malfosa, Yarrowia lipolitica y
Kluyveromyces marxianus), siguiendo el protocolo de crecimiento utilizado para la
incorporacion del selenio. En primer lugar, se obtuvo el preindculo en ausencia de
iones de interés. Posteriormente, a partir de este preindculo, se obtuvieron cultivos
sumergidos en presencia de 5 mg/L de Cd(ll), 5 mg/L de As(lll) y el cultivo control.
Después de 24 hrs de crecimiento, las levaduras se filtraron, lavaron v liofilizaron.

Para la ruptura de paredes celulares se agrego el nitrégenc liquido y se molié en

un mortero,




El analisis de fitoquelatinas se llevd a cabo en las siguientes etapas: (i) I
extraccion de compuestos de tipo tioles (aminoacidos, PCs y otros péptidos
conteniendo grupos -SH) ; (ii) reduccion para garantizar la forma —SH de tioles; (iii) .
derivatizacion y (v) separacion cromatogréfica con deteccion espectrofluorimétrica. ‘

En la etapa de extraccion (i) es importante evitar la degradacion de tioles y
su posible oxidacion'®’. En este trabajo, se utilizaron 5 mg de biomasa liofilizada y
homogenizada a los que se agregaron 350 ul de 6.4 mmollL acido
dietilenetriaminopentaacético (DTPA) en 0.1 % écido trifluoroacético. El DTPA se
utilizé como agente acomplejante, para evitar la oxidacion de grupos —SH por
jones metalicos. El acido trifluoroacético se us6 para desnaturalizar y precipitar
proteinas. Después de agitacion (vortex), las muestras se dejaron por 30 min y
luego, se colocaron en el bafio de ultrasonido por 5 min. En la etapa de reduccion
(ii), a las muestras se agregaron 87.5 pL de la solucién de 10 mmol/L borohidruro
de sodio (en 50 mmol/L NaOH)'¥""'®®. Las muestras se centrifugaron (10 000 rpm,
10 min), conservando el sobrenadante (40 pL).

En los extractos obtenidos, se llevé a cabo el analisis de PCs utilizanda
cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase inversa con la deteccion
espectrofluorimétrica, previa derivatizacion de los  grupos -SH con
monobromobimano (Figura 8,"" %),

o] Q O\ o]
N N
Hac&i‘%c”a . T Hac;%:l!% CH,
Hal Br HiC s— R

Figura 6. Ecuacion de la reaccién de monobromobimano con el grupo tiol para
formar un compuesto fluorescente'*®

Para la reaccion de derivatizacion (i), se tomaron 40 pL del extracto de
levaduras, se les agregaron 100 pL de la solucién conteniendo 0.3 mol/L de

HEPPS y 6.5 mmol/ll de DTPA y 30 plL de la solucién de 2 mmol/lL
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monobromobimano en acetonitrilo. Los tubos se agitaron (vortex) y se dejaron
reaccionar 30 min en la oscuridad, se le agregaron 40 uL de la solucién de 1 mol/L
acido metanesulfénico y 100 pl de agua. Después de agitacion, estas soluciones
(20 pL) fueron introducidas al sistema cromatografico (iv). La separacion se llevo
a cabo por la técnica de pares idnicos, en la columna de fase inversa (Gemini
C18) y utilizando el 4cido heptafluorobutirico (HFBA) como contraion. La elucion
fue en gradiente, utilizando tres fases moviles: A = 0.05 % HFBA; B — acetonitrilo;
C = metanol y flujo total de 0.8 mL/min. El programa de gradiente se presenta en
la Tabla. 12. La deteccion espectrofluorimétrica se llevd a cabo utilizando la

longitud de onda de excitacion A = 380 nm y de emision A = 480 nm.

Tabla 12 Programa de elucion en gradiente en la separacion de fitoquelatinas (A
0.05 % HFBA; B = acetonitrilo; C = metanol).

Tiempo,min | %A %B %C
0.5 82 3 15
40 78 3 19
11.0 75 3 22
12.0 53 17 30
17.0 53 17 30
18.5 45 25 30
19.0 82 3. | 15|

Cabe aclarar que, en los experimentos preliminares, se utilizaron las
condiciones cromatograficas reportadas en la bibliografia'®?®. En base al método
reportado por Doring, S. y col.2®, se propusieron una serie de modificaciones
(condiciones de la reaccion de derivatizacion, tipo de columna y de fase movil),
logrando la separacion de fitoquelatinas y de sus precursores (L-cisteina, y-
glutamil cisteina y glutationa) en un tiempo mas corto (20 min respecto a los 70
min)'#%2%_partiendo de los reportes sobre la cuantificacion indirecta de PCs?' 2%,
el proceso de calibracion se llevo a cabo utilizando la sefial de glutationa (GSH).
Para ello, se registraron una serie de cromatogramas de las soluciones estandar
de glutationa (0; 2.0; 4.0; 6.0; 8.0; 10; 12 ymol/L), midiendo la sefal analitica como

area del pico cromatografico. La sefial de fluorescencia relativa (F) fue |




proporcional a la concentracion micromolar de glutationa (cgsn) en la solucion de
acuerdo con la siguiente ecuacion de calibracién (Rz = 0.9940):

=-8.05110"" cgsn® + 4.28810 cosn — 1.160
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Figura 7. Tipicos cromatogramas de extractos de Yarrowia lipolitica: () blanco
de reactivos; () cepa control; (—) cepa expuesta a 5 mg/L de Cd(ll)
en el medio de crecimiento. Los compuestos identificados fueron: (1)
cisteina; 2 — esténdar interno; 3 — glutationa; 4 - y-glutamilcisteina; 5 —
producto de descomposicion de reactivo; 6 — PC-2.

En la Figura 8 y 9, se presentan cromatogramas obtenidos en el analisis de
extractos de Yarrowia lipolitica y de Kluyveromyces marxianus, controles y
expuestos a cadmio. En estos cromatogramas se observan una serie de picos,
asignacién de los cuales se obtuvo mediante comparacion de los tiempos de
retencion con los estdndares disponibles (y-glutamilcisteina, glutationa,
fitoquelatinas, PC-2, PC-3 y PC-4 y N-acetilcisteina como estandar interno) y
mediante el método de adicion de estandar. Es importante resaltar gue, el
estandar interno fue necesario debido a cambio de tiempos de retencion conforme
cambiaba la temperatura del laboratorio (durante 3-4 horas entre mafana y medio
dia). El pico marcado con el nimero 1 correspondid a elucion de cisteina, el pico 2

fue el estandar interno, el pico 3 fue la glutationa, el pico 4 y-glutamilcisteina, pico

k.
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5 se adscribio al producto de descomposicion de monobromobimano!97.198 y el
pico 6 fue identificado como PC-2. Es importante que, de los tres estandares de
fitoquelatinas utilizadas en la asignacion de los picos (PC-2, PC-3, PC-4),
solamente se identifico la forma PC-2, cuya presencia fue confirmada mediante el
método de adicién de estandar (Fig. 8b).

Parece interesante que, en los extractos de cultivos controles se detectaron
bajos niveles de PC-2, lo que sugiere presencia de iones metalicos en reactivos y
soluciones utilizadas para el crecimiento, Por otro lado, al comparar los
cromategramas de cultivos controles con cultivos expuestos al cadmio, se observa
claramente mayor concentracién de PC-2 en los Gltimos. Estos resultados
demuestran que el ién cadmio induce PC-2 en diferentes cepas de levaduras. Los
resultados cuantitativos obtenidos en 5 cepas del estudio se presentan en la
Tabla 13. Es de notar que las cepas estudiadas presentaron diferente habilidad
de inducir las fitoquelatinas: la mayor induccién de PCs se observé en
Saccharomyces c. y Kluyveromyces m., mientras que el incremento de la
concentracion de PC-2 en Candida m. fue significativamente menor.

Tabla 13 Niveles de fitoquelatinas (PC-2) encontrados en los extractos de
levaduras controles y expuestos a ién cadmio (Wg/g — microgramos de
PC-2 por 1 gramo de biomasa liofilizada). La cuantificacién se llevd a
cabo indirectamente, en base a la sefial de glutationa.

PC-2, uglg _ Induccion de
e Control cd( pc;: :
Saccharomyces c. 33.10 1244 376
Saccharomyces b. 37.62 104.9 279
Candida m. 41.41 -70.20 169
Kluyveromyces m. 32.44 114.3 352
Yarrowia I. 32.44 90.80 280

*

- concentracion de PC-2 en cultivo expuesto a Cd(ll) dividido por la
concentracion de PC-2 en cultivo control en por ciento.

Los resultados obtenidos en el andlisis de levaduras expuestas a arsénico,

se presentan en la Figura 9 y en Tabla 14. En la Figura 9 se observa claramente la
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induccién de PC-2 en cultivos expuestos a As(lll) durante su crecimiento. Sin
embargo, el aumento de niveles de PC-2 en cultivos expuestos respecto el control
fue menor en comparacién con los observados en la exposicién a ién cadmio
(Tabla 13 y Tabla 14).
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Figura 8. Tipicos cromatogramas de extractos de Kiuyveromyces marxianus:

(a) () blanco de reactivos; (-—) cepa control; (—) cepa expuesta a 5
mg/L de Cd{ll) en el medio de crecimiento;

(b) (—) cepa expuesta a 5 mg/L de Cd(ll) en el medio de crecimiento;
(—=—-) adicién de estandar (PC-2) al extracto de cepa expuesta a
Cd(I1).

Los compuestos identificados fueron: (1) cisteina; 2 — estandar interno;

3 — glutationa; 4 - y-glutamilcisteina; 5 — producto de descomposicion de

reactivo; 6 — PC-2.
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Tabla 14 Niveles de fitoquelatinas (PC-2) encontrados en los extractos de

cabo indirectamente, en base a la sefial de glutationa.

Figura 9. Tipicos cromatogramas de extractos de Candida maltosa: () blanco
de reactivos; (—) cepa control; (—) cepa expuesta a 5 mg/L de As(lll)
en el medio de crecimiento. Los compuestos identificados fueron: (1)

cisteina; 2 — estandar interno; 3 — glutationa; 4 - y-glutamilcisteina; 5 —

levaduras controles y expuestos a ién AS(lll) (pg/g — microgramos de

PC-2 por 1 gramo de biomasa liofilizada). La cuantificacion se llevé a

PC-2, ug/g Induccion de
S Control As(lll) P(;,f :
Saccharomyces c. 33.10 85.28 258
Saccharomyces b. 37.62 86.90 231
Candida m. 41.41 86.48 208
Kluyveromyces m. 32.44 B8.79 271
Yarrowia |, 32.44 54.43 168

*
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- concentracion de PC-2 en cultivo expuesto a As(lll) dividido por la



Para los dos iones del estudio (Cd(ll) y As(llly), Saccharomyces c.
presentaron mayor habilidad de induccién de fitoquelatinas. En exposicion a
cadmio, la cepa que presentd méas bajos niveles de PC-2 fue Candida malfosa y
en la exposicidn a arsénico, fue la cepa Yarrowia lipolitica. Los resultados
obtenidos sugieren que la induccién de fitoquelatinas presenta diferencias,
dependiendo del tipo de cepa y también del tipo de ién metalico y/o metaloide. Se
demostré sin embargo que, cada una de las cepas de levaduras estudiadas es
capaz de biosintetizar fitoquelatinas en respuesta a presencia de Cd(ll) y As(lll) en

medio de cultivo.
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5. Conclusiones

En este trabajo se estudié la incorporacion de selenio en las bacterias
Lactobacillus in vivo y, para los fines comparativos, en cinco diferentes cepas de
levaduras. Una vez demostrada su habilidad para acumular selenio, estos
microorganismos fueron utilizados como modelos biologicos para evaluar posibles
efectos de la exposicion a los elementos considerados como toxicos. Los
resultados obtenidos en el desarrollo experimental permitieron formular una serie

de conclusicnes que se presentan a continuacion:

1 Se establecieron las condiciones de crecimiento de bacterias lacticas en
medio liquido MLC. En los experimentos con diferentes productos comerciales se
demostrd que, algunos de los productos comerciales de leche fermentada pueden

ser una buena fuente de bacterias lacticas.

2. Un importante factor limitante de la incorporacion de selenio en las LAB ha

sido la reduccién masiva de Se(IV), observada en la mayoria de los cultivos.

3. Las bacterias provenientes de la bebida Bonacult (cepa Lactobacillus casei
rhamnosus) presentaron mayor capacidad de la incorporacion del selenio a la
biomasa. En estudios sistematicos se seleccionaron las condiciones de
incorporacion, que garantizaron un buen crecimiento de las bacterias y
relativamente buena eficacia de incorporacion de selenio. En breve, durante 9 dias
de crecimiento, cada 24 hrs el cultivo se colocaba en un medio MLC fresco,
aumentando gradualmente la concentracion de Se(lV) (desde 0 hasta 2.5 mg/L de
Se).

4. Los resultados del analisis total de selenio en |a biomasa de bacterias y en

el extracto enzimatico (pepsina, pH 1.0) revelaron que, la cepa de bacterias

provenientes de Bonacult es capaz de incorporar selenio en cantidades
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apreciables (405 ug por 1 g de biomasa liofilizada), de los cuales aprox. 50 %
podia ser “biodisponible” en las condiciones del tracto digestivo.

5. Los experimentos con cinco cepas de levaduras (Kluyveromyces
marxianus, Yarrowia lipolitica, Candida malfosa, Saccharomyces bayanus,
Saccharomyces cerevisiae) revelaron diferente capacidad de estas cepas para
acumular el selenio. Ademas, el procese de incorporacion resultd depender
fuertemente de la concentracion de Se(lV) en el medio de cultivo (excepto
Saccharomyces b.). De acuerdo con los reportes anteriores, se observd buena
tolerancia de la cepa utilizada comercialmente (Saccharomyces c¢.) a relativamente
altas concentraciones de selenio en el medio®®7#75819799_parace interesante, que
la concentracion de selenio en la biomasa de Saccharomyces b. permanecio
constante, independientemente de la concentracion de selenio en el medio (10 —
50 mg/L). Puesto que esta concentracién (1790 pg/g) es mayor respecto a las

observadas en la cepa comercial en presencia de 10 y 25 mg/L de selenio en el

medio, las Saccharomyces b. podrian ser una interesante alternativa para la

produccién de suplementos nutricionales.

6. En general, las levaduras presentaron mayor tolerancia a Se(IV) respecto a
las bacterias lacticas y no provocaron la reduccion masiva de selenio en el medio
de crecimiento. En otras palabras, en cultivos de levaduras se podian utilizar
mayares concentraciones de Se(lV) (hasta 50 mg/L), mientras que los cultivos de
bacterias toleraban concentraciones significativamente menores (hasta 2.5 mg/L).
Sin embargo, la cantidad de selenio incorporado por Saccharomyces c. en
presencia de 10 mg/L de selenio en el medio (concentracion de selenio total en
biomasa 13.2 pglg) fue significativamente inferior respecto a la cantidad
incorporada a bacterias provenientes de Bonacuit en presencia de 2.5 mg/L de
selenio en el medio (405 pg/g). Estos resultados son alentadores en el contexto de
posible uso de las bacterias LAB como suplementos de selenio. Sin embargo, se

requieren mas estudios enfocados en la busqueda de cepas LAB que toleren

71

.




mayores concentraciones de Se(IV) y en la optimizacion de las condiciones de

crecimiento.

7. El estudio analitico del posible efecto protector del selenio contra la
toxicidad de cadmio en LAB consistic en: (i) evaluacion del crecimiento de
biomasa mediante medicion de la densidad dptica de cultivos (absorbancia en 600
nm), (i) ensayo de viabilidad de las células y/o estrés oxidativo, basado en la
reduccion de MTT en los cultivos v (iii) evaluacién del estado de estrés oxidativo
empleando un micro ensayo extracto — espectrofotométrico para la determinacion
de malondialdehido, considerado como biomarcador de peroxidacion lipidica. Los
resultados obtenidos en cultivos expuestos a Cd(ll) indicaron que, la toxicidad de
cadmio se manifiesta en el aumento del estado de estrés oxidativo en bacterias y
en inhibicion de su crecimiento. Se demostrd que, en presencia de Se(lV) los dos
efectos adversos de cadmio son menos marcados, confirmando el efecto
protectivo de selenio contra la toxicidad de Cd(ll).

8. En cinco cepas de levaduras se investigo la induccién de fitoquelatinas en
presencia de iones de Cd(ll) y As(lll). La novedad de esta parte consiste en
madificacion del procedimiento analitico (condiciones de la extraccién, de la
reaccion de derivatizacion con monobromobimano, seleccion de la columna, fases
moviles, de las condiciones de elucion y de deteccion) lo que permitio resolucion
de los compuestos de interés (cisteina, N-acetilcisteina, glutationa, v-
glutamilcisteina y estandares de fitoquelatinas) en un corto tiempo (20 min
respecto 70 min reportadcs anteriormente). Por otra parte, utilizando esta
metodologia analitica se demostré que, cada una de las cepas de levaduras
estudiadas es capaz de biosintetizar fitoquelatinas en respuesta a la presencia de
Cd(ll) y As(lll) en el medio de cultive. La induccidon de PC-2 en cultivos expuestos
a Cd(ll) fue mayor en comparacién con la induccién observada en cepas
expuestas a As(lll). Para los dos iones del estudio (Cd(ll) y As(lll), las
Saccharomyces c. presentaron mayor habilidad de induccién de fitoquelatinas. En

exposicion a cadmio, la cepa que presentd mas bajos niveles de PC-2 fue
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Candida maltosa y en la exposicion a arsénico, fue la cepa Yarrowia lipolitica. Los
resultados obtenidos sugieren que la induccidn de fitoquelatinas presenta
diferencias, dependiendo del tipo de cepa y también del tipo de ién metalico y/o
metaloide.

Finalmente es importante resaltar la contribucién original del trabajo:

1. Se demostré que, la seleccidn oportuna, desarrollo, adaptacion y aplicacion
de procedimientos analiticos complementarios en el andlisis de
microorganismos permite obtener informacion de la relevancia bioldgica y,
de esta manera, contribuir en el mejor entendimiento de las rutas
metabolicas y funciones especificas de elementos metalicos y metaloides
&n organismas vivos.

2. Se obtuvo las evidencias experimentales de la incorporacion de selenio en
bacterias de tipo Lactobacillus.

3. En base a la comparacion de LAB y de levaduras en términos de su
tolerancia a Se(lV) y de capacidad de su acumulacion se propuso que, las
bacterias fortalecidas podrian ser consideradas como una fuente nutricional
alternativa de este oligoelemento.

4. Se obtuvo las evidencias experimentales sobre el efecto protective de
selenio contra la toxicidad de cadmio en LAB.

5. Se demostro la capacidad de las cinco cepas de levaduras para biosintesis

de fitoquelatinas en respuesta a su exposicion a los iones Cd(ll) y As(lll).
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