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RESUMEN:

El selenio es un elemento traza esencial para el hombre. Sin embargo, se ha observado que
los humanos presentan deficiencias por su baja biodisponibilidad. Es por ello que se han
enriquecido alimentos con selenito de sodio, el cual es una forma inorganica del selenio. Aun
asi, no se muestra un mejor aprovechamiento que su forma organica. Se ha observado que
las bacterias probidticas transforman el selenio a su estado elemental. El objetivo de éste
trabajo fue evaluar el comportamiento durante el crecimiento de bacterias acido lacticas en
caldo MRS enriquecido con una concentracion critica de inhibicion de selenio inorganico. Se
utilizaron a las bacterias probioticas, L. casei Shirota y L. johnsonni. Se calculé el punto
critico de inhibicion de selenito de sodio, sobre el crecimiento de ambos microorganismos.
Se llevaron a cabo fermentaciones a 37° C para determinar la curva de crecimiento en
presencia de selenito. Se observé que dichas bacterias son capaces de sobrevivir a
concentraciones de selenito de sodio de 200 mg/L y 300 mg/L para L. casei Shirota y L.
Jjohnsonni, respectivamente. Las bacterias alcanzaron la etapa de desaceleracion en la curva
de crecimiento con las concentraciones de selenito de sodio correspondientes a las de
inhibicion.

ABSTRACT:

Selenium is an essential trace element for man. However, it has been observed that humans
deficient by its low bioavailability. That is why we have enriched foods with sodium selenite,
which is an inorganic form of selenium. Still, no better use than its organic form shown. It has
been observed that probiotic bacteria convert to its elemental selenium. The objective of this
study was to evaluate the behavior during the growth of lactic acid bacteria in MRS broth
enriched with a critical concentration of inorganic selenium inhibition. They were used to
probiotic bacteria, L. casei Shirota and L. johnsonni. The critical point of sodium selenite
inhibition on the growth of both organisms was calculated. They fermentations were carried
out at 37 °C to determine the growth curve in the presence of selenite. It was observed that
the bacteria are able to survive sodium selenite concentrations of 200 mg/L and 300 mg/L by
L. casei Shirota and for L. johnsonni respectively. Bacteria reached the stage of slowing the
growth curve with concentrations of sodium selenite corresponding to inhibition.
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INTRODUCCION

Las bacterias probioticas son definidas como “microorganismos vivos adicionados a
alimentos que son benéficos para la salud” (Aggett et al. 1999). Dichas bacterias no
deben ser patogénicas y resisten el acido gastrico biliar (Scholz-Ahrens et al., 2015)

Martinez-Ramirez et al./ Vol. 2 (2017) 128-134

128



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

para llegar al tracto gastrointestinal donde interaccionan con él y dan un balance a la
microflora nativa. De esta manera, estas bacterias evitan la colonizacion de bacterias
patdégenas, metabolizando nutrientes que el organismo por si mismo no puede
aprovechar produciendo sustancias antimicrobianas y nutraceuticas (Borchers, 2009)
(Leroy, et al., 2008). Estas ultimas, mejoran la respuesta del sistema inmune,
reducen el nivel del colesterol en plasma sanguineo e inhiben la aparicion de cancer
(Yang et al., 2009).

Por otro lado, el selenio (Se) es un elemento traza esencial que se encuentra
principalmente como Se inorganico (muchas veces como selenito o selenato) y Se
organico en forma de selenometionina o selenocisteina. El Se organico, presenta una
mayor biodisponibilidad (Chantiratikul, et al.,2015) y en la salud del organismo
humano, es de suma importancia debido a las selenoproteinas, en las que puede
formar parte de la estructura o como cofactor de las mismas (Rayman y DPhil, 2000).
En los sistemas biolégicos los compuestos del Se tienden a ser metabolizados a
estados mas reducidos, con lo cual se forman los selenocompuestos(Combs Jr. y
Combs., 1984). En general, selenato y selenito son metabolizados en la flora
intestinal donde son absorbidos (Swanson et al., 1991) y donde pueden interactuar
con bacterias nativas (Krittaphol et al., 2011).

La interaccidn de las bacterias probidticas con medios enriquecidos con selenio
organico han tenido como resultado la mejora en la salud reproductiva (Pieniz et. al.,
2013) y el desarrollo de sistemas de regulacion de la hormona tiroidea, que se han
establecido a partir de selenio inorganico biotransformado por bacterias (Ibrahim., et.
al., 2012). Uno de los principales problemas, es debido a que en algunos paises las
plantas destinadas al consumo humano y animal, carecen de la concentracion
adecuada de Se y por ello, se han suplementado alimentos con Na,SeO3; (selenito de
sodio) o con bacterias que cumplen la funcién de transformar el selenio (Combs &
Combs, 1984) ya que se ha comprobado que algunas bacterias reducen el selenito a
Se elemental (Krittaphol et al., 2011).

Asi que, el objetivo de este trabajo fue observar el crecimiento de las bacterias
probidticas L. johnsonni y L. casei Shirota en medios enriquecidos con una
concentracion critica de inhibicion de selenito de sodio. De esta manera se podra
determinar el nivel de absorcion de selenio inorganico y su respectiva
biotranformacion a organico durante las estapas de aceleracion y desaceleracion de
la curva de crecimiento de cada uno de los lactobacilos.

MATERIALES Y METODOS

Las bacterias L. casei Shirota y L. johnsonnii, se obtuvieron del laboratorio de
biotecnologia de la Universidad Autébnoma Metropolitana-lztapalapa. Dichas
bacterias se propagaron en caldo MRS a 37°C durante 24 horas. Se comprobé la
pureza del cultivo mediante tincion de Gram. Una vez propagadas las bacterias se
inocularon 10° UFC/mL de cada microorganismo en tubos de caldo MRS
enriquecidas con concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 y 300 mg/L
de Na,SeO;. Para determinar el punto critico de inhibicién se utilizé el método de
Talmage y Fitch modificado (Pena, 2007) .Una vez determinada la concentracion
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critica de inhibicién, se enriquecieron medios de MRS con la misma, para determinar
la zona de desaceleracion del crecimiento de la bacteria, haciendo una cinética de
fermentacion a 37°C, tomando una muestra cada 2 horas durante 36 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la bacteria L. casei Shirota se puede observar (tabla |I) que se obtuvo una
cuenta viable de 9.37 log UFC/mL en un medio sin enriquecimiento con Se. Para las
concentraciones de 20 hasta 100 mg/L se obtuvo una cuenta viable de
aproximadamente 8 ciclos logaritmicos de UFC. Para la concentracion de 250 y 300

mg/L no hubo crecimiento.

Tabla I. Crecimiento de L. casei Shirota con diferentes
concentraciones de Na,SeO;

Concentracion Log Concentracion Log

mg/L Na,SeO; UFC/mL mg/L Na,SeO; | UFC/mL
0 9.37°%% 100 8.207" ™
20 8.82°"Y" 150 7.54*0"
40 8.927™% 200 5.83%"
60 8.22°0 " 250 0.0
80 8.30""" 300 0.0

La concentracion (Fig 1) de tolerancia calculada para L. casei fue de 197 mg/L.
Dicha concentracion es menor a la encontrada por Pusztahelyi y colaboradores
(2015) quienes encontraron que para L. casei Shirota presenté una inhibicién total a
una concentracion de 10 000 mg/L.
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Figura 1 Determinacion de la concentracion critica de Na,SeOj; la inhibicion
de L. casei Shirota en medios enriquecidos.
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Para el experimento realizado con L. johnsonni (tabla 2) se obtuvo que a partir de la
concentracion de 20 mg/L hasta 200 mg/L la cuenta viable se mantuvo de 9 ciclos
logaritmicos, descendiendo en 250 mg/L a 8.78 UFC/mL y en 300 mg/L a 7.92

UFC/mL. L. johnsonni.

Tabla Il. Crecimiento de L. johnsonni con diferentes concentraciones de
N828603
Concentracion Log Concentracion Log
mg/L UFC/mL mg/L UFC/mL
NaZSeO3 Na23e03
0 9.5*0% 100 9.57*%Y"
20 9.99*0% 150 9.39*7
40 9.81*0% 200 9.30*7%
60 9.50*7% 250 8.78"0%
80 9.58*0% 300 7.92*0%

La concentracion critica

de selenito de sodio que inhibié el crecimiento de L.

Jjhonsonni fue de 206 mg/L (figura 2), una concentracion mayor a la obtenida para L.
casei (197 mg/L). Dicha concentracion también fue mayor a la reportada por
Gonzalez-Olivares (2015), quien encontré que a los 98 mg/L de selenito de sodio se
tenia una inhibicion para L. jhonsonni. De acuerdo a Calomme y colaboradores
(1995) las bacterias acido lacticas son capaces de sobrevivir con concentraciones de
200 mg/L en medios enriquecidos con Na,SeOs.
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Figura 2 Determinacion de la concentracion critica de Na,SeO; para la

inhibicién del crecimiento de L. johnsonni en medios enriquecidos.
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Se ha comprobado que algunas bacterias, especialmente las probidticas pueden
reducir el selenito a selenio elemental y algunas otras pueden transformar el selenio
elemental a selenuro de hidrogeno (H;Se), esto lo pudimos comprobar debido a que
conforme avanzaba el tiempo de fermentacion se observaba un precipitado color
rosaceo que indica la presencia de Se elemental. Se cree que estos mecanismos de
reaccion sirven para proteger a la bacteria contra los dafios de toxicidad de selenio
(Krittaphol et. al., 2011). En este sentido, dichos mecanismos podrian no
desactivarse en las concentraciones de tolerancia, por lo que ocurre una inhibicion.

Después de determinar la concentracion de selenio a la cual se inhibe la bacteria L.
casei Shirota, se enriquecieron medios de MRS con dicha concentracion de selenio.
La fermentacion se llevo a cabo durante 36 horas y se observé que se tuvo un
aumento de la concentracion, de un tiempo de cero horas (10° UFC) hasta las 18
horas (8.6 UFC/mL). A partir de las 18 a 24 horas se tuvo una cuenta cercana a los 8
ciclos logaritmicos manteniendo una cuenta viable constante. A partir de las 36 horas
se observd una disminuciéon de la cuenta viable de 7.5 UFC/mL lo cual indicé el
probable inicio de la fase de muerte.
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Figura 3. Curva de crecimiento de L. casei Shirota en caldo MRS enriquecido con
Na28603

Cuando los nutrientes son gradualmente agotados y los productos metabdlicos se
acumulan en el medio, el crecimiento celular es reducido, es decir hay una fase de
desaceleracion. Se sabe que en esta fase las bacterias llegan a ser mas resistentes
a los efectos adversos a los que estan expuestas, induciendo la transicion a la fase
estacionaria, es entonces cuando muchas funciones son activadas debido a la
escases de nutrientes y las células crecen lentamente. En esta fase se puede inducir
la sintesis de genes y proteinas con la finalidad de asegurar una resistencia a
diversos factores de estrés. Muchas de las proteinas se implican en la proteccion de
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la célula, ya que la resistencia al estrés es una caracteristica de las células aunque
nunca hayan sido expuestas a un agente de estrés en particular (Khmel, 2005).

Por otro lado, se sabe que los iones de metales pesados, son altamente toxicos para
los microorganismos debido a su capacidad para reemplazar metales funcionales
dentro de las células que pueden provocar una desnaturalizacion de las proteinas y
del DNA. Se ha observado que estos mecanismos dependen de las condiciones
limitantes del cultivo (Holmes et al., 1997).

Para L. johnsonni (Figura 4) se observa que de una cuenta inicial de 10° UFC/mL se
encontré un ascenso de las 0 hasta las 8 horas donde se present6 una cuenta viable
de 9.40 UFC/mL manteniendo un promedio cercano de 9 UFC/mL hasta las 34
horas. A las 36 horas, se tuvo un descenso de la cuenta viable (6.91 UFC/mL). Como
se puede observar se presento la fase de desaceleraciéon entre las 6 y 10 horas. El
medio fue enriquecido con 209mg/L de Na,SeOs.
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Figura 4. Curva de crecimiento de L. johnsonni en caldo MRS enriquecido con
N828603
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