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Resumen

Los suplementos alimenticios son productos naturales a base de extractos de origen vegetal o animal,
minerales o microorganismos, cuya funcién principal es aportar los nutrientes necesarios para cubrir alguna
deficiencia nutricional en ciertos grupos vulnerables de la poblacion. Dado que consumir concentraciones
adecuadas de estos oligoelementos es crucial para el correcto funcionamiento del organismo, la demanda de
suplementos alimenticios que contiene oligoelementos ha crecido en las recientemente. Durante varias
décadas han realizaron estudios muy intensos enfocados en la obtencion de productos enriquecidos con Cr
(IM) de manera in vivo. El interés principal en estos estudios ha sido caracterizar las formas/especies del
elemento y sus concentraciones, asi como evaluar su actividad biolégica y establecer las mejores condiciones
de su produccién (enriquecimiento in vivo). Es bien conocido que, dependiendo del microorganismo utilizado,
existe diferencias en la captacion, distribucion y acumulacion de Cr (lll). El presente trabajo consistié en
evaluar y caracterizar dos cepas de levaduras enriquecidas con Cr (lIll) cultivadas en medio rico (YPG) y
medio minimo (YNB). Las cepas de levadura utilizadas fueron: una cepa panadera Saccharomyces cerevisiae
y la cepa probiética Saccharomyces boulardii. Los parametros para evaluar fueron: efecto del medio de
cultivo, el tipo de cepa y concentracion de Cr en el crecimiento e incorporacion de este a la biomasa. Asi
como la produccion de proteinas totales y acidos nucleicos en extractos celulares libres de células.
Finalmente, se evalud la distribucion de cromo en fraccion citosélica y pastilla.

Palabras clave: suplemento alimenticio, oligoelemento, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
boulardii, Cr (IlI).

Introduccion

Los “oligoelementos” o microelementos juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
celular en los distintos organismos vivos (Mehri, 2020). Su ausencia o exceso puede provocar alteraciones
fisiolégicas, ya que se encuentra implicados en la regulacion de numerosas funciones celulares como la
expresion de genes, como cofactores de enzimas o participando en el metabolismo de los acidos nucleicos,
lipidos, azucares o proteinas, en las funciones antiinflamatorias, antioxidantes y otras funciones fisiologicas
especiales (Cannas et al., 2020). La mayor parte de estos elementos se obtienen a partir de su consumo en
los alimentos de la dieta diaria, pero cuando esto no es asi, puede provocar que la salud humana e incluso
animales sea comprometida debido a enfermedades causadas por alteraciones en el sistema, inmunitario, el
sistema nervioso y sistema metabdlico, por lo que para obtener la ingesta adecuada, se recure al uso de
suplementos alimenticios.

Los suplementos alimenticios se definen como productos naturales elaborados a base de minerales, hierba
y/o extractos de ciertos organismos como levaduras, que contienen minerales, vitaminas o aminoacidos y
generalmente se administran para incrementar, complementar o suplir la ingesta dietética total y evitar el
desarrollo de enfermedades (Health, 2020). En E.U., el “Center for Food Safety and Applied Nutrition”
(CFSAN), parte de la FDA, es la responsable de supervisar estos productos en Estados Unidos de Norte
Ameérica; mientras tanto en México, la Secretaria de Salud es la responsable a través de la COFEPRIS. Cabe
sefiar que los suplementos dietéticos no necesitan contar con registro sanitario, pero el fabricante es
responsable de someter un “aviso de funcionamiento” a estas instituciones, y debera de cumplir con el
contenido, etiquetado e inocuidad de su producto. Dentro de los suplementos dietéticos mas usados, se
encuentran los vitaminicos/ multi-minerales (MVMs), conteniendo algunas de las siguientes especies o
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combinacion de ellas: vitaminas A, C, D, E y K, conjunto de vitaminas B, asi mismo especies de Ca, Fe, Zn,
Co, Se, Cr, etc.

Algunos de los oligoelementos mas estudiados y utilizados son el Fe, Zn, |, Co, Mo, Se, Co y Cr. Por ejemplo,
el cromo funciona manteniendo el metabolismo normal de glucosa, lipidos y proteinas en el cuerpo (Landman,
Bilo, Houweling, & Kleefstra, 2014), sugiriendo su participacién para la mejora de pacientes diabéticos o con
sindrome metabolico (Maret, 2019). La EFSA (European Food Safety Authority) establece las dosis
adecuadas de Cr (lll) en intervalos de 25-35 pg/dia dependiendo de la edad, sexo y condicion clinica (EFSA
Panel on Dietetic Products, 2014). Es también relevante que se ha informado deficiente ingesta diaria de Cr
(1) en algunas regiones del mundo o en condiciones especificas de salud (Maret, 2019).

Para los suplementos a base de oligoelementos, existen principalmente dos tipos de productos disponibles
en el mercado: las formas inorganicas y las organica Los oligoelementos en forma inorganica son
principalmente sales inorganicas cuyos métodos de produccién son simples, facilmente escalables y
economicos. Sin embargo, presentan la desventaja que son de dificil asimilacién por el cuerpo humano, con
poca o nula actividad bioldgica, e incluso suelen ser téxicos y causar efectos adversos graves si no se usa
adecuadamente. Por otra parte, las formas organicas de los oligoelementos suelen presentar mayor
biodisponibilidad, asimilacién y menos efectos adversos para el cuerpo humano. Estas especies quimicas
generalmente se obtiene por la por la transformacion de las formas inorganicas de los oligoelementos a
especies quimicas unidas a moléculas organicas, mediante diversos procesos fisioldgicos y bioquimicos.

Por lo que una buena alternativa para la fabricacion de suplementos alimenticios con formas biolégicamente
activas es el uso de microorganismos como las levaduras, los cuales son organismos facilmente cultivables
mediante procesos de fermentacion. Las levaduras han sido consideradas como los microorganismos mas
utilizados por los seres humanos, ya que, atrajeron la atencién debido a sus mdltiples efectos para la salud y
aplicaciones industriales (Tao et al., 2023). Saccharomyces cerevisiae es una especie de levadura reconocida
por su importancia comercial, de los organismos mejor estudiados y de facil manipulaciéon genética, ademas
de considerarse inocua e inclusive algunas cepas poseen actividad probidtica (Ansari et al., 2023). Por su
alto valor nutricional, a menudo es utilizada como una fuente de proteinas alternativa debida a su que posee
una composicién de aminoacidos equilibrad, proteina facilmente asimilable, metabolitos con actividades
funcionales jugando un papel importante en el cuerpo humano. La biomasa de las levaduras de cerveza y
otras levaduras no convencionales poseen un alto valor nutricional, ya que contienen proteinas altamente
biodisponibles y varios aminoacidos esenciales, metabolitos con actividades funcionales e incluso puede ser
una fuente de vitamina B, permitiendo que se pueda utilizar con suplementos proteicos y potenciadoras de
energia (Rai, Pandey, & Sahoo, 2019).Por otro lado, la fermentacion de levadura es un proceso simple que
puede usar una variedad de sustratos y producir rapidamente biomasa, lo que lo convierte en un medio ideal
para la produccién de suplementos con oligoelementos (Sun et al., 2022). Las levaduras enriquecidas se
obtienen generalmente mediante la adicion de sales minerales de oligoelementos al medio de cultivo.

Un tema de investigacion actual es la busqueda suplementos que contengan la forma de Cr (Ill) mas
adecuada para asegurar una buena biodisponibilidad y utilizacion en el control de metabolismo de
carbohidratos y lipidos, evitando al mismo tiempo excesiva acumulacion de Cr que provoca los efectos
adversos (Maret, 2019). En el caso particular de Cr, existen en el mercado una gran variedad de suplementos
dietéticos con Cr. Pero su funcion y biodisponibilidad se ve a afectada por la concentracion en la presentacion,
asi como de las formas biodisponible, bioactivas y estables del elemento. Las formas comerciales disponibles
son las sales inorganicas como el CrCls pero su disponibilidad es muy baja (aprox. 1 %) y la reactividad de
ion libre en el ambiente celular causa efectos adversos (Balk, Tatsioni, Lichtenstein, Lau, & Pittas, 2007).
Especificamente, Cr (lll) puede sustituir Fe (lll) en su unién en transferrina y también puede formar aductos
con otras biomoléculas afectando su estructura y funcionalidad. Por otro lado, se prefiere a las formas
organicas como picolinato de cromo o levadura (S. cerevisiae) enriquecida con Cr (Ill). Este ultimo contiene
mas especies de Cr- organico, aunque la identidad quimica de la especie de Cr (lll) en este producto no ha
sido elucidada de manera contundente, se ha adoptado el término cromo organico o “factor de tolerancia a
glucosa” (GTF, por sus siglas en inglés), en el que el Cr (lll) es coordinado con glicina, cisteina, acido
glutamico y acido nicotinico (Dinakarpandian et al., 2004; Vincent, 2000).

Durante varias décadas se realizaron estudios muy intensos enfocados en la obtencién de productos
enriquecidos con Cr (lll) de manera in vivo (additives & Food, 2012). El interés principal en estos estudios ha
sido caracterizar las formas/especies del elemento y sus concentraciones, asi como evaluar su actividad
bioldgica y establecer las mejores condiciones de su produccion (enriquecimiento in vivo), observandose que,
dependiendo del microorganismo utilizado, existe diferencias en la captacion, distribucion y acumulacién de
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Cr (lll) (Kaszycki et al., 2004). Estas diferencias pueden ser debidas a la especie de Cr (lll) utilizada, la
composicion de la pared celular o las condiciones de cultivo (fase de crecimiento, pH, temperatura,
composicion del medio de cultivo). Adicionalmente, se sabe que la captacion de Cr (lll) en levaduras es un
proceso bifasico; en la primera etapa ocurre rapida biosorcién de especies de Cr (lll) sobre la superficie de
pared celular y después, la penetracién hacia interior de las células ocurre mediante transporte activo. Existen
pocos estudios dirigidos hacia la elucidacién del impacto de Cr (Ill) en organismos de levaduras probiéticas
por lo que es importante evaluar el crecimiento, viabilidad celular, contenido de proteinas totales, de acidos

nucleicos, entre otros parametros tipicos.

Para avanzar en el conocimiento sobre los efectos de Cr (Ill) en microorganismos de relevancia en
alimentacion/suplementacion en humanos, el objetivo de este trabajo fue caracterizar de manera fisiologica y
bioquimica dos diferentes cepas de levaduras cultivadas en medio rico (YPG) y minimo (YNB) y enriquecidas
con Cr (lll). Los parametros para evaluar fueron: efecto del medio de cultivo, el tipo de cepa y concentracion
de Cr en el crecimiento e incorporacion de este a la biomasa. la concentracion de proteinas totales y acidos
nucleicos en extractos celulares libres de células Finalmente, se evalud la distribucidon de cromo en fraccion

citosolica y pastilla.

Desarrollo experimental

Obtencion de levaduras enriquecidas con Cr (I1I)

Inicialmente, se cultivd de manera individual las cepas de S. cerevisiae y S. boulardii en cajas de Petri con
medio PDA (agar papa dextrosa). Posteriormente, para la obtencién de un preindculo, cada cepa se cultivo
en dos matraces de 250 mL con 100 mL de medio YPG (compuesto por: 1.0 % (m/v) de extracto de levadura,
2.0 % (m/v) de pectona y 2.0 % (m/v) de glucosa) o medio YNB (Base de nitrégeno de levadura, de Sigma-
Aldrich No. de catalogo Y0626 y con 4 % (m/v) de glucosa). Los matraces fueron incubados toda la noche a
28 °C Posteriormente, las células fueron cosechadas mediante centrifugacion a 3500 rpm y lavadas 3 veces
con agua milli-Q estéril. Una vez obtenidas las células lavadas, y con la finalidad de llevar a cabo una rapida
absorcion de Cr a las células de levadura se llevé a cabo una preincubacién de Cr-levadura. Para ello, se
colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL una concentracion de 1x10° células y se agregd dependiendo del
experimento, 0.1 mL y 1.0 mL de Cr (1) de una solucién que contenia 25,000 mg L' al experimento con el
medio YNB y YPG, respectivamente. El cromo utilizado fue en forma de sal de CrCls. Los tubos con células
y Cr (Ill) fueron incubados 30 min a 28 °C. Transcurrido el tiempo de incubacién en presencia de cromo, el
contenido de los tubos fue transferido a los matraces de 250 mL con 100 mL medio correspondientes. Los
matraces fueron incubados por 24 h a 150 rpm. A la par se realizaron los cultivos controles (sin cromo) para
cada cepas y medio. Este procedimiento se ejemplifica en el Esquema 1. Al finalizar el tiempo de incubacién,
se tomé la D.O a 600 nm y la biomasa fue lavada 2 veces con agua destilada para eliminar el exceso de Cr.
La biomasa fue congelada y liofilizada para determinar el crecimiento y realizar los demas experimentos.

Preindculos Cromo
( 1x107cél./ml T G Incubacién
/7 é&m dF | | mm (30min) == Y
— , ' 29°C 250 ppm Cr (1)
S.cerevisiae Medio YPG
en PDA ! LA0L/ml s Incubacién %‘
) 30mi
' + ¥ O = 25 pomcr )
Medio YNB
| 1x107cél./ml o, i Incubacién
/7 — o || == (30min) @) )
R85 y ' 29°C 250 ppm Cr (I11)
S.boulardii en Medio YPG
PDA
\5 1x107cél./ml — Incubacién &
) |:G:| == (30min) ) "
' 29°C 25 ppm Cr (Il1)
Medio YNB

Control

Control

Control

Control

100mL de medio
YPG con Glua 2%

100mL de medio
YNB con Glu a 4%

150rpm/ 28°C
24h

100mL de medio
YPG con Glua 2%

100mL de medio
YNB con Glu a 4%

Esquema 1. Protocolo para la obtencion de levaduras de enriquecidas con Cromo (Ill).
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Determinacién de Cromo total por MP-AES

Se peso aproximadamente 50 mg de biomasa liofilizada de cada una de las muestras en tubos de vidrio para
digestion acida y se agrego 1 mL de HNO3 concentrado ultrapuro. Los tubos fueron calentados a 80°C durante
20 minutos, posteriormente la temperatura se elevé a 120°C y se mantuvo por 3 horas. Cumplido el tiempo
las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y posteriormente fue adicionado 1 mL de HxO; y las
muestras fueron calentadas nuevamente a 120°C por 30 minutos. Posteriormente, la muestra se transfiri6 a
un tubo y se llevd a un volumen de 2 mL con agua Mili-Q. Las muestras fueron centrifugadas, diluidas y
analizadas por la técnica analitica de emision atémica con plasma sostenido por microondas (MP-AES). Las
longitudes de onda monitoreadas para Cr fue 425.433 y 427.480 nm (Gonzalez Ibarra, Yanez Barrientos,
Wrobel, Corrales Escobosa, & Wrobel, 2022). La cuantificacion se llevé a cabo mediante el método calibracion
externa, utilizando seis niveles de concentracion (0, 0.03, 0.05, 0.10, 0.33, 0.5 y 1.0 mg L"), obteniendo un
R? de 0.9999 y ecuacion de Y=11605¢ - 120.32 para la longitud de onda de 427.480 nm

Determinacion de proteinas (método de Bradford y BCA)
Obtencion de extracto libre de células

Para llevar a cabo la determinacion de proteinas, se obtuvo un extracto libre de células mediante la hidrolisis
con NH4OH de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf se pesé 20 mg de biomasa de cada muestra y se
afadié 1 mL de NH4sOH 0.1 N y se agité con ayuda de un vortex (Zetic, Stehlik-Tomas, Grba, Lutilsky, &
Kozlek, 2001). El homogenado se dejo en calentamiento a 60 °C durante 1 hora. Finalmente, se centrifugd a
12 000 por 20 minutos para separar la pastilla del sobrenadante.

Método de Bradford

El analisis de Bradford consiste en afiadir el colorante azul de Coomassie G-250 a la disolucién proteica. El
colorante azul Coomassie se une con los aminoacidos basicos (histidina, arginina y lisina) y aromaticos
(triptofano, tirosina y fenilalanina), causando de este modo un cambio en la absorbancia del colorante azul
de Coomassie G-250 durante la determinacion de proteinas (Ernst & Zor, 2010). Antes de comenzar con el
procedimiento, se preparo el reactivo Bradford a una concentracion 5X. Para ello, se pes6 100 mg de azul de
Coomassie brillante G-250 y disolver con 25 ml de metanol puro y 50 ml del H3PO4 al 85% y se aford a 200
mL. Previamente de iniciar las reacciones fue necesario diluir el reactivo 5 veces para tener una concentracion
final de 0.01% (m/v) azul de Coomassie brillante G-250, 5.0 % (v/v) metanol y 8.5% (v/v) HsPO4. Una vez
terminado el reactivo, se paso6 a un recipiente para protegerse contra la luz.

Las determinaciones se realizaron en microplaca de 96 pocillos, Cada muestra se analizé por triplicado y a
cada pocillo se agrego lo siguiente:

e Blanco: 10 pL de agua + 240 uL de reactivo Bradford.

e Curva de calibracién: 10 uL de albumina se suero bovino (0.25, 0.5, 0.75, 1.00 mg mL"") + 240 L
de reactivo Bradford.

e Muestras: 10 pL de muestra + 240 pL de reactivo Bradford.

Finalmente, se analizé la microplaca en UV-Vis a longitudes de onda de 430 nm, 595 nm y 630 nm en el
espectrofotometro Multiskan Sky (Thermo Scientific™)

Método de Acido Bicinconinico (BCA)

Se utilizé el Kit comercial QuantiPro TM BSA (QPBCA-1KT, de Sigma-Aldrich) que esta basado en el acido
bicinconinico (BCA) para la deteccion y cuantificacion colorimétrica de proteinas totales. Este método
combina la reduccién del Cu*? a Cu*' en medio alcalino (reaccion de Biuret) con la deteccién selectiva del
cation Cu*" utilizando el BCA. El producto de la reaccion presenta un color purpura formado por el complejo
de BCA con un ion Cu*'. El complejo hidrosoluble absorbe a 562 nm de manera lineal con el incremento de
proteina en un rango de 0.5 a 30 yg mL".

Se inici6 con la preparacion de los reactivos correspondientes y consiste en mezclar 7.5 mL de reactivo QA,
que contiene sodio carbonato, tartrato de sodio y bicarbonato de sodio en NaOH 0.2 M, pH 11.25, 7.5 mL de
reactivo QB, que es una solucién de acido bicinconinico al 4 % (m/v) a pH 8.5, y 0.31 mL de reactivo QC, que
consiste en solucion de sulfato de cobre (Il) pentahidratado 4 % (m/v), se mezclaron hasta obtener un color
verde claro.
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Posteriormente se preparo el estandar de la proteina de albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion
de 0.5 a 30 yg mL'. Para ello, se tomé 30 pL de BSA 1 ug mL"y se llevo a 1 mL con H,0. Una vez que se
encontraban listos los reactivos, se prosiguio a diluir 50 veces cada una de las muestras para continuar con
el llenado de la microplaca, esta prueba se realizé por duplicado y por cada pocillo se anadi6 lo siguiente:

e Blanco: 150 pL de agua + 150 pL de reactivo BCA.

e Curva de calibracion: 150 uL de estandar de proteina BSA (0.5, 5, 10, 20, 30 yg mL™") + 150 pL de
reactivo BCA.

e  Muestras: 50 pL muestra diluida + 100uL de agua + 150 de reactivo BCA.

Finalmente, se incubd la placa durante 1h a 37 °C y finalmente se analizdé en UV-Vis a una longitud de onda
de 562 nm en el espectrofotdmetro Multiskan Sky (Thermo Scientific™).

Determinacion de acidos nucleicos (purinas)

Para la determinacion del contenido de purinas se utilizé un método espectrofotométrico. Este método se
basa en la ecuacién de Lambert-Beer y utiliza el hecho de que las bases nitrogenadas en los nucleétidos
tienen un maximo de absorcién de aproximadamente 260 nm. Dado que el coeficiente de extincion promedio
para el ADN de doble cadena es 0.020 ug mL™' cm-'. Esto significa que 1.0 Abs a 260 nm corresponde a una
concentracion de 50 ug mL™' para ADN de doble cadena. Por lo tanto, la cantidad de ADN se puede calcular
utilizando la formula: Concentracién de ADN (ug mL") = Abs260 x 50 ug mL-'. Para esta determinacion, se
utilizé el extracto libre de células preparado y descrito anteriormente en el subapartado de Determinacién de
proteinas. En general en protocolo consistié en que cada uno de los espacios correspondientes a un pocillo
de la microplaca (Thermo Scientific uDrop Plate) se colocaron 2 pyL de cada muestra y/o como blanco (que
consistio en NH4OH 0.1 N) y se procedio6 la adquisicion del espectro en un rango de 230 a 300 nm vy las
absorbancias de 230, 260, 280 y 320 nm. Debido a la trayectoria de la luz éptica de la uDrop Plate (0.5 mm),
se debe tener en cuenta un factor de multiplicacion de 20 en los calculos de concentracion, por lo que la
concentracion de ADN (ug/mL") = Abs260 x 50 pgmL™" x (10 mm/0.5 mm) = Abs260 x 50 x 20.

Resultados y discusion

En comparacién con las preparaciones de oligoelementos que se sintetizan mediante un método quimico, los
microelementos de la levadura presentan actividades biolégicas mas altas y se pueden absorber facilmente
en el cuerpo. La seleccién y concentracion de sales inorganicas de oligoelementos, la cantidad de inoculo
inicial, el medio de cultivo y tipo de cepa posiblemente impacte en el enriquecimiento de las levaduras. Por
ejemplo, el cromo trivalente muestra una toxicidad bastante baja en varios estados de valencia del cromo,
por ello, la seleccion de sales de Cr (Ill). como sustrato para enriquecimiento podria reducir ella carga de
desintoxicacion de S. cerevisiae y tener un menor efecto en el estado fisioldgico de las levaduras.

La finalidad de este trabajo es evaluar el efecto del medio de cultivo y del Cr (lll) en el crecimiento e
incorporacion de Cr a la biomasa en diferentes cepas de levaduras. Para ello, se utilizaron dos medios de
cultivos: medio minimo YNB y rico YPG con 25 y 250 mg L' de Cr (llI), respectivamente. Asi como dos cepas
de Saccharomyces, la levadura panadera S. cerevisiae y la cepa probiodtica S. boulardii. Por lo tanto, se
obtuvieron 8 condiciones experimentales, como se representa en el esquema 1. Cabe sefialar que cada
condicion se realizé por triplicado (replicas biologicas).

En la figura 1, se presentan los resultados de crecimiento obtenidos por densidad éptica a 600 nm después
de 24 h de cultivo. En medio YPG, para S. cerevisiae no se observé diferencia en el crecimiento en presencia
de 250 mg L' de Cr (lll), con respecto al control, mientras que para S. boulardii hay una disminucion a de
aproximadamente del 30 % crecimiento en el medio con Cr con respecto al control. Por otra parte, la presencia
de 25 mg L' de Cr (Ill) en el medio YNB, provoca una disminucion en el crecimiento entre un 20 y 50 %, para
S. cerevisiae y S. boulardii, respectivamente. Cabe sefalar que en todos los casos hubo crecimiento, ya que
se partio de una densidad optica inicial de aproximadamente 0.1.
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Figura 1. Comparacion del crecimiento de las levaduras obtenido por densidad dptica a 600 nm. Los datos se obtuvieron después de 24 h de cultivo
en medio YPG sin (control) enriquecido con 250 mg L de Cr (Ill) y medio YNB sin (control) enriquecido 25 mg L't de Cr (Ill) para S. cerevisiae (S. ¢) y
S. boulardii (S. b)

En la figura 2, se muestran los valores de la biomasa total obtenida por peso seco después de 24 h de cultivo.
De la misma manera que en los datos presentados de crecimiento por D.O a 600 nm, se realizé un
comparativo, correspondiente a cada control y muestras enriquecidas con Cr (lll) y cultivadas en medio YPG
y YNB de cada cepa, observandose tendencias similares a los estos resultados obtenidos. Para S. cerevisiae
en el medio YPG se presentd un ligero aumento en la cantidad de biomasa (276 + 47 mg) en presencia de
250 mg L' Cr (lll) en comparacién con la muestra control (231 + 32 mg). Mientras que para S. boulardii, se
observé una disminucion en la biomasa (205 + 7 mg) en presencia de Cr (lll) en comparacién con su control
(246 + 30 mg). Por otra parte, la biomasa obtenida en el medio YNB fue menor que la recuperada en medio
YPG para ambas cepas. Asi mismo, la adicién de 25 mg L-* Cr (Ill) al medio YNB, provoca una disminucion
de biomasa para ambas cepas. Siendo un efecto mas marcado en S. boulardii con una disminuciéon de
aproximadamente del 40 % de biomasa para la muestra con Cr (lll) (114.6 £ 20 mg) con respecto al control
(193 £ 4 mg). Mientras que en S. cerevisiae, la disminucion de biomasa va de 160 + 33 mg (control) a 119 £
16 mg en presencia de Cr, lo que provoca una disminuciéon de aproximadamente 25 %.

De acuerdo con los resultados tanto de la densidad 6ptica y peso seco (biomasa total) se puede concluir que
hubo una mayor produccion de biomasa para ambas cepas en medio YPG y el Cr (lll) no tiene efecto en el
crecimiento para S. cerevisiae en este medio. Por otra parte, la cepa de S. boulardii se ve afecta por la
presencia de Cr (lll) en tanto en medio YPG como en YNB.

350 -

300 -
= 250 -
E 200 - =
@ 150 -
5 100 -
@ 50 -

0
YPG YNB
HS.c.Control [S.c.Cr(lll) mS.b.Control [IS.b.Cr(lll)

Figura 2. Comparacion del crecimiento obtenido por peso seco de la biomasa total de las levaduras. Las muestras de biomasa fueron
obtenidas después de 24 h de cultivo en medio YPG sin Cr (control) y enriquecidas con 250 mg L de Cr (lll) y en medio YNB sin Cr (control)
y enriquecidas con 25 mg L' de Cr (lll) para S. cerevisiae (S. ¢) y S. boulardii (S. b). Las muestras fueron congeladas y posteriormente
liofilizadas
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Incorporacion de cromo total en la biomasa de levadura

Actualmente, la levadura enriquecida con cromo se produce principalmente fermentando las levaduras en
presencia de cloruro de cromo (additives & Food, 2012). En la figura 3, se presentan los datos de la
incorporacion de cromo total en la biomasa de las levaduras analizado en MP-AES. Para S. cerevisiae, se
observo una mayor incorporacion de cromo en medio YNB con 391 + 34 ug Cr g! de biomasa, mientras que
el medio YPG presentd 272 + 76 ug Cr g™ de biomasa. En la cepa de S. boulardii, se obtuvo la mayor cantidad
de Cr incorporado a la biomasa en cultivos del medio YPG (447 + 104 pg Cr g' de biomasa) observandose
una disminucion del Cr total incorporado cuando se cultivo en el medio YNB (351 + 30 ug Cr g-! de biomasa).
Cabe seiialar que el medio rico YPG, se emple6 mayor cantidad de Cr (Ill) inicial (250 mg mL™") con respecto
al medio minimo YNB la concentracién Cr (Ill) fue de 25 mg mL™". Es decir, en el medio YPG se utilizé 10
veces mas cantidad de Cr y la incorporacion de este en ambos casos es similar. Estos resultados concuerdan
con lo reportado en la literatura, donde la composicién quimica compleja tiende a disminuir la biodisponibilidad
de Cr (lll) (DWLp, Stupar, Bayer, & Raspor, 1999).

600 -
o 500 -
©
S 400 - I
w 300 - [
&
< 200 -
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100 -

0 — —
YPG YNB

HS.c. Control  S.c.Cr(lll) mS.b.Control [S.b. Cr(lll)

Figura 3. Determinacion de la incorporacion de cromo total a la biomasa obtenida del andlisis por MP-AES después de la digestion acida con
HNO:s. La biomasa se obtuvo después de 24 h de cultivo en medio YPG sin Cr (control) y enriquecidos con 250 mg L-1 de Cr (Ill) y medio YNB sin Cr
(control) y enriquecidos con 25 mg L-1 de Cr (lll) para S. cerevisiae (S .c) y S. boulardii (S. b).

Determinacion de proteinas

La levadura S. cerevisiae es una fuente rica en proteinas y el contenido proteico de su biomasa puede llegar
al 54% y se caracteriza por contener ocho aminoacidos esenciales, por lo que se espera que sea una
importante fuente de proteinas en el futuro (Jack et al, 2022). Debido a su gran contenido de proteinas, estas
pueden unir diferentes oligoelementos o bien altas concentraciones de estos pueden causar toxicidad y llegar
a influir en la concentraciéon de las proteinas y otros metabolitos celulares. Existen varios estudios que
sugieren que la forma “activa” de cromo en la levadura es el factor de tolerancia a la glucosa (GTF, por sus
siglas en ingles), que se forma por la coordinacién de iones de cromo trivalente con aminoacidos (Vincent,
2000). Esta fraccion se obtiene mediante extracciéon NHsOH vy diferentes pasos de purificacion (Liu, Lv, &
Uluko, 2013). En nuestro caso en particular, se genero un extracto libre de células mediante lisis con NHsOH
al 0.1 N. Para determinar el efecto del cromo en el contenido de proteina de la fraccion soluble (extracto libre
de células) en las 8 condiciones de cultivo (esquema 1) se llevd a cabo la determinacion de proteina total por
dos métodos: el método de Bradford y un método mas sensible el BCA.

Método de Bradford

En la figura 4 se presentan los datos de la determinacién de proteina por el método de Bradford. En esta
figura se puede observar que para S. cerevisiae la presencia del Cr (ll) en los medio de cultivo no causa un

pag 7



I).

XXVil 2

[/

VOLUMEN 21
XXVIIl Verano De la Ciencia

ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

cambio en la cantidad de proteinas: en medio YPG se obtuvo 4.7 + 0.6 y 5.0 + 0.3 mg de proteina/100 mg de
biomasa, sin y con Cr (lll), respectivamente; y para los cultivos en medio YNB, se obtuvo valores de 3.6 + 0.4
y4.2+0.7 mg de proteina/100 mg de biomasa, sin y con Cr (lll), respectivamente EI mismo efecto se observo
en S. boulardii en medio YPG con 3.2+ 0.2 y 3.3 £ 0.2 mg de proteina/100 mg de biomasa, sin y con Cr (lll),
respectivamente. Asi mismo, se observé una menor cantidad de proteinas en la cepa de S. boulardii con
respecto a la de S. cerevisiae en medio YPG. Por otra parte, hay un incremento en las concentraciones de
proteinas en medio YNB en la cepa de S. boulardii, pero la con la presencia del Cr (Ill) en el medio de cultivo,
causa una disminucion en la cantidad de proteina (7.2 £ 1.4 a 5.5 + 1.0 mg /100 mg de biomasa, sin y con Cr
(1), respectivamente).

Método Bradford
10 -

biomasa
H

proteina, mg/100 mg de

YPG YNB
mS.c.Control [S.c.Cr(lll) mS.b.Control [1S.b.Cr(lll)

Figura 4. Determinacion de proteinas obtenida por el método de Bradford. El extracto libre de células se obtuvo de la hidrolisis con NH4OH de 20
mg de biomasa obtenida después de 24 h de cultivo en medio YPG sin Cr (control) y enriquecidos con 250 mg L™t de Cr (Ill) y medio YNB sin Cr
(control) y enriquecidos con 25 mg L™* de Cr (lll) para S. cerevisiae (S .c) y S. boulardii (S. b). La concentracién se expresa en mg de proteina por cada
100 mg de biomasa.

Método de BCA

En la figura 5, se muestran los resultados de la determinacién de proteinas por el método de BCA (ensayo
del acido bicinconinico). La levadura S. cerevisiae presenté igual cantidad de proteinas en el medio YPG
control y el medio con la incorporacion de Cr (lll), con valores entre un rango de 9.4 -9.8 mg de proteina/100
mg de biomasa. En el medio minimo, se observo la misma tendencia que en medio rico con un ligero aumento
de proteinas de 9.9 a 10.2 mg de proteina/100 mg de biomasa, entre el medio YNB control y el medio con Cr
(). Curiosamente, en medio YNB la cepa de S. boulardii, presenté concentraciones similares a los obtenidos
por S. cerevisiae en el mismo medio (9.6 a 11.1 mg/100 mg de biomasa). De la misma manera que en el
método de Bradford, en la cepa de S. boulardii se obtuvo una disminucion produccién de proteinas en medio
YNB en presencia de Cr (Ill) presentando 7.8 mg de proteina/100 mg, en comparacion al medio control (14.8
mg/100 mg de biomasa).

De acuerdo con los resultados de estos experimentos podemos concluir que la mayor cantidad de proteina
se obtiene en medio minimo YNB por la cepa de S. boulardii, sin embargo, también es esta la tnica condicion
los niveles de proteinas se ven afectados por la presencia del Cr.

pag 8



ll‘

XVIl e

[/

VOLUMEN 21
XXVIIl Verano De la Ciencia

ISSN 2395-9797
www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

3 20 - Método BCA
00
£
§ i 15 -
W £
€ 6 10 -
< o
£
g 5
2
>
0
YPG YNB
W S.c.Control OS.c.Cr(lll) mS.b.Control OS.b.Cr(lll)

Figura 5. Determinacion de proteinas por el método de BCA. El extracto libre de células se obtuvo de la hidrolisis con NH4OH de 20 mg de biomasa
obtenida después de 24 h de cultivo en medio YPG sin Cr (control) y enriquecidos con 250 mg L! de Cr (Ill) y medio YNB sin Cr (control) y
enriquecidos con 25 mg L' de Cr (lll) para S. cerevisiae (S. ¢) y S. boulardii (S. b). La concentracion se expresa en mg de proteina por cada 100 mg de
biomasa.

Determinacion de Cr total en la fraccion citosélica y pastilla después hidrolisis con NH4OH

Como se menciond anteriormente, la forma mas facilmente asimilable de Cr es el llamado Cr “organico” el
cual se encuentra unido a aminoacidos, proteinas o algin metabolito (Liu et al., 2013). Por ello, se realizé el
siguiente estudio con la finalidad de determinar en qué fraccion de la biomasa se encuentra mayor
concentracién de Cr, analizando la pastilla y la fraccion soluble o citosdlica. Para ello, después de la hidrolisis
con NH4OH y calentamiento por 1 h a 60 °C, se llevé a cabo una centrifugacion a 20,000 x g por 10 min para
separar la fraccion citosélica (fraccion proteica y con metabolitos) y de membranas y paredes celulares
(pastilla). El sobrenadante fue secado en un SpeeVac y la pastilla fue liofilizada. A ambas muestra se llevé a
cabo la digestion con HNO3, se analizo el contenido de Cr por medio de MP-AES.

En la figura 6 se presentan los datos obtenidos del fraccionamiento celular. En donde se puede observar que
en S. cerevisiae cultivada en medio YPG la fraccion de la pastilla contiene 81 ug Cr/g biomasa y la mayor
cantidad de cromo se encuentra en la fraccién citosodlica con 108 pg Cr/g biomasa, la suma de ambas
fracciones presenta un porcentaje de recuperacion del 67.2 % con respecto al total de cromo inicial (272 pg
Cr/g biomasa). Para el medio YNB se tiene la misma tendencia que en medio rico, con menor concentracion
de cromo en la pastilla con 131 ng Cr/g biomasa, teniendo una mayor cantidad de cromo en la fraccion
citosolica con 168 pg Cr/g biomasa, la suma de ambas fracciones presenta un porcentaje de recuperacion
total del 71.1 % respecto al cromo total (391 png Cr/g biomasa).

En la cepa de S. boulardii, se puede observar en medio YPG, un aumento en la concentracion de Cr en la
pastilla con un valor de 278 ng Cr/g biomasa, en comparacion con la fraccion citosélica de 178.9 pg Cr/g
biomasa; la suma de ambas fracciones presenta un porcentaje de recuperacion de cromo entre de 107.2 %.
Para el medio YNB se obtuvo menor concentraciéon de Cr en la pastilla con 79.3 ug Cr/g biomasa, y mayor
concentracion en la fraccion citosolica de 145.9 ug Cr/g biomasa, recuperando 64 % de Cr de la suma ambas
fracciones, respecto al Cr total inicial (345 ng Cr/g biomasa).

De acuerdo con nuestros resultados del Cr total y fraccionamiento, el medio YNB podria utilizarse
preferentemente para la produccion de células enriquecidas con Cr (lll), ya que al tener mayor concentracion
en la fraccion citosélica siendo la mas biodisponible y menor concentracion de Cr inicial en el medio de cultivo.
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Figura 6. Cr total determinado por MP-AES en la pastilla y la fraccion citosélica y su comparacion con el Cr total incorporado en la biomasa de las
levaduras. La biomasa fue obtenida después de 24 h de cultivo en medio YPG enriquecido con 250 mg L de Cr (lll) y medio YNB enriquecido con 25
mg L de Cr (Ill) para S. cerevisiae (figura de la izquierda) y S. boulardii (figura de la derecha).

Determinacion de acidos nucleicos (AN)

Es importante evaluar la cantidad de acidos nucleicos en los alimentos que consumimos debido a que altas
concentraciones de purinas pueden actuar directamente sobre el metabolismo del acido urico. La ingesta
humana de mas de 2 g de AN/dia puede aumentar los niveles de acido urico en sangre, lo que puede
desencadenar hiperuricemia y aumentar el riesgo de calculos renales o gota. Existen cuantiosos alimentos
que pueden aumentar la concentracién de purinas, entre ellos se encuentran el higado, las sardinas o las
levaduras, etc. Por otra parte, se ha descrito la interaccién sinérgica de 5'-nucleétidos con aminoacidos
(especialmente acido glutamico) y péptidos en el extracto de levadura conduce a una mejora del sabor por lo
puede ser una interesante materia prima de acidos nucleicos.

Durante la extraccion de proteinas de levadura, algunas impurezas de AN se disuelven en la solucién de
proteinas, lo que puede limitar la aplicacién de proteinas de levadura en la nutricion humana (Ansari et al.,
2023). El limite superior permitido es 2 % AN sobre la base de peso seco (p/p) en condiciones de ingesta de
proteinas de levadura solas (Bratosin et al., 2021). Sin embargo, comunmente la concentracién de AN en la
biomasa de levadura es entre 5 - 8 %, superando los niveles recomendados (Tao et al., 2023).

En la figura 6, se presentan los resultados de la determinacion de acidos nucleicos por cada 100 mg de
biomasa en extractos libres de células. Las concentraciones mas altas se observan en medio YPG para S.
cerevisiae independientemente de la presencia del Cr (14.4 -14.7 mg de &cido nucleico por cada 100 mg de
biomasa). Curiosamente, los valores mas bajos se presentaron también en S. cerevisiae, pero en medio YNB
(de 5.8 — 6.0 mg de acido nucleico por cada 100 mg de biomasa). Por otra parte, en S. boulardii, la presencia
de 250 mg L' Cr (lll) en el medio de YPG provoca un aumento en los niveles de acidos nucleicos (de 8.7 a
11.3 mg de acido nucleico por cada 100 mg de biomasa) con respecto al control. Mientras que en medio YNB
25 mg L' de Cr (lll) provoca una disminucién en las concentraciones (13.4 a 11.6 mg de acido nucleico por
cada 100 mg de biomasa).

En conclusion, podemos observar que los valores detectados de AN en todas las muestras superan los
niveles recomendados (2 % AN), lo sugiere que se deben tomar algunas medidas para reducir el contenido
de AN en las proteinas de levadura para garantizar la seguridad de la ingesta de proteinas. Actualmente, los
métodos mas utilizados para reducir el contenido de NA incluyen la hidrélisis alcalina, la precipitacién acida y
el choque térmico (60-90 °C) (Jaeger, Arendt, Zannini y Sahin, 2020). Ademas, la eliminacion de AN mas
simple y eficiente es la activacion de nucleasas enddgenas al prolongar el tiempo de incubacion de la levadura
hasta la dltima etapa de la fase estacionaria
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Figura 7. Concentracioén de dcidos nucleicos determinado espectrofotométricamente a 260 nm. El extracto libre de células se obtuvo de la hidrolisis
con NH40OH de 20 mg biomasa obtenida después de 24 h de cultivo en medio YPG sin Cr (control) y enriquecidas con 250 mg L-1 de Cr (Ill) y medio
YNB sin Cr (control) y enriquecidas 25 mg L-1 de Cr (lll) para S. cerevisiae (S. ¢) y S. boulardii (S. b). La concentracion se expresa en mg de dcidos
nucleicos por cada 100 mg de biomasa.

Conclusiones

En el presente trabajo se llevé a cabo la obtencion y caracterizacion de levaduras enriquecidas con un
oligoelemento metdlico, el Cr (lll). La caracterizacion consistié en la evaluacion del efecto del Cr en dos
diferentes medios de cultivo (YPG y YNB) y dos diferentes cepas (S. cerevisiae y S. boulardii). Para ambas
cepas la mayor produccion de biomasa se obtuvo en el medio rico YPG y se observé que el Cr (Ill) no tiene
efecto significativo en el crecimiento para S. cerevisiae en este medio. Por otra parte, la cepa de S. boulardii
se ve afecta por la presencia de Cr (lll) en tanto en medio YPG como en YNB.

En cuanto a el enriquecimiento de Cr en las levaduras después de 24 h de incubacion, se observé que S.
cerevisiae capta entre 272 + 76 y 391 + 34 ug Cr g-! de biomasa en medio YPG y YNB, respectivamente y S.
boulardii capta entre 351 + 30 y 447 + 104 png Cr g! de biomasa en los medio YPG y YNB, respectivamente.
Cabe sefalar que las deviaciones estandares (n=3 réplicas bioldgicas) de cada condicién se traslapan. Por
lo que no se puede definir una mejor condicion de incorporacién. Sin embargo, es importante sefialar que en
el medio YPG se utilizé 10 veces mas cantidad de Cr (lll) y la incorporaciéon de este ion a la biomasa en
ambos casos fue similar. Por lo que se concluye que el mejor medio para enriquecer las levaduras es medio
YNB para ambas cepas de levadura.

Como parte de la caracterizacion también se evalu6 el contenido proteico de un extracto libre de células bajo
las condiciones de cultivo ya antes mencionadas (esquema 1). No se observé una diferencia significativa en
el contenido de proteinas en medio YPG independiente de la cepa y la presencia o ausencia de Cr (lll). Por
otra parte, cuando se cultivo la cepa de S. boulardii en medio YNB, se observé un aumento del 50 % en el
contenido de proteina con respecto al medio YPG y a la cepa de S. cerevisiae, sin embargo, la presencia de
Cr (Ill) provoca una disminucion del 47 % en la concentracion de proteinas con respecto a su control.

Adicionalmente se realizd un estudio para determinar en qué fraccién de la biomasa se encontraron las
mayores concentraciones de Cr, se analizaron las fracciones que contenia las membranas y paredes
celulares (pastilla) y citosoélica. En general, se puede observar que el Cr se distribuye entre las dos fracciones.
Sin embargo, en medio YNB, hay un ligero aumento en la fraccion citosélica, para ambas cepas. Mientras
que en medio YPG, mayor concentracion de Cr se encuentra en la pastilla en la cepa de S. boulardii.

Finalmente, los valores mas bajos de acidos nucleicos se reportaron en S. cerevisiae en medio YNB
(aproximadamente 5 mg de acido nucleico por cada 100 mg de biomasa).

Tomando en cuenta todos los resultados (incorporacion de Cr a biomasa y distribucion en fraccion citosdlica,
contenido de proteinas y acidos nucleicos), se sugiere los cultivos en medio minimo YNB enriquecidos con
25 mg L' de Cr (Ill) de la levadura panadera de S. cerevisiae es buena opcion para llevar el enriquecimiento
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de levaduras, a pesar del hecho que en estas condiciones se observé una disminucion en la biomasa obtenida
con respecto a las otras condiciones experimentales, se obtuvieron buenos valores en cuanto a la
incorporacion de Cr (391 + 34 mg Cr g*' de biomasa) y el contenido de Cr en la fraccion citosolica (168 + 35
mg Cr g de biomasa). Adicionalmente, la presencia del Cr en el medio de cultivo no tiene efecto en los
niveles de proteinas. Ademas de ser la condicién con menor contenido de acidos nucleicos.
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