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1. Introducciéon

El selenio es un oligoelemento esencial para los seres
vivos con importantes funciones bioldgicas y
bioquimicas. La toxicidad de este metaloide depende
tanto de su concentracién como de la forma quimica
en la que se encuentre [1].

El interés por las nanoparticulas de selenio (SeNPs) se
debe fundamentalmente a su capacidad antioxidante y
a su actividad antitumoral y anticarcinogénica [2]. En
lo que respecta a su toxicidad, las SeNPs han
demostrado tener una menor citotoxicidad que el
resto de las especies, tanto de naturaleza organica
(selenoaminoacidos) como inorganica (selenito,
seleniato), de este metaloide [3]. Actualmente, estas
nanoparticulas se estdn utilizando en diferentes
sectores como la biomedicina y la industria
agroalimentaria [4]. A pesar de su utilizacién, y como
ocurre con otras nanoparticulas de
metales/metaloides, poco se sabe de su interaccién
con sistemas biologicos y medioambientales (plantas,
microorganismos, etc) y las transformaciones que
estas pueden ocasionar. En el caso de las SeNPs, estas
se pueden transformar a especies organicas de selenio
de naturaleza volatil y no volatil. Por otro lado, cuando
ciertos microorganismos, como las bacterias, se ponen
en contacto con concentraciones elevadas de selenio
inorganico, generalmente selenito, activan un
mecanismo de detoxificacién por el que reducen el
selenito a selenio elemental en forma de
nanoparticulas. De esta manera, dicho mecanismo da
lugar a un método de sintesis de SeNPs conocido como
sintesis biogénica [5].

Desde el punto de vista analitico es necesario
determinar las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas, independientemente de cual sea su via
de sintesis. La caracterizacion en términos de tamailo,
morfologia, estado de agregacidon y/o concentracion
en numero de particulas, se puede realizar con una
elevada cantidad de técnicas entre las que caben
destacar técnicas de microscopia electrénica de
transmision (TEM) e ICP-MS en su modo de detecciéon
de particulas individuales (spICP-MS) [6]. Asimismo,
cuando las SeNPs se exponen a diferentes organismos
vivos, como plantas y bacterias, estas se pueden
transformar a especies organicas de selenio de
naturaleza volatil y no volatil. Para la determinacién

de dichas especies se recurre a técnicas
cromatograficas (HPLC y GC) acopladas a
diferentes  detectores  basados en la
espectrometria de masas (ICP-MS y MS/MS) [7].
Por lo expuesto anteriormente, en el presente
trabajo se plantearon los siguientes objetivos. En
primer lugar, evaluar las transformaciones
metabdlicas de las SeNPs, sintetizadas en el
laboratorio y estabilizadas con quitosano, a
especies organicas de selenio tanto de naturaleza
volatil como no volatil después de su exposicién
a las especies de plantas Raphanus sativus y
Brassica juncea, y las especies bacterianas
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Y, en
segundo lugar, llevar a cabo la caracterizaciéon de
las SeNPs sintetizadas de manera biogénica por
las especies bacterianas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus expuestas a elevadas
concentraciones de selenio.
2. Estudio de especies organicas de selenio de
naturaleza volatil y no volatil
2.1. Especies de plantas: Raphanus sativus y
Brassica juncea

En lo que respecta al primer objetivo, las SeNPs
se sintetizaron en el laboratorio en base a una
reaccion redox, utilizando selenito como
precursor, acido ascdrbico como reductor, y
quitosano como agente estabilizante [8].
Una vez sintetizadas, las SeNPs se caracterizaron
por TEM y dispersion dinamica de luz (DLS) tanto
en el medio de sintesis como en el medio de
crecimiento Luria Bertani, empleado para el
cultivo bacteriano, y en el medio de cultivo
hidropdnico, constituido por solucién Hoagland y
perlita utilizados como nutriente y sustrato, para
el crecimiento de las plantas. En las micrografias
obtenidas por TEM (Figura 1) se observaron
SeNPs esféricas, monodispersas y con un tamafio
del orden de los 50 nm en todos los medios en los
que se llevé a cabo su caracterizacion.
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Figura 1. Micrografias obtenidas por TEM para la caracterizacion
de SeNPs en (a) medio de sintesis, (b) medio hidropdnico y (c)
medio Luria Bertani. Dentro de cada micrografia aparece el
tamafio medio de las SeNPs.

Sin embargo, los analisis por DLS solo permitieron una
correcta caracterizacién de dichas nanoparticulas en
el medio de sintesis y en el medio de cultivo
hidropénico, dado que la complejidad del medio Luria
Bertani interfirié en las medidas de dispersion de luz.
De hecho, estas medidas mostraron que las SeNPs
eran estables en los dos primeros medios al presentar
un valor de potencial zeta de (-38 + 1) mV, y con un
tamafio hidrodindmico de (191 * 6) nm (Figura 2a). En
la Figura 2b se puede apreciar como el medio de
cultivo bacteriano interfiri6 en las medidas
impidiendo la correcta caracterizacion de las
nanoparticulas.
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Figufa 2. Andlisis por DLS de las SeNPs en (a) medio de sintesis y
medio de cultivo hidropénico y (b) medio de cultivo Luria Bertani.

Para evaluar las transformaciones metabdlicas de las
SeNPs tras su exposicién a las especies Raphanus
sativus y Brassica juncea, estas especies de plantas se
germinaron primero entre 3 y 5 dias. A continuacidn,
se crecieron en el medio hidropdnico durante unas 4-
5 semanas. Y finalmente, mientras un grupo de estas
especies de plantas se continué creciendo durante 10
dias en contacto con la disoluciéon Hoagland (grupo
control), otro grupo se cultivé en paralelo con 5 mg L-
1 Se en forma de nanoparticulas. En este punto y para

estudiar la formacion de especies volatiles de
selenio por parte de Raphanus sativus y Brassica
juncea, ambas plantas fueron cubiertas por una
caja de metacrilato con tres pasamuros en la
parte superior, que permiten introducir las fibras
de microextraccién en fase sélida (SPME) a su
través (Figura 3).

Figura 3. Sistema de extraccion de las especies organicas de
naturaleza volatil de selenio.

Para llevar a cabo la extraccion y cuantificacion
de las especies volatiles formadas se sigui6 el
procedimiento optimizado por Moreno-Martin et
al, [9]. Brevemente, las fibras de
Carboxen/Polidimetilsiloxano se expusieron
durante 26 min al espacio de cabeza de la caja de
metacrilato para la extraccion de las especies
volatiles liberadas por las plantas. A
continuacion, sobre esa misma fibra, y en un vial
diferente, se llevd a cabo la extraccion del patrén
interno durante otros 26 min. El patrén interno
seleccionado fue dimetilsulfuro deuterado en los
seis atomos de hidrogeno, al tener propiedades
fisicoquimicas similares al dimetilselenio
(DMSe), una de las especies objeto de estudio. Por
ultimo, los compuestos se desorbieron en el
puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases
acoplado a un espectrémetro de masas.

Los resultados de estos estudios mostraron que
las SeNPs en contacto tanto Raphanus sativus
como Brassica juncea eran transformadas a
especies organicas de naturaleza volatil de
selenio DMSe y dimetildiselenio (DMDSe).
Aunque la primera de las especies se pudo
cuantificar tras las primeras 24 h de contacto, en
el caso de la segunda fueron necesarias 48 h de
exposicion para poder llevar a cabo su
identificacion y cuantificacion. Asimismo, se
observd que la formacion de DMSe fue
dependiente de la especie de planta al obtenerse
cantidades significativamente superiores por la
especie Raphanus sativus (Figura 4).
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Figura 4. Cuantificaciéon de las especies DMSe y DMDSe
producidas por (a) Raphanus sativus y (b) Brassica juncea tras su
crecimiento en presencia de SeNPs.

Para evaluar la formaciéon de especies organicas de
selenio de naturaleza no volatil por parte de ambas
especies de plantas se sigui6 el procedimiento descrito
por Moreno-Martin et al [10]. Brevemente, las plantas
se separaron primero en raiz y parte aérea. A
continuacion, sobre cada una de esas partes se llevd a
cabo un proceso de extraccion enzimatica con
Proteasa XIV, seguido de un analisis del extracto por
HPLC-ICP-MS. En cuanto al andlisis cromatografico,
para identificar las especies de selenio formadas se
utilizaron dos mecanismos de separacién
cromatografica: uno basado en la cromatografia de
intercambio ani6nico utilizando la columna PRP-
X100, y otro en la cromatografia de fase inversa a
través de la columna EVO C18.

Los resultados obtenidos por ambos mecanismos de
separacién mostraron que, en ambas plantas, y tanto
en la raiz como en la parte aérea, se encontraron
mayoritariamente las especies de selenio no volatiles
selenometionina (SeMet) y selenometilselenocisteina
(SeMeSeCys). En la Figura 5 se observan los
cromatogramas para la especie Raphanus satuvis por
ambos mecanismos de separacidén, siendo estos
resultados analogos a los obtenidos para Brassica
juncea. En la figura 5b se observan picos
cromatograficos de especies de selenio que no se
pudieron identificar debido a la falta de patrones
comerciales para todas las especies de este elemento.
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Figura 5. Analisis por HPLC-ICP-MS y cuantificacion de las
especies de selenio obtenidas en el extracto enzimatico de la
raiz de Raphanus sativus tras su andlisis por (a)
cromatografia de intercambio ani6nico y (b) cromatografia

de fase inversa. Las interrogaciones indican especies de
selenio que no se pudieron identificar.

Para confirmar la formacion de SeMet y
SeMeSeCys, e intentar identificar alguna de las
especies desconocidas obtenidas por HPLC-ICP-
MS, el extracto se analiz6 por la técnica HPLC-ESI-
MS/MS, debido a su compatibilidad con la fase
movil de la columna EVO C18 (0,1% Aacido
formico y 0,5% metanol a pH 3,2). Los resultados
de este andlisis, mostrados en la Figura 6,
confirmaron la formacion de SeMet y SeMeSeCys
en la raiz y en la parte aérea de ambas plantas.
Asimismo, se consigui6 identificar uno de los
picos desconocidos como la selenometionina
oxidada, cuya formacidon se debe a la oxidacion de
la SeMet durante el proceso de extraccion
enzimatica, y otro de los picos desconocidos se
identific6 con la especie y-glutamil-Se-
metilselenocisteina, especie de selenio no
proteogénica que permite a las plantas
desarrollarse en presencia de elevadas
concentraciones de selenio sin exhibir sintomas
de toxicidad [10].
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Figura 6. Andlisis del extracto enzimatico por HPLC-ESI-MS/HMS
para la confirmacién e identificacién de las especies (a) SeMetO,
(b) SeMet, (c) SeMeSeCys y (d) y-glutamil-Se-metilselenocisteina.
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2.2. Especies bacterianas: Escherichia coli y
Staphylococcus aureus

La formacion de especies organicas de selenio de
naturaleza volatil por parte de las especies
bacterianas Escherichia coliy Staphylococcus aureus se
evalu6 siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente para las plantas, pero con ligeras
modificaciones [11]. Brevemente, lo que diferencia
ambos procedimientos es la temperatura de
extraccion, que en este caso se fijo a 37°C por ser la
temperatura Optima de crecimiento de ambas
especies bacterianas. Ademds, en este estudio se
compararon las especies de selenio producidas
cuando las bacterias se cultivaron en presenciade 1y
2 mg L1 Se en forma de selenito y de nanoparticulas.
La extraccién de la fraccién volatil utilizando las fibras
de SPME se realizé6 de acuerdo con el sistema
mostrado en la Figura 7.

| 5 - -4
Figura 7. Sistema de extraccion de las especies organicas de
naturaleza volatil de selenio y de selenio- azufre.

El analisis de la fraccién volatil tras aplicar el
procedimiento descrito por Moreno-Martin et al
[11] mostré que tanto Escherichia coli como
Staphylococcus aureus produjeron las especies
volatiles DMDSe y DMSe. La Figura 7 recoge como
la formacién de DMDSe por parte de Escherichia
coli resulté ser independiente tanto de la
concentracion de selenio como de la forma
quimica en la que este elemento se habia afiadido
al medio de cultivo. Mientras que en el caso de
Staphylococcus aureus, la formaciéon de esta
especie fue dependiente de dichos factores. Por
otro lado, aunque la especie DMSe no se pudo
cuantificar a las 24 h que duré el estudio, si se
pudo llevar a cabo su identificacién en ambas
especies bacterianas, con independencia de la
forma quimica de selenio presente en el medio de
cultivo.
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Figura 7. Cuantificacion de la especie DMDSe porducida por
Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus tras su crecimiento
en presencia de SeNPs y selenito.

Como es sabido la presencia conjunta de selenio
y azufre puede dar lugar a la formacién de
compuestos mixtos de ambos elementos [12]. La
busqueda de este tipo de especies en la fraccion
volatil a través de la libreria NIST 2011 permitio
identificar la especie sulfuro de dimetilselenio
(DMSeS). Aunque esta especie ya habia sido
encontrada en bacterias cultivadas en presencia
de selenito, este estudio demostré por primera
vez su formacion a partir de SeNPs.

En cuanto a la formacién de especies organicas de
selenio de naturaleza no volatil por parte de
Escherichia coli'y Staphylococcus aureus se aplico
un procedimiento similar al descrito para las
plantas. Sin embargo, en el caso de las bacterias
es necesario realizar una ruptura previa de la
pared celular bacteriana antes del proceso de
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extraccion enzimatica. La ruptura de dicha pared se
realiz6 utilizando dos mecanismos diferentes. Por un
lado, un mecanismo enzimatico basado en el empleo
de lisozima, y por otro, un mecanismo de ruptura
mecanica utilizando perlas de vidrio [13]. El analisis
de estos extractos por HPLC-ICP-MS mostré que,
aunque habia variaciones en el perfil cromatografico a
lo largo del tiempo para ambos tipos de bacterias, la
especie mayoritaria de selenio identificada fue la
selenocisteina (SeCys), al coincidir su tiempo de
retencion con el estandar de selenocistina (Figura 8).
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Figura 8. Especies de selenio obtenidas para (a) Escherichia coli y
(b) Staphylococcus aureus, tras analizar el extracto enzimatico,
previa ruptura de la pared celular bacteriana con Lisozima, por
HPLC-ICP-MS utilizando la columna PRP-X100.

Sin embargo, debido a la ausencia de un estdndar
comercial de SeCys, la identificacién correcta de esta
especie requiere de un proceso de
carbamidometilacién previo a la ruptura de la pared
celular bacteriana, y a la extracciéon enzimatica. Dicho
proceso consiste en la reduccién de los enlaces Se-Se;
Se-S y S-S con ditiotreitol, y 1a posterior proteccién de
dichos grupos con iodoacetamida. El andlisis de dicho
extracto carbamidometilado por HPLC-ESI-MS/MS
confirmo la formacion de la SeCys carbamidometilada
(Figura 9) y, por tanto, la formaci6n de SeCys por parte

de Escherichia coli y Staphylococcus aureus tras
ser cultivadas en presencia de selenito y SeNPs.
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Figura 9. Confirmacién de la especie SeCys

carbamidometilada tras el andlisis del extracto
carbamidometilado por HPLC-ESI-MS/MS utilizando la
columna EVO C18.

3. Sintesis biogénica y caracterizacion de
SeNPs

Con relaciéon al segundo objetivo, durante el
crecimiento de las especies bacterianas
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en
presencia de selenito se observé un cambio en la
coloraciéon del medio, que torn6é de amarillo a
rojo, tras 24 h de cultivo. Dicha coloracion, que se
intensificd con la concentracién de selenio, es un
indicativo de la formacién de SeNPs de manera
biogénica. Para comprobar la sintesis de este tipo
de nanoparticulas, los cultivos fueron analizados
por TEM. Las micrografias (Figura 10a y 10b)
mostraron nanoparticulas esféricas,
mayoritariamente monodispersas y con un
tamafio alrededor de los 200 nm, que no mostré
diferencias significativas entre ambas especies
bacterianas.

Sin embargo, para una buena caracterizacién de
las SeNPs, estas deben ser separadas
previamente del medio de cultivo. Para ello se
siguié el procedimiento descrito por Gémez-
Goémez et al [13], basado en un mecanismo de
disrupcién mecanica que consiste en el uso de
perlas de vidrio y la aplicaciéon de diferentes
ciclos con vortex, y bafio de ultrasonidos para
conseguir extraer y separar las SeNPs del cultivo
bacteriano. Una vez aisladas las nanoparticulas,
su caracterizacion se llevé a cabo por las técnicas
TEM y spICP-MS.
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por Escherichia coli y Staphylococcus aureus (a) y (b) antes del
proceso de extraccidn, y (c) y (d) después de la extraccion,
respectivamente. Cada micrografia contiene el tamafio medio las
SeNPs.

Las micrografias obtenidas por TEM (Figura 10c y
10d) no mostraron diferencias significativas en el
tamano, morfologia y estado de agregaciéon de las
SeNPs tras su extraccion. En el analisis por spICP-MS
fue necesario utilizar hidrégeno como gas de reacciéon
para poder caracterizar las SeNPs (Figura 11) en
términos de concentracién en nimero de particulas y
tamafo.
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Figura 11. Time scans y distribuciones de tamafio
correspondientes al andlisis de las SeNPs biogénicas sintetizadas
por (a) y (c)Staphylococcus aureusy, (b) y (d) Escherichia coli.

En este sentido y monitorizando el is6topo 80Se, se
determind la concentracion en nimero de SeNPs que
fue de (2,1 * 0,3) 1010 particulas L! para Escherichia
coli, y de (4,7 * 0,4) 10! particulas L! para
Staphylococcus aureus. En lo que respecta al tamafio,

fue necesario llevar a cabo una correcciéon de
dichos valores teniendo en cuenta la eficiencia de
ionizacién del selenio. Dicha eficiencia, que
resulto ser del (69 * 4) %, se calcul6 utilizando un
estandar comercial de SeNPs de 80 nm. Bajo esta
correccion se obtuvieron tamafios de (208 + 33)
nm y (173 £ 19) nm para Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, respectivamente. Al
comparar el tamafio medio de las SeNPs obtenido
por TEM y spICP-MS no se obtuvieron diferencias
significativas entre ambas técnicas.

4. Conclusiones

Estos estudios han demostrado que las SeNPs son
biotransformadas en compuestos organicos de
selenio tanto de naturaleza volatil como no volatil
tras su exposicion a diferentes especies de
plantas y de bacterias. En los que respecta a las
plantas Raphanus sativus y Brassica juncea, estas
fueron capaces de transformar dichas
nanoparticulas en las especies volatiles DMSe y
DMDSe, y en las especies no volatiles SeMet,
SeMeSeCys y y-glutamil-Se-metilselenocisteina,
tanto en la raiz como en la parte aérea. Por su
parte, las especies bacterianas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus transformaron las SeNPs
en las mismas especies volatiles que se
identificaron en las plantas, encontrandose una
dependencia en la formacion de dichas especies
con la especie bacteriana y la forma de selenio
incorporada al medio de cultivo. Asimismo, se
identificé por primera vez la formacién de la
especie mixta de selenio y azufre DMSeS a partir
de selenio en forma de nanoparticulas. En lo que
a las especies no volatiles se refiere, ambas
especies bacterianas transformaron las dos
formas quimicas de selenio en SeCys,
mayoritariamente. Por ultimo, estas especies
bacterianas mostraron su capacidad para
sintetizar SeNPs de manera biogénica tras su
crecimiento en presencia de selenito. Tras
separar las nanoparticulas del medio de cultivo
bacteriano se consigui6o llevar a cabo su
caracterizacion en términos de tamafio,
morfologia, estado de agregacién y concentracién
en nimero a partir de las técnicas TEM y spICP-
MS.
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