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RESUMEN
Las levaduras tienen la capacidad para metabolizar selenio inorganico y biosintetizar
selenoproteinas que desempefian funciones antioxidantes esenciales en organismos
superiores. El objetivo de la investigacion fue obtener biomasa selenizada de
Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS-LESAFFRE® mediante la
suplementacion del medio YEPD con 5, 7 y 9 mg/L de selenito de sodio, incluyendo
un grupo control sin selenio (0 mg/L). Se empleé un disefio en Bloques
Completamente al Azar (DBCA). Los cultivos se incubaron en medio YEPD a 30°C
bajo agitacion (2147 xg) durante 72 h, se realizé el recuento de (10'° UFC/mL), la
cuantificacién de biomasa y la incorporacion de selenio total intracelular. Los analisis
estadisticos mediante ANOVA indicaron que no existian diferencias significativas
(p>0,05) en la produccion de biomasa ni en la incorporacion de selenio intracelular
entre las diferentes concentraciones de selenito. Sin embargo, las pruebas post hoc
de Tukey y Dunnett revelaron diferencias significativas (p <0,05) en el crecimiento
celular, siendo la concentracion de 5 mg/L la que promovi6é una mayor produccién de
10 UFC/mL. En contraste, las concentraciones de 7 y 9 mg/L mostraron un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento celular. Estos resultados sugieren que la dosis 6ptima
para la produccién de biomasa selenizada sin comprometer la viabilidad celular es 5
mg/L, evidenciando un balance entre la bioacumulacion de selenio y la tolerancia

metabolica de la cepa.

Palabras clave: Biomasa selenizada, Saccharomyces cerevisiae, selenito de sodio,

crecimiento celular.
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I. INTRODUCCION

Por un largo periodo el selenio (Se) fue catalogado como un elemento toxico con
efectos nocivos para los organismos biol6gicos y el ambiente. No obstante,
investigaciones revelaron que este oligoelemento desempefia funciones biolégicas
esenciales en animales y seres humanos, lo que transformé radicalmente la
perspectiva cientifica sobre su relevancia nutricional y biomédica (Lépez, 2013).
Actualmente, se reconoce al selenio como un componente clave en diversos procesos
metabdlicos, especialmente por su papel en la modulacién del sistema inmunoldgico,
su potente capacidad antioxidante y su potencial efecto protector frente al desarrollo
de ciertos tipos de cancer (Rayman, 2000). Aunque el selenio no es considerado
indispensable para el desarrollo vegetal, este micronutriente es absorbido por las
plantas desde el suelo que actila como su reservorio principal. Este proceso de
asimilaciéon ocurre de manera aleatoria, dependiendo de factores como la
concentracion y biodisponibilidad del selenio en el sustrato edafico. Dado que la
cadenatrofica es la via predominante a través de la cual el selenio llega a los animales
y humanos, existe una correlacién directa entre los niveles de selenio en los suelos
agricolas y su concentracién en los organismos superiores (Rayman, 2012).

En algunos alimentos, el selenio se presenta en formas inorganicas como selenato,
selenito y selenuro como en especies organicas, entre las que destacan la
selenometionina (SeMet), la selenocisteina (SeCys) y la metilselenocisteina
(MeSeCys). Estas Ultimas se encuentran predominantemente en productos de origen
animal, vegetal y en suplementos nutricionales (Rayman et al., 2008). La forma
guimicay la concentracién en la que se encuentre dependera para su biodisponibilidad
y bioaccesibilidad (Cabariero et al., 2005; Navarro & Cabrera, 2008). A pesar de su



importancia biolégica, se estima que una gran parte de la poblacion no consume las
cantidades sugeridas de selenio. Estudios realizados en muestras de plasma
sanguineo en poblaciones de cerca 70 paises han demostrado que mas del 50% de
los individuos presentan deficiencia de este oligoelemento, lo que representa un
desafio para la salud publica a nivel mundial (Kieliszek et al., 2016; Rayman, 2012).
Ante este panorama, en la Gltima década se ha intensificado el desarrollo de técnicas
orientadas a la produccion de alimentos funcionales enriquecidos con selenio. Una
estrategia prometedora ha sido el uso de microorganismos, particularmente el género
Sacharomyces, para generar suplementos nutricionales con mayor biodisponibilidad
del oligoelemento (He & Yao, 2010). En este contexto, la levadura Saccharomyces
cerevisiae ha demostrado una notable capacidad para tolerar concentraciones
adecuadas de selenio inorganico y transformarlo en formas organicas incorporandose
eficientemente a su biomasa, Sin embargo, depende significativamente del tipo de
cepa que se utiliza. La levadura selenizada representa una fuente alternativa y
efectiva de suplementacién, y ha sido objeto de numerosas investigaciones
enfocadas en su caracterizacion bioquimica y nutricional (Rodriguez et al., 2019).

El estudio y caracterizacién del contenido y forma quimica del selenio en estas
matrices biol6gicas se apoya en técnicas analiticas de alta precisién, como la
Espectrometria de emision otica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) y la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), entre otras. Estas técnicas permiten
cuantificar la concentracion de selenio total e intracelular, asi como evaluar su
incorporacién y transformacion a compuestos organicos bioactivos, facilitando asi el
disefio racional de estrategias de biofortificacion y suplementacion.

La presente investigacion evalué el crecimiento y la capacidad de bioacumulacién de
selenio en la cepa comercial Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS -
LESSAFREE® cultivada en medio extracto de levadura-peptona-dextrosa (YEPD),
enriguecido con selenito de sodio (Na>SeOs3) en concentraciones de 5, 7 y 9 mg/L.
Las condiciones de cultivo se mantuvieron bajo parametros controlados de
temperatura (30 + 1°C) y agitacidn constante (150 rpm) para optimizar la produccion

de biomasa selenizada. Los objetivos planteados en la investigacion fueron:



Objetivo general

Obtener biomasa selenizada de Saccharomyces cerevisiae utilizando diferentes

concentraciones de selenito de sodio.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de las concentraciones de selenito de sodio en el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESSAFREE®.

e Cuantificar la biomasa selenizada Saccharomyces cerevisiae INSTANT
SUCCESS - LESSAFREE®.

¢ Cuantificar el selenio total intracelular en la biomasa obtenida de Saccharomyces
cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESSAFREE®.

e Determinar la concentracién Optima de selenito de sodio para obtener biomasa
selenizada de Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESSAFREE®.



ll. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Wu et al. (2021) buscaron optimizar la produccion de selenoaminoacidos empleando
la cepa de Saccharomyces cerevisiae LG6 en un medio enriquecido con glucosa
mediante fermentacién afiadiendo diferentes concentraciones de selenito de sodio.
Ademas, determinaron la tasa de crecimiento, incorporacién de selenio intracelular y
especiacion bioquimica del selenio. Los resultados mostraron una acumulacion
maxima de selenio intracelular de 17,88 mg/L predominando la forma organica
metilselenocisteina 58%. A su vez, se observd que concentraciones mayores a 10
mg/L provocaban efectos inhibitorios en el crecimiento celular. Concluyendo que
concentraciones menores o iguales a 8 mg/L son efectivas para promover la
incorporacion de selenio intracelular sin comprometer el crecimiento celular, siendo
clave las condiciones del cultivo y el tipo de cepa.
Rodriguez et al. (2019) realizaron la determinacién de selenio total y viabilidad celular
de Saccharomyces cerevisiae con la finalidad de obtener levadura selenizada,
empleando el medio YEPD suplementado con selenito de sodio a concentraciones
de, 4, 6, 8 y 10 mg/L respectivamente, para hacer la cuantificacion intracelular
emplearon Espectrofotometria de Masas utilizando almidén-yoduro a una longitud de
onda de 590 nm, evidenciando que la concentracién 8 mg/L genera mayor biomasa,
mayor viabilidad celular y contenido intracelular de 738 + 30 mg/kg en peso seco.
Rodriguez, (2019) realiz6 su tesis doctoral con el propésito de cuantificar el selenio
total intracelular, la especiacién de selenometionina y metilselenocisteina en la
biomasa obtenida de Saccharomyces cerevisiae LALVIN RC-212 enriquecidas a
concentraciones de selenito de sodio de 2,4,6,8,10 mg/L por 48 h, las técnicas

empleadas fueron espectrofotométricas, cromatograficas y electrométricas. Los



resultados demostraron que la mayor produccién de biomasa y viabilidad celular
(>90%) se obtuvo con 8 mg/L, alcanzando contenidos de 630 = 150 mg/kg de
metilselenocisteina y 1141 + 42 mg/kg de selenometionina. Concluyé que la
concentracion 8 mg/L de selenito de sodio resultdé ser 6ptima, promoviendo tanto la
acumulacién de formas orgénicas de selenio como una elevada tasa de viabilidad y

crecimiento celular bajo condiciones aerébicas.

Zare et al. (2017) investigaron la capacidad de cepas autéctonas de Saccharomyces
cerevisiae para tolerar y biotransformar selenito de sodio, con el fin de generar
biomasa enriquecida en selenometionina. Se cultivaron diferentes aislados en medio
suplementado con 25 mg/L de selenito, evaluando tanto la biomasa generada como
la acumulacion intracelular de selenio orgénico. La cepa S18 destacé por su alta
tolerancia y eficiencia biotransformadora, acumulando hasta 3,73 g/L de
selenometionina sin comprometer el crecimiento celular. A pesar de la toxicidad del
selenito, esta cepa demostré6 mecanismos adaptativos para su incorporacién segura.
Se determind que la concentracion empleada permitiéo un equilibrio adecuado entre
productividad celular y enriquecimiento funcional. Este estudio evidencia que la
seleccién de cepas resistentes y la dosificacion precisa del selenito son claves para
optimizar la produccion de biomasa selenizada, con aplicaciones en biotecnolégicas
en la alimentacion.

Oraby et al. (2016) investigd la biodisponibilidad del selenio en S. cerevisiae
sometiéndolos a crecimiento en un medio compuesto de melaza dispuestos a
diferentes concentraciones de selenito de sodio (0,9, 1,8, 3,2 y 3,6 ug Se/100g). La
biodisponibilidad del selenio-levadura se evalué midiendo la acumulacién de selenio
y la actividad del glutation peroxidasa con interaccion enzimatica (GSH-Pxe) en los
eritrocitos de ratones Sprague Dawley. Los resultados demostraron que la
concentracion optima fue de 2 ug /mL en el medio de cultivo, ya que esta condicién
permiti6 una elevada acumulacién de selenio organico y un adecuado crecimiento
celular. Ademas, evidencio la actividad del glutation peroxidasa, concluyendo que
Saccharomyces cerevisiae para panificacion es recomendada para generar levadura
selenizada y pueda servir como suplemento alimenticio.

Kieliszek et al. (2016) determinaron la capacidad de fijacion del selenio a las biomasas
de S. cerevisiae ATCC MYA-2200 y C. Utilis ATCC 9950. El estudio tuvo un enfoque

experimental cuantitativo, donde se introdujeron concentraciones de selenito de sodio



(10, 20, 40 y 60 mg/L) en medios experimentales de YEPD liquido por 72 horas.
Asimismo, utilizaron el método espectrofotométrico con Variamine Blue como agente
cromogénico para determinar el contenido de selenio. Como resultado se observo
una eficiente produccién de biomasa en ambas levaduras, pero la mayor cantidad de
selenio intracelular fue acumulado por C. utilis ATCC 9950 en comparacion con S.
cerevisiae ATCC MYA-2200, en condiciones similares, concluyendo que C. utilis
ATCC 9950 tiene mecanismos adicionales que le permite tolerar a este oligoelemento
en su crecimiento.

Kieliszek et al. (2015) examinaron la capacidad de bioacumulacién y metabolismo
del selenio en Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, y Yarrowia lipolytica
suministrandoles selenito de sodio entre 10 y 50 mg/L .Los resultados demostraron
que la bioacumulacion de selenio ocurre a través de dos mecanismos principales: la
union extracelular mediante ligandos de membrana y la acumulacion intracelular
asociada al transporte de iones a través de la membrana citoplasmatica hacia el
interior de la célula. Concluyendo que la concentracion 6ptima es de 50 mg/L, porque
evidencio el mayor contenido de selenio organico. Ademas, ocurren procesos
bioquimicos como oxidacién, reduccién, metilacién, desintoxicacién y sintesis de
selenoproteinas para sobrevivir a las condiciones del cultivo y al efecto del selenio.
Ponce de Leodn et al. (2002) evaluaron los efectos del enriquecimiento con selenio
inorganico sobre el crecimiento celular de Saccharomyces cerevisiae, asi como su
capacidad para acumular selenio total en condiciones controladas. Para ello,
cultivaron de S. cerevisiae durante 24 h en medios YEPD y YEPG, suplementados
con concentraciones de selenito de sodio (10, 20, 40 y 50 mg/L), a 30 °C y 250 rpm.
Los resultados mostraron que la concentracion de 10 mg/L favorecio el crecimiento
celular, alcanzando una densidad de 5,4x10’células/mL, lo que indica una mayor
produccién de biomasa. En contraste, las concentraciones superiores (20, 40 y 50
mg/L) provocaron una inhibicién significativa del crecimiento, evidenciando un efecto
toxico dependiente de la dosis. Ademas, se observo que las células cultivadas con

glucosa mostraron un crecimiento mas eficiente que aquellas en medio con glicerol.

2.2. Marco conceptual
o Cepa: representa una subpoblacion genéticamente diferenciada dentro de una

especie microbiana y caracterizada por rasgos genéticos Unicos que a menudo se



manifiestan en propiedades fenotipicas distintivas, reflejando la diversidad su
adaptacion evolutiva.

e Levadura: hongo unicelular que se reproduce principalmente por gemacién y tiene
la capacidad de fermentar azlcares. Saccharomyces cerevisiae es ampliamente
usada por su eficiencia metabdlica y seguridad biotecnoldgica.

e Biomasa: cantidad total de células microbianas, como las levaduras, generadas
en un cultivo durante un determinado periodo. Su produccién es el resultado de
una rapida tasa de division celular, generalmente promovida bajo condiciones de
fermentacion aerobia o anaerobia. Factores como la disponibilidad de nutrientes,
la temperatura, el pH, la aireacion y la agitacion son determinantes para maximizar
el rendimiento

e Selenito de sodio: sal inorganica utilizada comunmente como fuente de selenio
en cultivos microbioldgicos y como aditivo en suplementos nutricionales, tanto en
humanos como en animales. Se presenta como un sélido cristalino blanco e
inodoro, y su relevancia en bioprocesos radica en su capacidad de ser absorbido
por microorganismos y transformado en formas organicas de selenio, como
selenometionina o selenocisteina.

e Selenizacién microbiana: proceso mediante donde se suministra una fuente de
selenio inorganico, como el selenito de sodio, a cultivos de microorganismos con
capacidad de bioacumulacién y biotransformacion. Este proceso permite la
obtencion de compuestos organicos con valor bioldgico funcional. Para su eficacia,
requiere el control de la fuente de carbono, temperatura, la aireacion y el tiempo
de adicién al medio.

e Concentracion: cantidad de soluto presente en un volumen especifico de
solucion. En cultivos microbianos, su control es clave para evitar toxicidad y
optimizar la productividad.

2.3. El selenio

Es un micronutriente fundamental para diversas formas de vida en la tierra y sus

formas organicas como SeMet y SeCys son esenciales para el metabolismo. Este

elemento se encuentra en el grupo 16 de la tabla periddica con numero atémico 34,

también conocido como grupo calcégeno. Este grupo esta formado por elementos

como el oxigeno, selenio, azufre, telurio y polonio radiactivo. Entre estos elementos,

el oxigeno, el azufre y el selenio desempefian funciones esenciales en los seres vivos,



sin embargo, el selenio solo es requerido en infimas cantidades necesarias
(Rodriguez, 2019).
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Figura 1. Esquemas de Frost para selenio y azufre a pH 0 y 14. El valor nE°= 0 es
obligadamente establecido al estado cero-valente. Fuente: (Cupp-Sutton & Ashby,
2016)

El uso del selenio se basa en sus propiedades quimicas (Tabla 1), algunas son
parecidas a las del azufre. Por ejemplo, la electronegatividad de ambos elementos es
similares. Sin embargo, existen diferencias, porque el azufre genera enlaces
covalentes mas fuertes (elemento-carbono, elemento-elemento y elemento-
hidrogeno) en comparacion con el selenio. Afirmando que es mas facil oxidar el
selenio que azufre, como se aprecia en los diagramas de Frost (Figura 1). Segun
Cupp-Sutton & Ashby, (2016), los estados de oxidacion del selenio, que incluyen —lI,
0, IV y VI, son termodindmicamente firmes en agua. En tal sentido, Martens, (2003)
indica que el estado de oxidacién condiciona su comportamiento quimico, porque
afecta la solubilidad y su capacidad de circulacion en el ambiente. Su distribucion esta

influenciada por el pH del medio, metabolismo microbiano y el potencial redox.



Tabla 1. Caracteristicas fundamentales del selenio.

Propiedades Valores

Configuracién electrénica [Ar] 3d"4s4p*

Masa atdmica promedio (g/mol) 756,96

Radio covalente (pm) 115

Radio Van der Waals (pm) 190
146 (Se-H)

Longitud de enlace (pm) 196 (Se-C)
232 (Se-Se)
3349 (Se-H)

Longitud de enlace (kJ mol™) 234 (Se-C)
197 6 (Se-Se)

9409
Energia de lonizacién (kJ.mol") 2045
Afinidad electrén (kJ.mol ") 195
Electronegatividad Pauling 255
Polarizabilidad (en A*) 3,69
PKai, (HzX) 3.89
PKaz, (HX) 15,1
PKaz, (Cys/Sec) 543

Fuente: (Cupp-Sutton & Ashby, 2016)

2.3.1. Selenio inorganico

Las formas inorganicas de selenio mas empleadas son: Selenuro (Se?)
potencialmente toxico, Selenato (Se042) (Se VI) moderadamente nocivo, selenito
(Se03?) (Se VI), selenito de sodio (Na,Se0s) y selenio elemental (Se°) no téxico para
el hombre. Las tres Ultimas formas pueden ingresar al metabolismo de muchas
especies de microorganismos asi transformar el selenio inorganico en especies
organicas bajo la forma de selenoaminoéacidos (Galano et al., 2013).

2.3.2. Selenio orgéanico

Meseko et al., (2013) sefialan que las principales formas orgénicas del selenio son
los selenoaminoacidos y selenoproteinas, importantes por su elevada

biodisponibilidad. (Herrero & Wellinger, 2015) indican que el Se (-Il) se manifiesta en



el ambiente en forma metilada y volatil 0 como compuesto organotdxico en proteinas,
especialmente en aminodacidos. Por su parte Weekley et al., (2011), sefalan que la
selenometionina (SeMet) y la metilselenocisteina (MeSeCys), ambos
selenoaminoacidos, estan presentes de manera natural en diversos alimentos.
También esta disponible en suplementos dietéticos. La Figura 2 muestra estructuras
de selenomoléculas y formas orgéanicas.

Segln Suzuki, (2005), la SeMet puede hallarse como residuo de proteinas en forma
de aminoacido y en estado libre en alimentos que la acumulan de manera natural. Por
otro lado, la SeCys, debido a su alta reactividad por el grupo selenol (SeH*), rara vez
estd libre, en su lugar se acumulan formas no reactivas, como SeMet, MeSeCys, y-
glutamil-Se-metilselenocisteina (y-Glu-MeSeCys), péptidos y como residuo en
selenoproteinas en forma de selenoaminoacidos. Asimismo, la SeMet y MeSeCys

abundan en levaduras y plantas que acumulan selenio.
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Figura 2. Formas quimicas de las principales moléculas selenizadas.
Fuente: (Cjuno & Rodriguez, 2018)

La selenocisteina (SeCys) es uno de los selenoaminoacidos mas reconocidos y

participa en funciones proteicas y reacciones redox; sin embargo, no sustituye a la
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cisteina en procesos como el plegamiento oxidativo ni en mecanismos enzimaticos
ajenos a reacciones redox (Salinas, 2010). Las enzimas que tienen SeCys en el sitio
activo son cataliticamente mas eficaces que la cisteina debido a diferencias
importantes. La SeCys presenta una constante de disociacion acida (pKa = 5,2), lo
que implica que a pH neutro su grupo selenol se encuentre en forma desprotonada,
como el selenolato con carga negativa. Asimismo, el pKa a pH fisiolégico confiere a
las cadenas laterales de la SeCys cargas negativas a diferencia de la cisteina,
ademas el selenio es mas polarizable. Esto lo hace mas nucleofilico en un rango de
pH méas amplio confiriendo mayor reactividad.

Por otro lado, la SeMet es un analogo de la metionina, reemplaza el atomo de azufre
por selenio. Este selenoaminoacido presenta dos valores de disociacion pKi; = 2,19
para el grupo carboxilo y pKz = 9,05 para el grupo amino (Quijano, 1999). Ademas,
logra incorporarse en proteinas o transformarse en SeCys, después se descompone
en selenio de hidrégeno (HSe) por la accién de la B-liasa. Asimismo, puede
convertirse de forma directa en metilselenol (MeSeH) por la enzima y-liasa. A
diferencia de la SeMet, la MeSeCys no se incorpora en proteinas y es descompuesta
por la B-liasa en metilselenol (MeSeH), evitando asi la formacién de HSe (Cjuno &
Rodriguez, 2018).

2.4. Fuentes de selenio en la nutricién y biodisponibilidad

La alimentacion es el medio principal por el cual el organismo incorpora y asimila el
selenio. El departamento de agricultura de los EE. UU sugiere el consumo de 55, 55
pg/dia de selenio para varones y mujeres (USDA, 2000). El valor nutricional del
selenio depende de sus especies y concentraciones en las que se encuentre
disponible en los alimentos. Las nueces, cereales, vegetales y productos carnicos
poseen selenio incorporado de manera hatural, a pesar de contener selenio en su
composiciéon el aprovechamiento no es Optimo debido a la biodisponibilidad y
bioaccesibilidad, es decir, la unién de selenio inorganico a cadenas polipeptidicas que
contiene SeMet o SeCys lo convierte en una forma con alta biodisponibilidad, en
cambio la bioaccesibilidad se refiere a un porcentaje del total que puede ser asimilable
(Pedrero & Madrid, 2009).

La asimilacién de selenio derivada de los alimentos representa 80%, sin embargo,

investigaciones demuestran que las formas organicas son mas biodisponibles en

11



comparacion con las inorganicas aumentando la efectividad para unirse a proteinas y
tener mayor absorcion y retencién en la sangre (Rayman, 2004).

2.4.1. Fuentes de origen animal

La carne de pollo, res y cerdo son alimentos ricos en selenio debido a su composicién
proteica, los niveles de selenio en estos productos oscilan entre 87,6 y 737 ng/g. otros
alimentos de origen animal que podrian presentar mayores contenidos de selenio es
el pescado y los huevos. En el caso de la leche, las concentraciones de selenio varian
segun la especie animal y su origen, siendo reportado en orden descendente: leche
humana, de oveja, cabra y vaca (Navarro & Cabrera, 2008). Las principales fuentes
de selenio en los distintos grupos carnicos provienen de los selenoaminoacidos
SeMet y SeCys las cuales varian en concentracion y forma segun la dieta de los
animales. En pescados predominan formas organicas como la SeMet y especies
inorganicas como selenito y selenato. En caso el caso de huevos se ha identificado
SeCys, SeMet y selenito, siendo la Se Met la mas predominante en la clara, mientras
que la SeCys se encuentra principalmente en la yema. Por otro lado, en la leche de
vaca el predominio es de SeCys y selenito (Fairweather-Tait et al., 2011).

2.4.2. Fuentes de origen vegetal y fungicos

En alimentos vegetales el contenido de selenio varia significativamente. Las frutas
suelen tener bajos niveles de selenio por su escaso contenido proteico, algunos
vegetales como la mostaza, la coliflor, las coles de Bruselas, la col rizada, el brocoli,
el repollo, la berza, el colinabo, el cebollino, la cebolla y el ajo tienden a tener
concentraciones mas altas (Dumont et al., 2006). En particular, el ajo y la cebolla, que
se consumen frecuentemente en la dieta mediterranea, representan una fuente
significativa de selenio en el consumo diario. Por lo general el ajo contiene menos de
0,5 mg/kg de selenio, Sin embargo, si el ajo, la cebolla y el brdcoli se siembran en
suelos con alto contenido de selenio pueden acumular concentraciones elevadas de
este micronutriente con valores entre 140 y 300 mg/kg. Este comportamiento es por
la sustitucion del azufre por selenio, lo que aumentaria los niveles de selenio en ellas.
Las formas predominantes de selenio en las hortalizas incluyen, la SeMet, la
MeSeCys, la y-Glu-MeSeCys y el selenato (Fairweather-Tait et al., 2011).

Manjusha et al., (2007) descubrieron que los hongos pueden contener altos niveles
de selenio (1340 ng/g), ya que ciertos tipos de setas tienden a acumularlo,

posiblemente debido a su contenido elevado de compuestos azufrados. Las
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cantidades de selenio en legumbres y frutos secos varian. Se ha informado que la
concentracién de selenio en leguminosas oscila entre 24,4y 443,9 ng/g. Pappa et al.,
(2006) reportan gue las lentejas evidencian mayor contenido. Los frutos secos ricos
en proteinas, como las nueces y pistachos, muestran una concentracion mas elevada
de selenio, ademas las nueces, poseen una concentracion que va desde 7 hasta
32,27 ng/g. Asimismo, demostraron que las concentraciones promedio de selenio en
el pan tienen rangos entre 70,0 y 131,8 ng/g, también reportaron que el pan integral
posee mayor contenido de este elemento. Al respecto Fairweather-Tait et al., (2011)
manifestaron que las formas dominantes de selenio en el trigo para pany su producto
son la SeMet, SeCys y selenato (Pappa et al., 2006).

2.4.3. Suplementos de selenio

Bajo la Comision y régimen de la Union Europea (CE N° 1925/2006), las Unicas
formas de selenio inorganico permitidas como suplementos alimentarios son el
selenito de sodio, selenato de sodio y selenito de hidrogeno. Sin embargo, la SeMet
es la forma de selenio que predomina en alimentos que no han sido enriquecidos
(Fairweather-Tait et al., 2011). Debido a la deficiencia de selenio en muchas regiones,
se consideré la suplementacién a diferentes niveles para asegurar su aporte
adecuado a la poblacién. Una estrategia es la aplicacion de fertilizantes enriquecidos
con selenato o selenito de sodio, lo que aumenta el valor nutritivo a lo largo de la
cadena alimentaria (Navarro & Cabrera, 2008).

Otra via estratégica consiste en la ingesta de suplementos dietéticos formulados con
selenio. En este contexto, la industria farmacéutica produce categorias de suplemento
basado en este micronutriente: multiminerales y multivitaminicas que contienen
selenio inorganico, junto con otros micronutrientes, vitaminas y suplementos basados
en la S. cerevisiae que poseen selenio organico que tienen mayor biodisponibilidad y
bioaccesibilidad frente a suplementos que tienen selenio inorganico (Navarro &
Cabrera, 2008). Esta levadura, rica en proteinas, es capaz de captar selenio, el cual
se afiade principalmente en forma de selenito de sodio (Na.SeOs). Este tipo de
selenio se integra en las proteinas de la levadura, predominantemente en forma de
SeMet. La levadura enriquecida con selenio no solo se utiliza como suplemento
nutricional, sino que también puede reemplazar a la levadura convencional en la
panificacion. Es importante considerar que la biodisponibilidad del selenio proveniente

de suplementos puede verse afectada por diversos factores, entre ellos la
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competencia con otros micronutrientes, el consumo de ciertos farmacos, asi como la
dosis ingerida y el momento en que se realiza la ingesta (Dumont et al., 2006).
2.5. Metabolismo del selenio
En los mamiferos, la via predominante de absorcién de selenio es mediante la ingesta
de vegetales, las cuales absorben este micronutriente desde el suelo en su forma
inorganica. Una vez dentro de los vegetales, el Se es transformado en compuestos
organicos, incluyendo aminoacidos como la selenometionina (SeMet) y la
selenocisteina (SeCys), ademas de otras sustancias metiladas de bajo peso
molecular. Cabe destacar que la SeMet predomina en cultivos como cereales,
legumbres y soya. Curiosamente, aunqgue las plantas son una fuente fundamental de
Se en la dieta humana, pertenecen al Unico grupo eucariético conocido que no
sintetiza selenoproteinas (Cafiari, 2011).
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Figura 3. Fuentes de selenoaminoéacidos y su metabolismo en mamiferos para la

conversion en selenoproteinas (Cafari, 2011).

Dentro del organismo, el selenio independientemente de su forma es convertido en
seleniuro (H,Se), el cual actia como precursor para la sintesis de SeCys. Esta
conversién puede originarse desde selenato o selenito mediante rutas de reduccién
gue involucran sistemas como glutation-glutarredoxina o tiorredoxina, o bien a partir

de SeMet y SeCys por accion de una liasa. La incorporacion de SeCys en las
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selenoproteinas esta mediada por un mecanismo preciso y regulado a nivel del ARNt.
No obstante, también se presentan rutas inespecificas de integracion del selenio,
aprovechando su semejanza quimica con el azufre (S), lo que le permite ingresar en
rutas metabdlicas similares a las del sulfuro. Cuando la SeCys se encuentra libre,
puede ser utilizada por la enzima cisteil-ARNt sintetasa, formando selenocisteil-
ARNtCys y siendo incorporada de manera inespecifica en sitios que originalmente
correspondian a cisteina (Cys) en ciertas proteinas. Es importante sefalar que esta
via alternativa suele estar limitada bajo condiciones fisiolégicas normales, debido a
gue los niveles 6ptimos de selenio evitan la acumulacion de SeCys libre. Finalmente,
el exceso de Se en el cuerpo es eliminado principalmente a través de la orina, en
forma de compuestos metilados y selenoazlcares, siendo el mas abundante el 1-
metilseleno-N-acetil-D-galactosamina (Cafiari, 2011). La incorporacién del Se en las
selenoproteinas utiliza un mecanismo Unico que implica la recodificacion del codén
UGA. Este proceso requiere la presencia de fragmentos adicionales en el ARNm,
como la secuencia de insercion de SeCys (Cafiari, 2011). Esta propiedad permite que
el selenio se incorpore de forma especifica, siendo la selenocisteina considerada el
aminoacido numero 21 (Rayman, 2012). Asimismo, la SeMet puede puede
incorporarse de forma inespecifica en reemplazo de la metionina durante la traduccion
proteica, dando origen a las selenoproteinas (Suzuki, 2005).

2.6. Importancia biologica del selenio

El selenio destaca por su capacidad antioxidante y su participacion en el
funcionamiento adecuado del sistema inmunitario y la glandula tiroides. Asimismo,
contribuye en la prevencién de diversas enfermedades como el cancer, infecciones
virales, alteraciones cardiovasculares y problemas de fertilidad. Ademas, ejerce un
efecto protector y antagonista frente a elementos tdéxicos como el arsénico, mercurio,
cadmio y plomo (Rayman, 2000). Este elemento encuentra en diferentes formas
metabdlicas, tanto organicas como inorganicas, siendo las mas relevantes la SeCys
y la SeMet que son los selenoaminoacidos mas estudiados y se encuentran en mayor
porcentaje los cuales seran la base para formar las selenoproteinas. La carencia de
selenio tiene un impacto negativo en la salud humana y esta asociado con ciertos
tipos de cancer, la enfermedad de Keshan y alteraciones hormonales (Cafari, 2011).
En el cuerpo humano, se encuentran diversas enzimas que desempefian funciones

vitales y contienen selenoproteinas en su estructura o sitio activo. Las familias de
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enzimas con selenio mas destacadas incluyen al Glutatibn Peroxidasa (GPx),
Yodotironina Deyodinasa (ID), Tiorredoxina Reductasa (TR) y Selenoproteina P
(SelP) (Lopez et al., 2011). Dichas funciones incluyen la inhibicién de la generaciéon
de especies reactivas de oxigeno, cuya presencia induce a la oxidacién celular. En
consecuencia, su correcta actividad en el organismo desempefia un rol importante en
la prevencion de enfermedades como el cancer (Steinbrenner & Sies, 2013).

2.7. Sacharomyces cerevisiae

Existen alrededor de 2,000 subtipos registrados cientificamente. Esta amplia
diversidad incluye variaciones adaptadas para diferentes aplicaciones industriales y
de investigacién y clasifican basandose en caracteristicas morfologicas y fisioldgicas.
Entre los aspectos considerados, se encuentran el tamafio y las formas de las células.
Esta levadura tiene importancia a nivel industrial porgue sirve para la elaboracion de
vino, cerveza y el pan. Este microorganismo obtiene su energia de manera aerébica
por respiracion celular, inclusive tiene la peculiaridad de metabolizar glucidos en las
condiciones mencionadas y obteniendo como productos el etanol y diéxido de
carbono a este proceso se le llama efecto Crabtree (Vieira et al., 2013) o por via
anaerdbica mediante la fermentacién, también es considerado beneficioso porque
tiene capacidad de colonizar el tracto digestivo y actuar como probiotico frente a
bacterias patégenas (Bouza & Mufioz, 2004). Ademas, tiene dos mecanismos de
reproduccion, la primera es de forma asexual mediante la gemacion y la segunda es
sexualmente por medio de estructuras nombradas ascas, que pueden sujetar hasta
ocho esporas que al fusionarse generan un nuevo individuo (Ferrer, 2009) . Para que
exista un aumento en el numero de levaduras debe realizar una etapa de adaptacion
Optima en el medio de cultivo y este debe proporcionarle condiciones fisicas, quimicas
y nutritivas O6ptimas para su multiplicacion, las levaduras tienen la tendencia de
reproducirse muy rapido en tiempos cortos siempre y cuando las condiciones estén
bien controladas y proporcionadas, ademas permite potenciar investigaciones como
la produccion de biomasa, etanol y CO,. (Altamirano, 2013). S. cerevisiae tiene la
capacidad de sintetizar proteinas como parte de su fisiologia, estas poseen relevancia
nutricional y funcional porque ejercen como potenciador de sabor, agente espesante,
péptido reductor de harinas, como glutatién peroxidasa (Alpizar, 2010). Actualmente
la industria produce cepas comerciales de S. cerevisiae a partir de cultivos puros

optimizando sus rasgos mediante investigacion y estudiando el mercado de destino,
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algunas cepas son para panificacién y otras para la produccion de etanol, las formas
mas comunes que expenden son la deshidratada o instantanea, prensada y liquida
(Callejo, 2002).

2.8. Biotransformacioén del selenio por microorganismos

En el entorno natural hay microorganismos con capacidad de asimilar y
biotransformar el selenio inorganico a formas organicas. En ciertas ocasiones, este
mecanismo opera como defensa frente a la toxicidad de los oxoaniones de selenio
(Se03~ y Se027). Por ejemplo, algunas bacterias como la Anaeromyxobacter
dehalogenans pueden biotransformar el Se (IV), altamente nocivo para ellas, a una
especie inocua Se (0) (He & Yao, 2010). En la actualidad la industria de nutraceuticos
se usa con mucha frecuencia las bacterias del género Lactobacillus y levaduras como
la Sacharomyces cerevisiae para hacer el proceso de selenizacion y vender
suplementos a base de proteinas con selenio (Otero et al., 2008).

2.8.1. Biotransformacién del selenio por bacterias

Las bacterias tienen la maquinaria para biotransformar tipos de selenio inorganico a
formas organicas como respuesta a la detoxificacién del medio como es el caso de
Pseudomonas fluorescens K27 reduciendo el Se (IV) y Se (VI) a Se (0) y en algunos
casos a Se(-Il) por biometilacidon generando especies como dimetilseleniuro (DMSe),
dimetildiselenio (DMDSe) (Hapuarachchi et al., 2004). Ciertas especies del género
Lactobacillus evidenciaron su capacidad para convertir selenito en formas organicas.
Estas bacterias Gram positivas son conocidas por sus beneficios para la salud, las
cuales incluyen la prevencién de tumores y eficiencia del sistema inmunoldgico (Yazdi
et al., 2013). Por tanto, se investigo la mezcla de estas bacterias con selenio para
obtener un mayor beneficio para la salud. En este sentido, se ha observado que la
fermentacion de Lactobacillus bulgaricus durante la producciéon de yogur enriguecido
con Se (IV) resulto en la produccion de SeCys, SeMet (Alzate et al., 2008).

2.8.2. Biotransformacion del selenio por levaduras

La levadura méas estudiada en el proceso de selenizaciébn es Saccharomyces
cerevisiae, algunas cepas cultivadas en ambientes con bajo contenido de azufre
pueden incorporar selenio en su biomasa mediante un régimen de suplementacion
con selenio, segun investigaciones algunos subtipos pueden tolerar medianas y altas
concentraciones de selenio inhibiendo su efecto toxico, pudiendo obtener una

biomasa resultante que acumule 1000 pug/g principalmente en forma de
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selenometionina, seleniodiglutation y selenocisteina, proporcionando una fuente de
selenio adecuada para satisfacer las necesidades nutricionales de animales y
humanos (Otero et al., 2008).

Estudios similares reportan que Saccharomyces cerevisiae tiene la capacidad de
incorporar y tolerar concentraciones elevadas de selenio, hasta 3000 pug Se/g,
biotransformando selenio inorganico en selenoaminoacidos como la selenocisteina y
selenometionina. El selenio se incorpora a las proteinas de S. cerevisiae 0 se asocia
fisicamente a otras macromoléculas, para conformar de manera estructural la pared
celular. Aunque la levadura selenizada tiene propiedades nutricionales importantes,
la identificacién de otras especies de selenio presentes en ella, ademas de la SeCys
y SeMet, ha generado mucho interés. Sin embargo, debido a la alta concentracién de
selenio y a las variaciones en los métodos de extracciéon y en los lotes 0 marcas de la
levadura selenizada, la determinacion de estas especies es complicada y los
resultados pueden variar significativamente, Ademas, se detectaron minimas
cantidades de SeMet y SeCys, que originan a la metilselenol, que es considerada un
compuesto anticancerigeno (Rayman, 2004). El descubrimiento de las
selenoproteinas ha revolucionado el entendimiento sobre los aminoacidos
considerando a la SeCys aminoacido numero 21 a consecuencia de la incorporacion
del selenio a células capacitadas como las levaduras o bacterias (Figura 4). La SeCys
se incorpora al polipéptido en crecimiento en la traduccién ribosomal, pero a diferencia
de los 20 aminoéacidos estandar, la SeCys es codificada por el triplete o codén UGA,
gue generalmente sefiala la terminacion de la sintesis de la cadena polipeptidica. Este
codon UGA se reprograma para codificar SeCys mediante un elemento de inserciéon
de SeCys presente Unicamente en los ARNm de las selenoproteinas (Salinas, 2010).
Kieliszek et al., (2015), mencionan que el metabolismo del selenio en las levaduras
se basa en cambios quimicos que resultan en la disminucion del estado de oxidaciéon
y la formacion de seleniuro de hidrégeno. Este intermediario metabdlico puede
participar en la biosintesis de proteinas o transformarse en derivados metilados que
posteriormente son excretados del organismo, Asimismo, se evidencié que el selenio
elemental se acumula dentro de estructuras celulares de la levadura. En relacion a
esto, (Cupp-Sutton & Ashby, 2016) mencionan gque el selenito Se (IV), como fuente

de selenio inorganico, debe reducirse a Se (-ll) para incorporarse en aminoacidos.
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Este proceso implica reducciones bioquimicas multielectrénicas de 6 electrones que

generalmente requieren intermediarios inestables.

A. Bacteria B. Eukarya

Figura 4. Incorporacién de selenocisteina a la sintesis proteica. A. En bacterias. B.

En eucariotas (Caban & Copeland, 2006).

Cuando S. cerevisiae es expuesta a altas concentraciones de selenito, el efecto pasa
de ser beneficioso a téxico. El principal problema radica en la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como subproducto del metabolismo del selenio. Estas
ROS, entre ellas el peréxido de hidrégeno (H,O;) y el anién superéxido (O°),
provocan un desequilibrio redox intracelular que lleva a dafio oxidativo en lipidos,
proteinas y acidos nucleicos (Pinel et al., 2013). A nivel estructural, las mitocondrias
son de los primeros organelos afectados. El estrés oxidativo mitocondrial puede
comprometer la produccion de ATP, alterar la dindmica mitocondrial y activar vias de
muerte celular como la apoptosis. Estudios han mostrado que concentraciones
elevadas de selenito interfieren con la funcion de la cadena de transporte de
electrones, reduciendo la viabilidad celular y provocando una disminucién significativa
en el crecimiento poblacional de la levadura (Spallholz et al., 2004). Por otro lado, el
nucleo también se ve comprometido. El exceso de ROS puede inducir dafio en el ADN

y afectar la integridad del ciclo celular. Se ha observado que S. cerevisiae en medios
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con altas dosis de selenito presenta fragmentaciéon del ADN, activacién de genes
relacionados con la reparacion del dafio genético y detencion del ciclo en fase G1 o

G2 como mecanismo de defensa (Pinel et al., 2013).

So®+ GSH
GSH GSSG  GSH GSSG }/
$60,8 ) 655056 s GS-SeH “(OSH
Selento 1  Selenodi 2 Glutationi \_ , GSSG

glutation selenol 4 §02 et (CH,),Se
Selenurg Dimetiiselenol
- : (y otros
Selengcisteina ROS derivados
Se! metilados)
Selenometioningd  ¢aanio

Figura 5. Rutas metabdlicas de reducciéon del selenio y su transformacion en

compuestos organicos. Fuente: (Herrero & Wellinger, 2015).

Lindemann et al., (2000) reportaron que el selenito y el glutation (GSH) reaccionan de
manera espontanea, dando lugar inicialmente al selenodiglutation. Cuando hay un
exceso de glutation, el selenito puede ser reducido a glutationiselenol (GSSeH). Esta
molécula intermedia puede descomponerse de manera espontanea, liberando selenio
elemental Se (0) y generando GSH, opcionalmente puede ser reducida por por GSH
para formar seleniuro de hidrogeno (H.Se), el cual en presencia de oxigeno se oxida
nuevamente a Se (0). La Figura 5 representa las reacciones no enzimaticas
involucradas en la conversion de glutation reducido (GSH) a su forma oxidada
(GSSG), especificamente en las etapas sefialadas como las reacciones 1 a 4. Por
otro lado, la reacciéon 5, tampoco posee intervencion enzimatica, sin embargo,
conduce a la sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS).

2.9. Levadura selenizada

Afos atras se afiadia selenio en forma inorganica a los alimentos para animales y a
la dieta en humanos para abordar deficiencias de selenio. Aunque el selenito podia

remediar la deficiencia primaria su biodisponibilidad y bioaccesibilidad eran muy
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deficientes, el selenio organico presente en alimentos como cereales y suplementos
se metaboliza con mayor eficiencia. Recientemente, las levaduras se han utilizado
como una fuente de selenio organico en aditivos alimentarios, debido a que el selenio
natural que contienen es facilmente absorbido tanto por animales como por humanos
(Rayman, 2012). Numerosos estudios han evaluado el uso de Saccharomyces
cerevisiae enriquecida con selenio como fuente biodisponible de este micronutriente,
destacando su potencial en la prevencion de enfermedades y su actividad
anticancerigena (Burbano et al., 2002), (Wood et al., 2000). El protocolo de
producciéon de levadura selenizada implica el cultivo de S. cerevisiae en un medio
nutricional suplementado con selenito de sodio principalmente. Durante la fase de
crecimiento las levaduras incorporan el selenito a moléculas proteicas lo que confiere
una alta biodisponibilidad de este elemento (Rayman, 2004); (Ruiz et al., 2003). El
procedimiento para la obtencion de levadura selenizada requiere un protocolo
riguroso y estandarizado, donde le monitoreo de parametros garantiza la
reproducibilidad del producto final y la conservacion de propiedades funcionales. Las
empresas especializadas en la produccion de este suplemento logran que mas del
90% del selenio esté unido organicamente a la levadura, y se estima que mas del
80% de este selenio esta unido a proteinas. Sin embargo, cuando otros laboratorios
sin la misma experiencia llevan a cabo el enriquecimiento, pueden obtener levaduras
con alto porcentaje de selenio inorganico residual, generando mezcla que baja la
calidad de la produccion (Rayman et al., 2008). Al respecto Pedrero & Madrid, (2009)
sefialan que la caracterizacion y cuantificacion de las formas de selenio en el medio
intracelular continla siendo un reto. Estudios demuestran la eficiencia de S.
cerevisiae para convertir selenio inorganico en especies organoseleniadas esta
directamente correlacionada con parametros fisioldgicos de cultivo, no obstante, para
hacer la identificacion del tipo de selenio y lograr su cuantificacion es aun muy tedioso
por los procesos sofisticados. Mapelli et al., (2011) sefialan que la produccion de
levadura enriquecida con selenio se considera la forma mas comin de generar
suplementos alimentarios. Sin embargo, es necesario optimizar este proceso
biolégico para evitar el efecto toxico que la administracion descontrolada de selenio
puede tener durante el cultivo de la levadura. Por otro lado, Mapelli et al., (2012)
ostentan que el bioproceso selenio-levadura es muy usado para la elaboracion de

suplementos enriquecidos, sin embargo, el procedimiento debe ser optimizado y
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controlado ya que la dosificacion de concentraciones altas de selenio puede causar
efecto toxico en el crecimiento en el cultivo de la levadura.

2.10. Cuantificacion y especiacién del selenio

La IUPAC define que las especies quimicas son las diferentes formas o compuestos
moleculares que puede presentar un elemento, mientras que la especiacion se refiere
especificamente a la distribucién cuantitativa de especies en una matriz determinada
(Templeton et al., 2000). Para la determinacion de muestras que contienen selenio se
sigue una secuencia ordenada, las etapas preanaliticas son esenciales (muestreo,
almacenamiento, preparacion), porque factores como la temperatura, pH, luz y
actividad microbiana pueden alterar la concentracion y especiacion mediante
procesos de volatilizacion, adsorcion, precipitacién o transformacion redox. Ademas,
las concentraciones bajas de metales presentes en trazas en la muestra pueden
generar errores significativos. Por lo tanto, se recomienda minimizar al maximo la

manipulacién de la muestra (Lindemann et al., 2000) .
Muestreo, Almacenamiento y Tomade muestra

- Secado

Pretratamiento de la muestra - _ Homogeneizacién

Tratamiento de la muestra

CONTENIDOTOTAL ESPECIES

(Selenio en disolucidn) (Especies de Selenio en disolucidn)

| | ! |

Mlne"rallz‘amon Extraccién Hidralisis Hidralisis
porvia himeda

(ultrasonidos) acida o basica enzimatica
(micmondas. estLrIa)

l | | |
y l

Deteccion Elemental

Técnicas de Separacion + Deteccion Elemental
ICP-MS, ICP-OES, AFS, AAS
Cromatografia Liquida ICP-MS, ICP-OES,AFS, AAS
Cromatografia de Gases ICP-MS, AFS, FID, FPD, AED
Electroforesis Capilar ICP-MS

Figura 6. Fases analiticas para cuantificar el selenio total y sus diferentes

especies.(Sanchez, 2014).
En la figura 6 se presenta un diagrama que ilustra las diversas fases que pueden
llevarse a cabo para cuantificar cantidad total de selenio intracelular como la

especiacion de las diferentes formas en las que se encuentra. Este proceso es el
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enfoque principal en las investigaciones relacionadas con la levadura selenizada
(Sanchez, 2014).

2.10.1. Determinacién de selenio total intracelular

Los métodos analiticos convencionales para determinar elementos totales dentro de
un organismo requieren la eliminacion previa de componentes de la matriz. Entre los
procedimientos mas utilizados destaca la digestion acida, que utiliza combinaciones
de acidos minerales (HNOs, H.SO,), acidos complejantes (HCI) y con oxidantes
(H202) par descomponer la muestra. Esta etapa se optimiza mediante la aplicacion
de energia térmica, ya sea por sistemas convencionales (placas cas de
calentamiento) o sometidos por radiacién de microondas (Cabafiero et al., 2005).

La digestion por microondas constituye el método de eleccién en analisis debido a
sus ventajas operativas: mayor eficiencia energética, reduccién significativa en el
consumo de reactivos (principio GREEN) y tiempos de procesamiento menores. La
selecciéon del sistema de digestion abierto o cerrado depende criticamente de la
volatibilidad del analito; para elementos termolabiles (As, Se, Hg), los sistemas
cerrados son indispensables ya que previene perdidas por volatilizacion mientras
permiten alcanzar condiciones termodinamicamente mas extremas (80 bar y 300°C),
optimizando la descomposicion de matrices complejas. Alternativamente, para
analisis donde la integridad de las especies quimicas es prioritaria, pueden emplearse
metodologias de extraccion asistida con disolventes organicos que permiten la
liberacion selectiva del analito sin degradacién molecular significativa. Por ejemplo,
se puede aplicar el uso de microondas con &acidos diluidos para procesos de
extracciobn con este proposito. EI empleo de la energia ultrasénica mejora
significativamente la extraccion de metales de matrices solidas al inducir fenomenos
de cavitacién que promueven la ruptura de la estructura matricial. Los sistemas mas
utilizados incluyen sondas de ultrasonidos de alta potencia y bafios ultrasénicos de
frecuencia controlada. Estas técnicas fueron validadas para la extraccion eficiente de
especies de selenio en tejido animal, particularmente en muestras avicolas
demostrando alta reproducibilidad analitica (Cabafiero et al., 2005), tejidos en plantas
(Pefas et al., 2012) o levadura selenizada (Ruiz et al., 2003).

2.11. Espectroscopia de emisién atobmica ICP-OES

La Espectrometria de Emision Optica con Plasma acoplado inductivamente (ICP-

OES) representa una técnica analitica multielemental que permite cuantificar
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elementos traza (desde porcentajes hasta niveles de ppb), excluyendo principalmente
halégenos, gases nobles y ciertas tierras raras. El método implica: (1) nebulizacion
de la muestra liquida, (2) excitacion atdbmica en plasma de argén (7000-10000 K), y
(3) deteccion de emisiones caracteristicas mediante un sistema Optico de alta
resolucion (policromador con detectores CCD). Su versatilidad abarca el analisis de
diversas matrices (catalizadores, alimentos, aguas, muestras geologicas Yy
biolégicas), requiriendo pretratamiento mediante digestiébn acida asistida por
microondas (HNO3/H,0,) o fusién alcalina para matrices complejas. La técnica
destaca por su amplio rango dinamico (hasta 6 6rdenes de magnitud), limites de
deteccion en el orden de pg/L y pg/kg, y capacidad para analizar muestras con alta

carga matricial. (Instituto de Catalisis y Petroleoquimica, 2019)
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién del lugar de estudio
La investigacion se desarrollé en los Laboratorios de Biologia Celular y Molecular y el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Ubicacién geografica (UTM):
Longitud: 634788,67, latitud: 8603575,11, altitud (m.s.n.m): 2791.
Asimismo, para determinacién de selenio intracelular total se contraté el servicio del
Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad - Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Catolica Santa Maria en la ciudad de Arequipa. Ubicacion geografica
(UTM): Longitud: 227096,30, latitud: 8192661,16 altitud (m.s.n.m): 2335.
3.2. Tamafio de muestra
Estuvo constituido por 73 tubos Falcon que contuvieron 45 mL de YEPD inoculados
con 5 mL de Saccharomyces cerevisiae en fase de crecimiento exponencial
distribuidos en cuatro tratamientos con concentraciones de selenito de sodio de 0, 5,
7y 9 mg/L (Tabla 3). Para el analisis del crecimiento celular (UFC/mL), se usaron 16
muestras con YEPD por tratamiento, totalizando 64 unidades experimentales. Para la
determinacion de biomasa y selenio intracelular, se asignaron 3 tubos con YEPD por
tratamiento con excepcion al tratamiento con 0 mg/L, sumando 9 unidades los cuales
se obtuvieron del bloque 4h, 16h y 28h respectivamente. Ademas, el experimento se
realizé por triplicado con el fin de disminuir el sesgo experimental y asegurar la
confiabilidad de los resultados.
3.3. Tipo ydisefio de investigacion
Tipo de investigacion experimental con un disefio de bloques completamente al azar
(DBCA). El objetivo fue obtener biomasa selenizada de Saccharomyces cerevisiae
utilizando diferentes concentraciones de selenito de sodio (5, 7,y 9 mg/L) y un grupo
control de 0 mg/L respectivamente, los tiempos de evaluacion fueron 4, 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 64, y 72 h. La hip6tesis planteada indica que la

menor concentracion de selenito de sodio es la mas Optima para obtener biomasa
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selenizada de S. cerevisiae. Se disefié el experimento en blogues con base en los
tiempos de medicion para determinar el selenio total intracelular, biomasa producida
y el recuento de UFC/mL. Cada bloque estuvo conformado por cuatro tratamientos
los cuales se asignaron aleatoriamente para reducir cualquier sesgo y asegurar las
diferencias producidas por cada tratamiento. Las repeticiones por tratamiento en cada
bloque disminuyeron el error experimental. Gracias a esta metodologia, se pudo
determinar de manera clara la concentracion éptima para maximizar la produccion de
biomasa selenizada a lo largo de las distintas etapas de crecimiento.

3.4. Metodologiay recoleccidon de datos

3.4.1. Preparacion medio YEPD y distribucion en tubos Falcon

Se prepar6 3,285 mL de medio YEPD en polvo, disolviendo 50g del medio en 1000mL
de H>O destilada como indica las especificaciones del fabricante, posteriormente se
dispuso el medio dentro de la cAmara de flujo laminar para distribuirlo a los 73 tubos

Falcon como indica la Tabla 3.

Tabla 2. Composicion del medio liquido YEPD

Componente YEPD ligquido
Azufre mg/L 21504010
Carbono g/L 1044 £0.20
Fasforo g/l 0,22 £ 0,01

Nitrdgeno g/l 3,27 +015

Fuente: Kieliszek et al. (2016)

Tabla 3. Distribucién de volumenes de YEPD para cada tratamiento

Concentracién Volumen Volumen de Tubos para  Tubos parala Total de

de Na»SeO3 de YEPD inoculo recuento biomasa tubos
0 mg/L 45 mL 5mL 16 - 16
5 mg/L 45 mL 5mL 16 3 19
7 mg/L 45 mL 5mL 16 3 19
9 mg/L 45 mL 5mL 16 3 19
total 73
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3.4.2. Preparaciéon de la solucién de selenito de sodio

Se pes6 1g de selenito de sodio y se disolvié en un matraz que contenia 1L de H,O
destilada para obtener la solucion madre a una concentracion de 1000 mg/L
selenito de sodio.

Se realiz6 célculos utilizando la féormula C1xV1 = C2xV2 para obtener las
concentraciones adecuadas (250 pL para 5 mg/L, 350 pL para 7 mg/L, 450 uL para
9 mg/L) para su posterior inoculacion en los tubos Falcon.

Finalmente, se almacend a 4 °C, protegidas de la luz hasta su uso.

3.4.3. Preparacion del in6culo

Se peso6 0,0814g Saccharomyces cerevisiae comercial seca de la marca INSTANT
SUCCESS-LESAFFREE®, posteriormente la masa se afiadio a 370 mL de YEPD
estéril dentro de un matraz Erlenmeyer de 500 mL.

Seguidamente el matraz fue colocado en bafio maria a 36 £ 1°C por 15 minutos
para activar la levadura, se mezcl6 el YEPD con la levadura haciendo movimientos
circulares.

Finalmente se colocé en un rotador acondicionado a 30°C a (2147 xg) durante 24

h para obtener el indculo.

3.4.4. Adicién del in6culo y selenito de sodio

Se trabajo en la cabina de flujo laminar, seguidamente se adicion6 5 mL de indculo
cultivo de 24 h de S. cerevisiae a los 73 tubos Falcon que tuvieron 45 mL con
YEPD como muestra la Tabla 3, los 64 tubos sirvieron para hacer el recuento de
colonias y 9 tubos para la cuantificacion de la biomasa y selenio total intracelular.
Después de inocular, se colocé los tubos en un soporte acondicionado y puestos
en un agitador a 30°C a (2147 xg), luego de trascurrir 5 h de crecimiento, se
adicionaron volimenes de selenito de sodio a los tubos experimentales con el
propésito de tener concentraciones de 0, 5, 7y 9 mg/L.

Se prolongo la agitacion de todos los tubos a 30°C y (2147 xg) hasta consumar 72

h de cultivo. Se realizé 3 repeticiones.

3.4.5. Recuento de colonias de Saccharomyces cerevisiae

Después de 4 horas se retird 7 tubos falcon, 4 sirvieron para realizar el recuento
de UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae de las concentraciones (0, 5, 7y 9 mg/L)
y 3 fueron para determinar la biomasa de las concentraciones (5, 7 y 9 mg/L)

respectivamente. Este procedimiento se repitié hasta cumplir las 72 horas.
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En la cAmara de flujo laminar con una micropipeta se retir6 1 mL de cada tubo y
se llevé a la dilucién 10'° empleando H,O destilada estéril.

¢ Seinoculé 1 mL de la dltima dilucion a 3 placas de petri para cada concentracion
y se empled la técnica por incorporacion en agar Saboraud, seguidamente se
incubd las placas de petri a 30°C x 24 h.

e Este procedimiento se repiti6 cada 4 h hasta cumplir las 56 h y luego cada 8 h
hasta completar las 72 h, no obstante, solo en los tiempos 4,16 y 28 se retiraron 7
tubos y en los restantes sélo 4.

e Después de 24 h de incubacién a 30 °C se procedi6 a realizar el recuento de las
UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae para cada concentracion de selenito de
sodio empleando un contacolonias y un marcador indeleble.

3.4.6. Recuperacion de la biomasa

e Se retir6 los tubos refrigerados a 2°C de los tiempos 4,16 y 28 h respectivamente.
En la camara de flujo laminar se dejo reposar por 30 min a temperatura de
ambiente para su sedimentacion.

e Se decanté el sobrenadante y se agreg6 voliumenes de H,O destilada estéril para
hacer el lavado de los residuos del medio de cultivo.

e Seguidamente se mezclé la biomasa con H,O destilada estéril, se decanto a tubos
de 6 mL para ser centrifugados a (2147 xg) por 5 minutos, de igual manera se
decant6 el sobrenadante para obtener la biomasa.

e Se tapd los tubos herméticamente y se pesé la biomasa empleando una balanza

de precision.

Posteriormente los 27 tubos con la biomasa recuperada fueron refrigerados a 2°C
para su posterior analisis.

3.4.7. Protocolo para la curva de calibracién

Se construy6 una curva de calibracion utilizando el equipo Optima 8000 (PERKIN
ELMER®, EE. UU), operando a una longitud de onda de 196,0 nm. Se prepararon
cinco soluciones estandar de Selenio con concentraciones de 0,00 (blanco), 0,5, 1,0,
2,0y 5,0 mg/L, a raiz de un patrén de 1000 mg/L. Todas las diluciones se realizaron
utilizando la misma matriz acida empleada en la digestion de muestras (mezcla de
HNO; y H,0,). El blanco de calibracion (Calib Blank 1), correspondiente a una
solucién sin analito, fue analizado en duplicado. Las intensidades corregidas

obtenidas fueron de -64,3 y -69,5, con una media de -66,9, una desviacion estandar
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de 3,66 y un %RSD de 5,48%, lo cual se considerd aceptable para establecer la linea
base del andlisis. A continuacién, se aspiraron las soluciones estandar en orden
creciente de concentracién. Se realizaron dos lecturas por cada estandar, asegurando
enjuagues con diluyente entre cada medicion. Las intensidades netas y corregidas
fueron registradas automaticamente por el software del equipo (WinLab32). Se
construyo la curva de calibracion ingresando las concentraciones conocidas frente a
las intensidades corregidas correspondientes. El software generé la ecuaciéon de la
recta y el coeficiente de correlaciéon (R2), el cual fue superior a 0,995, indicando una
excelente linealidad.

3.4.8. Determinacion de selenio total intracelular

El analisis se realiz6 utilizando un Espectroscopio de Emision Atémica con Plasma de
Acoplamiento Optico (ICP-OES), modelo Optima 8000 (PERKIN ELMER®, EE. UU).
Se pesaron 0,5 g de muestra y se sometieron a digestion acida en un vaso de
precipitado con 5 mL de HNO; (acido nitrico), manteniéndose en reposo a
temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente, la mezcla se calenté a 70 °C en
una placa calefactora durante 10 min. Tras enfriar, se adicionaron 5 mL de HNO;y 5
mL de H,O.,, repitiendo el calentamiento a 70 °C por 60 min. El proceso se repitié una
vez mas bajo las mismas condiciones (adicion de 5 mL de HNO; y 5 mL de H,0,,
seguido de calentamiento a 70 °C durante 60 min). Finalmente, la solucion digestada
se enfrio, se filtré y se aforé a 25 mL en un matraz volumétrico. La cuantificacién del
analito se realiz6 mediante espectrometria, previa construcciéon de una curva de
calibracion, expresando los resultados en mg/Kg.

3.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico correspondié a un disefio en bloque completo al azar
concordante con el disefio de investigacion, donde los niveles de selenio de sodio
desempefian la funcién de tratamientos: 0, 5, 7 y 9 mg/L, el bloque corresponde al
recuento de colonias cada cuatro horas hasta las 48 horas (0, 4, 8, ..., 56) y cada 8
horas hasta completar las 72 horas y la variable dependiente o respuesta es el analisis
de selenio total incorporado a nivel intracelular en la biomasa en sus diferentes etapas
de la experimentacion. Se aplicé el Andlisis de Varianza, pruebas Post hoc de Tukey
y Dunnett empleando el software SPSS Statistics version 27 para determinar la
existencia de diferencias significativas en la produccion de UFC/mL, biomasa y

selenio total intracelular, para lo cual se emple6 diferentes concentraciones de

29



Selenito de sodio, ademas las pruebas sirvieron para identificar la concentracion

optima en la produccién de biomasa selenizada en diferentes tiempos.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Recuento total de UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae a diferentes
concentraciones de selenito de sodio en 72 h (promedio).

Horas Omg/L 5mg/L 7mg/L 9 mg/L

(h) PT PT PT PT

4 66x101!  46x10' 35x10'  32x10%?

8 17x10*?  14x10*? 13x10'?  10x10%
12 69x10'2 67x10'? 63x10'?  58x10'?
16 83x10'2  79x10%? 67x10% 66x10*2
20 83x10'2 80x10%? 67x10% 66x10*?
24 83x10%?  79x10*? 67x10'? 66x10%2
28 83x10*?  79x10*? 67x10%?  66x10'2
32 68x10'2 61x10*? 59x10% 55x10*2
36 61x10'?2 58x10'? 55x10% 52x10%?
40 53x10'?2 51x10%? 50x10% 48x10*?
44 52x10'?  49x10'? 46x10%  43x10'?
48 42x10*  33x10'? 29x10%? 22x10%?
52 34x10'2 29x10%? 24x10% 17x10%?
56 21x10'2 12x10%*? 76x10% 54x10%*
64 12x10'2  68x10'* 37x10% 22x10%
72 30x101t  19x10%  11x10%  40x10%°

PT: Promedio total.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacién evidencian que Saccharomyces cerevisiae
INSTANT SUCCESS — LESAFFREE® posee la capacidad de producir biomasa selenizada.
La levadura tolera y transforma selenito de sodio (Na,SeOs) en especies organicas
bioactivas, principalmente selenoaminoécidos, los cuales tienen un alto valor bioldgico y
funcional (Rayman, 2004; Suzuki, 2005; Rodriguez, 2019).

La Tabla 4 resume el recuento promedio de UFC/mL a lo largo de 72 horas, constituye la
base numérica para construir la Figura 7. Las curvas de crecimiento obtenidas permiten
identificar el efecto de 5, 7 y 9 mg/L de selenito y un grupo control (Omg/L) mediante tres
fases clasicas del crecimiento microbiano: fase exponencial (4-16 h), fase estacionaria (16—
28 h) y fase muerte celular (28—72 h). El analisis comparativo entre tratamientos revela que
la concentracion de 5 mg/L mostrd una curva de crecimiento muy proxima a la del control,
evidenciando una alta viabilidad celular y una adaptacién efectiva al estrés inducido por el
selenito. Ambas condiciones (control y 5 mg/L) alcanzaron un méaximo de crecimiento entre
las 16 y 28 horas, con recuentos de UFC/mL superiores a los observados en las
concentraciones de 7 y 9 mg/L, donde se evidencié un efecto mas marcado de inhibicién
celular. La aplicacién del analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del p <
0,05, complementado con pruebas post hoc de Tukey y Dunnett, confirmé diferencias
significativas en la produccion de UFC/mL entre las concentraciones evaluadas. Estos
resultados respaldan que el tratamiento con 5 mg/L de selenito de sodio constituye la dosis
Optima entre las concentraciones empleadas, al promover un crecimiento celular préximo al
control y evitar la toxicidad observada a mayores concentraciones. Finalmente, el uso del
recuento de UFC/mL como indicador de viabilidad permiti6 una discriminacion precisa de
células metabolicamente activas, lo que fortalece la interpretacion de la curva de crecimiento

observada en la Figura 7. La marcada disminucion a partir de las 28 h en todos los
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tratamientos, especialmente en 7 y 9 mg/L, sugiere una progresiva pérdida de viabilidad
celular, atribuida al agotamiento de nutrientes, la acumulacién de productos toxicos derivados
del metabolismo del selenio, como el H,Se y las especies reactivas de oxigeno (ROS), que
degradan estructuras celulares importantes, en concordancia con lo reportado por Herrero &
Wellinger (2015) y Lindemann et al. (2000).

El recuento de UFC/mL en agar Sabouraud permitié determinar la viabilidad y cuantificar las
levaduras metabdélicamente activas en la muestra, este enfoque se basa en la capacidad de
las levaduras viables para proliferar y formar colonias bajo condiciones de cultivo adecuadas.
En contraste, la técnica de densidad 6ptica, empleada por Rodriguez et al. (2019), Wu et al.,
(2021) y Zare et al., (2017) para evaluar la viabilidad y realizar el recuento celular, presenta
una limitacién inherente porque no diferencia entre células vivas y muertas. Al respecto Beal
etal., (2020), menciona que, al medir la turbidez de una suspension, la densidad dptica refleja
la biomasa total presente, independientemente de la integridad metabdlica o la capacidad
reproductiva de las células. Por consiguiente, mientras que la densidad Optica es util para
estimar la concentracion celular total o el crecimiento global de una poblacion, el recuento de
UFC/mL permanece como el método preferente para evaluar especificamente la proporcion
de células viables y potencialmente activas (Karamba & Ahmad, 2019; Wang et al., 2021).
Asimismo, diversos estudios han demostrado que la relacion entre densidad 6pticay UFC/mL
no es lineal, especialmente a altas densidades celulares o en medios complejos como YEPD,
donde el crecimiento celular, la produccion de metabolitos y la muerte celular afectan la
lectura espectrofotométrica (Sgrensen & Jakobsen, 1997; Pefiuelas-Urquides et al., 2013).
Por tanto, el uso de UFC/mL en este estudio mejora la resolucién temporal del crecimiento
microbiano como se observa en la Figura 7, lo que fortalece la interpretacion de los efectos
toxicos del selenito. Ademas, Kieliszek et al., (2015) mencionan que compuestos como el
selenito (SeO3%”) pueden ser perjudiciales a altas concentraciones, provocando estrés
oxidativo y dafio celular, lo que resulta en una disminucién de la viabilidad y produccion de
colonias en 24 h después de la inoculacién que Se, dichos resultados se asemejan a nuestra
investigacion. En relacion Rodriguez et al. (2019) reportaron diferencias en el crecimiento y
la formacién de UFC/mL al utilizar 2, 4, 6, 8 y 10 mg/L, donde se observé un efecto inhibitorio
en las concentraciones 8 y 10 mg/L, ademas mencionan que la tolerancia en el metabolismo
depende de la concentracion y cepa utilizada. Asimismo, Pinel et al., (2013) indica que, a
nivel estructural, las mitocondrias son de los primeros organelos afectados. El estrés

oxidativo mitocondrial puede comprometer la produccion de ATP, alterar la dinamica
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mitocondrial y activar vias de muerte celular como la apoptosis. Estudios han demostrado
gue altas concentraciones de selenio perjudican la viabilidad celular y provocan disminucién
de UFC/mL (Spallholz et al., 2004). Por otro lado, el nicleo también se ve comprometido. El
exceso de ROS puede inducir dafio en el ADN y afectar la integridad del ciclo celular. Se ha
observado que S. cerevisiae en medios con altas dosis de selenito presenta fragmentacion
del ADN. EI crecimiento celular de levaduras involucra rutas bioquimicas complejas.
Inicialmente, el selenito se reduce mediante la accién del glutation (GSH), generando
compuestos como glutationiselenol (GSSeH), que pueden derivar en H,Se 0 selenio
elemental (Cupp-Sutton & Ashby, 2016). La acumulacién excesiva de estos intermediarios
genera una respuesta de detoxificacion celular, que incluye la activacion de enzimas
antioxidantes como la glutation peroxidasa (Kieliszek et al., 2015; Otero et al., 2008). Cuando
la capacidad antioxidante se ve sobrepasada, se desencadena la muerte celular programada,
lo que explica la disminucién de UFC/mL en tratamientos con 7 y 9 mg/L (Figura 6).

La Figura 8 muestra el promedio de la cuantificacion de la biomasa (g) en los tiempos 4, 16
y 28 h, matematicamente presenta diferencias, sin embargo, al realizar el ANOVA arroja un
valor (p>0,05) indicando que las diferentes concentraciones de selenito de sodio no generan
un efecto estadistico significativo en la produccion de la biomasa selenizada de
Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS- LESSAFREE®, no obstante, se observa
una tendencia clara de mayor rendimiento a las 16 h en el tratamiento de 5 mg/L, reportando
el mayor recuento de UFC/mL (Figura 7). Este hallazgo es coherente con estudios previos
gue reportan una mayor eficiencia de conversion de selenito en formas organicas en
concentraciones de 5 a 7 mg/L para la obtencion de biomasa (Rodriguez et al., 2019; Mapelli
et al.,, 2012). Asimismo, Kieliszek et al., (2015) reportaron que la fase de crecimiento
exponencial antes de las 24 h es el 6ptimo para obtener biomasa activa, estos resultados
son similares a nuestra investigacion. segun Kieliszek et al. (2016), S. cerevisiae puede
modular sus rutas metabdlicas clave (como glicolisis y ciclo de Krebs) frente a la presencia
de selenio, lo cual condiciona la eficiencia del crecimiento y el rendimiento en biomasa. Estos
cambios metabdlicos podrian explicar las ligeras diferencias observadas entre tratamientos,
aunque no fueron significativas en este estudio. La cepa comercial usada en este estudio
mostré una tolerancia moderada al selenito, lo cual coincide con lo reportado para cepas
comerciales panaderas. Sin embargo, cepas autdctonas o modificadas genéticamente
pueden tener mayor capacidad de biotransformacion, como demostré Zare et al. (2017), este

aspecto resalta la necesidad de optimizar la seleccibn de cepas para aplicaciones
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biotecnoldgicas especificas. Al respecto Kieliszek et al., (2016) mencionan que el tipo de
cepa de Saccharomyces cerevisiae juega un papel significativo en su capacidad para tolerar
el selenito. Las diferencias fenotipicas entre cepas comerciales y de laboratorio pueden
resultar en variaciones significativas en la tolerancia al selenito de sodio e influir en la
produccién de biomasa, también reporta que concentraciones mayores a 8 mg/L de selenito
generan menor biomasa porque ejercen un efecto toxico sobre las levaduras. Igualmente
Rodriguez et al. (2019) afirman que la S. cerevisiae LALVIN Bourgovin RC-212 tiene mayor
produccion de biomasa selenizada en concentraciones menores a 8 mg/L de selenito de
sodio reportando diferencias significativas cuando se emplean mayores concentraciones. Sin
embargo, Wu et al. (2021) y Ponce de Le6n et al. (2002) indican que concentraciones
mayores de 10 mg/L de selenito de sodio ejercen un efecto inhibitorio en la division celular y
conllevan a una menor produccién de biomasa, en cambio concentraciones menores a 10
mg/L no manifiestan diferencias significativas.

La Figura 9 representan la cuantificacion del Selenio total intracelular en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS-LESAFFREE® con técnica ICP-OES, los
puntos de medicién fueron a las 4, 16 y 28 h, porque representan la fase exponencial,
estacionaria y el inicio de la fase de muerte. Después del ANOVA (p>0,05), indic6é que las
concentraciones 5, 7 y 9 mg/L de selenito de sodio no generan diferencias significativas en
la incorporacion del selenito de sodio en el medio intracelular, no obstante, esta estabilizacion
en la acumulacion puede estar relacionada con la capacidad maxima de saturacion de los
sistemas de transporte y detoxificacion intracelular (He & Yao, 2010). También es posible
que parte del selenio incorporado haya sido transformado en formas volatiles como
dimetilseleniuro (DMSe) o dimetildiseleniuro (DMDSe), que no quedan retenidas en la
biomasa (Hapuarachchi et al., 2004; Kieliszek et al., 2015). En relacion Rodriguez et al.
(2019) y Ponce de Ledn et al. (2002) concuerdan que el contenido de selenio intracelular
puede variar por el tiempo de exposicion y las condiciones redox del medio que, por la
concentracion absoluta del selenito, lo cual coinciden en nuestros resultados. En tal sentido
Kieliszek et al., (2016) y Rodriguez et al. (2019), coinciden que la incorporacion al medio
intracelular implica un proceso de cambios que conducen a la disminucion del nivel de
oxidacion y la generacién de selenuro de hidrégeno. Este compuesto intermediario logra ser
empleado en la sintesis de selenoaminoéacidos o transformarse en especies metiladas, las
cuales logran ser excretadas del cuerpo més adelante. En tal sentido Herrero y Wellinger

(2015), el selenito de sodio interactla con el glutation (GSH) para originar selenuro de
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hidrogeno y posteriormente generar selenoaminodcidos. Nuestro resultado coincide con los
Wu et al. (2021) y Ponce de Ledn et al. (2002) quienes demostraron que la acumulacién de
selenio total intracelular en S. cerevisiae no muestran diferencias significativas en
concentraciones menores a 10 mg/L mientras que concentraciones superiores muestran
aumento en el contenido de selenio organico en la biomasa final. En oposicion, Oraby et al.
(2016) reportaron que concentraciones debajo 5 mg/L de selenito de sodio, una efectiva
incorporacion intracelular en Sacharomyces cerevisiae formando selenometionina y
selenocisteina, Sin embargo, manifiestan que los efectos inhibitorios se evidencian a partir
de la concentracion 9 mg/L, estos resultados guardan relacion con nuestros resultados. Por
altimo, esta investigacion es una evidencia para la obtencibn de biomasa selenizada
utilizando diferentes concentraciones de selenito de sodio. Sin embargo, al no evidenciarse
diferencias significativas en la cuantificacién de la biomasa y el contenido de selenito total
intracelular se establece que la concentracion 5 mg/L es la 6ptima porque a través de la curva
de crecimiento presenta mayor producciéon de UFC/mL de Sacharomyces cerevisiae
INSTANT SUCCESS-LESAFFREE® mostrando diferencias significativas frente a las
concentraciones 7 y 9 mg/L que generan un efecto inhibitorio en el crecimiento celular,
ademas factores como el tiempo de exposicion, la cepa de levadura, y las condiciones del
cultivo son importantes en la obtencién de levadura enriquecida con selenio .Los resultados
sugieren estudios a gran escala y el empleo de técnicas para la especiacién de selenio

organico.

40



VI. CONCLUSIONES

Se logré obtener biomasa selenizada de Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS
- LESSAFREE?® utilizando diferentes concentraciones de selenito de sodio, evidenciando

su capacidad de tolerar y transformar selenito de sodio en compuestos organicos

Se evalud el efecto de las concentraciones de selenito de sodio en el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESSAFREE® mediante la produccion
UFC/mL, determinando que la concentracion de 5 mg/L de selenito de sodio promovio

mejor crecimiento celular cercano al control.

Se cuantificé la biomasa selenizada de Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS -
LESSAFREE® en gramos (g), demostrando que las concentraciones utilizadas no difieren

significativamente en la produccion de biomasa.

Se cuantificé el selenio total intracelular en la biomasa obtenida de Saccharomyces
cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESSAFREE® evidenciando que las concentraciones

empleadas no presentan diferencias significativas.

Se determiné que la concentracion de 5 mg/L de selenito de sodio es la mas éptima para
obtener biomasa selenizada de Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS -
LESAFFRE®, porque genera mayor producciéon de UFC/mL en comparacion con las
concentraciones de 7 y 9 mg/L, las cuales mostraron un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de la levadura.
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VIl. RECOMENDACIONES

. Realizar analisis adicionales para la especiacién de selenoaminoacidos presentes en
Saccharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESSAFREE®.

Realizar mas investigaciones sobre la selenizacion en Saccharomyces cerevisiae en

mayores volimenes para aplicarlos a nivel industrial.

. Usar técnicas de modelado matematico para hacer predicciones sobre el crecimiento

celular, produccién de biomasa e incorporacion de selenio en Saccharomyces cerevisiae.

. Realizar el recuento de UFC/mL con equipos digitales de mayor precision.
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Anexo 1. Efecto del selenito de sodio en el crecimiento de Sacharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESAFFREE®
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Anexo 2. Efecto del selenito de sodio en el crecimiento de Sacharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESAFFREE®
(segunda repeticion).



Anexo 3. Efecto del selenito de sodio en el crecimiento de Sacharomyces cerevisiae INSTANT SUCCESS - LESAFFREE®
(tercera repeticion).
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Anexo 4. Prueba de ANOVA para las UFC/mL de Sacharomyces cerevisiae
SUCCESS-LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio a las
4 h (promedio).

4h Suma de cuadrados gl cuTj:jziitEi.ca Sig.
Entre grupos 211724 917 3 70574.972 1849126 0.000
Dentro de grupos 305333 8 36167
Total 212030250 11

Wota: IBM SPS5 27

Anexo 5. Prueba de Kruskal - Wallis para las UFC/mL de Sacharomyces cerevisiae
SUCCESS-LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio a las
16 h (promedio).

16h
H de Kruskal-Wallis 10.421
gl 3
Sig. asin. 0.015

Nota: IBM SPSS 27

Anexo 6. Prueba de Kruskal - Wallis para las UFC/mL de Sacharomyces cerevisiae
SUCCESS-LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio a las
28 h (promedio).

28 h
H de Kruskal-Wallis 10.385
al 3
Sig. asin. 0.016

Nota: IBM SPSS
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Anexo 7. Pruebas Post hoc para las UFC/mL de Sacharomyces cerevisiae
SUCCESS-LESAFFREE® con diferentes concentraciones selenito de sodio

(promedio).
Tiempos Post Hoc Comparacioén de Sig.
) [0-5] [0-7] [0-9] [5-7] [5-9] [7-9]
4 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
8 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
12 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
16 Dunnett A-B A-C A-D B-C B-D C-D
20 Dunnett A-B A-C A-D B-C B-D C-D
24 Dunnett A-B A-C A-D B-C B-D C-D
28 Dunnett A-B A-C A-D B-C B-D C-C
32 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
36 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
40 Tukey A-B A-C A-D B-B B-D C-D
44 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
48 Dunnett A-B A-C A-D B-C B-D C-D
52 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
56 Tukey A-B A-C A-D B-C B-D C-D
64 Dunnett A-B A-C A-D B-C C-D C-D
72 Dunnett A-B A-C A-D B-C C-D C-D

Letras iguales no hay diferencia significativa y letras diferentes existe diferencia

significativa
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Anexo 8. Biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® con

diferentes concentraciones de selenito de sodio.

Tiempo (h)

Na,5e0; 4 h 16 h 28 h

5 mg/L 0,52 0.65 0,64

Primera 7 mgiL 0,51 0,63 0,61

repeticion 9 mg/L 0,48 0.61 0,58
5 mg/L 0,53 0.66 0,63

Segunda 7 mgiL 0,51 0.61 0,58
repeticion 9 mg/L 0,49 0,59 0,57
5 mg/L 0,53 0.64 0,61

Tercera 7 mgiL 0,49 062 0,59

repeticion 9 mg/L 0,48 058 0,56
5 mg/L 0,53 0.65 0.63

Promedio 7 mg/L 0,50 0,62 0,59
9 mg/L 0,48 0,59 0,57
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Anexo 9. Prueba de ANOVA para la biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-
LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio a las 4 h (promedio).

Biomasa a 4h  Suma de cuadrados gl n:ur:;rl::;;ca Sig.
Entre grupos 0.001 2.000 0.001 1531 0.290
Dentro de grupos 0.002 6.000 0.000
Total 0.003 &.000

Fuente: IBM SP35 27

Anexo 10. Prueba de ANOVA para la biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae

SUCCESS-LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio alas 16 h
(promedio).

Biomasaa16h Suma de cuadrados gl Cu“:jgﬁca Sig.
Entre grupos 0.001 2.000 0.001 1846 0237
Dentro de grupos 0.002 6.000 0.000
Total 0.004 8.000

Fuente: IBM SPSS 27

Anexo 11. Prueba de ANOVA para la biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae

SUCCESS-LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio a las 28 h
(promedio).

Biomasaa28h Suma de cuadrados gl Med,le.l Sig.
cuadratica
Entre grupos 0.001 2.000 0.001 1.021 0.415
Dentro de grupos 0.003 6.000 0.001
Total 0.004 8.000

Fuente: IBM SPSS 27
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Anexo 12. Comparacion de la biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-

LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio (primera repeticion).
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Anexo 13. Comparacion de la biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-
LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio (segunda repeticion).
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Anexo 14. Comparacion de la biomasa (g) de Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-

LESAFFREE® con diferentes concentraciones de selenito de sodio (tercera repeticion).
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Anexo 15. Cuantificacion del selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE®.

Tiempo (h})
NazSeO; 4h 16 h 28 h
5 mg/L 116 1,74 1,66
Primera 7 mg/L 1,23 1,85 1,84
repeticion 9 mg/L 1,27 1,91 215
5 mg/L 1,21 1,29 1,37
Segunda 7 mglL 1,37 1,42 1,61
repeticion 9 mg/L 143 1,51 1.73
5 mglL 0,93 1,33 157
Tercera T mg/L 0,97 147 1,72
repeticion 9 mg/L 1,02 1,69 1,92
5 mg/L 1,10 1,45 153
Promedio 7 mg/L 119 158 1,72
9 mg/L 1,24 1,70 1,93
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Anexo 16. Prueba de ANOVA para el selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® a las 4 h (promedio).

Selenio intracelular Suma de | Media Sj
a4dh cuadrados 9 cuadratica 9-

Entre grupos 0.065 2.000 0.032 1.020 0.416

Dentro de grupos 0.190 6.000 0.032

Total 0.255 8.000

Fuente: IBM SPSS 27

Anexo 17. Prueba de ANOVA para el selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® a las 16 h (promedio).

Selenio intracelular

Suma de Media .
a 16 h cuadrados g cuadratica S10.
Entre grupos 0.247 2.000 0.123 2.222 0.190
Dentro de grupos 0.333 6.000 0.056
Total 0.580 8.000

Fuente: IBM SPSS 27

Anexo 18. Prueba de ANOVA para el selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® a las 28 h (promedio).

Selenio intracelular

Suma de Media :
a28h cuadrados g cuadratica Sig.
Entre grupos 0.744 2.000 0.372 2.819 0.137
Dentro de grupos 0.792 6.000 0.132
Total 1.536 8.000

Fuente: IBM SPSS 27
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Anexo 19. Comparacion del Selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® (primera repeticion).
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Anexo 20. Comparacion del Selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® (segunda repeticion).
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Anexo 21. Comparacion del Selenio total intracelular (mg/kg) en la biomasa de
Sacharomyces cerevisiae SUCCESS-LESAFFREE® (tercera repeticion).
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Anexo 22. Grafica de la curva de calibracion para Selenio (Se) a 196 nm.
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Sample ID: Calib Blank 1
Analyte Conc (Calib) Conc (Sample) Net Intensity Corr. Intensity
Se 196.026
[000] mg/L -64.3
[0.00] mg/L -69.5 -69.5
Mean: [0.00] mg/L -66.9
SD: 3.66 mg/L
%RSD: 5.48
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Anexo 23. Distribucion de volumenes de YEPD para cada tratamiento de Na,SeOs

Fuente: EEG.Ayacucho.2023.

Anexo 24. Incubacién de los diferentes tratamientos de Saccharomyces cerevisiae a
30°C sometida a tres concentraciones de selenito de sodio en el medio YEDP.

Fuente: EEG.Ayacucho.2023.
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Anexo 25. Distribucién de los diferentes tratamientos con Saccharomyces cerevisiae en

los tubos falcon.

Fuente: EEG.Ayacucho.2023.

Anexo 26. Recuento de colonias de Saccharomyces cerevisiae en UFC/mL alas 16 horas

en la concentracion 0 de selenito de sodio.
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Anexo 27. Recuento de colonias de Saccharomyces cerevisiae en UFC/mL alas 16 horas

en la concentracion 5 de selenito de sodio.

Anexo 28. Recuento de colonias de Saccharomyces cerevisiae en UFC/mL alas 16 horas

en la concentracion 7 de selenito de sodio.
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Anexo 29. Recuento de colonias de Saccharomyces cerevisiae en UFC/mL alas 16 horas

en la concentracion 9 de selenito de sodio.
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Anexo 30. Biomasa recuperada por centrifugacion a (2147 xg) x 5 min.
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Anexo 31. Procedimiento de la ICP-OES en el Laboratorio de Ensayo y Control de
Calidad -UCSM-Arequipa.




Anexo 32. Informe de ensayo para el andlisis del contenido intracelular total de
selenio utilizando ICP-OES.

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BICQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CON

l INFORME DE ENSAYO N° ANA15K23.005088

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga
Direccién del cliente : Portal Independencia N° 72 Tercer Piso

RUC : 20143660754

Identificacion del contacto : Edgar Escriba Gutiérrez

Descripcién de la muestra : Varios

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicién del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra : Varios

Fecha de recepcién : 15/11/2023

Fecha de ejecucion de ensayo  : 15/11/2023 al 16/11/2023
Fecha de emision de informe  : 16/11/2023
Pagina :2de2

OBSERVACIONES:

- Lainformacion proporcionada por el cliente es de responsabilidad exclusiva del mismo.

- El muestreo, las condiciones de muestreo, tratamiento previo y transporte de la muestra hasta el ingreso
al LECC son responsabilidad del solicitante y los resultados emitidos en el presente informe se refieren a
la muestra tal como se recibio.

— Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas y no
deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto ¢ como certificado
del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser reproducido, sin
autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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Vb INFORME DE ENSAYO N° ANA15K23.005088

INFORMACION PROPORCIONADA POR EL CLIENTE

Nombre del cliente : Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
Direccién del cliente : Portal Independencia N° 72 Tercer Piso

RUC 1 20143660754

Identificacién del contacto : Edgar Escriba Gutiérrez

Descripcion de la muestra : Varios

INFORMACION DEL ENSAYO

Condicién del muestreo : Por el cliente

Tamaiio de muestra : Varios

Fecha de recepcion £ 15/11/2023

Fecha de ejecucion de ensayo : 15/11/2023 al 16/11/2023
Fecha de emisién de informe  : 16/11/2023
Pagina :1de2

i ANALISIS FiSICO - QuimMICO:

AMALISIS UMIDADES | RESULTADO
Mugstra 01 mig'kg 1.18
Muestra 02 mig/kg 1.74
Muestra 03 migkg 1,58
Muegstra 04 mig/kg 1.23
Muestra 05 ma'kn 1.85
Muestra 08 mig/kg 1.84
Muestra O7 mig/kg 1.27
Muegstra 02 migkg 1.81
Muestra 09 s | 215
Muestra 10 mig/kg 1.21
Muestra 11 migkg 1.28
Muegstra 12 mig/kg 1,37
Muestra 13 ma'kn 1.37
Muestra 14 mig/kg 1.42
Muegstra 15 mig/kg 1.81
Muegstra 18 mig/kg 1.43
Muestra 17 migkg 1.81
Mugstra 12 mig/kg 1.73
Muestra 18 mig/kg 0.83
Muestra 20 mig/kg 1,33
Muestra 21 mig/kg 1.57
Muestra 22 ma'kn 0,67
Muestra 23 mig'kg 1.47
Muegstra 24 mig/kg 1.72
Muegstra 25 migkg 1.02
Muegstra 28 migka 1.88
Muegstra 27 mig/kg 1.82

codigo LECC-15INF-002F ED-01
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Anexo 33. Matriz de consistencia

TITULO DE PROYECTO: Obtencién de biomasa selenizada de Saccharomyces ceravisiae utiizando diferentes concentraciones de selenito de sodio.

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIAELES E METODOLOGIA
INDICADORES
£ Cual =ara la | Objetive General s Amtepedentes La menor concentracion | Variable Independiente Disefio de investigacion
concentracian Obtener  biomasa  selenizads  de | , go oo jefiicas :Em:ﬂ_ﬂd;i:ﬁ;i? Conceniracién de selentto de %En:t:ltli:ﬂegti o
optima para cbtener | Saccharomycez cersvizise utilizando » Selenio y compuestos hiomasza selenizads de f::;zae:nrrreidm VEFD Exp;;'in'renlal gse
hiomass selenizads | diferentes concenirsciones de selenfta | Fusntes de selenio en la 5 cerawiziag 0 mgiL, 5 mgL. 7 mgfL, 9 mgiL .
de Sacchamomyoces | de sodio. ' ) ) Foblacion

carsvisies?

Objetivos especificos
® Eyaluar =] efecto de las
concentraciones de selenito de sodio

en &l grecimiento de Saccharomyces

ceravizige |[MNSTAMT SUCCESS -
LESSAFREE”,
® Cuantificar la biomasa selenizads

Sgcchammyces cerevizige INSTAMT
SUCCESS - LESSAFREE”.
Cuantificar el s=lenio fofal infracelular
cbtenida  de
Sacchammyoes cersvizige [NETAMNT
SIMCCESS - LESSAFREE'.

en la  biomass

* Determinar la conceniracian dptirna da
selenitc  de
bigmasa

sodic  para  obtensr
sedenizada de
Sgcchammyces cerevizige INSTAMT
SIMCCESS - LESSAFREE'

dieta y biodisponibilidad
Suplementos de
Selenic

Relevancia bicldgica del
selenio y sus especies
Biotransformacion del
selenio por parte da
ECTOONZENISMIoS:
bacterias y levaduras
Selenic-bevadura

& Determinacion de selenic

¥ SUS SSpecies en
muestras bioldgicas
Determinacion del
contenido total da selenio
Espectroscopia de
emisidn atdmics ICP-0ES

Variable dependients

Biomasa szlenizada de

Saccharomyces cersviziae

Indicadores

+ Cusnfificacion de selenio fotal
intracebular

» Cusnfificacicn de la biomasa
salenizada

# Recuento en UFC/mL

La poblacion estd conformada por los
diferentes disencs de biomasa selenizada
en la que se evalud ks canfidad de selenio
total imtracelutar.

Tamano de muestra

La musestra no probakilistica es de 73 tubos
Faleon gue contienen  biomsssa  con
contenido de selenic a 0, 5 7 y 9 mg'L
sobre la que se realiza el recuento de
colonias de Ssccharmomycss cersviziae &n
UFC/mL. desde la siembra hesta la
gotivacion de los niveles de selenic de
sodio durante un pericdo de 0 & 72 horas.
Técnica

Recuento en placa

ICP-DES

ANALISIS ESTADASTICO

Se aplicara el Analisis de Varianza para
el disefic en blogue completo al azary las
comparaciones multiples de Tukey, se
utilizard el programa SPSS wersion 25
para los analisis estadisticos.
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FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Edgar ESCRIBA GUTIERREZ
RESOLUCION DECANAL N° 220-2025-UNSCH-FCB-D
En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia miércoles dieciséis de julio del afio
dos mil veinticinco; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, participando
como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, el Dr. Fidel Rodolfo Mujica Lengua
(miembro —jurado), el Dr. Victor Luis Cardenas Lopez. la Mg. Paula Garcia Godos Alcazar (miembro
— jurado), la Dra. Vidalina Andia Ayme (miembro — asesor), actuando como secretario docente el
Mg. Luis Uriel Moscoso Garcia; para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Obtencién de
biomasa selenizada de Saccharomyces cerevisiae utilizando diferentes concentraciones de selenito
de sodio, presentado por el Bach. Edgar ESCRIBA GUTIERREZ; el presidente luego de verificar la
documentacién presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacién generada
que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de sustentacion,
indicando al sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de
investigacion tal como establece en el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de
Biologia de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga. Culminada la exposicion, el
presidente invité a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus observaciones,
sugerencias y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, el presidente invit6 al sustentante
y al publico asistente a abandonar momentdneamente el Auditorio de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga para que los miembros del
jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados son los que
se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Fidel Rodolfo MUJICA LENGUA 17 17 17
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ 18 18 18
Mg. Paula GARCIA GODOS ALCAZAR 17 15 16
PROMEDIO 17

El sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso del sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e indicando
que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis con treinta
minutos; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

SPhigaTs

Dr S@’turnlno Martin TENORIO BAUTISTA Dr. Fidel Rodolfo MU ICA' LENGUA
Presidente Miembro - Jukado

7
3
Mg~PaulaJGARCIA AtCAZAR
Miembfo —Jurado Miembro —Jurado
D a. V|d llna AND) Mg. Lu&\UneI\MOSkZOSO GARCIA

Mle br esor Secretario- ocente



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N°® 041-2025-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesionai de Biologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Obtencién de biomasa
selenizada de Saccharomyces cerevisiae utilizando diferentes concentraciones de
selenito de sodio, por EDGAR ESCRIBA GUTIERREZ; he constatado por medio del uso
de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 4%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento
de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucién del
Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompania el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 15 de agosto del 2025.
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