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SELENIO TOTALY VIABILIDAD CELULAR EN LA OBTENCION
DE SELENIO-LEVADURA
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RESUMEN

Se obtiene selenio-levadura mediante el cultivo de la levadura Saccharomyces cerevisiae
LALVIN Bourgovin RC 212 en el medio YEPD, con la adicion de selenito de sodio (en
concentraciones de 2 a 10 mg Se(IV)/L) durante la fase de crecimiento exponencial, después
de 48 horas a 30°C y 200 rpm. La cuantificacién de selenio total intracelular en la selenio-
levadura es factible con el método espectrofotométrico almidon-yoduro a 590 nm y la adicion
de 8 mg Se(IV)/L proporciona mayor biomasa, una viabilidad celular superior al 90 %,
coloracion rosada y un contenido de selenio total intracelular de 738430 mg/kg en base seca.
Finalmente, la metodologia utilizada para determinar el porcentaje de viabilidad celular y
el método analitico propuesto para cuantificar el selenio total intracelular, son alternativas
accesibles para el control del bioproceso.
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TOTAL SELENIUM AND CELULAR VIABILITY FOR
OBTAINING SELENIUM-YEAST

ABSTRACT

Selenium-yeast is obtained by the culture of Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin
RC 212 in the medium YEPD, with sodium selenite addition (concentrations of 2 to 10
mg Se(IV)/L) during exponential growth phase, after 48 hours at 30°C and 200 rpm. Total
intracellular selenium quantification in the selenium-yeast is feasible with the starch-iodine
spectrophotometric method at 590 nm and the addition of 8 mg Se(IV)/L yields the most
biomass, a >90% cellular viability, pink coloration and a total intracellular selenium of
738430 mg/kg in dry basis.
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Finally, the used methodology to find the cellular viability and the analytical method proposed
to determine the total intracellular selenium are accessible for monitoring the bioprocess.

Key words: total selenium, selenium-yeast, selenite, cellular viability

INTRODUCCION

El crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en un medio de cultivo al que se
adiciona selenito (selenizacion), permite obtener suplementos dietarios de selenio-levadura
que suministran selenio biolégicamente disponible en forma segura. El selenio, elemento
esencial para la nutricion humana y animal, puede ser naturalmente acumulado por la
levadura, razén por la cual, se utilizan las células de levadura en la produccion de alimentos
e insumos en las industrias farmacéuticas y biotecnoldgicas'.

El proceso de incorporacion de selenio involucra el control de factores como la cantidad de
selenito (SeO,”) o Se (IV) adicionado al medio de cultivo, la viabilidad celular de la biomasa*
y la cantidad de selenio incorporado al medio intracelular de la levadura, entre otros?.
Adicionalmente, otros investigadores* indican que al incrementar la cantidad de Se(IV) en el
medio, se incrementa la inhibicion del crecimiento celular de la levadura, lo que coincide con
una mayor concentracion de selenio total en las células de levadura.

Segun Kieliszek et al.’, las especies de levadura pueden mostrar diferente tolerancia al selenio
y el efecto inhibitorio del selenio sobre el crecimiento de los microorganismos puede basarse
en la aparicion de estrés oxidativo en las células de levadura. Estos investigadores explican
que el selenio puede actuar como un factor fisiolodgico capaz de modificar el crecimiento de
las células de levadura, por eso conocer su influencia en el crecimiento de la levadura puede
contribuir a mejorar la produccion de la biomasa enriquecida con selenio.

Aunque la medida de la densidad dptica es una forma rapida y facil de estimar el crecimiento
de la biomasa, determinar la viabilidad celular de la levadura es un ensayo accesible, que
ademas permite estimar la condicion de la poblacion celular, pues una disminucién en la
viabilidad celular indica inhibicion del crecimiento y la induccion de la respuesta al estrés®.

Respecto a la cuantificacion del contenido de selenio total en muestras de selenio-levadura,
generalmente, se realiza mediante una técnica espectrofotométrica o electroquimica, después
de un proceso de digestion /disolucién completa de la matriz’.

El objetivo en este trabajo es cultivar la levadura Saccharomyces cerevisiae con la adicion
de 2 a 10 mg Se(IV)/L al medio de cultivo, para obtener selenio-levadura, determinar
espectrofotométricamente el selenio total intracelular y evaluar ese contenido respecto a la
viabilidad celular de la biomasa, para suministrar métodos de cuantificacion accesibles en el
control del bioproceso.
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PARTE EXPERIMENTAL

Material biologico
Levadura seca activa, Lalvin RC 212 (Bourgovin, GMO and gluten free). Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae producida por Lallemand INC. Montreal Qc, Canada HIW 2N8.

Estandar
SELM-1 (material de referencia certificado de levadura enriquecida con selenio).

Reactivos
Selenito de sodio P.A. (99 %) Panreac AppliChem; HCI Baker ACS (36,5-38 %), HNO,,
HCIO,, yoduro de potasio (99 %) Merck Emsure, Almidon soluble Scharlau.

Equipos

Autoclave ALP modelo CLG-32L/40M/40L, cabina de bioseguridad Biobase modelo
11231BBC86 MSC Clase II, agitador orbital Thermo Scientific MAXQ 7000,
espectrofotométro  Biomate 3 Thermo Electron Corporation, pHmetro UB-10 Denver
Instrument, microscopio Olympus modelo CX31RBSFA, camara Neubauer- BOECO
Germany, bright line, modelo Tiefe Depth. Profondeur (0.100 mm - 0.0025mm?), centrifuga
Sorvall Legend Thermo Scientific, congeladora Frigidaire, espectrofotométro Biomate 3
Thermo Electron Corporation, espectrofotometro 10 S Genesys.

Metodologia

Preparacion del medio de cultivo

La preparacion del medio de cultivo liquido YEPD (yeast extract, peptone, dextrose) y
de la disolucion de selenito de sodio (conteniendo 1000 mg Se(IV)/L), las condiciones de
esterilizacion asi como la medida del pH del medio de cultivo se realizaron segtn lo descrito
por Rodriguez et al.”.

Preparacion del inéculo

Se pesaron 0,011 g de levadura seca activa, LALVIN Bourgovin RC 212, que se adicionaron
a 50 mL de YEPD estéril, en un matraz erlenmeyer de 250 mL. El matraz se coloco en bafio
mariaa 36+ 1°C durante 20 minutos, después se retird, se mezclé el YEPD con la levadura
y se continud con la agitacion a 30°C y 200 rpm durante 24 horas®.

Adicion de selenito

En la camara de bioseguridad, se adicionaron 5 mL de indculo (cultivo de 24 horas de
Saccharomyces cerevisiae, LALVIN Bourgovin RC 212 que contenia de 9,8x107 a 1,3x108
cel/mL)?* a cada matraz erlenmeyer de 250 mL conteniendo 45 mL de medio liquido YEPD
estéril. Después de inocular, los matraces debidamente acondicionados se colocaron en
el agitador a 30°C y 200 rpm. Transcurridas 5 horas de crecimiento (fase de crecimiento
exponencial), se agregaron volimenes de disolucion de selenito de sodio en todos los medios
experimentales, excepto en uno (control), con el proposito de obtener concentraciones de 0
(control), 2, 4, 6, 8 y 10 mg Se(IV)/L. Posteriormente, se continud la agitacion de todos ellos
a 30°C y 200 rpm hasta completar 48 horas de cultivo. Se realizaron cuatro repeticiones.
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Densidad éptica y viabilidad celular

Se realizaron cuatro repeticiones de las mediciones de densidad optica (DO) y de recuento
celular, la DO se realizo a 600 nm y el recuento celular con tincion® para cada una de las
concentraciones de Se(IV)/L a las 48 horas.

La viabilidad celular alcanzada en los cultivos se calcula como % de viabilidad celular =
[(niimero de células viables / mL + niimero de células totales /mL) x 100].

Recuperacion de biomasa de levadura

Los cultivos de levadura en la fase estacionaria (48 horas) se colocaron en tubos falcon de
50 mL de capacidad, luego se separ6 la biomasa de levadura del sobrenadante (medio de
cultivo) mediante centrifugacion a 4°C y 4000 x g rpm durante 10 minutos’. Después de la
separacion, la biomasa de levadura recuperada se coloco a - 20°C.

Preparacion de estandares

En la preparacion directa de estandares de selenio, se pesaron 0,0139 gramos de selenito
de sodio, se llevaron a 2 mL con agua ultrapura y a partir de esa disolucion se obtuvieron
por dilucion disoluciones estandar de 100 y 20 mg Se(IV)/L, respectivamente. También se
realizaron adiciones de selenito de sodio a levadura sin selenio de la siguiente forma: a 0,0137
gramos de selenito de sodio se adicionaron 0,0400 g de levadura seca, luego se agregaron
20 pL de agua ultrapura, 150 uL de HCIO, (70 % p/p) y 50 uL de HNO, (54 %p/p), se
sometieron a calentamiento moderado, luego se agregaron 50 uL. de HCI 6M y nuevamente
se calentd, enfrid y neutralizé en frio con 100 pL de NaOH 6M para llevar a un volumen de
2 mL. Después se agitd, centrifugo y el residuo se resuspendio con 1,5 mL de agua ultrapura.
A partir de esta suspension, se realizaron diluciones de 100 y 20 mg Se(IV)/L, para proseguir
con el procedimiento general de determinacion espectrofotométrica de selenio total.

Para el analisis del material de referencia certificado SELM-1, se pesaron 0,0600-0,0800
g, se agregaron 40 pL de agua ultrapura, 300 uL de HCIO, (70%p/p) y 100 uL de HNO,
(54%p/p), se sometieron a calentamiento moderado, luego se agregaron 100 uL. de HCI 6M
se calentd, enfrio y neutralizé en frio con 200 pL de NaOH 6M para llevar a un volumen de
4 mL, luego se mezcld, centrifugd y el residuo se resuspendio en 3,0 mL de agua ultrapura.
Después se realizo el procedimiento general de la determinacion espectrofotométrica®.

Preparacion de muestra de selenio-levadura

Se pesaron 0,200 g de biomasa de selenio-levadura en suspension (conservada a -20°C),
luego se realizo el lavado con 2 mL de agua ultrapura, se mezcld en el vortex, posteriormente
se aplico ultrasonido (20 kHz por un minuto), se centrifugd a 3500 rpm por cinco minutos y
se eliming el sobrenadante. Al sedimento se adicionaron 150 pL de HCIO, (70 % p/p) y 50
uL de HNO, (54 % p/p), se sometieron a calentamiento, después se agregaron 50 uL de HCI
6M se calentaron, enfriaron y neutralizaron en frio con 100 uL. de NaOH 6M completando a
1,5 mL con agua destilada, se agito, centrifugd y el residuo se resuspendio6 en 1,5 mL de agua
ultrapura, se midieron 300 uL de la solucion y a continuacion se realizo la determinacion
espectrofotométrica de selenio total®.
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Determinacion espectrofotométrica de selenio total

La determinacion espectrofotométrica almidon-yoduro de selenio total intracelular de
selenio-levadura se fundamento en la siguiente yodometria: (SeO,)* + 21" + 6H'" —Se” +
L+ 3H.,0.

2 2

El procedimiento general consistiéo en medir un volumen de estandar o de muestra al que se
adicionaron 5 mL de almidon al 0,1 % (p/v), 0,5 mL de EDTA al 5 % (p/v), 0,5 mL de KI al
2% (p/v) y 0,5 mL de HCI 6M, luego se dejaron reaccionar durante 10 minutos, se completd
con agua destilada hasta 10 mL, se homogeneizo y se realiz6 la medida de absorbancia a 590
nm antes de transcurridos 15 minutos®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Densidad éptica y viabilidad celular

Las medidas de densidad dptica y porcentaje de viabilidad celular de la levadura, después de
48 horas de cultivo en el medio YEPD (pH 6), a las concentraciones de Se(IV) evaluadas, se
encuentran en la tabla 1 donde se aprecia que los valores de DO, asi como los de viabilidad
celular, disminuyen conforme es mayor el contenido de Se(IV) en el medio de cultivo.
También se observa que la magnitud de las disminuciones son mas evidentes en los valores de
viabilidad celular, a partir de la adicion de 6 mg Se(IV)/L, lo que sugiere que probablemente
se produce mayor inhibicion del crecimiento a las concentraciones de 8 y 10 mg Se(IV)/L,
considerando que las adiciones se realizaron en todos los casos durante la fase de crecimiento
exponencial de la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212.

Tabla 1. DO y Viabilidad celular de la selenio-levadura a las 48 horas de cultivo.

Se(IV) adicionado DO Viabilidad celular
(mg/L) (%)
0 2,084 99.4
2 2,032 99,3
4 1,978 99,2
6 1,959 99.4
8 1,952 93,6
10 1,863 87,3

Determinacion espectrofotométrica de selenio total

En la figura 1 se encuentra la curva estandar para concentraciones de 0 a 0,3 mg Se(IV)/L,
la ecuacion es y=0,46x - 0,02 y el R? = 1; mientras que la curva estandar para el rango de
concentraciones entre 0 a 1,2 mg Se(IV)/L tiene la ecuacion y=0,411x - 0,012 y un R*>=
0,999, como se observa en la figura 2.

Respecto a las recuperaciones para los estandares de selenito de sodio, se obtuvieron valores
de 99,98 + 0,10 % para 20 mg Se(IV)/Ly 99,99 + 0,08 % para 100 mg Se(IV)/L, mientras que
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en los estandares preparados con adicion de selenito de sodio a la levadura seca (sin selenio),
se alcanzaron menores recuperaciones, 99,87+ 0,15 % para el estandar de 20 mg Se(IV)/Ly
99,90+ 0,11 % para el estandar de 100 mg Se(IV)/L.

En general, las altas recuperaciones obtenidas se explican por el cuidadoso proceso de
digestion acida o mineralizacion desarrollado, para lograr la oxidacion completa de la materia
organica, la oxidacion completa a Se(VI) y luego la reduccion a Se(IV).
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El resultado del analisis de selenio total (n=3) para el material de referencia certificado
(MRC) de levadura selenizada, SELM-1, es de 2010 + 50 mg Se/kg en base seca, lo que
representa el 99,01+ 0,25 % de recuperacion, respecto al valor certificado de 2031£70 mg
Se/kg en base seca. Este resultado indica el buen desempeio del método espectrofotométrico
almidon-yoduro a 590 nm en la cuantificacion de selenio total en el SELM-1.

Selenio total en selenio-levadura

Las muestras de biomasa de selenio-levadura mantienen su morfologia celular después de
tres lavados con agua ultrapura y aplicacion de ultrasonido, lo que representa una alternativa
para eliminar Se(IV) extracelular remanente de la pared celular de la levadura.

La etapa de digestion acida o mineralizacion de las muestra de selenio-levadura en suspension
requiere un procedimiento cuidadoso y progresivo, pues el acido percldrico no es un oxidante
en disolucion acuosa, debido a que forma una mezcla azeotrépica con el agua, que hierve a
170°C, temperatura a la cual es un oxidante poderoso y rapido'’, lo que implica que primero
se deben eliminar los vapores nitrosos, luego proseguir con la accion del acido perclorico
hasta oxidacion total del selenio intracelular a Se(VI) y luego la reduccion cuantitativa a
Se(IV) con la adicion de acido clorhidrico!'.
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Los resultados de selenio total en el medio intracelular de las muestras de levadura control
y selenizadas, provenientes de los crecimientos a las diferentes concentraciones de Se(IV),
se observan en la tabla 2, donde se aprecia que la cantidad de selenio total intracelular se
incrementa conforme es mayor la cantidad de Se(IV) adicionado al cultivo, a partir de 4 y en
mayor magnitud para 6, 8 y 10 mg Se(IV)/L (figura 3) tal como indican Ponce et al.*.

Tabla 2. Selenio total intracelular en selenio-levadura.

a d?cei(olr\lil) do Selenio total

(mg/L) (mg/kg)
0 0,2
2 170 +8
4 177 +8
6 402+ 17
8 738 +30
10 990 + 65

12

10

Se(IV) (mg/L)
o

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Selenio total (mg/kg)

Figura 3. Selenio total intracelular en selenio- levadura en funciéon de la adicion de Se(IV).

Ademas, en la figura 4 se observa que a menores valores de DO corresponden mayores
contenidos de selenio total intracelular, tendencia que también se aprecia para el porcentaje
de viabilidad celular en la figura 5. Al comparar ambas tendencias, con las mismas adiciones
de Se(IV) al medio de cultivo de la levadura (tabla 2), se encuentra que los valores de DO
son cercanos a 2,10 y la viabilidad celular cercana al 100 % cuando la cantidad de selenio
total es menor a 200 mg/kg de selenio total intracelular . Sin embargo, para concentraciones
superiores a 400 mg /kg de selenio total intracelular, los valores del porcentaje de viabilidad
celular descienden mas drasticamente que los de DO, lo que implica que la levadura ha
incorporado selenio mediante sus procesos metabdlicos, con la consiguiente conversion a
formas organicas de selenio, aunque también es probable que mayores concentraciones de
selenio total intracelular se manifiestan en estrés oxidativo® que coincide con la inhibicion del
crecimiento y acumulacion de selenio elemental.

Rev Soc Quim Peru. 85(4) 2019



Selenio total y viabilidad celular en la obtencion de selenio-levadura 525

102 4

Visbilidad celular (%)

0 200 400 600 800 1000 1200

0 200 400 600 800 1000 Selenio total ( mg/kg)
Selenio total ( mg/kg)

Figura 4. Selenio total y DO de las Figura 5. Selenio total y viabilidad
muestras de selenio-levadura. celular de las muestras de selenio-
levadura.

La incorporacion de selenio descrita coincide con lo reportado por Kieliszek et al.’, respecto
a que un menor tiempo de exposicion y baja concentracion de Se(IV) en el medio de cultivo
es el método mas efectivo para evitar la acumulacion de selenio en la biomasa de levadura.

Por otro lado, las adiciones de selenito al YEPD en concentraciones de 8 y 10 mg Se(IV)/L,
durante la fase de crecimiento exponencial de la levadura, producen mayor biomasa cuando
la levadura Saccharomyces cerevisiae LALVIN Bourgovin RC 212 se cultiva a 30°C y 200
rpm durante 48 horas, aunque el porcentaje de viabilidad celular es de 93,6 % y 87,3 %,
respectivamente, con una biomasa con coloracion rosada en ambos casos, lo es un indicativo
de un nivel intermedio de acumulacion de selenio®.

CONCLUSIONES

De acuerdo a las evidencias disponibles, cultivar la levadura Saccharomyces cerevisiae
LALVIN Bourgovin RC 212 en el medio YEPD, adicionando selenito de sodio a las 5
horas de la inoculaciéon (fase de crecimiento exponencial), a concentraciones entre 2 y 10
mg Se(IV)/L, en las condiciones descritas, permite obtener selenio-levadura. Ademas, es
factible la cuantificacion de selenio total intracelular mediante el método espectrofotométrico
almidon-yoduro a 590 nm, aplicado luego de un proceso de digestion acida.

Finalmente, las metodologias utilizadas para determinar el porcentaje de viabilidad celular
y el contenido de selenio total intracelular, son alternativas accesibles, que suministran
informacion sobre la inhibicion del crecimiento y la acumulacion de selenio en la levadura,
para el control del bioproceso.
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