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CAPACIDAD DE BIOSOCRION DE METALES PESADOS EN Saccharomyces
cerevisiae APORTADO A LA DIETA DE GANADO BOVINO PRODUCTOR DE
LECHE

Sergio Samuel Silva Morales, MC
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

El presente estudio evalu6é la capacidad de biosorcion de metales pesados en
Saccharomyces cerevisiae (Sc) aportado en la dieta de ganado bovino productor de
leche. En el primer ensayo se determind la viabilidad y la capacidad de biosorcion de Sc
en un sistema in vitro contaminado con As, Cr, Cd y Pb, simulando el ambiente ruminal
y las barreras gastrica y biliar del tubo digestivo en rumiantes, con los siguientes
tratamientos: (T), T1=3.7 x 10°%, T2= 1.5 x 10°, T3=2.6 x 10°y T4=: 3.7 x 10° UFC mL™.
Se determind la viabilidad de la levadura y su capacidad de biosorcién en medio ruminal,
acido y alcalino. El segundo ensayo (in vivo) se realizd en dos comunidades
pertenecientes al Estado de Tlaxcala, México, con antecedentes de contaminacion con
metales pesados. Se usaron 35 vacas Holstein de 450 = 30 kg PV, entre 1 y 6 meses de
lactancia y de 2 a 4 partos. Los animales fueron suplementados con cantidades
crecientes de levadura Yea Sacch, 1026 Altech, con los siguientes tratamientos (T): TO=
sin Sc, T1=5 x 108, T2= 20 x 10%, T3= 35 x 10® y T4=: 50 x 10® UFC de Sc d*, para
evaluar la biosorcién de metales pesados en tubo digestivo y su presencia en leche. Se
recolectaron muestras de alimento, heces, orina y leche. Las muestras fueron digeridas
en microondas (CEM MarsX) y los metales fueron analizados mediante espectroscopia
de emision 6ptica de plasma acoplado inductivamente (ICP). Los datos se analizaron con
paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS ver. 26, viabilidad mediante prueba HSD
Tukey y la biosorcion in vitro e in vivo con prueba de Kruskal Wallis. Se determiné alta
viabilidad in vitro de Sc en las tres barreras evaluadas (ruminal, acida y biliar) destacando
el medio alcalino por presentar la mayor cantidad de UFC (7.7 x 10"); de igual manera,
la capacidad de biosorcion fue demostrada, siendo el medio alcalino donde se dieron las
mejores condiciones para este proceso (As: T2, 53.503% y Pb: T8, 91.794% de
biosorcion). Se evidencid contaminacion por As, Pb y Cr en el alimento concentrado y As
y Pb en agua. Asimismo, se comprobd la capacidad promedio de Sc para disminuir As
en leche cuando se adicionan a 50 g animal™? d* (T4) con respecto al tratamiento testigo
(TO) (2.12 vs 3.89 mg/kg™?), asi como el aumento de excrecién en heces con el T1 (4.61
vs 1.53 mg/kg™?) y orina el T4 (0.24 vs 0.16 mg/kg™); sin embargo, Sc no tuvo capacidad
para disminuir los niveles de Pb en leche o excretarlo en orina, pero si en heces, aunque
de forma inestable.

Palabras clave: Biosorcion, metales pesados, Saccharomyces cerevisiae, leche.



BIOSORPTION CAPACITY OF HEAVY METALS IN Saccharomyces cerevisiae
PROVIDED IN THE DIET OF DAIRY CATTLE

Sergio Samuel Silva Morales, MC
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

The present study evaluated the biosorption capacity of heavy metals in Saccharomyces
cerevisiae (Sc) provided in the diet of dairy cattle. In the first trial, the viability and the
biosorption capacity of Sc were determined in an in vitro system contaminated with As,
Cr, Cd and Pb, simulating the ruminal environment, gastric and biliary barriers of the
digestive tract in ruminants, with the following treatments: (T): T1= 3.7 x 10°, T2= 1.5 x
10°, T3= 2.6 x 10° and T4=: 3.7 x 10° CFU of Sc mL"1. The viability of the yeast and its
biosorption capacity in ruminal, acid and alkaline medium were determined. The second
test (in vivo) was carried out in two communities belonging to the State of Tlaxcala,
Mexico, with background of contamination by heavy metals. Thirty five Holstein cows of
450 = 30 kg LW, between 1 and 6 months of lactation and 2 to 4 calvings were used. The
animals were supplemented with increasing amounts of Yea Sacch yeast, 1026 Altech,
with the following treatments (T): TO= without Sc, T1=5 x 108, T2= 20 x 108, T3= 35 x 108
and T4=: 50 x 10® CFU of Sc d %, to evaluate the biosorption of heavy metals in the
digestive tract and their presence in milk. Food, feces, urine and milk were sampled.
Samples were digested in microwaves (CEM MarsX) and metals were analyzed by
inductively coupled plasma (ICP) optical emission spectroscopy. The data was analyzed
with the statistical package IBM SPSS STATISTICS ver. 26, viability by HSD Tukey test
and biosorption in vitro and in vivo with Kruskal Wallis test. High in vitro viability of Sc was
determined in the three barriers (ruminal, acid and biliary), highlighting the alkaline
medium for presenting the highest amount of CFU (7.7 x 10"); likewise, the biosorption
capacity was demonstrated, being the alkaline medium where the best conditions were
given to carry out said process (As: T2, 53.503% and Pb: T8, 91.794% of biosorption).
Contamination by As, Pb and Cr in food was evidenced, as well as As and Pb in water.
In the same sense, the ability of Sc to decrease As up stably in milk when SC was added
to 50 g animal* d! (T4) was verified, as well as its excretion in feces with T1 and urine
with T4 however, Sc did not have the capacity to decrease Pb levels in milk or excrete
them in urine, but in faeces yes.

Key words: biosorption, heavy metals, Saccharomyces cerevisiae, milk.
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I. INTRODUCCION

La contaminacion del medio ambiente por metales pesados, asi como con metaloides,
se considera como uno de los grandes problemas actuales que compromete la salud
publica, esto en razén a su presencia en los diferentes ecosistemas y en la cadena
alimentaria (Reyes et al., 2016). La intoxicacién crénica como la forma mas comun de
exposicion, puede traer consigo defectos congénitos y cancerigenos (Garcia et al.,
2016), representando asi un riesgo latente debido a su persistencia, biotransformacion,
bioacumulacién y la elevada toxicidad; Aunado a lo anterior, se menciona que estos

compuestos son acumulativos y no biodegradables. (Rodriguez, 2017).

La leche es uno de los alimentos mas importantes en la dieta mexicana y la actividad
relacionada a su produccion y transformacion, figura dentro de las tres de mayor
relevancia en la industria de los alimentos (Duran, 2016); de la misma forma, la leche es
un alimento equilibrado y completo que proporciona un elevado contenido de nutrientes
considerados necesarios durante el desarrollo de las personas (Fernandez et al., 2015).
Sin embargo, estudios desarrollados por diferentes autores, confirman la presencia de
metales pesados en la leche producida en zonas agricolas que son irrigadas con aguas
residuales, tal es el caso de Castro-Gonzalez et al. (2019), quienes corroboran dichos

elementos en la cuenca del Alto Balsas, en los estados de Puebla y Tlaxcala.

Bajo el escenario anterior, resulta necesario el constante monitoreo de las diferentes
matrices biologicas (agua, suelo, alimentos etc.) en cuanto a su contenido de metales
pesados, como una herramienta para disminuir el riesgo en la salud., ya que no deben
ser subestimados aun cuando estos contaminantes se encuentren en pequefas
cantidades (Gonzalez et al., 2018; Falero, 2021).Una de las ventajas de la determinacién
de este tipo de contaminantes en la cadena alimentaria, es que permite el calculo del
cociente de peligro de padecer enfermedades cancerigenas y no cancerigenas, asi como

el riesgo total de cancer (Castro-Gonzalez et al., 2017).

Actualmente se han desarrollado diferentes estrategias con el objetivo de disminuir la
presencia de contaminantes metalicos en el ambiente y los alimentos. Una de estas y

mas estudiadas es la biosorcion (Massoud et al., 2020). En este proceso, se usa biomasa



y microorganismos como agentes adsorbentes; tal es el caso de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la cual muestra esta capacidad en soluciones acuosas
(Wang y Chen, 2006; Moreno y Montfort, 2019) y en muestras de leche (Massoud et al.,

2019; Massoud et al., 2020;) al capturar iones metalicos por diferentes mecanismos.

Los suelos de las zonas aledafas a los municipios de Tepetitla de Lardizabal e Ixtacuixtla
de Mariano Matamoros, Tlaxcala son irrigados con aguas residuales de origen industrial,
algunos de esos sitios representan riesgos para la poblacién debido al contacto continuo
con suelo contaminado (Castro-Gonzalez et al., 2017), asi mismo; se han reportado
presencia de metales pesados en forrajes usados en la alimentacion de ganado lechero
(Castro-Gonzalez et al., 2018), de igual forma en leche, orina y sangre de vacas que se
alimentan con dichos insumos (Castro-Gonzalez et al., 2021). Por lo anterior, en este
estudio se evalla la capacidad de biosorcion de metales pesados usando células viables
de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de ganado bovino productor de leche, para
reducir la absorcion de estos contaminantes en el tubo digestivo y minimizar su presencia

en la leche.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de biosorcion de Saccharomyces cerevisiae sobre arsénico, cromo,
cadmio y plomo en el tubo digestivo bajo condiciones in vitro e in vivo, cuando se adiciona
a cuatro niveles en la dieta de ganado bovino productor de leche que consume dietas

contaminadas con metales pesados.
2.2 Objetivos especificos

e Determinar la viabilidad de Saccharomyces cervisiae en un sistema in vitro
simulando el ambiente ruminal, las barreras gastrica y biliar del tubo digestivo en
rumiantes.

e Establecer la concentracion de Saccharomyces cerevisiae adecuada que permita
mayor biosorcion en presencia de medio con arsénico, cromo, cadmio y plomo
bajo condiciones in vitro simulando ambiente ruminal y las barreras gastrica y biliar
del tubo digestivo en rumiantes.

e Cuantificar la concentracion de arsénico, cromo, cadmio y plomo en heces, orina
y leche de ganado bovino que consume dietas contaminadas con metales
pesados y adicionadas con cuatro niveles de Saccharomyces cerevisiae como

biosorbente.
2.3 Hipétesis

Saccharomyces cerevisiae tiene potencial de sobrevivencia, asi como biosorcion de
arsénico, cromo, cadmio y plomo en diferentes condiciones ambientales in vitro del tubo
digestivo, y su inclusion en niveles crecientes en la dieta de ganado bovino alimentado
con forrajes y concentrados contaminados con metales pesados, disminuira de forma

proporcional la concentracion de estos en leche.



l1I.REVISION DE LITERATURA
3. 1 Metales pesados (plomo, cadmio, arsénico y cromo)

Son elementos de elevado peso atémico potencial y ambientalmente toxicos debido a su
bioacumulacién y persistencia. Los metales pesados pueden ser emitidos naturalmente
o de forma antropogénica, esta Ultima como la fuente mas peligrosa. Entre los metales
pesados empleados en procesos industriales, son el cadmio, cobre, plomo, mercurio,
cromo y metaloides como el arsénico que, incluso en pequefias concentraciones pueden

ser nocivos para las plantas y animales (Barreiro et al., 2000).

El plomo es un metal pesado y blando de color grisaceo el cual se puede encontrar
asociado a otros metales como el cobre, cinc, hierro y plata. Las principales fuentes de
contaminacion por este metal en el medio estan relacionadas con la industria de la
elaboracion de pinturas, latas, baterias, ceramica y fundicién de metales (Ferrer, 2003).
El cadmio es un metal presente en la naturaleza que suele formar parte de sulfuros y
carbonatos de zinc. Los subproductos de procesamiento de metales como el cobre y
actividades relacionadas con la fabricacion de pinturas, ceramica baterias de niquel son
los principales contaminantes (Pérez y Azcona, 2012).

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en la naturaleza, forma parte de
minerales junto al hierro, niquel, cobre y sulfuros. Los compuestos de arsénico se
emplean en plaguicidas, conservantes de madera, aleaciones de plomo y cobre. En
cuanto al cromo (Cr) su estado hexavalente es el mas importante en cuando a su
toxicidad se refiere y las principales vias de exposicion son la inhalatoria y por ingestion
(productos contaminados). La toxicidad por Cr en plantas se ve reflejado en una
disminucién del crecimiento, manifestacion de clorosis, hojas con poco desarrollo, pardas
o de color purpura (sobre todo en maiz), fuerte disminucién del crecimiento radicular e

inhibicion el crecimiento (Poschenrieder et al., 2015).
3. 2 Metales en aguas residuales

La actual escasez de agua provocada por el crecimiento demografico y la urbanizacion

ha dado lugar al uso de aguas residuales como un recurso en las actividades agricolas,
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aunque si bien el uso de las aguas residuales es una forma de reciclar el agua, su uso
no controlado puede tener impacto negativo sobre la sanidad alimentaria (Winpenny et
al., 2010. En el estado de Puebla se ubican 217 municipios, de los cuales 34 cuentan
con servicio de tratamiento de aguas residuales, mientras que los otros 183 no lo tienen.
Esto sefiala que gran parte del agua residual no ha sido sometida a procesos que

aseguren su uso (INEGI, 2017),

En el Cuadro 1 se puede observar la relacion de algunos estados que tienen mayor
disponibilidad de tratamiento de aguas con el nimero de servicios activos de tratamiento
de aguas residuales, algunos presentando menos de la mitad de los municipios con este

servicio.



Cuadro 1. Entidades con mayor disponibilidad del servicio de tratamiento de aguas residuales
municipales

Con _ .
o Sin servicio de
Total, de servicio de

) _ o ) tratamiento de Sin
Entidad federativa municipios/  tratamiento . y
' aguas informacion
delegaciones de aguas _
. residuales
residuales

Estados Unidos

Mexicanos 2457 827 1628 2
Chihuahua 67 36 31 0
Durango 39 35 4 0
Guanajuato 46 36 10 0
Jalisco 125 63 62 0
México 125 57 68 0
Nuevo Ledn 51 48 3 0
Oaxaca 570 117 451 2
Puebla 217 34 183 0
Veracruz 212 57 155 0
Zacatecas 58 34 24 0

Fuente: INEGI, 2017.

El uso mas comun del agua residual es la actividad agricola; representando un alto riesgo
en la salud humana y ambiental (Arreguin et al., 2000). A pesar de esto, el seguimiento
es casi nulo y los impactos como la contaminacion de aguas superficiales/subterraneas,
salinizaciéon de suelos y fijacion de contaminantes en suelos y plantas se hacen mas
evidentes (Guadarrama y Galvan, 2015). Los contaminantes presentes en aguas
residuales se pueden tipificar por calidad microbioldgica y quimica, mismos que estan

relacionados con los aspectos a verificar como el microbiolégico, quimico, radioldgico y
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de aceptabilidad (OMS, 2006). Abdel et al. (2003) sefialan que la razén de encontrar
metales pesados en este tipo de agua es debido a las diferentes actividades que se
realizan a su paso, ya que recoge sustancias o0 se vierten compuestos de zonas
industriales y agricolas, permitiendo al mismo tiempo su propagacién y sedimentacion
(Vera et al., 2016).

En las ultimas décadas se han encontrado sitios que presentan un riesgo a la salud
humana debido al uso de aguas residuales por tiempo prolongado. Mancilla et al. (2012)
determinaron la cantidad de metales pesados presentes en agua para riego en los
Estados de Puebla y Veracruz, concluyendo que, aunque se hallaron valores bajos en el
agua residual, el constante vertido de este tipo de contaminantes en un futuro no muy
lejano podria sobrepasar los limites permisibles. Al respecto, Reyes et al. (2016) insisten
en la importancia de realizar estudios sistematicos, cientificos y complementarios del
contenido de metales pesados en aguas residuales, que permitan conocer el estado de
las fuentes y cuerpos de agua, dado el riesgo que representa este tipo de contaminante

a la salud de los seres vivos.

En México existe la norma NOM-001 ECOL- 1996, que establece los niveles maximos

de metales pesados para diferentes tipos de uso de agua (Cuadro 2).



Cuadro 2. Limites maximos permisibles de metales pesados en diferentes tipos de agua

Promedio Promedio Promedio Promedio Aguas Riego Fuente de
. mensual diario diario mensual naturales agricola abastecimiento
Parametro
(mg L) (rios/luso  (rios/uso  (rios/uso (rios/luso (EPA (SEDUE de agua potable
agricola) agricola) urbano) urbano) 1986) 1989) (SEDUE 1989)
Arsénico 0.2 0.4 0.1 0.2 0.05 0.1 0.05
Cadmio 0.2 0.4 0.1 0.2 0.01 0.01 0.01
Cobre 4 6 4 6 1.5 0.2 1
Cromo 1 1.5 0.5 1 0.1 1 0.05
Mercurio 0.01 0.02 0.01 0.01 0.002 0 0
Niquel 2 4 2 4 0.632 0.2 0.01
Plomo 0.5 1 0.2 0.04 0.0015 5 0.05
Zinc 10 20 10 20 5 2 5

Fuente: NOM-001 ECOL- 1996



3. 3 Metales pesados en suelo

Es conocido que los metales pesados estan presentes en el suelo como un componente
natural, producto de actividades antropogénicas o por ser vertidos mediante el uso de
aguas residuales, (Prieto et al., 2009). La mineria, industrial textil y la aplicacion intensiva
de fertilizantes y pesticidas son algunos de los factores que se suman a la contaminacion
de suelos (Gonzélez et al., 2015; Covarrubias y Cabriales, 2017)) los cuales al mismo
tiempo aumentan la probabilidad de transferir estos elementos a los productos
agroalimentarios (Nava y Méndez, 2011); asimismo, se considera un suelo contaminado
con metales pesados cuando el contenido de estos alcanza niveles por encima de los
limites maximos permitidos (Cuadro 3), en otros casos mas severos se pueden presentar

crecimiento anormal de plantas (Méndez et al., 2009).



Cuadro 3. Concentraciones de referencia totales por tipo de uso de suelo

_ Uso agricola/ _ _
Contaminante ) ) . Uso industrial, mg kg™
residencial/comercial, mg kg™

Arsénico 22 260
Bario 5400 67000
Berilio 150 1900
Cadmio 37 450
Cromo

Hexavalente 280 510
Mercurio 23 310
Niquel 1600 20000
Plata 390 5100
Plomo 400 800
Selenio 390 5100
Talio 5.2 67
Vanadio 78 1000

Fuente: Nom-147-SEMARNAT.

Los elementos metalicos en el suelo se pueden encontrar en diferentes formas: en
adsorcion, absorbidos, en disolucion o en particulas como fase sélida (Rulkens et al.,
1995) y todas ellas van a depender de la relacién con los poros del suelo, esto significa
gue algunos se hallaran en el agua intersticial, rodeando particulas o en la periferia de
estos. Existen factores que intervienen en la movilidad de iones metalicos como el pH,
contenido de materia organica, textura de suelo y capacidad de intercambio catidnico
(Galan y Romero, 2008) de manera que la mayoria de los metales pesados se
encontraran mas biodisponibles a pH acido, a excepciéon de As, Mo, Se y Cr, mayormente

moviles en medios alcalinos (Fostner, 1987; Galan y Romero, 2008).
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3. 4 Regiones de México con incidencia de contaminacién con metales

pesados

En México, la contaminacion por metales pesados es un problema cuyo conocimiento se
limita principalmente al &mbito cientifico, aunque los efectos sean ya visibles en varias
partes del pais. Hasta hace apenas algunas décadas se sabe de la presencia de
contaminantes metélicos en diferentes ambientes y seres vivos (Davila et al., 2012).

Diversos son los elementos potencialmente toxicos (EPT) que se reportan, entre ellos
figuran el arsénico, mercurio, cromo y plomo. Su presencia y concentracion depende de
la fuente de contaminacion (Covarrubias y Cabriales, 2017), destacando las actividades
humanas como la industria, metalurgia, agricultura intensiva, vehiculos o en otros casos

fuentes naturales (Covarrubias y Cabriales, 2017; Villanueva y Botello, 1992.)

Con base a lo antes citado, Villanueva y Botello (1992) mencionan que las
concentraciones de mercurio y plomo en zonas costeras industriales mexicanas
(Tabasco y Veracruz) contrastan con la ausencia de estos en regiones donde no hay
industrializaciéon. Asi mismo, Davila et al. (2012) sefialan que la contaminacion no solo
se limita a zonas industriales o0 mineras, sino que los EPT generados puede llegar a
formar parte de suelos y plantas debido al uso de aguas residuales contaminadas, como
ocurre en zonas agricolas del Estado de Zacatecas, México. Congruente con esto, Tun-
Canto et al. (2017) evidenciaron la presencia de cadmio, mercurio y cobre en sedimentos
superficiales de canales usados como desagle en zonas cafieras del Estado de
Quintana Roo. Por su parte, Buenfil et al. (2015) detectaron niveles de mercurio y cadmio,
asi como metalotioneinas en plasma vy tejido de cocodrilo de pantano para esa misma

zona.

Es importante sefialar que la existencia de estos elementos en zonas de riego agricolas
revela la alta vulnerabilidad del suelo a ser receptor de residuos (Sanchez et al., 2015),
y no s6lo en zonas mineras se han encontrado concentraciones altas de metales
pesados. De esta forma, Castro-Gonzalez et al. (2018) reportaron niveles de 0.039 a
0.059 mg de Pb kg™de leche obtenida de vacas alimentadas con forrajes contaminados

en zonas periféricas al Estado de Puebla y Tlaxcala. Esto sugiere que el uso de aguas
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residuales con origen industrial puede aportar contaminantes de esta naturaleza e
incluso hacer que estos formen parte de la cadena alimenticia (Prieto et al., 2009). En el
estudio conducido por Mancilla et al. (2012) se reportaron concentraciones de Cd, Hg y
Pb por encima de los limites permisibles para consumo humano, en agua de riego de
Puebla y Veracruz, y concluyen que las descargas constantes de contaminantes en los
rios aumentan el riesgo de que los metales pesados lleguen a mantos acuiferos usados

para consumo humanao.
3. 5 Intoxicacion por plomo, cadmio, arsénico y cromo

Padecimientos como dolor muscular, neuropatias, alteraciones renales y hepaticas, asi
como nefritis crénica, entre otras afecciones, estan implicadas a la exposicion prolongada
al plomo en humanos (Rodriguez, 2017). En plantas se ha observado que provoca estrés
oxidativo, ocasionando inestabilidad de las membranas celulares y al mismo tiempo
alteracion de procesos fisiolégicos, involucrando desordenes en germinacion y

crecimiento de tallos (Guzman et al., 2013).

En cuanto a la exposicion crénica a cromo en humanos, puede ocasionar pérdida de la
capacidad de absorcion de nutrientes y disfuncion renal. Las personas afectadas
comparten signos similares con el Sindrome de Falconi (Satarug et al., 2011). Este metal
en plantas interfiere en la absorcién de nutrientes esenciales para las plantas (Ca, Mg, P
y K), asi como en la apertura estomatica, fotosintesis y transpiracion ((Rodriguez et al.,
2008). De Souza (2015) menciona que a partir de concentraciones de 0.03 mM
absorbidas por la especie Triticum aestivum, hay una disminucién del porcentaje de

germinacién y un efecto inhibidor en el crecimiento de las raices.

El metaloide arsénico es considerado un agente cancerigeno humano, causante de
tumores epidermoides. En intoxicacion cronica se pueden evidenciar dermatitis y
alteraciones hematolégicas (Ferrer, 2003). Rico et al. (2013) relacionaron altas
concentraciones de arsénico con dafios genotoxicos en las células meristematicas de las

raices de plantas, expresado por la aparicién de micronucleos en dichas células.

La exposicién al cromo en humanos se asocia con actividades de riesgo como la mineria,

industria del cemento, metales etc. y suele estar acompafiada de afecciones como
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sensibilizacidon cutanea, citotoxicidad e inflamacion de neumocitos. En exposicion
respiratoria se eleva la incidencia a desarrollar cancer pulmonar (Cuberos, 2009).
Delgado et al. (2013) menciona que el efecto citotéxico del cromo actia sobre los

hepatocitos induciendo apoptosis ademéas de promover fragmentacion del ADN.
3. 6 Contaminantes en los alimentos

El constante crecimiento demografico, el desarrollo industrial, los escases de agua y la
intensificacion de la agricultura son factores que han generado cambios en la forma de
producir los alimentos, repercutiendo al mismo tiempo en la calidad del aire, agua y
suelos agricolas (Reyes et al., 2016). Esto a su vez ha obligado a hacer un sobreuso de
tecnologias y recursos, practicas que en su mayoria generan problemas para la
poblacion en materia de seguridad alimentaria (Garcia et al., 2002).

Friedrich (2014) hace referencia al concepto de seguridad alimentaria como un derecho
de las personas al acceso fisico, social, inocuo y nutritivo de alimentos que satisfagan
sus necesidades alimentarias. No obstante, la situacion actual muchas veces no permite
cumplir con estos criterios, siendo una de las causas las enfermedades de origen
alimentario; las cuales implican agentes de origen ambiental o antropogénico,
catalogados como fisicos, biolégicos y quimicos (De Plata, 2003). Algunos de los
contaminantes presentes son los metales pesados, caracterizados por su elevada
toxicidad y capacidad de bioacumulacion en ecosistemas y seres vivos (Nava y Méndez,
2011; Reyes et al., 2016). Nava y Méndez (2011) mencionan que la accion de estos
elementos sobre la salud humana es ocasionada via medio ambiente (aire, suelo y agua)

y por acumulacion en la cadena alimenticia.

Hoy se sabe que la presencia y la toxicidad de los metales pesados esta ligada a la
naturaleza en la que se encuentren, ya que de eso depende la biodisponibilidad (Carusso
et al, 2003); de igual manera, la constante revision de los limites permisibles que hay en
cada pais juega un papel importante en la reduccion del riesgo a padecer enfermedades
ocasionadas por metales pesados. A pesar de esto, resulta necesaria la modificacién de
los limites para elementos metélicos en alimentos, suelo, agua y aire, ya que muchos

contrastan con las normas internacionales (Castro et al., 2017).

13



3. 6.1 Niveles maximos permisibles de arsénico, cromo, cadmio y plomo

en alimentos

El arsénico, cromo y plomo son algunos de los principales elementos potencialmente
toxicos en México debido a su toxicidad e incidencia en el ambiente (Covarrubias y
Cabriales, 2017); otros como el cadmio recurrentemente suele aparecer en los alimentos
(Sierra et al., 2005). A pesar de esto, el criterio para decidir si un alimento esta
contaminado depende de cada pais, debido a los niveles maximos permisibles
establecidos en cada uno de éstos. En los Cuadros 4, 5 y 6 se muestran algunas
regulaciones internaciones de metales pesados en diferentes alimentos.

Cuadro 4. Legislacion de la Union Europea de contaminantes quimicos en productos
alimentarios

Cadmio Plomo
Producto y contenido maximo mg Producto y contenido maximo mg kg
kg peso fresco peso fresco
Carne de bovino, ovino, cerdos y Leche de vaca: 0.02

aves de corral: 0.05

Crustaceos: 0.5 Preparados para lactantes:0.02
Higado de vaca, oveja, cerdo y Carne de bovino, ovino, cerdos y aves de
aves de corral: 0.5 corral: 0.1
Cereales: 0.1 Despojos comestibles de animales: 0.5
Hortalizas: 0.05 Crustaceos: 0.5
Hortalizas de hoja, hierbas Cereales: 0.2

aromaticas y setas cultivadas: 0.2

Tallos, hortalizas de raiz y patatas: Hortalizas, hierbas frescas y setas: 0.3
0.1

Fuente: Reglamento CE No 1881/2006.
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Cuadro 5. Andlisis del arsénico inorganico, el plomo y los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
y a determinados criterios de funcionamiento aplicables al andlisis - piensos y alimentos para
consumo animal.

Metal Nivel maximo, mg kg
Arsénico 0.1

Cadmio 0.1

Plomo 0.01

Fuente: Reglamento UE 2016/582.

Cuadro 6. Norma general del CODEX para contaminantes y toxinas presentes en alimentos y
piensos.

Arsénico Cadmio Plomo
Producto y Producto y Producto y
Contenido Contenido Contenido

maximo, mg kg  maximo, mgkg!'  maximo, mg kg?

Grasas y aceites Hortalizas (bulboy Hortalizas (bulbo y

comestibles: 0.1 fruto): 0.05 fruto): 0.05
Grasas animales: Legumbres: 0.1 Legumbres: 0.1
0.1
Aceites: 0.1 Raicesy Cereales: 0.1

tubérculos: 0.1

Agua mineral Aguas minerales  Aguas minerales

natural: 0.01 naturales: 0.003 naturales: 0.003

Sal de calidad Hortalizas de hoja: Hortalizas de hoja:
alimentaria: 0.5 0.2 0.2

Fuente: CODEX STAN 193-1995.
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Aunque la mayoria de los limites maximos permisibles suelen ser parecidos entre Codex
y la comision europea como en el caso de hortalizas/cereales, se aprecian otras
diferencias, por ejemplo; la ausencia de limites maximos para el cromo en el Codex o la
falta de contenido maximo de mas elementos potencialmente toxicos en leche, ya que
solo existe para plomo y en las ultimas décadas se ha evidenciado la presencia de
metales pesados y metaloides en dicho producto de origen animal, esto también sugiere

un problema de legislacion al no tener limites que eviten la presencia excesiva de estos.
3. 6. 2 Presencia de metales pesados en los seres vivos

Los metales pesados tienen alta persistencia en los seres vivos, esto significa que el
periodo de excrecidon puede durar varios afios, involucrando una amplia gama de efectos
toxicos y teratogénicos (Tchounwou et al., 2012). La mayor fuente de exposicion es por
la ingestion de alimentos contaminados, seguido del aire, agua y por ultimo el suelo, sin

embargo, estos factores son dependientes del medio (Ferrer, 2003).

La cuantificacion de metales pesados en muestras biolégicas permite tener un amplio
panorama en base a la dinAmica de estas sustancias en el cuerpo de los seres vivos. Asi
lo mencionan Tirado et al. (2015) en su trabajo, donde toma como matriz de referencia
la sangre con el fin de encontrar resultados que reflejen la concentracion real en el
organismo vivo; sin embargo, también existen otras alternativas de uso de matrices
biolégicas como son la recoleccién de ufas, cabello, saliva y orina, de esta forma segun
el estudio realizado por el la cantidad de metales pesados en las matrices bioldgicas
guedan de la siguiente manera: ufias ( Cu >Zn >Pb > Hg > Ca), cabello (Zn > Cu >Pb >
Ca > Hg), saliva (Zn > Hg > Ca > Pb > Cu), orina (Pb > Hg >Zn >Ca > Cu) y sangre (Hg
> Pb > Cu > Zn > Ca) En el Cuadro 7 se muestran valores de referencia de metales
pesados en diferentes matrices bioldgicas.
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Cuadro 7. Valores de referencia de algunos metales pesados.

Metales/
Muestras Ufas Cabello Saliva Orina Sangre

Cadmio 0.018pugg™ 041pgg™ 043 puglL™? 0.32gL™* 055uglL™

0.037 pg 0.015 mg 100
Mercurio 0.033ugg™ g™t mL-1 0.89gL* 095glL™

Plomo 0.062ugg™* 4.06pugg™ 255puglL™ 1.63gL™* 56.8mglL™

129-179 g
Zinc gt 102ugg™ 23-70mgg™ 05mgg™? 0.70mglL™
11.38 g
Cobre 65.8+ 17 ppm 50pugg™ 196puglL™ L™ 0.75mg L™

Fuente: Tirado et al., 2015.

Durante su paso por el tubo digestivo en rumiantes, los metales pesados pueden sufrir
cambios en su naturaleza, algunas de estas modificaciones son debido al incremento de
sulfidos por accion de microorganismos, metilacion e incremento de toxicidad (Marounek
y Joch, 2014). Forsberg (1977) también menciona los microorganismos presentes en

rumen y su importancia en la precipitacion de iones metélicos en liquido ruminal.

Factores que tienen lugar en el tubo digestivo como la quelacion de metales por proteinas
de unién en microorganismos y cambios de absorcidn por inhibicién competitiva con otros
nutrientes pueden ser la razén de que estos elementos tengan érganos y tejidos diana
(higado, cabello, pezufias, hueso, rifion) (Phillips y Mohamed, 2011). Del mismo modo,
Engwa et al. (2019) muestran que cuando los metales llegan a un medio muy &cido
(abomaso en rumiantes) estos sufren oxidacién que los hace facilmente disponibles para
formar puentes con proteinas y enzimas, dada su afinidad por los grupos tiol. Asimismo,
Foulkes. (1991) indica que la absorcion de dichos contaminantes depende de dos fases,
una de unién con componentes de las membranas celulares y otra con la internalizacion

de este a la célula, esto puede indicar que es necesaria la interaccion o formacion de
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complejos con moléculas bioldgicas para formar parte de sistemas biolégicos (Foulkes,
2000).

Existen otros factores que dificultan el proceso de absorcidon (antagonismo), tal es el caso
del Cd que compite con el Cu, ya sea por los sitios de absorciéon o la induccién de
metalotioneinas que se unen a Cu (Gawthorne, 1987) o la absorcion de Cd afectada por
Zn (Wilkinson y Phillips, 2003). Kello y Kostial (1977) mencionan otros factores limitantes
en la absorcion de metales como lo son la especie de metal, pH del medio en tubo

digestivo, proporcion o ingesta y la edad del animal (mayor en jovenes).
3. 7 Generalidades de leche

La leche puede definirse como la secrecion normal de la glandula mamaria obtenida por
el ordeflo completo de bovinos sanos cuya composicion no es estable durante la
lactancia y esta puede ser afectada por factores internos y externos al animal. (Gomez y
Mejia, 2005).

3. 7.1 Contaminacion de la leche con metales pesados

Como se ha mencionado, el estudio de los metales pesados es de gran interés en materia
de inocuidad y en el caso de la leche un tema en particular de riesgo, ya que se ha
comprobado que la leche de bovinos que consumen forrajes que crecen a orilla de rios
contaminados suelen tener concentraciones considerables de estos contaminantes
(Fuentes et al., 2005). Paralelamente Reyes et al. (2016) mencionan que la leche de
bovinos que pastorean e ingieren agua, pastos o forrajes contaminados con metales
pesados (Hg, As, Cd, y Pb) influye sobre las concentraciones de dichos elementos en la
leche y carne. Aunado a esto, Castro-Gonzélez et al. (2017) indica que el consumo de
leche contaminada puede provocar efectos negativos como el desarrollo de

enfermedades cancerigenas.

En el Cuadro 8 se muestran los niveles de algunos metales pesados en leche
encontrados por diferentes autores en México y otros paises, tal es el caso de la
concentracion reportada por Suarez. (2017) de As, Pb y Cd en Peru, la cual se observa

por encima de las demas, mientras que, en Cr el rango presentado por Igbal et al. (2020)
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en Pakistan también es el mas elevado para este ejemplo. En el cuadro 9 se muestran

los niveles maximos de algunos metales pesados en leche.

Cuadro 8. Metales pesados en leche

Pais y autor Concentracion de metal pesado en

leche

Castro-Gonzélez et al. (2018), México.  As: 0.029-0.039, Cr: 0.010-0.017, Cd:
0.001-0.003 y Pb: 0.039-0.059 mg/Kg™

MS
Suarez. (2017), Perua. As: 0.039, Cd: 0.57 y Pb: 0.78 mg/L™*
Meshref et al., (2014), Egipto. Cd: 0.179 y Pb: 0.044 ppm
Yasotha et al. (2021), India. Cd: 0.18 y Pb: 0.37 mg/L™
Igbal et al. (2020), Pakistan. Cr: 0.05-1.4, Cd: 0.0012-0.104 y Pb:

0.0071-0.36 mg/Kg™*

Su et al., (2021), China. As: 0.43, Cr: 1.21, Cd: 0.15y Ph: 2.86
Hg/L™
De la Cueva et al. (2021), Ecuador. As: 0.0001 y Pb: 0.339 mg/Kg™

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 9. Concentraciones maximas de arsénico, cadmio y plomo en leche cruda

Contenido
Metales mg kg™
Arsénico 0.2**
Plomo 0.5*

Fuente: CODEX, 1995*, NOM-243-SSA1-2010
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3. 8 Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae es uno de los probioticos mas usados en la
nutricion de rumiantes, destacando como estimulador y modificador de la fermentacion

ruminal, ayudando de esta manera al crecimiento microbiano (Rodriguez, 2018).

Varios estudios se han realizado con el objetivo de evaluar la respuesta productiva en
rumiantes, algunos de estos sin encontrar efectos positivos como la investigacion
desarrollada por Castillo et al. (2018), quienes evaluaron la inclusion del 0.3 % de esta
levadura (2 x 10° UFC g ™) adicionada con un alimento iniciador en becerros lactantes y
ofrecida entre los 5 y 27 dias de edad, sin observar cambios en la ganancia de peso,
consumo de alimento y conversion alimenticia por efecto de la levadura. Por otro lado,
Lee et al. (2017) evaluaron diferentes niveles de levadura (0, 1.4, 2.5y 5.0 x 10° UFC)
en terneras Holstein bajo estrés caldrico observando reduccion en incidencia de diarreas,
frecuencia cardiaca, y de enterobacterias en heces cuando se uso S. cerevisiae, pero sin
registrarse cambios en el crecimiento. Villot et al. (2019) revelé el efecto de
Saccharomyces boluardii sobre la reduccion de diarreas, lo cual permitié concluir que la
inclusiébn de levadura en becerros permite la manipulacién de enterobacterias no

deseables.
3. 8.1 Biosorcion

En afios recientes se ha visto reflejado un incremento en el uso de sistemas biol6gicos
(bacterias, hongos, algas) para disminuir contaminantes como los metales pesados
(Mendoza, 2010). La forma en la que pueden actuar estos sistemas biolégicos es
variable, pero se pueden resumir en tres categorias: (1): bioadsorcién, (2): precipitacion
en el area extracelular y (3): captacién, al mismo tiempo, la relacion entre el organismo
usado para la bioadsorcion y el contaminante involucra una serie de fendémenos fisicos,
guimicos y biolégicos indispensables para su unién (Tur et al., 2013). Si bien la biosorcion
es presentada como una alternativa en la remocion de iones metalicos amigable con el
ambiente, tiene otras ventajas como su bajo costo de aplicacion, uso en diferentes

matrices biologicas y facil adquisicion (Tejada et al., 2015).
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El proceso de sorcion biologica puede ser diferenciado por dos procesos: 1:
Bioacumulacién, el cual se relaciona con la absorcion de los elementos metalicos por
medio de mecanismos acumulativos dentro del microorganismo o células de biomasa
vivas, en general las levaduras como Saccharomyces lo llevan a cabo por medio de
canales trasportadores de nutrientes esenciales como el Fe, Mg, Zn, fosfatos, éxidos de
azufre y carbohidratos (Moreno y Montfort, 2019; Tejada et al., 2015), de manera que el
As (como arsenito As®) puede ser captado por canales de acuaglicerolporina (Fpsl) y el
arseniato (As V) debido a su similitud con fosfatos por permeasas fosfatos como el
Pho84d EIl Cd ingresa a las levaduras por canales proteicos afines al Zn, Mn, Fe y Ca.

En el caso de Pb se internaliza por canales de calcio (Wysocki et al., 2001).

2. Bioadsorcion, significa la adherencia de las particulas, iones metélicos o
contaminantes en una superficie celular, puede ser ocasionado por atraccion
electrostética, precipitacion, formacion de complejos cuando cationes se unen a grupos
funcionales presentes en la pared celular (o aniones con pares de electrones libres) e
intercambio catidnico donde un ion es sustituido por otro de carga igual (Na, Ca, Ky Mg
por algun metal pesado positivo) (Reyes et al., 2006; Tejada et al., 2015; Moreno y
Montfort, 2019). Es preciso sefialar que el éxito de la adsorcion yace también por afinidad
entre grupos funcionales del organismo y los metales pesados, en otras palabras, la
presencia de grupos carboxilo, sulfatos, hidroxilo, fosfatos y amino facilitan la captacion
de iones metélicos (Tejada et al., 2015). Llevado a cabo la adsorcién en un sistema
bioldgico el cual implica la union entera o parcial de un elemento téxico a una superficie
biologica se distinguen tres tipos de uniones: union eléctrica la cual hace referencia a la
atraccion electrostatica o intercambio ionico, fuerzas de Van der Waals y adsorcion
guimica (UV, 2009; Tejada et al., 2015).

El método de bioadsorcion para descontaminar cuerpos de agua ha sido constantemente
estudiado y diversas investigaciones demuestran que varias especies de organismos
(Lactobacillus y Levaduras), tienen la capacidad de absorber metales como cadmio,

cobre, plomo y zinc (Moreno y Montfort, 2019).

Cuando se usa el término bio se entiende que se hard uso de componentes cuyo origen

bioldgico puede estar vivo o no, de igual forma es preciso mencionar que adsorcion se
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refiere a la union entre el analito y una superficie; mientras que absorcion, implica la
internalizaciéon de una particula con el medio superficial estudiado (Fomina y Gadd,
2014). Existen otros factores importantes en el modo de accion de los agentes bioldgicos

en el proceso de adsorcion y absorcién de contaminantes metalicos.

El factor biolégico comprende género, especie y cepa del organismo, y los factores
fisicoquimicos pH y temperatura (Wang y Chen, 2006). El pH es de gran importancia ya
gue afecta la funcionalidad de la membrana celular, asi como la estructura quimica de
los metales y, por ende, la especiacion de estos en solucion; de esta forma, los metales
cationicos como el Pb y Cd a pH &cidos tendran menor remocién por competencia con
iones hidronio. Esto no quiere decir que estos elementos no puedan ser removidos, ya
gue existen otros procesos como la quelacién que suele presentarse en pH basicos
(contrario de intercambio i6nico). Wang y Chen (2006) mencionan que en
Saccharomyces cerevisiae el pH Optimo en soluciones acuosas para absorber Cd es
entre 6y 7 y para el Cu es de 5 a 9. La concentracion del metal, tiempo y temperatura
también juegan un papel importante en la capacidad de biosorcion, la cual es
dependiente y proporcional a la cantidad de grupos funcionales con los que puede

interactuar el metal.
3. 8.2 Saccharomyces cerevisiae y su capacidad de biosorcion

La levadura Saccharomyces cerevisiae se ha usado ampliamente en la industria
agroalimentaria, asi como probidtico en la alimentacibn de rumiantes; ademas es
conocida su capacidad para remover elementos metalicos en soluciones acuosas
(Wysocki et al., 2010), tales como el Pb, Cu, Cd, Zn, Hg, Ni, Cr y As (Wang y Chen,
2006). Esta capacidad de biosorcién de Saccharomyces cerevisiae se ha estudiado en

diferentes formas, en biomasa viva, muerta, inmovilizada o libre.

La determinacion del rango de ingreso del metal por el bioabsborbente se suele expresar
en mg g* aunque esta variable es dependiente de las condiciones del medio (Kratochvil
et al., 1998). Un determinante importante de su capacidad de remocion es la pared
celular, la cual se caracteriza por ser afin a cationes (por ejemplo, Pb y Cd), en su

mayoria por la negatividad a pH con un rango de 5 a 6. Respecto a su composicion esta
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se constituye en su mayoria por polisacaridos (90%), proteinas (5-10%) y lipidos (1-2%)
(Oliva et al., 2008). Las capas que la constituyen son una capa exterior gruesa con
proporcién aproximada de 58% B-glucanos (1-3 y 1-6), 40% manoproteinas y una capa

interior delgada formada por fibras de quitina (Aguilar et al., 2005).

Los grupos funcionales de las moléculas presentes en la pared celular tienen la
capacidad de interactuar con cationes por medio de interacciones electrostaticas (Tejada
et al., 2015), ésta es la base del fundamento sorcion/precipitacion de metales por parte
de la levadura. Wang y Chen. (2006) indican dos mecanismos basicos que tienen lugar
en la pared celular de las levaduras los cuales son interaccién estequiométrica por
interaccién de grupos funcionales (fosfato, carboxilos, aminos) y deposicion fisicoquimica
inorganica por adsorcion o precipitacion. Simmons y Singleton (1996) afirman que las
proteinas también tienen capacidad de retencion con metales, tras observar una
disminucién del 29.5% de sorcion metalica después de removerlas de la pared celular
mediante el uso de pronasas, también mencionan que las proteinas denominadas
metalotioneinas estan asociadas a metales en presencia de cisteina. Este dltimo, es un
mecanismo de importancia como los demas, la existencia de metalotioneinas o unién

proteinica.

Las metalotioneinas (MT) son un ejemplo de detoxificacion, se encuentran presentes en
diferentes seres vivos y las levaduras no estan exentas (Farcasanu y Ruta, 2017). Este
tipo de proteinas son de bajo peso molecular y ricas en cisteina. En Saccharomyces
cerevisiae hay dos tipos, Cuplp y Crs5P, diferenciadas estructuralmente ya que Cuplp
es un polipéptido de 53 amino&cidos con homologia limitada a mamiferos afin a Cu, Cd
y Zn, mientras que Crs5P esta conformado por 69 aminoacidos, ricos en cisteina y
muestra mayor similitud con MT de otros organismos, ambas son mayormente
expresadas en medios con alta presencia de metales (Wysocki y Tamas, 2010), como

por ejemplo Cd, Cu, Hg y Zn, entre otros (Vijver et al., 2004).

La funcion y capacidad de las MT para unirse a metales reside en su estructura antes
mencionada (cisteina 15-30%) que le confiere la formacion de grupos tiolatos metalicos
como en el caso de Cd? Hg? Cu', Ag', Au', Bi3, As?, Co? Fe? Pb? Pty Tc* esto se

puede observar de mejor manera por su afinidad de iones metélicos/ligandos tiolato de
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la siguiente forma: Fe? = Zn? = Co? <Pb? <Cd?) <Cu" <Au' = Ag"' <Hg? <Bi® (Captevila et
al., 2012; Farcasanu y Ruta, 2017). Por otro lado, Farhan y Khadom (2015) mencionan
otro orden de biosorcion: Pb2+ > Zn2+ > Cr2+ > Co%+> Cd2+ > Cu2+ y sefialan que los

grupos carboxilo, amino y fosfato son los principales sitios de sorcion de iones metalicos.

La capacidad de sorcion por parte de Saccharomyces puede variar dependiendo de la
naturaleza de la pared celular, por lo que otro factor determinante es la especie, fase de
crecimiento y cepa de la lavadura. Wang y Chen (2006) reportan eficiencias de hasta
80% de remocién de Cd, del cual el 20% corresponde al encontrado en el medio
intracelular lo que significa que la mayor remocion es llevada a cabo en la pared celular.
De la misma forma, Moreno y Montfort (2019) mencionan que Saccharomyces cerevisiae
puede remover As lll en soluciones acuosas con una eficiencia del 85.5% a pH de 6,
también hace énfasis que esta capacidad se ve aumentada en medios deficientes de
nutrientes debido a la poca competencia entre iones por ocupar los sitios de sorcion.

Marques y Pinheiro. (2000) en un estudio sobre el efecto del pH en la retencion de
metales por S. cerevisiae encontraron que la sorcidon es mayor cuando el pH aumento,
notando un cambio a partir de 4.5 hasta 8, adicionalmente mencionan que pH bajos
conllevan a la desactivacion de sitios de adsorcién. 2Rodriguez et al. (2008) informan que
el pH, concentracion de biomasa y tratamiento sobre la levadura tiene efecto sobre la
sorciéon de Pb Il, para Cr la sorcion es afectada por el pH y la concentracién de biomasa
y para Cd la sorcion esta en funcion de los mismos factores que afectan al Pb y Cr, mas
la presencia de otros iones presentes en solucion; de esta manera a pH 5 se extrae 47y

56% de Cry Pb, respectivamente, y a pH 3 habréa baja retencién para todos los metales.

3. 8. 3 Biosorcién de metales pesados por Saccharomyces cerevisiae
en leche

Pocos estudios se han realizado en leche usando Saccharomyces cerevisiae como
agente de sorcion y la mayoria de estos se enfocan en el producto, es decir, aun no se
ha implementado en la alimentacion de rumiantes en busca de la disminucién de metales
pesados partiendo desde la reduccion en la absorcion de estos en el tubo digestivo.

Massoud et al. (2020) reportan 70% de absorcion de Cd efectuada por S. cerevisiae (30
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x 108 UFC) cuando se tenia una concentracion de 80 ug L del metal en una muestra de
leche, al 4° dia de incubacioén, con un pH que oscilé entre 6.7 y 7, y sin afectarse las
caracteristicas sensoriales de la leche. Congruente con este estudio, Massoud et al.
(2019) determinaron incrementos de 0 a 80% de sorciéon de Pb en leche (70 ug L™?)
cuando la biomasa de S. cerevisiae y el tiempo de contacto aumentaron de 0 a 22 x 108
UFC y 0 a 4 dias, pero cuando se aumento la biomasa de la levadura sobre 22 x 102 UFC

la absorcién de Pb se vio disminuida.

Implementar el uso de S. cerevisiae en la alimentacion de ganado lechero para crear un
efecto bioadsorbente de metales pesados implica un reto, debido a las condiciones de
pH requeridas por la levadura, las cuales también pueden variar dependiendo de la
temperatura, cepa y cantidad de oxigeno en el medio, aunque de forma general este tipo
de levadura se considera acidéfila y puede crecer en un rango de pH de 4-6
(Narendranath y Power, 2005), pH 5.3 (Shafaghat et al, 2010), pH 4 y oxigeno disuelto
5% (Salari y Salari, 2017), pH 4- 9 (Pefia et al., 2015) contrastante con los valores de pH
ruminal (6.2 a 7) observados bajo condiciones normales. Sin embargo, el pH en el rumen
esta en funcién de los componentes de la dieta, como la cantidad de carbohidratos
facilmente fermentables o forraje presentes, observandose valores de pH de 5.5 a 6 por
la actividad de microorganismos amiloliticos y cuando la actividad de microorganismos

celuloliticos predomina, se registran valores de pH entre 6 a 6.9 (Rellin y Mattioli, 2003).

Existe evidencia como la presentada por El-Hassan et al. (1993) donde observaron el
establecimiento de Saccharomyces cerevisiae en el rumen a un pH de 6.6, sin cambios
significativos en su biomasa, afirmando que mientras la suplementacion sea constante,
la disminucion después de suspender la adicion decrece gradualmente y estara en
funcién de la dosis inicial aportada. Adicionalmente, Dolezal et al. (2005) reportaron
valores estables de pH ruminal (6.14 a 6.30) cuando se evaluaron diferentes niveles de
inclusion de Saccharomyces cerevisiae en la dieta de vacas lecheras, del mismo modo,
Thrune et al. (2009) obtuvo un pH promedio de 6.53 en rumen de vacas suplementadas

con levadura (0.5g/animal/dia) en contraste con el grupo control (pH 6.23),

Las levaduras mantienen su actividad metabdélica mediante mecanismos de resistencia

a estrés en condiciones anaerobias (Arcos et al., 2007). Posiblemente esta sea una de
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las razones de la mejora de las condiciones ruminales tras la adicion de Saccharomyces

gue permiten el uso de lactato por parte de las bacterias.

Otro punto importante es la regulacion del pH mediado por dos tipos de antiportadores
de Na*/H*, Nhalp en membrana plasmatica y Nhxpl en compartimento endosomal
prevacuolar, estas proteinas catalizan el intercambio de cationes monovalentes (Na*y
K*) y los hidrogeniones regulando los mismos nivel citoplasmatico (Ortiz et al., 2008),
igualmente en medios alcalinos la levadura puede cambiar acidificando el medio a un pH
idoneo dado por ATPasas codificadas mediante el gen PMAL, los cuales permiten la
extrusion activa de protones (Arifio, 2010).

La temperatura también juega un rol importante, Arcos et al. (2007) sefialan como 6ptima
para el crecimiento de levaduras, 28° a 30°C, y el rumen presenta una temperatura
normal de 39°C, lo que puede afectar su crecimiento y viabilidad a las 42 horas. No
obstante, después de 30 horas de la suplementacion con esta levadura en la dieta de
borregos, se ha determinado entre 17 y 30% de células vivas de S. cereviseae en el
transito del tubo digestivo (Auclair, 2001). Fiems et al. (1993) indica que la capacidad de
S. cerevisiae para colonizar el rumen es muy baja y sus beneficios pueden ser mas
apreciables mientras la concentracién de biomasa sea constante, conviene mencionar
gue la diferencia de la viabilidad de la Saccharomyces cereivisiae en fluido ruminal y
heces (mayor sobrevivencia en heces) se debe a la tasa de paso y posiblemente a las

condiciones de pH del intestino delgado (5 a 7) y grueso (8) (Vasquez et al., 2012).
3. 8. 4 Viabilidad de Saccharomyces cerevisiae en el tubo digestivo

El uso de probidticos en la alimentacion debe cumplir ciertas caracteristicas, las cuales
le permitirAn desarrollarse y cumplir sus objetivos, algunos de los requisitos son los
siguientes: aporte de efecto benéfico en animal hospedero, no ser toxico o patdgeno,
metabolismo selectivo, viabilidad y estabilidad en tubo digestivo (Collins y Gibson, 1999).
Castro y Rodriguez (2005) definen a las levaduras con limitada capacidad de colonizar
el tracto gastrointestinal, comparadas con otros microorganismos usados como

probidticos; sin embargo, diversos estudios relacionan al Saccharomyces cerevisiae con
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efectos positivos en la disminucion de diarreas y mayor estabilidad en el intestino delgado
(Etienne et al., 2010; Lee et al., 2017).

Cuando se adiciona una sola dosis de Saccharomices cerevisiae de 2 x 10 °® UFC, es
posible encontrar concentraciones de 10° UFC mL"! de la levadura en rumen a las 24 h,
y alas 8 h se pueden detectar células vivas en heces, pero la excrecibn maxima ocurre
entre las 16 y 36 h después de su ingestion, observandose mayores concentraciones de
la levadura en heces en comparacion con la prevalecientes en el rumen (10° vs x 10°);
al final de la evaluacién se detecté un méximo de 30% de las células iniciales vivas en
heces indicando la poca adherencia y estabilidad de la levadura en el tubo digestivo
(Durand et al., 1998). En contraste, Fonty y Chaucheyras (2006) destacan la estabilidad
en la concentracion de la levadura observada al inicio del suministro en rumen hasta las
24 0 30 h, posteriormente las células viables disminuiran siendo el 4° o 5° dia, tiempo en

el que ya no es detectable.

En no rumiantes, la cepa de Saccharomyces cerevisiae puede estimular la produccion
de disacaridasas en las vellosidades intestinales, lo que demuestra su paso por el
intestino delgado y su capacidad probiotica (Alvarado et al., 2017). Mejia et al. (2016)
sefalan el efecto de especies de Saccharomyces como trasportadores/liberadores de
enzimas y proteinas, aunque no se dé una adhesion a las paredes intestinales. Pérez
(2008) sefala la falta de adherencia permanente de Saccharomyces spp. a la mucosa
intestinal, pero la suplementacion continua garantiza una estabilidad temporal en no
rumiantes y rumiantes, y permite hallar concentraciones significativas en duodeno, ciego,

colon y heces en lechones.

La viabilidad en el tubo digestivo es variable, se conoce que Saccharomyces cerevisiae
aumenta su concentracion de biomasa durante su transito por duodeno, yeyuno e ileon
cuando es adicionado a 0.3% en el alimento de cerdos (Garcia, 2000). Un estudio in vitro
donde se evalud la viabilidad de la cepa CNCM 1-3856 de Saccharomyces cerevisiae
usando el modelo gastro intestinal TIM (Gastro-Intestinal Model), demostro la
disminucion significativa de la levadura en el estbmago, pero el escape de células vivas
permite un crecimiento de 15 a 30% en yeyuno a las 3 hy 5 a 30% en ileon a las 5 h,

con respecto a la biomasa ingerida (Etienne et al., 2010). Importante es mencionar la
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configuracion de parametros para la digestion de un alimento en el TIM, implicando un
pH gastrico de 1.7 a 5.2 (curva gastrica a 0, 30, 60 y 120 min), pH de 6.2, 6.5y 7.4 en
duodeno, yeyuno e ileon, respectivamente (Minekus, 2015). La microencapsulacion es
una alternativa para aumentar la viabilidad y los efectos probiéticos de la levadura ante
las condiciones de pH en el tracto gastrointestinal de rumiantes y no rumiantes (Ghorbani
et al., 2019).

3. 8. 5 Resistencia al estrés de Saccharomyces cerevisiae

Durante el crecimiento los organismos experimentan cambios en su estado fisico como
parte del desarrollo o adaptacion al medio. Las condiciones del ambiente pueden variar
en el tiempo y espacio, existiendo momentos alejados de las condiciones Optimas para
reproduccion y crecimiento de estos (Folch et al., 2004). La capacidad de adaptacién
depende de la etapa de crecimiento del individuo y esta es mayor cuando no existe
movimiento, reproduccion u alguna actividad relacionada con gasto de energia excesivo,

denominado estado quiescente (Larcher, 1995).

En Saccharomyces cerevisiae se diferencian cinco etapas de crecimiento: fase lag, fase
logaritmica, cambio diauxico, cambio postialxico y estacionario (Werner et al.,1993;
Folch et al., 2004). Werner et al. (1993) menciona que en la fase de crecimiento
exponencial (logaritmica) se observa la maxima concentracion de biomasa y se lleva a
cabo un metabolismo fermentativo caracterizado por la produccion de etanol, entre otros
compuestos orgénicos; el cambio dialxico se inicia cuando la glucosa se agota
permitiendo una adaptacién metabdlica de respiracion; durante el periodo postdialxico
la division celular es muy lenta y el cambio de fermentacion a respiracion se hace mas
evidente, la célula usa sus reservas para llevar a cabo dicho proceso, el periodo
estacionario se caracteriza por la acumulacién de nutrientes, mayor resistencia y
engrosamiento de la pared celular, aunque con casi nulo crecimiento de biomasa,
finalmente la fase lag implica un periodo de adaptacién donde las levadura se prepara

para su division.

Las células capaces de sobrevivir en la etapa estacionaria pueden subsistir en medios

sin alimento hasta por tres meses (Lillie y Pringle, 1980). Mager y Moradas (1993) y Piper
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(1993) mencionan algunos factores y condiciones de estrés en células de levaduras y
destacan el déficit de nutrientes, altas y bajas temperaturas, iones de metales pesados,
alta y baja osmolaridad, diferencias de pH, altas concentraciones de etanol y desecacion.
Asi mismo, Ruis y Schuller (1995) indican la presencia de tres elementos de controles
transcripcionales activados por estrés en Saccharomyces cerevisiae, estos son los
elementos de choque térmico (HSE), los mediadores de factores de transcripcion de
estrés por alta osmolaridad (STRE) y los elementos de respuesta AP-1. De igual manera,
las enzimas implicadas en la adaptacion por estrés en medios &cidos son la catalasa
(durante la adaptacién) y superdxido dismutasa (Giannattasio et al., 2005); estas
enzimas se relacionan con procesos de destruccién del peréxido de hidrégeno generado

durante el metabolismo celular (Cespedes et al., 1996).
3.9 indice de contaminacion por metales pesados (HMI) en leche

Actualmente, la contaminacion ambiental por metales pesados resulta alarmante debido
a su impacto en la salud humana (Reyes et al., 2016); asi mismo, la presencia de estos
en alimentos y en especial en los de origen lacteo, sugiere una contaminacién en la
cadena alimentaria a través de la cual se obtienen dichos productos (Fuentes et al.,
2005). La deposicion de metales pesados en suelos y su capacidad de traslocacion a
forrajes juega un papel importante en la aparicién en diferentes tejidos de los animales
alimentados con forrajes contaminados, consecuentemente la concentracién encontrada
0061 través de la cadena alimentaria se vera reflejada en productos como la leche
(Castro-Gonzales et al., 2018). Los metales pesados, asi como su prevalencia en leche
varian debido a diferentes actividades relacionadas con la fuente de contaminacion; sin
embargo, globalmente se reporta un incremento en las concentraciones en plomo y

cadmio, y disminucion de mercurio y arsénico en leche (Ismail et al., 2019).

El indice de contaminacion por metales (HMI) es una herramienta Gtil en el analisis de la
calidad de un area, partiendo de los datos de concentracion de metales pesados
encontrados y los limites maximos permisibles establecidos (Singha et al., 2020). De esta

manera, dicho indice se puede calcular de la siguiente forma:

HMI = Cn/Sv
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Donde:
Cn: representa la concentracion del elemento en el sitio muestreado
Sv: son los valores permisibles para cada metal.

Los datos obtenidos en valores de HMI son categorizados en cuatro grupos: < 1 indica
baja contaminacion, entre 1 y 3 se relaciona con moderada contaminacion, entre 3y 6
implica alta contaminacion y un valor de 6 denota muy alta contaminacion (Nnabugwu y
Uchenna, 2019).

En el Cuadro 10 se muestran diferentes indices de contaminacién por metales pesados
en leche, partiendo de los limites maximos permisibles sefialados en el Codex y NOM-
243-SSAI-2010 (Ziarati et al., 2018).
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Cuadro 10. indice de contaminacién por metales pesados en diferentes paises.

Pais Elementos Concentracion HMI* Fuente
del elemento
Brasil Pb 0.00221 mg 0.0044-baja  Oliveira et al.,
kgt contaminacion 2017.
concentracion
minima
México PbyAs 0.03y0.12 0.06 bajay Castro-
mg kgt 1.2- Gonzélez et
promedio moderada al., 2017.
contaminacion
Iran Pby Cd 0.014y 0.028y 0.37-  Shahbazi et
0.0011 mg kg baja al., 2016.
1 contaminacion
Pakistan Pb 0.738 mg kg 1.47- Ismail et al.,
moderada 2015.
contaminacion
Egipto Pby Cd 0.044y 0.008 0.088bajay Meshrefetal.,
ppm minimo 2.6- 2014.
encontrado moderada

contaminacion

Fuente: Ziarati et al

., 2018.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion

La investigacion se llevd a cabo en unidades de produccion lechera de tipo familiar,
ubicadas en las localidades de Villa Alta y San Diego Xocoyucan, pertenecientes
respectivamente a los municipios de Tepetitla de Lardizabal con coordenadas
geograficas de 19° 16" Latitud norte y 98° 22" Longitud oeste y de Ixtacuixtla de Mariano
Matamoros con 19° 20" Latitud norte y 98° 23" Longitud oeste en el estado de Tlaxcala
(Figura 1), ubicados a una altura de 2226 msnm, con clima templado subhimedo,
precipitacion media 720 mm (INEGI, 2020; INAFED, sd).

El ensayo in vitro, la digestion de muestras y los analisis quimicos correspondientes se
desarrollaron en el Laboratorio de Nutricibn Animal perteneciente al Posgrado de
Recursos Genéticos y Productividad-Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, en el Estado de México. El contenido de metales pesados en las muestras
recolectadas se determind en los laboratorios pertenecientes al postgrado de Edafologia

e Hidrociencias, del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

32



LOCALIZACION GEOGRAFICA
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Figura 1. Ubicacion de la zona de estudio en el Estado de Tlaxcala, México.

4. 2 Ensayo in vitro: viabilidad y capacidad de biosorcion de

Saccharomyces cerevisiae en medio ruminal, 4cido y alcalino

Se realiz6 un ensayo in vitro para conocer la viabilidad de Saccharomyces cerevisiae
cuando se expone a condiciones de estrés causadas por cambios en las condiciones
ambientales (pH) del rumen, abomaso e intestino delgado, y determinar su capacidad de
biosorcion de metales pesados en estas secciones del tubo digestivo. La levadura se
evalu6 a diferentes concentraciones en el medio de cultivo y se contamind
intencionalmente el sustrato del medio adicionando niveles de metales pesados (As, Cr,
Cd y Pb) que previamente se determinaron en forrajes y granos de una zona del estado
de Tlaxcala (Castro et al., 2018), donde posteriormente se desarrollo el estudio in vivo.
Los resultados de este ensayo permitieron establecer los niveles de suplementacion de
S. cerevisiae en campo, para propiciar una mejor biosorcion de metales pesados en tubo
digestivo de ganado bovino (ensayo in vivo) y reducir la presencia de metales pesados

en leche.
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4.2 .1 Preparacion y reactivacion de Saccharomyces cerevisiae

Se utilizé la cepa de Saccharomyces cerevisiae Yea Sacc® 1026 de la empresa Altech,
Inc (USA). Para la reactivacion de la levadura se usé caldo YPD (Sigma-Aldrich, México),
previamente esterilizado en autoclave (Geo-Lab, México) a 121°C por 15 min. Después
se colocaron 9 mL* de medio en tubos de cultivo con capacidad de 10 mL™, por
triplicado, y fueron inoculados con 1 g de levadura (proporcion 1/9), se homogenizo e
incubo a 30°C por 24 h (Aguirre, 2003).

Terminada la reactivacién se llevé a cabo una prueba de calidad de la siguiente manera:
se tom6 1 mL* del cultivo de levadura reactivado para realizar diluciones seriadas (10
a 1019 con agua peptonada al 0.1%. Se tomaron 100 uL! de cada dilucién y se
sembraron en placa con espatula de Drigalsky en medio agar solido YPD (Sigma-Aldrich,
México) estéril, se incub6 a 30°C por 24 h (Vazquez et al., 2019). Después se realizo el
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC mL™?), lo cual permiti6 conocer la
concentracion de levaduras viables por gramo de producto (1 x 108 UFC). Con este dato
se hicieron los calculos necesarios para determinar la cantidad de producto comercial de
S. cerevisiae que se deberia manejar a nivel in vitro, simulando dosificaciones en campo
de 5, 20, 35y 50 x 108 UFC animal d-, considerando un bovino de 400 kg, con capacidad
ruminal de 60 L. De aqui se determin6 que para un vial que contenia 45 mL de medio
YPD se deberia agregar 0.0037, 0.015, 0.026 y 0.037 g del producto comercial de S.
cerevisiae, para igualar las UFC arriba sefialadas. Esta informacién fue corroborada
reactivando estas cantidades de producto comercial en viales de 100 mL™* con caldo YPD
previamente esterilizado en autoclave a 121°C por 15 min, se incubaron a 30°C por 24 h
(Vazquez et al., 2019). Después, se tomd 1 mL?* de cultivo de levadura para realizar
diluciones seriadas (10 a 10-1%) con agua peptonada al 0.1%. Se tomaron 100 uL* de
cada dilucion y se sembraron en placa con espatula de Drigalsky en medio agar sélido
YPD (Sigma-Aldrich, México) estéril, se incubo a 30°C por 24 h (Vazquez et al., 2019).

Después se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC mL™1).
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4. 2. 2 Viabilidad in vitro de Saccharomyces cerevisiae en el ambiente

ruminal

Se elabor6 un medio de cultivo anaerobio, detallado en el Cuadro 11 (Theodorou et al.,
1994), en matraces Erlenmeyer de 250 mL™, ajustando el pH a 7.0 +0.2 y se esterilizd
en autoclave (Geo-Lab, México) durante 15 min a 121°C. Despues, se depositaron 45
mL-! de medio bajo flujo de CO: en viales estériles de 100 mL™, se sellaron con tapones
de neopreno e incubaron a 38°C por 24 h para comprobar esterilidad. Los medios de

cultivo estériles se usaron en las etapas posteriores.
4.2.2.1Inoculacién de los medios de cultivo

Se uso liquido ruminal fresco extraido de la parte ventral del rumen de una vaca Holstein
de aproximadamente 700 kg de PV, provista con fistula ruminal. El protocolo
experimental relacionado con el manejo del animal se baso en el Reglamento para el uso
y cuidado de animales destinados a la investigacion del Colegio de Postgraduados. El
liquido se filtré a través de tela velo de novia para eliminar particulas. A los medios de
cultivo preparados con anterioridad, se les agregaron bajo fluido de COz, 5 mL de liquido
ruminal y diferentes cantidades de producto comercial de Saccharomyces cerevisiae
(0.0037, 0.015, 0.026 y 0.037 g) a partir de las cuales se originaron los siguientes
tratamientos (T): T1=3.7 x 105, T2= 1.5 x 10°. T3=:2.6 x 10°y T4= 3.7 x 10° UFC mL".
Después, se incubd a 30°C por 24 h. Posteriormente, se tomé 1 mL de cada medio para
hacer diluciones seriadas (10t a 10-1°), en proporciéon 1/9 en agua peptonada al 0.1%.
Se tomaron 100 pL* de cada dilucién y se sembraron en placa en medio YPD sélido
(Sigma-Aldrich, México) estéril, con el uso de una espatula de Drigalski, para
posteriormente incubar a 30°C por 24 h (Vazquez et al., 2019). Terminado este proceso,
se realizaron conteos de unidades formadoras de colonias y se determiné la viabilidad

de S. cerevisiae en medio ruminal.
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Cuadro 11. Medio de cultivo anaerobio.

Componente Cantidad por 1000 mL™*
Agua destilada, mL? 780
Liquido ruminal, mL™? 100
Solucion mineral 17, mL1 75
Solucién mineral 2¥, mL? 75
Carbonato de sodio€ (8%), mL* 50
Solucién reductora®, mL* 20
Resazurina® 2 gotas

TSolucién mineral 1: 6 g de K2HPO4 por 1000 mL de agua destilada. *Solucién mineral 2: 6 g KH2 PO4, 6 g
(NH4)2S04, 12 g NaCl, 2.45 g MgS04 y 1.6 g CaCl-2H20 por 1000 mL de agua destilada. £Resazurina al
0.1%: disolver 0.1 gramos de rezasurina en 100 mL de agua destilada y esterilizar a 121°C por 15 min.
€Carbonato de sodio al 8%: disolver 8 g de Na,CO; en 100 mL de agua destilada y esterilizar a 121°C por
15 min. PSolucién reductora: para 100 mL, 25 g de cisteina, 15 mL de hidréxido de sodio 2N, 2.5 g de
sulfuro de sodio y 2 gotas de resazurina al 0.1%.

4. 2. 3 Viabilidad in vitro de Saccharomyces cerevisiae en medio acido

Se reactivd individualmente durante 24 h y 30°C, 0.0037, 0.015, 0.026 y 0.037 g del
producto comercial de S. cerevisiae en viales de 100 mL a partir de las cuales se originan
los siguientes tratamientos (T): T1= 3.7 x 10°, T2= 1.5 x 10°%, T3= 2.6 x 10 y T4=: 3.7 x
10° UFC mL* después se le agreg6 45 mL de medio YPD estéril y se adicion6 HCI (J.T,
Baker, USA) 0.5 M hasta obtener un pH de 4.0 (Gomez, 2015). Cada tratamiento tuvo
tres repeticiones. Los medios de cultivo inoculados se incubaron 1 h a 37°C. Después,
se tom6 1 mL* de cada cultivo para realizar diluciones seriadas (10! a 10-1°), 1/10 con
agua peptonada al 0.1%. Se tomaron 100 yL* de cada dilucién para realizar siembra en
placa en medio sélido YPD con espatula de Drigalsky e incubar por 24 horas a 30°C,
para realizar conteos de UFC (Dogi et al., 2011; Camacho et al., 2009) y determinar la

viabilidad de S. cerevisiae en medio acido.
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4. 2.4 Viabilidad a sales biliares

Se reactivo individualmente durante 24 h y 30°C, 0.0037, 0.015, 0.026 y 0.037 g del
producto comercial de S. cerevisiae en viales de 100 mL a partir de las cuales se originan
los siguientes tratamientos (T): T1= 3.7 x 10°, T2= 1.5 x 10°%, T3= 2.6 x 10y T4=: 3.7 x
10 UFC mL* después se le agregé 45 mL de cultivo YPD esterilizado a 121°C por 20
minutos, adicionado con 0.3 % de sales biliares (p/v) (Oxgall Difco, USA). Cada
tratamiento tuvo tres repeticiones. Los medios de cultivo inoculados se incubaron 3 h a
37°C. Después, se tom6 1 mL* de cultivo para realizar diluciones seriadas (10 a 10°19),
1/10 v/v con agua peptonada al 0.1%. Se tomaron 100 uL* de cada dilucién para realizar
siembra en placa en medio solido YPD y se incubd por 24 horas a 30°C, para realizar
conteos de UFC (Dogi et al., 2011; Camacho et al., 2009) y determinar la viabilidad de

S. cerevisiae en medio alcalino.
4. 2.5 Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en ambiente ruminal

En viales de 100 mL™* se colocaron 45 mL de medio de cultivo anaerobio estéril (Cuadro
11) a los cuales se adicion6 levadura previamente reactivada con el propésito de obtener
concentraciones de la levadura en el medio: 3.7 x 10% 1.5 x 10° 2.6 x 10°y 3.7 x 10°
UFC mL. A cada concentracion preestablecida de S. cerevisiae en el medio de cultivo,
se le adicion6 bajo flujo de CO2 y de forma individual: 0.0067 ppm de As, 0.012 ppm de
Cr, 0.00047 ppm de Cd y 0.013 ppm de Pb, originando 4 tratamientos. Cada tratamiento
tuvo tres repeticiones. Se integré un blanco por cada tratamiento, el cual estaba libre de
levadura, para ajustar los datos de biosorcion causada por S. cerevisiae. Los medios de
cultivo inoculados se incubaron a 37°C por 48 h. Después, se tomd 1 mL™ de cultivo para
realizar diluciones seriadas (10 a 1019, 1/10 v/v con agua peptonada al 0.1%. Se
tomaron 100 pL* de cada dilucion para realizar siembra en placa en medio sélido YPD y
se incubd a 30°C por 24 h, para realizar conteos de UFC (Dogi et al., 2011; Camacho et
al., 2009; Vazquez et al., 2019) y determinar la viabilidad de S. cerevisiae en medio

alcalino.

El medio de cultivo remanente después de la incubacion fue centrifugado (Beckman,

USA) a 2000 x g por 15 minutos (Massoud et al., 2020), en tubos de polipropileno de 50
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mL se recuperd el sobrenadante en frascos de poliporpileno de 100 mL, se adiciono
HNOs (J.T. Baker, USA) hasta obtener un pH menor o igual a 2 y se conservo la muestra

en refrigeracién a 4°C hasta la digestion y analisis de metales pesados

4. 2. 6 Capacidad de biosorcién de Saccharomyces cerevisiae en medio
acido

Se us6 medio de cultivo YPD esterilizado a 121 °C por 20 min y adicionado con HCL al
0.5 M hasta obtener un pH de 4.0. En viales de 100 mL! se adicionaron 45 mL-! de medio
YPD y se mantuvo el indculo por 1 hora a 37°C en medio liquido, para posteriormente
ser incubado en medio solido YPD a 37 °C por 48 horas y realizar conteo de UFC (Dogi
et al.,, 2011; Camacho et al., 2009) para lo cual se adicionaron cultivos de
Saccharomyces cerevisiae reactivados individualmente para generar las siguientes
concentraciones de la levadura en el medio: 3.7 x 10% 1.5 x 10%, 2.6 x 10y 3.7 x 10¢
UFC mL1. A cada concentracion preestablecida se le adicioné bajo flujo de CO2 y de
forma individual: 0.0067 ppm de As, 0.012 ppm de Cr, 0.00047 ppm de Cd y 0.013 ppm
de Pb, generando 4 tratamientos. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones. Se integr6 un
blanco por cada tratamiento, el cual estaba libre de levadura, para ajustar los datos de
biosorcion causada por S. cerevisiae. Los medios de cultivo inoculados se incubaron a
37°C por 1 h. Después, se tom6 1 mL* de cultivo para realizar diluciones seriadas (101
a 1019), 1/10 v/v con agua peptonada al 0.1%. Se tomaron 100 yL* de cada dilucién para
realizar siembra en placa en medio sélido YPD y se incub6 a 30°C por 24 horas, para
realizar conteos de UFC (Dogi et al., 2011; Camacho et al., 2009; Vazquez et al., 2019)

y determinar la viabilidad de S. cerevisiae en medio &cido.

El medio de cultivo remanente después de la incubacion fue centrifugado (Beckman,
USA) a 2000 x g por 15 minutos (Massoud et al., 2020) en tubos de polipropileno de 50
mL, se recuperd el sobrenadante en frascos de poliporpileno de 100 mL, se adiciono
HNOs (J.T. Baker, USA) hasta obtener un pH menor o igual a 2 y se conservo la muestra

en refrigeracion a 4°C hasta la digestion y analisis de metales pesados.
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4. 2.7 Capacidad de biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en medio

con sales biliares

En viales con capacidad de 100 mL* se agregaron 45 mL?* de medio cultivo YPD que
contenia 0.3 % de sales biliares (p/v) (Oxgall Difco, USA), previamente esterilizado a
121°C por 20 min. A estos medios se adicionaron cultivos de Saccharomyces cerevisiae
reactivados individualmente para generar las siguientes concentraciones de la levadura
en el medio: 3.7 x 105, 1.5 x 10°, 2.6 x 10°y 3.7 x 10° UFC mL". A cada concentracion
preestablecida de S. cerevisiae en el medio de cultivo, se le adiciono bajo flujo de COzy
de forma individual: 0.0067 ppm de As, 0.012 ppm de Cr, 0.00047 ppm de Cd y 0.013
ppm de Pb, originando 4 tratamientos. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones y se
integré un blanco por cada tratamiento, el cual estaba libre de levadura, para ajustar los
datos de biosorcion causada por S. cerevisiae. Los medios de cultivo inoculados se
incubaron a 37°C por 3 h. Después, se tomé 1 mL* de cultivo para realizar diluciones
seriadas (10 a 1019), 1/10 v/v con agua peptonada al 0.1%. Se tomaron 100 uL? de
cada dilucion para realizar siembra en placa en medio sélido YPD y se incubé a 30°C por
24 h, para realizar conteos de UFC (Dogi et al., 2011; Camacho et al., 2009; Vazquez et

al., 2019) y determinar la viabilidad de S. cerevisiae en medio alcalino.

El medio de cultivo remanente después de la incubacion fue centrifugado (Beckman,
USA) a 2000 x g por 15 minutos (Massoud et al., 2020) en tubos de polipropileno de 50
mL se recuperd el sobrenadante en frascos de poliporpileno de 100 mL, se adiciono
HNOs (J.T. Baker, USA) hasta obtener un pH menor o igual a 2 y se conservo la muestra

en refrigeracién a 4°C hasta la digestion y analisis de metales pesados.
4. 3 Digestion de muestras

La digestion acida se llevo a cabo en un microondas (CEM-MARS 6, CEM corporation
Mathews, NC) con las siguientes especificaciones: 200°C, tiempo de rampa 15:00
(mm:ss), espera 15:00 (mm:ss), 800 psi, 1800 w.
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4. 4 Evaluacion de remocion

La eficiencia de remocién de metales pesados propiciada por S. cerevisiae en los medios
de cultivo, fue calculada con la siguiente ecuacion (Massoud et al., 2020):

(Co —Cf)

R ion (%) = 100
emocion (%) o

Donde:

Co es la concentracion inicial en solucién (ug L?) y Cf es la concentracioén final en la

solucion.

4. 5 Ensayo in vivo: biosorciéon de metales pesados por Saccharomyces

cerevisiae en ganado lechero
4.5. 1 Tratamientos experimentales

Con base a los resultados del ensayo in vitro, se evaluaron cinco niveles de inclusion de
Saccharomyces cerevisiae (Cuadro 12) en la dieta de ganado bovino productor de leche,
alimentado con forrajes y concentrados contaminados con metales pesados en unidades
productivas lecheras pertenecientes al estado de Tlaxcala. Cada tratamiento incluyé

siete repeticiones.
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Cuadro 12. Tratamientos experimentales.

Tratamiento, T Nivel de inclusion en la dieta de

Saccharomyces cerevisiae®, x 108

UFC d”*
T0 0
T1 5
T2 20
T3 35
T4 50

®Yea- Sacc 1026 (Altech Inc, USA), aportado como gramos de producto comercial, previa determinacion
de la viabilidad de la levadura.

4.5.2 Animales

Se utilizaron 28 vacas Holstein de 450 + 30 kg de PV, entre 1 y 6 meses de lactancia y
de 2 a 4 partos. Los animales pertenecian a 7 unidades de produccién y se distribuyeron
bajo un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos y siete repeticiones. La
asignacion de los tratamientos a las unidades experimentales se realiz6 de tal forma que,
en cada establo se evaluaran los cuatro tratamientos. Se dio un periodo de adaptacion
de 21 dias al manejo y a la suplementacion con Saccharomyces cerevisiae con la dosis
de 10 gramos por animal recomendada por el fabricante, antes de iniciar las evaluaciones
del experimento. Los muestreos de leche, orina y heces se llevaron a cabo durante el
ordefio de la mafiana (6:00 am). El protocolo experimental relacionado con el manejo de
los animales se baso en el Reglamento para el uso y cuidado de animales destinados a

la investigacion del Colegio de Postgraduados.
4. 5. 3 Alimentacion

La alimentacion se baso en la dieta proporcionada de forma habitual en las unidades de
produccion y consistié en alfalfa fresca, rastrojo de maiz, ensilado y concentrado en

proporcion aproximada de, 23.94%, 35.09%, 23.39% y 10.03% respectivamente. De
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acuerdo con el manejo alimenticio de las explotaciones donde se desarrollé la
investigacion, se aportd concentrado y forraje al momento de la ordefia de la mafana y
tarde (6:00 y 18:00 h). En el concentrado ofrecido por la mafiana se adiciond el

Saccharomyces cerevisiae de acuerdo con el tratamiento correspondiente (Cuadro 12).

Se recolectaron muestras durante 3 dias consecutivos a intervalos de 15 dias, para
elaborar una muestra compuesta de forraje (1 kg), concentrado (0.5 kg) yagua (L L)y a
las muestras de forraje y concentrado se les determino la composicién quimica con base
a materia seca, proteina total, cenizas, extracto etéreo (AOAC, 2005), fibra detergente
neutro y fibra detergente acido (Goering y Van Soest, 1972); asimismo, se realizé el

analisis de metales pesados a todas las muestras recolectadas.
4.5.4 Toma de muestras
4.5.4.1 Agua

Se recolectaron muestras de 2 L en frascos de polipropileno con capacidad de 2 L
previamente sumergidos en &cido nitrico (J. T. Baker, USA) al 10% durante 1 h. La
muestra se tomo a 30 cm de profundidad del bebedero y se le agrego acido nitrico al
65% hasta obtener un pH menor a 2. Las muestras permanecieron a 4°C durante su
transporte y estancia en laboratorio (NMX-AA-051-SCFI-2001).

4.5. 4.2 Alimento concentrado

Se tomaron 10 submuestras de concentrado directamente del comedero durante la
alimentacioén hasta formar una muestra compuesta de 0.5 kg, por productor se colocaron
en bolsas de polietileno, se identificaron y llevaron a laboratorio. Posteriormente se
determind el contenido de materia seca y se procesaron en un molino Thomas-Wiley
Laboratoy Mill Model 4 (Arthur H. Company, Philadelphia PA., U.S.A) con malla de 1 mm
(NMX-Y-111-SCFI-2010).

4.5. 4. 3 Forraje

Se recolectaron 24 submuestras de distintos sitios del forraje ofrecido hasta obtener una
muestra compuesta de 1 kg, por productor. Estas se guardaron en bolsas de polietileno,
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se identificaron y llevaron en contenedor plastico a temperatura de 4°C a laboratorio.
Después se les determind materia seca y se procesaron en el molinoy con la malla arriba
citada (NMX-Y-111-SCFI-2010).

4.5.4.4 Leche

Se utilizaron tubos Falcon de 50 mL, previamente lavados con HNOs al 10% v/v (J.T.
Baker, USA) y se enjuagaron tres veces con agua desionizada para eliminar residuos
acidos y evitar alteraciones en la leche. EI muestreo se realizé durante el ordefio de la
mafiana (6:00 am), posterior al despunte y asegurando una muestra de leche obtenida
de los cuatro cuartos de la ubre, las muestras fueron transportadas y almacenadas a 4°C
al laboratorio para su posterior liofilizaciébn en equipo LABCONCO 4.5 L con congelador
equipado (LABCONCO, USA) y andlisis.

4.5.4.5 Heces

Se tomaron muestras de heces (1 kg) obtenida por estimulacién rectal con un guante de
nylon, se identificaron y se trasportaron a 4°C en nevera al laboratorio. Posteriormente
fueron puestas en bolsas de papel para deshidratarse en una estufa de secado (Riosssa
EFC, México) a 65°C por 24 h, se pulverizaron en un mortero y se colocaron en frascos
de plastico cerrados herméticamente.

4.5.4.6 Orina

Se tomaron 50 mL de orina durante la ordefia de la mafiana (6:00 am) en frascos de
polipropileno capacidad de 100 mL. Después se agregd acido nitrico al 1% w/v (J.T.

Baker, USA) y se mantuvieron a 4°C durante su transporte y en laboratorio.
4.5 .5 Tratamiento de muestras
4.5.5.1Agua

Se midieron 45 mL de cada muestra y se les agregaron 5 mL de acido nitrico al 65% w/v
(J.T. Baker, USA) para después ser sometidos a un proceso de digestion en microondas
(CEM-MARS 6, CEM corporation Mathews, NC) con las siguientes especificaciones: 170
°C, rampa de 10 min, espera de 10 min, 800 psiy 1800 w.
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4.5.5. 2 Alimento concentrado

Se pesaron 0.5 g de concentrado y se agregaron 10 mL de acido nitrico al 65% w/v (J.T.
Baker, USA) mas 2 mL de acido clorhidrico al 36% wi/v (J.T. Baker, USA), después se
digirieron en microondas (CEM-MARS 6, CEM corporation Mathews, NC) a 200 °C,
tiempo de rampa 15 min, espera 15:00 min, 800 psiy 1800 w.

4.5.5. 3 Forraje y ensilado

Se tomaron 0.5 g de muestra y se les afiadié 10 mL de &cido nitrico al 65% w/v (J.T.
Baker, USA), se llevaron a microondas de digestion (CEM-MARS 6, CEM corporation
Mathews, NC) y se programaron a 200°C, tiempo de rampa 15 min, espera 15 min, 800

psiy 1800 w.
4.5.5. 4 Leche

Se pesaron 0.5 g de leche liofilizada y se agregaron 10 mL de HNO3s al 65% w/v (J.T.
Baker, USA), después se colocaron en microondas de digestion (CEM-MARS 6, CEM
corporation Mathews, NC) a 200°C, tiempo de rampa 15 min, espera de 15 min, 800 psi
y 1600 w.

4.5.5. 5 Heces

Se pes6 0.3 g de muestra y se agregaron 5 mL de HNOs al 65% w/v (J.T. Baker, USA)
mas 5 mL de peréxido de hidrogeno al 30% w/v (Merck, México) a 200°C, tiempo de
rampa 15 min, 15 min de espera, 800 psi y 1600 w de potencia en microondas de
digestion (CEM-MARS 6, CEM corporation Mathews, NC).

4.5.5.6 Orina

Se midié 4 mL de orina y se agreg6 4 mL de acido nitrico (J.T. Baker, USA) + 2 mL de
perdxido de hidrogeno al 30% w/v (Merck, México), para después someter la muestra a
digestion en microondas (CEM-MARS 6, CEM corporation Mathews, NC), con las
siguientes especificaciones: 200°C, tiempo de rampa 15 min, espera 15 min, 800 psi,
1800 w.
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Al terminar la digestion, todas las muestras se filtraron en papel Wathman grado 42 (GE
Healthcare, Ucrania), y se aforaron a 50 mL con agua desionizada, finalmente se

colocaron en refrigeracion (4 °C) hasta su analisis.
4. 6 Determinacién de metales pesados

La concentracion de As, Cr, Cd y Pb fue determinada por medio de espectroscopia de
emision oOptica de plasma acoplado inductivamente (ICP — OES, Varian 730) (Agilent
Technologies, USA). Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado reactivo
analitico. Se prepararon las soluciones en agua desionizada 18.2 MQ cm. Los estandares
de calibracién para cada metal fueron preparados usando una solucion patrén ICP
multielemento standard XVI, compuesta de 21 elementos en HNO3 Suprapuro 6%, con
densidad de 1.032 g cm3y 20 °C (Merck KGaA, Alemania).

4. 7 Indice de contaminacion por metales pesados (HMI)
HMI = Cn/Sv
Donde:
Cn: representa la concentracion del elemento en el sitio muestreado
Sv: son los valores permisibles para cada metal.

Los datos obtenidos en valores de HMI son categorizados en cuatro grupos: < 1 indica
baja contaminacion, entre 1 y 3 se relaciona con moderada contaminacion, entre 3y 6
implica alta contaminacion y un valor de 6 denota muy alta contaminaciéon (Nnabugwu y
Uchenna, 2019).

4. 8 Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones
en el ensayo in vitro y siete repeticiones por tratamiento en datos no parameétricos para

el ensayo in vivo:

Yijk = p+Ti+Eij
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Donde:

. Yijk: variable respuesta en el tratamiento i en la repeticion |
. W: media general

. Ti: efecto de tratamiento

. Eij: error aleatorio

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS ver. 26
(2019). El ensayo de viabilidad fue analizado mediante prueba HSD Tukey, por otro lado,
en los ensayos de biosorcion in vitro e in vivo se us0 la prueba de Kruskal Wallis para

comparacién de grupos independientes (rangos-medianas).
4. 9 Estadistico

Se realizé una prueba de normalidad Shapiro Wilk en cada matriz evaluada y se concluyo
que los datos obtenidos no presentaban distribuciébn normal, por lo que se realizaron
pruebas de Kruskal Wallis para hallar diferencias entre distribucién de poblaciones.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

5.1 Viabilidad in vitro de Saccharomyces cerevisiae en diferentes

condiciones del tubo digestivo

La viabilidad in vitro de Saccharomyces cerevisiae en condiciones del medio ruminal
varié (p<0.05; Cuadro 13) entre los tratamientos evaluados y no estuvo relacionada con
la concentracion inicial de la levadura incubada. De esta manera, la viabilidad més alta
(p<0.05) se registro en el T3 con respecto al T4, el cual presenté una viabilidad baja
(p<0.05), incluso menor (p<0.05) a la observada en el T1 donde se tuvo la poblacién
inicial de levaduras mas baja antes de la incubacién. Riyanti y Evvyernie (2016)
observaron una tasa de crecimiento de 2.6% h! en tres cepas de S. cerevisiae bajo
condiciones ruminales. Por el contrario, Durand et al. (1998) indicaron que una sola
adicion de S. cerevisiae con 2 x 10° UFC se relaciond con una disminucion drastica de
las levaduras en rumen después de las 24 h (10° UFC mL?). En adicién, Jurkovich et al.
(2014) mencionan que esta levadura tiene la capacidad de presentar diferentes vias
metabdlicas, dependiendo de la cantidad de oxigeno presente en el ambiente, lo que
sugiere que sea anaerobia facultativa; ademas de que su actividad metabdlica esta
modulada por la composicion de la dieta en el medio ruminal (Kawas et al., 2007).
Adicionalmente, Kung et al. (1997) sefalaron que las levaduras de S. cerevisiae
permanecen metabdlicamente activas mientras exista adicion de nutrientes hasta las 48
horas de incubacién, momento en el cual el crecimiento se ve afectado en condiciones
ruminales, por consiguiente se infiere que la levadura no presenta un crecimiento
exponencial en el medio ruminal; sin embargo, mantiene su viabilidad y actividad
metabdlica hasta determinado tiempo de incubacién (Ingledew y Jones, 1982; Kutasi et
al., 2004), como se observo este trabajo donde la concentracion de UFC fue mayor

después de 24 h, a la registrada al inicio de la incubacion.

Asi mismo, Kutasi et al. (2004) determinaron que una concentraciéon de 4.5 a 6.6 x 10°
UFC de S. cervisiae, después de 12 h de incubacion, permite que la levadura muestre
una actividad metabdlica apropiada al eliminar el oxigeno del medio y de esta manera,
mejorar la fermentacion ruminal en un medio anaerobio, similar a lo que ocurrié en el T3

donde se tuvo el conteo mas alto de UFC después de 24 h. Posiblemente una inoculacién
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mas alta de levaduras, por arriba de la evaluada en el T3 se relacion6 con el agotamiento

acelerado de nutrientes y propicié el menor conteo de UFC a las 24 h (Kung et al., 1997).

La viabilidad de S. cervisiae en el medio acido presenté cambios (p<0.05; Cuadro 13)
entre tratamientos después de la incubacion y fue el tratamiento T4 el que presenté la
mayor (p<0.05) viabilidad bajo estas condiciones. Pinheiro et al. (2020) al evaluar la
viabilidad de tres cepas de S. cerevisiae (A8L2, RC1y RC2) a pH 2, observaron minima
disminucién en la poblacion de levaduras después de 12 h de incubacion (7.57, 8.17 y
8.16 x 10° UFC mLinicial vs 7.56, 7.82 'y 8.06 x 10' UFC mLfinal, respectivamente).
En contraste, Fakruddin et al. (2017) determinaron que la cepa IFST 062013 de S.
cerevisiae disminuye de 1 x 10°a 9 x 10° UFC mL™! cuando es incubada 1 h en un medio
con pH 2, pero la poblacion viable se reduce casi al 50% a las 2 h de incubacion bajo
estas condiciones. De igual forma, Arias et al. (2017) y Azhar y Munaim (2019) reportan
la sobrevivencia de diferentes cepas de S. cerevisiae y evidencian su capacidad para
sobrevivir al menos por 24 h a pH 2, condiciones mas extremas a la evaluada en el
presente estudio, indicando la capacidad de las células de levadura para atravesar la

barrera gastrica (abomaso) y llegar al intestino de rumiantes.

A pesar de las diferencias (p<0.05) observadas entre el T4 con el resto de los
tratamientos, en el conteo de UFC dentro de cada tratamiento, al final de la incubacion
en medio acido mostré siempre incremento en la poblacion de levaduras con respecto a
la concentracion inicial observada antes de la incubacién. La adaptacion de la levadura
Yea sacch 1026 al medio acido sugiere la presencia de mecanismos relacionados con la
difusion de &cidos a través de la membrana plasmatica, una vez disociado en el
citoplasma la activacion de la H-ATPasa permitié el bombeo de los protones fuera de
esta, restableciendo la homeostasis de pH (Mira et al., 2010; Sanchis, 2014). Asimismo,
estd documentado el mecanismo regulador de pH en levaduras mediante el intercambio
de Na/H (Nhalp) localizado en la membrana plasmatica y en el compartimento
endosomal prevacuolar (Nhx1p) (Ohgaki et al., 2005). Estos mecanismos participan en
la regulacion de Na o K usando el gradiente de H, eliminando el exceso de cationes al
citosol (Mitsui et al., 2005; Ortiz et al., 2008).
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La viabilidad de S. cerevisiae en medio alcalino (0.3% de sales biliares) presento
diferencias (p<0.05; Cuadro 13) entre tratamientos, observandose la mayor (p<0.05)
viabilidad en el T4 respecto al T1, el cual presento la més baja viabilidad. Congruente
con nuestros resultados, Arias et al. (2017) reportaron mantenimiento de 1x10° UFC mL-
1 de S. cerevisiae, cuando se incuban por 24 horas en medio con sales biliares al 0.3%.
Adicionalmente, Ortiz et al. (2008) y Zahoor et al. (2021) destacan la capacidad de S.
cerevisiae para tolerar concentraciones de sales biliares (0.3%) similares a las
observadas en intestino delgado, por periodos de 1 a 2.5 h de incubacion. S. cerevisiae
presenta mejor resistencia a medios con sales que S. boulardii al de observarse que la
cepa W303 no present6 disminucién considerable al exponerse a 0.15% de sales biliares
(Fietto et al., 2004). Ademas, S. cerevisiae sobrevive tras 4 h de incubacién en medio
con sales biliares al 0.3% y muestra capacidad de replicacion (Van Der Aa Kihle y
Jespersen, 2005; Lara y Burgos, 2012), similar a lo observado en el T4 de nuestra
investigacion. En contraste, Moradi et al. (2018) menciona que en medios con
concentraciones de sales biliares al 1, 3y 5% y con periodo de incubacién de 24 h existe
una disminucién de las UFC de S. cerevisiae cepa S28 y S34 (9.2 x 10° UFC inicial — 6.8
y 5.6 x 10° UFC final en medio al 1% y 3% mientras que 5.9 x 10° UFC final en medio al
5%). Del mismo modo, Helmy et al. (2019) documentaron una disminucién en las UFC
de S. Cerevisiae ghLKX237673 en medio con sales biliares al 0.2 %, 3 h de incubacién
(5 x 10° vs 7.5 x 10° UFC mL™). La viabilidad observada en S. cerevisiae cuando se
expone a condiciones salinas en los estudios mencionados y en nuestra investigacion,
pueden estar relacionada con los componentes del medio de cultivo o la dieta (Kawas et
al., 2007).

Los organismos expuestos a un ambiente salino generan dos tipos de estrés, uno
dependiente de la concentracion de sales en el medio y otro dependiente del tipo de ion
y su toxicidad. En S. cerevisiae se caracterizaron trasportadores iénicos de membrana
activados en situaciones de estrés salina (Folch et al., 2004). La proteina ATPasa H
(Pmapl) expulsa Na y K permitiendo un potencial negativo intracelular (Serrano, 1996).
Los trasportadores Trk1, Trk2, Tok1, Nhalp, Khalp y Enalp se relacionan con la entrada
y salida de K, la afinidad de estos por el ion aumenta en situaciones de estrés salino,

(Wagskog y Adler, 2003). Asimismo, la ATPasa Na vinculada con la salida de sodio, tiene
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mayor actividad en situaciones de estrés salino por Na (Hohmann, 2003). En este
sentido, Arias et al. (2017) también destaca la presencia de proteinas integrales de
membrana unidas a ATP (ABC) con la capacidad de translocar sales biliares, ademas de
transportar acidos biliares conjugados, asi como la acumulacion de gliceroles y polioles
para llevar a cabo una buena regulacién osmaética. De esta manera, S. cerevisiae puede
regular su sobrevivencia en medios alcalinos y presentar alta viabilidad como la

observada en el T4 (Cuadro 13).

Cuadro 13. Viabilidad in vitro de Saccharomyces cervisiae en medio ruminal, 4cido y alcalino.

Tratamiento,

TE € ruminal € 4cido € alcalino
-------------------- UFC ML tomemmemmemmemmemeeee
. 5

T1:3.7x10 7.850b 7.920b 11.110b
T2: 1.5x10° 7.81 be 8.05¢b 12.69b
T3: 2.6 x 108 9.13a 8220 13.69 b
T4: 3.7 x 10° 7.63¢ 1145 a 14.89 a
P< 0.0001 0.0001 0.0001
EEM 8.23 10.57 13.99

a.b.c| jterales distintas en la misma columna indican diferencia (p <0.05).

La cepa de Saccharomyces cerevisiae mostré capacidad de sobrevivencia en las tres
barreras evaluadas (ruminal, acida y alcalina), evidenciando mayor viabilidad en
condiciones acidas y alcalinas que en medio ruminal. Si bien, se ha documentado
limitada colonizacion del tracto gastrointestinal por Saccharomyces cerevisiae (Etienne
et al., 2010; Lee et al., 2017), los resultados obtenidos por Ma et al. (2018) sobre la
reduccion de enterobacterias en heces de terneros y la disminucion de diarreas por Lee
et al. (2017) con concentraciones de levadura semejantes (1.4, 2.5y 5.0 x 10° UFC),
sugieren transito por todo el tubo digestivo. En este sentido, Fonty y Chaucheyras (2006),
también subrayan la estabilidad en la concentracion de la levadura en rumen hasta las
24 h y su sobrevivencia la cual se puede ver aumentada durante su paso por duodeno,
yeyuno e ileon (Garcia, 2000), esto asegura su permanencia en tubo digestivo y su uso

como posible agente biosorbente de metales pesados en el tracto digestivo de rumiantes.
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5.2 Biosorcion in vitro de S. cerevisiae

No se detecto la presencia Cry Cd en los ensayos de biosorcién en medio ruminal, &cido
o alcalino (sales biliares), por ello se omite mencionarlos. Sin embargo, fue posible

detectar As y Pb en las matrices evaluadas y a continuacion se discuten.
5. 2. 1 Biosorcion de S. cerevisiae en medio ruminal

Los resultados de esta prueba (Cuadro 14) indican la incapacidad (p>0.05) de S.
cerevisiae de biosorber As en las condiciones del medio ruminal, con diferente
concentracion de la levadura. Pero al adicionar al medio ruminal una concentracion de
2.6 x 10° UFC mL™ (T7) se logr6 el nivel mas alto de biosorciéon de Pb, con 28.26% por
arriba del resto de los tratamientos (T5, T6 y T8); aunque estadisticamente no hubo
diferencias (p>0.05). No se detectdé Cr y Cd, por lo que no fue posible evaluar su
biosorcion. La ausencia de biosorcion de As en el ambiente ruminal se relaciona con la
composicién del medio. La presencia de cationes en la solucion, asi como de cloruros
compiten por sitios de union de As en la pared celular de la levadura (Sahmoune, 2018).
De igual manera, los electrolitos, sulfatos, cloruros y fosfatos interfieren en el mecanismo
de sorcion (Wang y Chen, 2006; Rodriguez et al., 2008). También la afinidad de la
membrana de la levadura por un metal u otro varia, reflejAndose en la diminucion del
porcentaje de biosorcion (Ali, 2020). Importante es mencionar que el medio usado en la
presente investigacion contenia carbonatos, sulfatos, o0xidos y cloruros, los cuales
pudieron interferir en la biosorcién de As. Ademas, el pH modula la biosorcién del As,
observandose mayor biosorcion con valores de pH cercano a 7 (Ranjan et al., 2009; Wu
et al., 2012), asi como en rangos de 3 a 7 (Hadiani et al., 2019), aunque el efecto de la

interferencia por los sitios de sorcién parecio superar el factor pH.

La biosorcion de Pb causada por S. cerevisiae (T5, T6 y T8) fue baja y pudo relacionarse
al efecto de competencia con iones en el medio ruminal; aunque se han reportado
capacidades de biosorcion de 76.2% en medios con 0.052 mg L de Pby 32.5 x 10’ UFC
de levadura. Es importante destacar que la biosorcibn mas alta de Pb se relacion6 con
la viabilidad mas elevada de S. cerevisiae en el medio ruminal observada en el T3

(Cuadro 12). Las bacterias ruminales también pueden contribuir a la biosorcion.
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Meignanalakshmi (2013) sefiala la capacidad de biosorcion que tiene un consorcio de
bacterias ruminales (hasta 150 ppm); por otra parte, Behera y Ray (2021) afiaden que la
microbiota extraida de heces de vaca también se ha usado como alternativa de
biosorcion, permitiendo la volatilizacion de As asi como la bioquelacion de Pb a un 64%.
Sin embargo, en el presente estudio no se evaluo la contribucion de biosorcion de la

microbiota ruminal.

Cuadro 14. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en medio ruminal.

Biosorcion, Rango DE
Metal Tratamiento %
As Tl 28.352 8 49.11
T2 0a 6
T3 0a 6
T4 0Oa 6
P 0.39
EEM 7.08
Pb T5 10.53a 7 18.25
T6 0.402 6.67 0.70
T7 28.262 7.33 48.96
T8 0a 5 0
p 0.73
EEM 7.30

T1, T2, T3y T4 con 3.7 x 10°%, 1.5 x 10%, 2.6 x 10° y 3.7 x 10° UFC de S. cerevisiae mL1, respectivamente,
mas 0.0067 ppm de As en cada tratamiento. T5, T6, T7 y T8 con 3.7 x 10°%, 1.5 x 108, 2.6 x 10® y 3.7 x 10°
UFC de S. cerevisiae mL?, respectivamente, mas 0.013 ppm de Pb en cada tratamiento. & b ¢ Literales
distintas por columna indican diferencias (p <0.05). DE= Desviacién estandar. EEM= error estandar.

5. 2.2 Biosorcién de S. cerevisiae en medio acido

La biosorcién de As en medio acido fue mayor (p<0.05; Cuadro 15) en T3 con respecto
a T2, pero ambos resultan similares (p>0.05) a T1 y T4. Para el caso de Pb, también se
observaron diferencias entre tratamientos, donde el T8 tuvo la mejor (p<0.05) biosorcion,
seguido del T5 y el valor mas bajo se observé en el T6. Los resultados observados para

la mayor biosorcién de Pb entre T8 con respecto a T6 se relacionaron con la mayor
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cantidad de UFC en el medio y al respecto se ha sefialado que al aumentar la biomasa
de levaduras es mayor la superficie y sitios activos para la sorcion (Farhan y Khandom,
2015). Ranjan et al. (2009) indican que la maxima biosorcién de As se da a pH cercano
a 7. De manera similar, Hadiani et al. (2019) reportaron el aumento de esta capacidad
hasta un 78% cuando el pH incrementa de 3 a 7 al igual que el tamafio del inoculo (3.0—
7.0 a 15-50 x 10" UFC mL™). Posiblemente esto explique los bajos niveles de biosorcién
observados para este metal pesado a un pH de 4, los cuales se aproximaron al 50%.
Valores de pH cercanos a 5 mejoran la sorciébn de Pb, aunque el pretratamiento con
glucosa puede mejorar la capacidad de S. cerevisiae para biosorber metales debido al
suministro de energia que representa (Massoud et al., 2019). Independientemente de la
reactivacion que tuvo la levadura en un medio de cultivo que contenia glucosa,
efectivamente se observaron niveles de sorcion de Pb cercanos a 100% con un pH de 4

y cuando se utilizé el nivel mas alto de S. cerevisiae.
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Cuadro 15. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en medio 4cido.

Metal Tratamiento  Biosorcion, % Rango DE

As T1 38.44ab 6.33 14.90
T2 op 2 3.86
T3 53.352 10 1.29
T4 50.54ab 7 0.98
P 0.03
EEM 6.43

Pb T5 77.43b 2 8.74
T6 20d 5 12.30
T7 48.46¢ 8 11.53
T8 96.41a 11 6.21
P 0.01
EEM 9.08

T1, T2, T3y T4 con 3.7 x 10°%, 1.5 x 10°, 2.6 x 10° y 3.7 x 10° UFC de S. cerevisiae mL, respectivamente,
mas 0.0067 ppm de As en cada tratamiento. T5, T6, T7 y T8 con 3.7 x 10°, 1.5 x 105, 2.6 x 10°y 3.7 x 10°
UFC de S. cerevisiae mL, respectivamente, mas 0.013 ppm de Pb en cada tratamiento. 2 b ¢ Literales
distintas por columna indican diferencias (p <0.05). DE= Desviacion estandar. EEM= error estandar.

5. 2. 3 Biosorcidon de S. cerevisiae en medio con sales hiliares

Para el caso de As, la concentracion de levadura evaluada en el T2 tuvo la mayor
(p<0.05) biosorcion en medio alcalino y resulté superior (p<0.05; Cuadro 16) al resto de
los tratamientos. Con plomo en el medio, la sorcion de S. cerevisiae en ambiente alcalino
fue més alta (p<0.05) en el T7 y T8 con respecto a T6; no obstante, el T5 resulto similar
(p>0.05) al resto de los tratamientos, aunque tuvo la menor concentracion de levaduras.
Se han reportado porcentajes de sorcién de As en medios acuosos con rangos amplios
de pH desde 3 a 8; por ejemplo, Wu et al. (2012) indican sorcion cercana a 50% en pH
7, igualmente cuando la biomasa fue aumentada (26.5 a 52.3%) de 2 a 7 g L; sin
embargo, este Uultimo criterio estd sujeto a otras razones como la interaccion
electrostatica e interferencia entre sitios de sorcion (Ertugay y Bayhan. 2010). Aunado a
esto, la capacidad de sorcion de As es inversa a la capacidad de sorcion de Pb, ya que

los tratamientos con menor sorcién de Pb tuvieron mayor sorcion de As. Sahmoune
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(2018) menciona la presencia de cationes como un factor determinante en la sorcion de
un metal en especifico. Farcasanu y Ruta (2017) coinciden con lo anterior haciendo
énfasis en la preferencia de S. cerevisiae por cationes metalicos como es el caso de Pb,

destacando también que la cantidad inicial de Pb fue mayor a la de arsénico.

En el caso de plomo la correcta biosorcion en el T8 concuerda con ensayo de viabilidad,
ya que este tratamiento tuvo mayor cantidad de UFC en el mismo medio en comparacion
con los demas y por ende mayor biomasa para llevar a cabo dicho proceso,
paralelamente, Wang y Chen (2006) afiaden que el pretratamiento con glucosa (realizado
durante la reactivacion en medio YPD) incrementa la cantidad de remocion en metales
como Cr, Pb y Cd pudiendo ser un cofactor importante en la biosorcion de Pb. Respecto
a pH, el medio registro un rango de 6.2 a 6.4 pH, en este sentido, Massoud et al. (2019)
reporta capacidad de biosorcion (70%) en concentracion inicial de Pb 0.07 mg/Lty 22 x
108 UFC, de forma positiva también Hadiani et al. (2018) indica biosorcién de 70.3% con
0.05 mg/Lt Pby 15 x 10” UFC, pH entre 5 y 6, datos que coinciden por los reportados

en esta prueba.
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Cuadro 16. Biosorcion de S. cerevisiae en un medio alcalino

Metal Tratamiento Biosorcion % Rango DE
As T1 28.45b 7.66 4.78
T2 53.50a 11 6.36
T3 op 2.33 18.79
T4 16.56P 5 10.25
P 0.02
EEM 6.70
Pb T5 42 .562 4.83 37.25
T6 5.64a 2.83 8.47
T7 85.64a 8.67 24.87
T8 91.792 9.67 14.21
P 0.05
EEM 12.05

T1, T2, T3y T4 con 3.7 x 10°%, 1.5 x 10°, 2.6 x 10° y 3.7 x 10° UFC de S. cerevisiae mL, respectivamente,
mas 0.0067 ppm de As en cada tratamiento. T5, T6, T7 y T8 con 3.7 x 10°, 1.5 x 105, 2.6 x 10°y 3.7 x 10°
UFC de S. cerevisiae mL1, respectivamente, mas 0.013 ppm de Pb en cada tratamiento. 2 b ¢ Literales
distintas por columna indican diferencias (p <0.05). DE= Desviacion estandar. EEM= error estandar.

5. 3 Ensayo in vivo: Presencia de metales pesados en agua y alimentos

5. 3. 1 Determinacion de metales pesados en forrajes y concentrados en
la zona de estudio

El Cuadro 17 presenta los niveles de arsénico, cromo, cadmio y plomo detectados en
diferentes insumos para alimentacion animal (alfalfa, concentrado, zacate y ensilado) en
la zona de estudio. La contaminacion con As de estos insumos fue la mas evidente con
niveles que van de 2.6 a 10.7 ppm, y son los forrajes los méas afectados, especialmente
alfalfa y zacate, explicandose por el uso de aguas contaminadas con metales pesados
para su irrigacion (Romero et al., 2003; Castro-Gonzélez et al., 2018). Cromo y plomo se
detectaron en forrajes y concentrado a un nivel mas bajo que As, pero no se detectaron
en el ensilado. Ninguno de los insumos registré contaminacion por cadmio, aunque si se
detectaron niveles similares de Cr en zacate y alimento concentrado. Estos resultados,
en su mayoria se valoran por encima de los reportados por Castro-Gonzéalez et al. (2018)
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en un estudio preliminar realizado cerca en la regidon de estudio donde se determiné 1.25,
1.86 y 1.56 mg de As, Pb y Cr kg en alfalfa. Danis y Chan (2016) también reportaron
nivelesde 1.2a1.45uggtde Pby1.21 a1.38 ug g de Cr en forraje aportado a ganado
bovino, resultando inferiores a los de nuestro estudio, y ademas mencionan la presencia
de metales en forrajes por otros medios ajenos al suelo. Poti et al. (2021) reportaron la
presencia de metales pesados en insumos para ganado lechero (1.14, 2.12 y 0.950 mg
kgt de Pb y 0.106, 0.070 y 0.044 mg kg de Cr en pasto, concentrado y heno,
respectivamente), resultando también inferiores a los determinados en este estudio,
solamente el nivel que estos autores detectaron en concentrado se asemeja al observado

en esta investigacion.

Asimismo, los metales presentes en estos forrajes no estan por encima de los niveles de
la normativa europea para Pb y Cd (30 y 1 mg kg™, respectivamente) (2005/87/EC),
mientras el cromo se encuentra por encima de lo permitido en el centro de medicina
veterinaria de la FDA de USA (0.5 mg kg "t MS) mencionado por Spears et al. (2017).
Por su parte, Khan et al. (2013) indican que la concentracién de metales como el Pb en
planta se ve reducida gradualmente con el tiempo, teniendo estrecha dependencia con
las concentraciones en el suelo, aunque también se pueden ver aumentados debido al
dinamismo que existe en la capa superficial del suelo (0 a 30 cm), donde se encuentran

mas biodisponible (Zaanouni et al., 2018).

Cuadro 17. Contenido de metales pesados en forrajes y concentrado empleados en la zona de estudio.

Insumos Metales pesados, mg kg™t MS
As Cr Cd Pb
Alfalfa 10.74+4.80 Nd Nd 3.82+452
Zacate 8.88+1.46 3.18z+0.01 Nd 0.13+0.18
Alimento concentrado 1.34+1.90 3.41+2.89 Nd 2.78+1.96
Ensilado 4.557+0.001 Nd Nd Nd

Nd= no detectado.

5. 3. 2 Determinacion de metales pesados en agua en la zona de estudio

Los niveles de arsénico determinados en muestras de agua (Cuadro 18) variaron de

0.012 a 0.088 mg L, existiendo una unidad de produccion donde no se detecté este
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metal pesado. No se detecté contaminacion con Cry Cd. Pero los niveles de Pb variaron
de 0.069 a 0.15 mg L%, con una unidad de produccién donde no se detectd la presencia
de este metal. Las concentraciones de As y Pb determinadas en agua de abastecimiento
estuvieron por encima de las permisibles establecidas en la NOM-001 ECOL- 1996 (0.05
y 0.05 mg L™t para As y Pb, respectivamente), en la mayoria de las unidades productivas.
Gougoulias et al. (2014) encontraron niveles menores de Pb (0.0051 mg L) en agua a
los observado en el Cuadro 18, lo cual se relaciona principalmente con el grado de

contaminacion de las zonas de estudio.

Kazi et al. (2016) sugiere que el agua es la principal fuente y via de entrada de arsénico
en el organismo del ganado lechero, aunque también deben ser consideradas otras
matrices biolégicas (Ziarati et al., 2018). Zhou et al. (2019) igualmente correlacionan la
presencia de As en agua con los hallazgos de este metal en leche y ensilado. Ademas,
el consumo de alimento o agua con As, Pb, Cd y Hg se relacionan con la presencia de
estos en la leche y sus productos derivados (Singh et al., 2020). Por su parte, Ismail et
al. (2015) afaden que la contaminacién con Pb y su relacion con la leche/agua puede
provenir directamente de aguas residuales que suelen servir como vertederos de

desechos industriales.

La contaminacién de insumos destinados a la alimentacion animal constituye un riesgo
para la salud publica debido a la correlacion entre su contenido de metales pesados en
piensos y la acumulacion en tejidos; la principal razén de la transferencia de metales
pesados en la cadena alimentaria es la creciente cantidad de contaminantes en suelos
o rios, donde el uso de agua en la agricultura de estos abastecimientos es casi
indispensable (Arrieta, 2015).
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Cuadro 18. Metales pesados en agua de abastecimiento en unidades productivas (UP) de
ganado lechero.

UPF Metales pesados, mg L?

As Cr Cd Pb
1 Nd Nd Nd 0.15
2 0.04 Nd Nd 0.09
3 0.07 Nd Nd Nd
4 0.08 Nd Nd 0.15
5 0.05 Nd Nd 0.11
6 0.01 Nd Nd 0.06

PEstablos lecheros donde se realizaron los muestreos del estudio.

5. 4 Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado

lechero

En la prueba con animales, sélo se detectd As y Pb en las muestras de leche, orina y

heces.
5. 4. 1 Excrecion de arsénico en orinay heces

En el primer muestreo (M1), los tratamientos T1 y T4 resultaron con niveles superiores
(p<0.05; Cuadro 19) de As en orina en comparacion con el T3, pero estos resultaron
similares a TO y T2. En el segundo muestreo (M2), el T2 resulté superior (p<0.05) al TO
y T1 en el contenido de As en orina, pero estos fueron iguales (p>0.05) al T3y T4. En el
altimo muestreo (M3), el TO y T3 superaron (p<0.05) el contenido de As observado en

T2, pero resultaron similares (p>0.05) al T1y T4.
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Cuadro 19. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado lechero y su
efecto en la excrecion de arsénico en orina

As, mg Rango
kgt muestral
M1 TO 0.041ab 12.43
T1 0.2092 22.86
T2 0.149ab 20.86
T3 0.005p 9.14
T4 0.3992 24.71
p 0.011
EE 0.038
M2 TO 0.002b 12.71
T1 0.051b 12.29
T2 0.128a 26.79
T3 0.0852b 21.29
T4 0.0292b 16.93
p 0.026
EE 0.015
M3  TO 0.4652 24.64
T1 0.1362b 12.43
T2 0.051p 11.07
T3 0.441a 23.64
T4 0.318ab 18.21
p 0.029
EE 0.045

M1, M2 y M3: periodos de muestreo (M1: de 1 a 15 d del experimento, M2: de 15 a 30 d del experimento
y M3: de 30 a 45 d del experimento. TO= Sin suplementacidon con Saccharomyces cerevisiae, T1=5 x108
UFC T2=20 x10% UFC, T3=35x10® UFC y T4= 50 x10® UFC S. cerevisiae. & ¢; Distinta literal en columna
y por muestreo indican diferencias (p <0.05). EE= error estandar.

Por otro lado, durante el primer periodo de muestreo de heces (Cuadro 20), el T1 mostrd

el mayor (p<0.05) contenido de As al observado en TO, T3 y T4, sin diferencias (p>0.05)
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con T2. Para el segundo muestreo, no se observaron diferencias (p>0.05) entre
tratamientos. Y en el Ultimo muestreo (M3), el T1l presentd la mayor (p<0.05)

concentracion de As con respecto a TO y T4, pero fue igual (p>0.05) a T2y T3.
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Cuadro 20. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado lechero y su
efecto en la excrecion de arsénico en heces

As, mg Rango
kgt muestral

M1 TO 0.35bc 14.71
Tl 6.14a 28.29
T2 3.81ap 22.86
T3 0.50¢ 12.29
T4 0.31¢ 11.86
p 0.002
EEM 0.52

M2 TO 0.092 10.71
T1 0.81a 15.43
T2 3.34a 25.86
T3 1.11a 20.57
T4 0.762 17.43
p 0.05
EEM 0.27

M3 TO 4.17b 16.71
T1 6.88a 27.57
T2 4.93ab 21.43
T3 4.64ab 17.71
T4 0.44¢ 6.57
p 0.003
EEM 0.52

M1, M2 y M3: periodos de muestreo (M1: de 1 a 15 d del experimento, M2: de 15 a 30 d del experimento
y M3: de 30 a 45 d del experimento. TO= Sin suplementacion con Saccharomyces cerevisiae, T1=5 x108
UFC T2=20 x10® UFC, T3= 35 x10® UFC y T4= 50 x10® UFC S. cerevisiae. & ¢: Distinta literal en columna
y por muestreo indican diferencias (p <0.05). EE= error estandar.
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Castro-Gonzélez et al. (2021) reporta concentraciones de 0.017 mg L de As en orina
en zonas aledafas a nuestro experimento. Sin embargo, aunque son menores, estas

indican consumo 0 exposicion crénica de alimentos contaminados (Tirado et al., 2015).

Como se puede observar en los resultados de este estudio, la excrecién de As en orina
fue variable, independientemente del nivel de S. cerevisiae suplementado en cada
tratamiento, esto se pudo relacionar con el efecto de la levadura al modificar la
permeabilidad intestinal. Al respecto, Bolan et al. (2021) menciona que la presencia de
la microbiota y agentes quelantes disminuyen la permeabilidad de los metales en
intestino delgado, reduciendo su absorcion. Posiblemente la levadura ayudo también al
equilibrio del microbiota y la estructura morfolégica intestinal (Elghandour et al., 2020),
protegiendo de la invasion y adhesién de contaminantes, ayudando a su transito y
excrecién por via fecal (Bolan et al., 2021). Congruente con lo anterior, la pérdida de As
en heces fue mas alta a la observada en orina. Zhang et al. (2012) reportan niveles de
As de 2.71 mg kg en heces de bovino procedentes de granjas intensivas en China,
relacionandolo con la presencia del metaloide en el alimento. De manera similar, Wang
et al. (2013) reportan concentraciones de 1.5 mg kg de As y lo relaciona con la alta

actividad industrial en las zonas agricolas, como ocurre en la presente investigacion.

Las heces representan el producto final en el proceso digestivo y es una herramienta Util
en el conocimiento de la biodisponibilidad de elementos minerales en la dieta (Hejna et
al., 2019). Bera et al. (2010) relacionaron la concentracion de As en agua y las
concentraciones orina de vacas. Si bien el arsénico puede ser acumulado en tejidos o
excretado primordialmente en orina, heces y por ultimo en leche, una correlacion positiva
entre concentraciones de leche y agua consumida (Kazi et al., 2016) sugiere considerar
el agua como principal fuente de arsénico en ganado vacuno productor de leche, asi

como en las matrices bioldgicas para su estudio (Zhou, 2019).
5. 4. 2 Presencia de arsénico en leche

Los niveles de arsénico detectados en leche variaron (p<0.05) entre tratamientos por
periodo de muestreo (Cuadro 21). En el primero muestreo (M1) el T2 tuvo la maxima

biosorcidn al presentar el valor mas bajo (p<0.05) de As en leche comparado con el TO,
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T1y T4, pero result6 igual (p>0.05) al T3. En el segundo muestreo (M2) los tratamientos
T1, T3, y T4 presentaron los niveles mas bajos (p<0.05) de As con respecto al TO, pero
resultaron similares (p>0.05) al T2. En el tercer muestreo (M3), los niveles mas bajos de
As se observaron en el TO al compararse con el T1 y T3, pero fue igual (p>0.05) al T2 'y
T4. En adicion, el efecto del inoculo es evidente tras suplementar a las vacas la mayor
cantidad de levadura (50 x102 UFC).

La capacidad de S. cerevisiae para biosorber As fue documentada por Wu et al. (2012),
quienes confirmaron un aumento en la remocion porcentual de 25.6 a 52.3% cuando la
dosificacion de Saccharomyces fue incrementada de 2 a 7 g L™. Sin embargo, los niveles
de S. cerevisiae evaluados (UFC) en los tratamientos de este trabajo no muestran una
tendencia definida de biosorcién. Al respecto, Farhan y Khandom (2015) mencionan el
efecto del pH sobre la biosorcion de metales pesados, el cual se basa en la competencia
de los protones con iones metalicos por ocupar sitios de sorcion, en otras palabras a un
pH menor a 4, la protonacién de los sitios de unién reduce la intensidad de carga negativa
y por ende una menor unién de cationes metalicos, de esta forma, dadas las
caracteristicas de un medio reductivo, pH superior a 4 en el intestino delgado y la
presencia de As crea las condiciones ideales para la sorcion de este metal por la
levadura, Hadiani et al. (2019) reportan niveles de recuperacion de 55.2% de As con
47.5 x107 UFC de levadura, similar a lo evaluado en el T1 Asimismo, Mohebbrad et al.
(2019) indicaron una biosorcion de 85.45% de As a pH 5, con 1 g Lt de levadura , pero
la remocién disminuy6 entre 60 y 70% cuando el pH del medio variéo de 5a 9 con 1 mg

Lt de arsénico.
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Cuadro 21. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado lechero y su
efecto en la disminucion de arsénico en leche.

As, mg Rango
kgt muestral

M1 TO 5.57a 25.29
T1 4.71a 21
T2 0.84b 6.29
T3 3.02ab 15.14
T4 5.062 22.29
p 0.005
EEM 0.44

M2 TO 5.74a 28.64
T1 0.88b 11.43
T2 2.672b 21.07
T3 1.90p 16.79
T4 0.93b 12.07
p 0.007
EEM 0.42

M3 TO 0.353p 11.57
Tl 2.4622 24.07
T2 0.83ab 14
T3 2.53a 24.29
T4 0.39ab 16.07
p 0.04
EE 0.26

M1, M2 y M3: periodos de muestreo (M1: de 1 a 15 d del experimento, M2: de 15 a 30 d del experimento
y M3: de 30 a 45 d del experimento. TO= Sin suplementacion con Saccharomyces cerevisiae, T1= 5 x108
UFC T2=20 x10® UFC, T3= 35 x10® UFC y T4= 50 x10® UFC S. cerevisiae. & ¢: Distinta literal en columna
y por muestreo indican diferencias (p <0.05). EE= error estandar.

65



Las concentraciones de arsénico determinadas en los muestreos y por tratamiento
resultaron por arriba de los niveles permisibles establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-243-SSA1-2010 (0.2 mg kg?), asi como de los niveles obtenidos en
zonas cercanas al area de estudio (0.029 a 0.038 mg de As kg leche), reportados por
Castro-Gonzélez et al. (2018). Los estudios desarrollados por Condori y Malaga (2021)
reportaron también concentraciones inferiores de arsénico en leche (0.091 mg kg) a los
de esta investigacion, lo cual sugiere mayor contaminacién en la zona estudio por la

cercania con la industria textil Lavartex- Tavex y cerdmica Keramika-Porcelanite.

La variabilidad de los metales pesados en leche en los diferentes muestreos se relaciona
con el posible dafio cronico de estos en los sitios de absorcidn, en su paso por el intestino
delgado. Sharaf et al. (2020) observaron un incremento de células inflamatorias
mononucleares en intestino de vacas provenientes de zonas contaminadas con metales
pesados, asi como dafio en rifidn e higado. De igual forma, Sevcikova et al. (2011) y Lee
et al. (2012) sefalan el dafio generado por este tipo de contaminantes mediante la
generacion de radicales libres, los cuales se relacionan con un estrés oxidativo, dafio

celular e incremento de carcinogénesis

Asi mismo este efecto predispone la alteracion de la homeostasis y permeabilidad
intestinal, aumentando la absorcion de metales en funcién del dafio (Camilleri, 2019).
Ademas, las variaciones en la composicion quimica de la alimentacion durante el
experimento pudieron propiciar cambios en la calidad de la leche, esto sugiere también
variaciones en el contenido de grasa, que a su vez altera las concentraciones de metales
pesados en la leche. Van Leeuwen y Pinheiro (2001) indican que una de las rutas de
ingresol/internalizacién de metales a los organismos se debe a la formacién de complejos
lipofilicos. Zhou et al. (2019) concluye que existe correlacion positiva entre el As en leche
con el ensilaje y el agua, aunque la correlacién puede cambiar entre metales pesados y
la matriz de excrecion a evaluar en este fenomeno coincide con los resultados obtenidos

en esta investigacion, donde la presencia de As también se vio reflejados en leche.
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5. 4. 3 Excrecion de plomo en orinay heces

La excrecion de plomo en orina fue diferente (p<0.05) entre tratamientos en los periodos
de muestreo evaluados (Cuadro 22). En el primer muestreo (M1) el TO registré la mayor
(p<0.05) concentracion de Pb en comparacion con T1 y T3, pero fue igual a T2 y T4.
Durante el segundo muestreo (M2), el TO tuvo los niveles méas altos (p<0.05) de Pb en
comparacion con T1, T2 y T4, pero sin diferencia con T3. En el tltimo muestreo (M3), el
T2 presentd el nivel mas bajo (p<0.05) de Pb en orina con respecto al resto de los

tratamientos.
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Cuadro 22. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado lechero y su
efecto en la excreciéon de plomo en orina.

Pb, mg Rango
kgt muestral

M1 TO 0.32a 27.21
T1 0.07bc 12.79
T2 0.14abc 18
T3 0.02c 10
T4 0.21ab 22
p 0.007
EEM 0.02

M2 TO 0.34a 27.43
T1 0.046bc 11.71
T2 0.03¢c 10
T3 0.32ab 25
T4 0.09bc 15.86
p 0.002
EEM 0.03

M3 TO 0.268a 22.43
T1 0.26a 19.43
T2 op 7.5
T3 0.225a 20.29
T4 0.368a 20.36
p 0.038
EEM 0.04

M1, M2 y M3: periodos de muestreo (M1: de 1 a 15 d del experimento, M2: de 15 a 30 d del experimento
y M3: de 30 a 45 d del experimento. TO= Sin suplementacion con Saccharomyces cerevisiae, T1=5 x108
UFC T2=20 x10® UFC, T3= 35 x10® UFC y T4= 50 x10® UFC S. cerevisiae. & ¢: Distinta literal en columna
y por muestreo indican diferencias (p <0.05). EE= error estandar.
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La excrecion de plomo en heces (Cuadro 23) durante el primer periodo de muestreo,
evidencio mayor (p<0.05) concentracion de Pb en el T2 con respecto al resto de los
tratamientos. En el segundo muestreo, también el T2 tuvo el nivel mas alto (p<0.05) de
este metal pesado comparado con T1 y T3, pero resultd similar a TO y T4. En el tercer
muestreo (M3), el TO presentd el nivel mas alto (p<0.05) de Pb al compararse con T2 y

T3, pero fue similara T1y T4.
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Cuadro 23. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado lechero y su
efecto en la excrecion de plomo en heces.

Pb, mg Rango

kgt muestral

M1 TO 0.54b 14.57
T1 0.07v 16.21
T2 5.962 27.93
T3 0b 12.5
T4 1.38p 16.08
p 0.003
EEM 0.50

M2 TO 2.82ab 22.93
T1 1.27b 13.86
T2 3.39a 25.36
T3 0.15b 8.57
T4 2.65ab 19.29
p 0.01
EEM 0.34

M3 TO 3.11a 25.43
T1 2.54ab 23.29
T2 0.35bc 12.86
T3 0.01¢ 10.29
T4 0.62abc 18.14
p 0.01
EEM 0.30

M1, M2 y M3: periodos de muestreo (M1: de 1 a 15 d del experimento, M2: de 15 a 30 d del experimento
y M3: de 30 a 45 d del experimento. TO= Sin suplementacion con Saccharomyces cerevisiae, T1=5 x108
UFC T2=20 x10% UFC, T3=35x10% UFC y T4= 50 x10® UFC S. cerevisiae. & ¢; Distinta literal en columna
y por muestreo indican diferencias (p <0.05). EE= error estandar.

La excrecion de plomo en orina siempre fue alta (p<0.05) cuando no se incluy6 levadura
en la dieta del ganado lechero, indicando que algunos tratamientos fueron capaces de
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reducir la presencia de este metal pesado en estas muestras (M1, TLy T3; M2, T1, T2y
T4; M3, T2). Es importante mencionar que las concentraciones determinadas en este
estudio superan a las reportadas por Castro-Gonzalez et al. (2021) en muestras de orina
de ganado lechero (0.028 mg L™t). También Zaznobina y Ivanova (2019) informan
concentraciones menores de plomo (0.020 mg kg) en orina de vacas, y a pesar de la
baja concentracion se destaca un constante consumo de insumos contaminados con

metales pesados.

En el mismo sentido, se reporta una maxima sorcion de plomo propiciada por S.
cerevisiae que ocurre a pH 5y decrece cuando el medio se acerca a la basicidad (Infante
et al., 2014; De Rossi et al., 2020). Cuando el pH esta cercano a 7, el Pb Il precipita a
Pb (OH)2 debido a la concentracién de iones OH- (Cabuk et al., 2007). Dada la fisiologia
de intestino delgado, el pH &cido en la regién proximal del duodeno cambia a valores
cercanos 6 a medida que avanza el quilo hacia el yeyuno hasta alcanzar un valor cercano
a 7.4 en la region terminal del ileon, después disminuye a 5.7 en ciego y vuelve a
aumentar a 6.7 en recto (Fallingborg, 199). Con estos cambios de pH en el intestino, la
biosorcion de Pb puede ser variable y poco representativa, aunque la razéon de su
excrecion en heces se debi6 al transito y sobrevivencia de la levadura a su paso por el
tubo digestivo (Cuadro 12). Ademas, el efecto de biosorcibn también puede ser
observado aun cuando el paso de la levadura por el tubo digestivo sea transitoria y no
colonizadora (Baumler y Sperandio, 2016), como ocurre con S. cerevisiae (Cuadro 24 vs
25). Lo anterior también explica la constante excrecién de plomo en heces ya que la
formacion de complejos insolubles a su paso por el intestino, no se digieren y aparecen
en heces (Hejna et al., 2018). Yabe et al. (2018) también enfatizan que la presencia de
Pb en heces refleja la exposicién a todas las fuentes y representa la parte no absorbida,
asi como a la excrecién enddgena biliar. Zhang et al. (2012) reportan concentraciones
de plomo en heces de 2.81 mg kg, similares a algunos datos registrados en esta
investigacion. En contraste, Wang et al. (2013) hallaron valores mas altos (8.1mg kg) a

los del presente estudio.
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5. 4. 4 Presencia de plomo en leche

El Cuadro 24 presenta los resultados de la presencia de plomo en leche de ganado
bovino suplementado con diferentes niveles de S. cerevisiae. No se encontraron

diferencias (p<0.05) entre tratamientos en los tres muestreos realizados.

Uno de los factores importantes que afectan la capacidad de sorcién de metales por S.
cerevisiae, es el medio y sus nutrientes (Rodriguez et al., 2008); la presencia de
electrolitos interfiere entre los sitios activos y iones metalicos, igualmente la presencia de
aniones como sulfatos, cloruros, fosfatos, glutamatos y carbonatos afecta la biosorcion
de metales por su capacidad para formar complejos (Wang y Chen, 2006). Ademas, la
levadura presenta afinidad por biosorber algunos metales sobre otros, quedando de la
siguiente manera: Hg> Zn > Pb> Cd> Co > Ni> Cu (Massoud et al., 2019). Aunado a
esto, la capacidad maxima de sorcién de Pb con S. cerevisiae, en soluciones acuosas
se da a pH 5 (Farhan y Khandom, 2015; Moreno y Ramos, 2018). Posiblemente el pH
del intestino delgado, tras el aporte de las sales biliares (pH de 7) no contribuye mucho

al proceso de biosorcion de Pb (Vazquez et al., 2012).
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Cuadro 24. Biosorcion de Saccharomyces cerevisiae en tubo digestivo de ganado lechero y su
efecto en la disminucion de plomo en leche.

Pb, mg Rango
kgt muestral

M1 TO 0.04a 17.14
T1 0a 15
T2 0.27a 20.14
T3 0.33a 17.86
T4 0.25a 19.86
p 0.6
EEM 0.08

M2 TO 0.562 18.29
T1 0.29a 21.71
T2 0.78a 16
T3 0.95a 16.14
T4 0.362 17.86
p 0.69
EEM 0.25

M3 TO 0.57a 16
T1 0.482 15.86
T2 0.362 14.36
T3 0.89a 20.71
T4 0.93a 20.36
p 0.60
EEM 0.13

M1, M2 y M3: periodos de muestreo (M1: de 1 a 15 d del experimento, M2: de 15 a 30 d del experimento
y M3: de 30 a 45 d del experimento. TO= Sin suplementacion con Saccharomyces cerevisiae, T1=5 x108
UFC T2=20 x10® UFC, T3= 35 x10® UFC y T4= 50 x10® UFC S. cerevisiae. & ¢: Distinta literal en columna
y por muestreo indican diferencias (p <0.05). EE= error estandar.
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Las concentraciones de plomo encontradas en las muestras de leche de este estudio
resultan superiores al limite maximo permisible en leche establecido por el Codex
Alimentarius (0.02 ppm; CODEX, 1995) y a los valores establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-243-SSA1-2010 (0.5 mg kg?) para el muestreo 2 y 3. Las causas
antropogénicas de la contaminacion de la leche son varias y todas relacionadas con la
industrializacion, urbanizacién y la consecuente contaminacion de zonas agricolas
(Boudebbouz et al., 2021). Congruente con lo anterior, de Fenta (2014) reporta niveles
de Pb de 0.8 mg L en leche producida en zonas irrigadas con efluentes de fabricas
textiles en Ethiopia. Asimismo, Zwierzchowsk y Ametaj (2018) reportan concentraciones
de plomo en leche de unidades convencionales y comerciales de 0.34 y 0.45 mg L,
respectivamente. Por su parte, Gonzalez et al. (2018) obtuvieron concentraciones de Pb
en leche de 0.059 y 0.041 mg Lt en dos zonas cercanas al rea de nuestro estudio, en
el mismo sentido, Zhou et al. (2019) mencionan que existe correlaciéon positiva entre el
Pb excretado en leche y el ensilado, coincidiendo con los resultados obtenidos en esta
investigacion, al mismo tiempo, Tahir et al. (2017) también sustentan lo anterior indicando
un aumento de metales pesados en suelo, forraje, sangre y leche de bovinos al inicio y
durante verano afiadiendo que el aumento también se debe a las actividades industriales
en las zonas, por su parte Castro et al. (2016) mencionan que la presencia de metales
pesados en leche implica riesgo a la salud, principalmente para los nifios, ya que es el
sector de la poblacién que consume mas este producto.

5.5 indice de contaminacion por metales pesados (HMI)

Se determino el indice de contaminacion en matriz leche obteniendo resultados promedio
para As de 38.9 y para Pb de 20.2, basado en la categorizacion expuesta por Nnabugwu
y Uchenna (2019), estos indices indican “muy alta contaminacion” por metales pesados.
Ismail et al. (2015) reportan moderada contaminacion de Pb en leche con valores de 1.47
HMI. En otros estudios realizados en la region de Nitra, Eslovaquia, se reporta en leche
concentraciones de 3.8 mg de Pb Ly un HMI de 7.6 (Capcarova et al., 2019); asimismo,
en zonas rurales de Pakistan se determinaron 2.24 mg de Pb L de leche y un HMI de
4.48 (Iftikhar et al., 2014), los resultados de ambos estudios son superiores a los de esta

investigacion.
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Asimismo, Condori y Malaga (2021) y Oriin et al. (2021) hallaron niveles de As en leche
gue corresponden a un HMI de 0.9 y 1.49, respectivamente, los cuales se relacionan con
una contaminacion moderada, segun la escala de Nnabugwu y Uchenna (2019). Con
los datos de la investigacion realizada por Castro-Gonzélez et al. (2017) en zonas
aledafas a la del presente estudio, se calcul6 el HMI para Pb y As en leche encontrando
indices mas bajos (0.06 y 1.2, para As y Pb, respectivamente) relacionandose con una
contaminacion baja y moderada. En este sentido, los resultados del HMI determinados
en el presente estudio para As y Pb en la zona, indican efecto acumulativo de estos
metales pesados y su efecto residual en el ganado que se alimenta de piensos
producidos en la region, al comparase con el HMI calculado con los datos de Castro-
Gonzalez et al. (2017).
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VI. CONCLUSION

El ensayo in vitro de viabilidad de Saccharomyces cerevisiae muestran sobrevivencia en
barrera ruminal, aciday biliar, indicando la capacidad probidtica de la levadura para llegar
a tubo digestivo posterior. Asimismo, las pruebas de biosorcion in vitro evidenciaron la
capacidad de la levadura de remover metales pesados en medio &cido y alcalino, con

poca eficiencia en medio ruminal.

La cepa Saccharomyces cerevisiae disminuye las concentraciones de As en leche
gradualmente cuando se adicionan 50 g de Sc animal* d! (50 x10® UFC animal?),
aumentando su excrecion en heces. La levadura no tuvo capacidad para disminuir Pb en
leche debido a las condiciones cambiantes en tubo digestivo las cuales no coinciden a

las ideales para su sorcion.

Con base al HMI se evidencio que existe alto indice de contaminacién en la zona de
estudio y los niveles de metales detectados en leche, planta y agua superan los niveles
maximos permisibles establecidos en normas nacionales e internacionales, pudiéndose

visualizar un problema publico de salud.
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