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Resumen: Podemos encontrar metales pesados en diversas formas en el medio
ambiente, llegando estos a ser dafiinos al estar en ciertas concentraciones y
convirtiéndose en téxicos para los seres vivos. Estos metales pesados los podemos
encontrar acumulados en determinadas zonas del mundo, produciendo mayores dafios
sobre ciertas poblaciones, aunque su presenciay la exposicion a ellos es global. Pueden
ocasionar distintos tipos de afecciones sobre el ser humano llegando incluso a causar
enfermedades cronicas o graves como puede ser el cancer. En este estudio se ha
trabajado con cepas bacterianas provenientes de muestras fecales y de la leche de
mujeres altamente expuestas a mercurio que no presentaban sintomas de intoxicacion.
Se han realizado ensayos de resistencia a metil mercurio (CHsHg), mercurio (Hg(ll)),
arsenito (As(lll)) y arsenato (As(V)) para comprobar la capacidad de crecimiento, y
ensayos de union para determinar la capacidad de captacioén de Hg(ll) que poseen estas
cepas. Se ha comprobado que los metales tienen efectos tdxicos sobre las bacterias,
siendo el MeHg més téxico que el Hg, y el As(V) mas toxico que el As(lll). Ademas,
estas cepas presentan una gran capacidad de captacién de Hg(ll). Dada esta capacidad,
se considera que estas cepas tienen potencial para posteriores estudios sobre su uso

como probidticos que puedan mejorar la salud de la poblacion expuesta.

Palabras clave: Metales pesados, bacterias acido lacticas, mercurio, metil mercurio,

arsénico inorganico, adsorcion.
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Inglés: Heavy metals can be found in several forms in the environment, and some of
them become harmful once certain concentrations have been met and subsequently
become toxic for all forms of life. These heavy metals are present at high concentration
in water and food in certain regions of the world, representing higher risks for specific
populations groups, even though they are present all over the world and the whole
population is exposed to them. These heavy metals can cause a myriad of different side
effects to human, ranging from chronic diseases to cancer. This work reports research
on commensal bacterial strains isolated from the feces and from the milk of women highly
exposed to mercury but they did not display symptoms of poisoning. Tests have been
conducted on the resistance to methylmercury, inorganic mercury, arsenite and arsenate
to determine their growth capacity in the presence of these toxics. In addition, the
biosorption capacity of the bacterial strains of these metals has been assessed. It has
been proven that these metals have toxic effects on the bacteria, with MeHg being more
toxic than Hg, and As(V) being more toxic than As(lIl). Furthermore, these strains present
a great binding capacity to Hg(lIl). Due to this capacity, it is considered that these strains
have potential for further studies involving their probiotic capacity to diminish heavy
metals bioaccesibility/bioavalibility that can improve the health of populations exposed

to these toxic metals.

Keywords: Heavy metals, lactic acid bacteria, inorganic mercury, methylmercury,

arsenite, arsenate, biosorption.
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1. Introduccién

Metal pesado es un término con una definicién controvertida sobre el que no hay
acuerdo en la comunidad cientifica e incluso se ha propuesto no utilizarlo (Pourret, 2018;
Duffus, 2002). En este trabajo se utiliza el término metal pesado refiriéndose a metales
y metaloides, como el As, asociados con contaminacion ambiental y/o efectos téxicos
sobre los organismos. Se define la toxicidad como “la capacidad intrinseca que posee
un agente quimico de producir efectos adversos sobre un 6rgano” (Stellman, 2012, p.
33.5) y se categorizan los niveles de toxicidad en funcion de los niveles de exposicion.
Asi pues, se puede realizar una distincion entre efectos agudos o cronicos, donde se
establece una exposiciéon de corta duracion o una de larga duracién respectivamente.
Los efectos agudos pueden ser reversibles o irreversibles, mientras que los crénicos
permanecen incluso durante toda la vida alun después de que se haya suspendido la
exposicion. El 6rgano diana es el érgano que resulta mas afectado tras la exposicién a
la sustancia (Stellman, 2012). Un ejemplo de toxicidad de forma aguda la podemaos ver
en sintomas como nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea severa debido a una
exposicidn a arsénico. En este caso, si hablamos de una exposicién prolongada a
arsénico inorganico aumenta de forma significativa el riesgo de padecer cancer (Nurchi
et al., 2020).

Los metales pesados son elementos presentes en la corteza terrestre. Pueden
tener efectos toxicos cuando los encontramos en ciertas formas o cantidades, y debido
a su amplia distribucidn, la exposiciéon a menudo es inevitable. Debido a que algunos de
estos elementos se acumulan en los organismos 0 a que la exposicion ocurre de forma
crénica, los efectos de estos en los humanos y animales se ven a lo largo del tiempo y
pueden llegar a ser graves (Bisanz et al., 2014).

Entre los metales pesados destacan por su incidencia el mercurio (Hg), el plomo
(Pb), el cadmio (Cd), el cromo (Cr) y el arsénico (As; un metaloide). En determinadas
ocasiones estos metales actlan limitando la accion de un elemento esencial en el
cuerpo y esto supone la aparicion de enfermedades. Las actividades humanas como la
mineria, la industria o el transporte elevan los niveles de metales en el medio ambiente,
por lo que, también pueden estar presentes como residuos en los alimentos, ya que el
metal llega a la cadena alimentaria, y su acumulacion en el cuerpo puede llegar a
provocar efectos nocivos con el tiempo (Alcantara et al., 2017). Por ejemplo, una de las
principales fuentes de proteina en la dieta proviene del pescado, aunque no es tan
popular en la dieta occidental, y este alimento es uno de los que presenta mayores
niveles de metales. Aunque la exposicion a metales es un problema universal, debido a

las regulaciones laxas y a la explotacién por actividades antropogénicas, muchas
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toxinas ambientales afectan de manera desproporcionada al mundo en desarrollo. Los
nifos y las mujeres embarazadas son dos de las poblaciones mas vulnerables en riesgo
de exposicion a toxicos ambientales (Bisanz et.al., 2014).

A pesar de que hay ciertos medicamentos que son quelantes de los metales
como el &cido dimeracaptosuccinico (DMSA) y el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), se requieren otras alternativas para paliar sus efectos. Esto es asi ya que estos
farmacos no estan indicados para uso a largo plazo ademas de que no hay una
normativa aprobada que indique estos productos como aptos para consumo como
quelantes (Bisanz et al., 2014). En este aspecto, las bacterias lacticas han sido
estudiadas por sus amplias posibilidades en aplicaciones para la salud. Son capaces de
reducir la entrada de téxicos y metales a la circulacion sistémica después de la ingesta
uniéndose a contaminantes alimentarios. Esta capacidad de las bacterias lacticas ha
sido utilizada como estrategia para disminuir el riesgo asociado al consumo de bebida y
comida contaminada de metales (Alcantara et al., 2017; Chiocchetti et al., 2018;
Chiocchetti et al., 2019; Jadan-Piedra et al., 2017; Jadan-Piedra et al., 2019).

Bacterias

La taxonomia divide a los seres vivos en tres dominios: Archaea, Eukarya y
Bacteria. Las bacterias son microorganismos unicelulares independientes que estan
muy extendidas por toda la Tierra. Se caracterizan por tener una pared celular de
peptidoglicano ademas de no presentar un nucleo limitado u organulos intracelulares, lo
que las diferencia del dominio eucariota. Podemos encontrar bacterias en todos los
habitats, incluidos los alimentos y el cuerpo humano.

Inicialmente, para realizar una clasificacién de las bacterias en especies, y poder
diferenciar unas de otras, se tuvo que prestar atencion a las caracteristicas metabdélicas
y no a los rasgos morfoldgicos ya que estos son escasos. Para ello, se determinaba la
capacidad de transformar unos compuestos en otros como, por ejemplo, azlcares en
acidos organicos. Conforme se tuvo acceso a nuevas tecnologias se fue ampliando o
modificando el tipo de caracteres empleados en la clasificacion. Asi, a los caracteres
metabodlicos, se afiadié la determinacién del contenido en G+C, hibridacién de ADN,
serotipado o comparacion de patrones de proteinas. Finalmente, el desarrollo de la
tecnologia de secuenciacion de ADN permitié basar la clasificacion directamente en la
secuencia de nucleoétidos de genes conservados como el gen que codifica el ARN 16S
en las bacterias. Esto permitié, mediante el analisis de las secuencias con modelos
evolutivos, establecer con una precision sin precedentes las relaciones filogenéticas

entre los distintos taxones. En la actualidad se dispone de técnicas de secuenciacion
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masiva ademas de secuencias de genomas completos lo que supone una mejora en el
andlisis filogenético de estas (Aznar y Zufiiga, 2011).

Las bacterias son vitales en muchas etapas de los ciclos geoquimicos, por
ejemplo, en los ciclos de los nutrientes en los que participan en la fijacion del nitrdgeno
en la atmosfera. En la industria también presentan un papel importante ya que pueden
participar tanto en tratamientos de aguas residuales, como en la fabricacion de
antibidticos, o en la produccién de alimentos. Por la accion de microorganismos se
pueden producir alimentos fermentados como el queso o el yogur. Se realiza mediante
un proceso de biotransformacién de las materias primas. En este aspecto, las bacterias
lacticas son el grupo de bacterias mas importante. Estos alimentos se encuentran entre
las formas mas antiguas de alimentacién procesada que sigue estando en la dieta de

hoy en dia.

Bacterias lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se caracterizan por producir acido lactico
como producto principal de la fermentacion de azlcares. Las BAL se clasifican dentro
del orden Lactobacillales. Son bacilos o cocos Gram-positivos, catalasa-negativos,
anaerobios facultativos, microaerdfilos o aerotolerantes, generalmente desprovistos de
citocromos, no esporulados, acidofilos o acidotolerantes, de metabolismo
quimioorganotrofo y estrictamente fermentativo (Papadimitriou et al., 2016). Las BAL por
lo general poseen un contenido bajo de GC en su ADN menor del <50%, mientras que
se han reportado que algunos lactobacilos pueden alcanzar hasta el 57%. El orden
Lactobacillales consta de seis familias con 38 géneros y mas de 400 especies y a pesar
de su diversidad genética, se ha demostrado que los géneros proceden de un
antepasado comun (Klein, Pack, Bonaparte & Reuter, 1998; Makarova et al., 2006; Stiles
& Holzapfel, 1997).

Clasicamente las BAL se han dividido en funcion de los productos finales de su
metabolismo de azlcares en homofermentativas estrictas, heterofermentativas
facultativas y heterofermentativas estrictas (Kandler, 1983), aunque actualmente esta
caracteristica carece de valor taxonémico. El producto final en la mayoria de los casos
del metabolismo de las BAL es el &cido lactico en la via homofermentativa. Mediante
esta via fermentan hexosas como glucosa, manosa, galactosa o fructosa, es decir, se
convierte 1 mol de hexosa en 2 moles de &cido lactico. En cambio, con la via
heterofermentativa, ademas de producir acido lactico forman etanol y COg, por lo que al
menos el 50% de los productos finales por esta via es el &cido lactico. Las BAL

heterofermentativas facultativas utilizan la ruta homofermentativa para metabolizar las
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hexosas, pero poseen una ruta heterofermentativa para la degradacion de pentosas
(Aznar y Zuniga, 2011).

Las BAL poseen una capacidad biosintética limitada por lo que se encuentran en
hébitats ricos en nutrientes, aunque las podemos encontrar en una amplia variedad de
ambientes. Requieren de factores de crecimiento complejos como vitaminas y
aminoacidos entre otros. Fueron las primeras bacterias estudiadas debido a su
importante papel en las fermentaciones de alimentos y en la salud humana. Producen
alimentos tales como el queso y el yogur. Ademas, con estas se obtienen compuestos
importantes de aroma y sabor mediante sus actividades metabdlicas (p. €j. Lipdlisis y
protedlisis) que contribuyen a la textura.

Algunas BAL forman parte de la microbiota de humanos y animales segln
secundan diversos estudios (Cho & Blaser, 2012; Hammes & Hertel, 2006). Participan
en el equilibrio del ecosistema de diversas mucosas del huésped (p. €j. el intestino), lo
cual puede ser determinante tanto para la salud como la enfermedad. Pueden impulsar
ciertas actividades del sistema inmunitario llegando a prevenir el desequilibrio en la
microbiota debido a un tratamiento con antibidticos o después de infecciones virales,
produciendo vitaminas in situ o reduciendo los niveles de colesterol en la sangre
(Papadimitriou et al., 2015). Por lo tanto, se pueden usar como bacterias probiéticas y
contribuir a la salud de un huésped. No obstante, las BAL deben adaptarse a las
diferentes alteraciones que predominan en el huésped y el probiético debe sobrevivir a

las condiciones del tracto gastrointestinal (Papadimitriou et al., 2016).

El problema del As y Hg en los alimentos

Diversos estudios han mostrado que la exposicion por la dieta a As o Hg provoca
importantes problemas de salud (Alcantara et al., 2017; Taylor et al., 2016). Mientras
que la principal ruta de exposicién a ambos elementos es por la ingesta oral, muchos de
los efectos que causan a nivel gastrointestinal son desconocidos. Estudios in vitro han
demostrado una elevada respuesta pro-oxidante y pro-inflamatoria en exposiciones
agudas a especies de As y Hg que afecta a la distribucién de las proteinas de unién
intercelulares y aumenta la permeabilidad en las células epiteliales intestinales
(Calatayud, Devesa & Vélez, 2013; Calatayud, Gimeno-Alcafiz, Devesa & Vélez, 2015;
Calatayud, Gimeno-Alcafiz, Vélez & Devesa, 2014; Vazquez, Vélez & Devesa, 2014).
También se ha observado una respuesta proinflamatoria mantenida en exposiciones in
vitro subcrénicas a As(lll) y As(V), acompafadas de alteraciones estructurales y

funcionales de las monocapas epiteliales de las células intestinales (Chiocchetti, Vélez,
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& Devesa, 2019). Estos estudios in vitro indican que especies de As 'y Hg pueden ejercer
un efecto toxico en la mucosa intestinal.

Por lo tanto, se han evidenciado los efectos toxicos de la exposicion subcrénica
a As y Hg en el intestino. Sin embargo, no hay estudios sobre la toxicidad intestinal en
exposiciones crénicas, lo cual es la situacion real de las poblaciones expuestas. Es por
ello que el presente estudio es muy significativo, ya que se pretende demostrar la
capacidad de absorcion de metales pesados de una coleccién de cepas gue hasta ahora
no han sido estudiadas y que pueden ser relevantes para estas investigaciones y, por
consiguiente, conseguir una mejora en la salud global. Ademas, varios estudios han
relacionado una mayor permeabilidad intestinal con otras patologias como la diabetes
de tipo | y Il (Arrieta, Bistritz & Meddings, 2006). Asi, los efectos téxicos de Hg y As en
la mucosa intestinal y sus interacciones con los efectos sistémicos deben abordarse en
exposiciones crénicas para comprender completamente los mecanismos de toxicidad
de estos elementos. La toxicidad intestinal causada por As y Hg también puede afectar
a la microbiota intestinal. Algunos estudios han mostrado cambios notables en la
composicion de la microbiota intestinal y las capacidades funcionales después de la
exposicion a oligoelementos toxicos (Breton et al., 2013; Richardson et al., 2018).
Algunas patologias humanas van acompafiadas de una disbiosis (cambio en la
poblacion normal de las bacterias) intestinal, pero establecer un vinculo entre la
enfermedad y la disbiosis es una tarea dificil (Gagliardi et al., 2018; Ni, Wu, Albenberg
& Tomov, 2017; Sommer, Anderson, Bharti, Raes & Rosenstiel, 2017).

Dos de los grupos poblacionales mas vulnerables a la exposicion de estas
toxinas son las mujeres embarazadas y los nifios. Un lugar donde mujeres y nifios tienen
una elevada exposicion a metales téxicos es Mwanza, Tanzania, debido a la proximidad
al lago Victoria y que siguen una dieta rica en pescado. En un estudio realizado en esa
region demostraron que las mujeres embarazadas y los nifios tenian niveles en sangre
de Pb y Hg elevados en comparacion con canadienses de la misma edad y sexo. La
diferencia entre nifios y adultos se debe a que los adultos tienen una menor capacidad
de absorcién, ya que el intestino de los niflos puede absorber hasta el 40% del metal
(Bisanz et.al., 2014). Puesto que es un problema de salud global en el siglo XXI y que,
a menudo, es resultado de la ingesta de un determinado alimento, es importante realizar

estudios sobre como reducir la exposicion a estos téxicos.

Mercurio:

Debido a actividades antropogénicas existe una contaminacion ambiental de

mercurio. La exposicibn humana a este elemento téxico ocurre mayoritariamente por la
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dieta, donde se encuentra principalmente como un cation divalente inorgénico [Hg(ll)] o
como metilmercurio (MeHg). Numerosos estudios se han centrado en la toxicidad del
mercurio demostrando que un exceso de MeHg deriva en efectos neurotoxicos
irreversibles y excesos de Hg(ll) afecta principalmente al sistema renal (EFSA, 2012).
Las principales fuentes de MeHg de la dieta son pescados, en concreto los pescados
depredadores como el bonito, atin o pez espada (Sahuquillo, Lagarda, Silvestre &
Farré, 2007; Storelli, Stuffler & Marcotrigiano, 2002), mientras que la principal fuente de
la dieta de Hg(ll) son algunos productos vegetales, los hongos y el agua contaminada
debido a la actividad minera (Jadan-Piedra et al., 2017). En poblaciones que se
encuentran cerca de areas de mineria como en algunas regiones de Asia, Africa o
América latina, las situaciones de riesgo se dan por el consumo de agua contaminada y
productos de pesca locales. En Europa se ha indicado que el consumo de MeHg esta
préximo al maximo recomendado y se identifica como un grupo de riesgo a los
consumidores frecuentes de productos marinos (EFSA, 2012).

La EFSA (European Food Safety Authority) y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) aconsejan limitar el consumo de ciertos pescados para asi reducir la exposicién
a mercurio (EFSA, 2012). Bien es cierto que estos productos presentan un alto valor
nutricional por lo que no es recomendable evitar su consumo de forma general. Para
ello se estan estudiando estrategias que reduzcan la entrada de mercurio en la
circulacion sistémica después de la ingesta (Jadan-Piedra et al., 2019).

Los grupos poblacionales que son mas susceptibles de esta exposicion son las
mujeres embarazadas y los nifios. Es por ello que existe un debate entre las
organizaciones de la salud y la comunidad cientifica sobre el riesgo asociado con la
ingesta de determinados pescados que poseen altos niveles de mercurio, ya que
determinados estudios afirman que una exposicion a mercurio debido al marisco en
mujeres embarazadas esta asociada con déficits neuropsicolégicos en los nifios
(Grandjean, White, Weihe, & Jgrgensen, 2003; Xue, Holzman, Rahbar, Trosko, &
Fischer, 2007).

Arsénico:

El arsénico es un metaloide de la corteza terrestre muy distribuido en el medio
ambiente (en el aire, el agua y la tierra) debido tanto a causas naturales como
antropogénicas. Es altamente téxico en su forma inorganica (WHO, 2018). Los seres
humanos estan expuestos a niveles elevados de arsénico inorganico (iAs)
principalmente a través de beber agua contaminada, pero también por el riego de

cultivos alimenticios, procesos industriales, comer alimentos contaminados y fumar
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tabaco (WHO, 2018). Una exposicion cronica al iAs se asocia con una alta prevalencia
a canceres de pulmédn, vejiga, urinario, rifidn, higado y piel, ademas de enfermedades
cardiovasculares y respiratorias, diabetes de tipo Il y deficiencias en el desarrollo
neuroconductual en poblacién infantil. Mientras que una exposicion aguda a iAs se
manifiesta con nauseas, vémitos, dolor abdominal y diarrea en sus inicios de exposicion,
como se ha mencionado anteriormente, ademas, puede producir una neuropatia
periférica y encefalopatia (Nurchi et al., 2020). El iAs puede llegar a ocasionar una
polineuropatia generalizada a través de una parestesia en las extremidades, la cual es
un sintoma frecuente (Tseng et al., 2006). En cuanto a la piel, la exposicion prolongada
a iAs afecta en los pliegues de esta, lo que puede dar lugar a cambios en la
pigmentacion, hiperqueratosis, y con el tiempo, desarrollar un cancer de piel (Nurchi et
al., 2020). Se da un aumento revelador de riesgo de cancer cuando el nivel en agua
potable alcanza los 50 pg/L (National Research Council, 2001). Asimismo, se ha
evidenciado en humanos una asociacion entre la exposicion a As y un deterioro de la
funcion reproductiva en hombres (Tariba Lovakovi¢, 2019).

La Organizacién Mundial de la Salud estima que 140 millones de personas en
50 paises consumen agua contaminada con iAs, lo cual clasifica este hecho como una
situacion publica de emergencia, ya que el limite recomendado de arsénico es bajo (0.01
mg/L (WHO, 2012)). Los paises principalmente afectados se encuentran en el sur de
Asia y en América latina. El agua subterranea contaminada es la mayor amenaza para
la salud publica del arsénico. En Europa, los principales factores que contribuyen a la
exposicion por la dieta al iAs son los productos a base de cereales, la leche y los
productos lacteos (principal contribuyente en lactantes y nifios pequefios) y el agua
embotellada. También pueden considerarse grupos de riesgo de exposicion a iAs los
consumidores frecuentes de productos de arroz y algas (Chiocchetti et. al., 2019).

La exposicién a arsénico por alimentos como el pescado, mariscos, carne, aves,
productos lacteos o cereales es mucho menor en comparacién con la exposicién a
través del agua subterranea contaminada (WHO, 2018). Si hablamos de marisco, el
arsénico esta principalmente en su forma organica, la cual es menos tdxica (WHO,
2018).

En cuanto al uso de arsénico en procesos industriales se puede ver que esta
muy extendido y lo podemos encontrar como agente de aleacién, como parte del
procesamiento de elaboracion de vidrio, textiles y madera o incluso aditivos para
productos farmacéuticos (WHO, 2018).

La planta del tabaco absorbe el arsénico presente en el suelo por lo que los
fumadores de tabaco también pueden estar expuestos a arsénico inorganico (WHO,
2018).
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Sobre el uso de microorganismos como estrategia para reducir la presencia de metales

Disminuir de forma parcial o total estos metales pesados/metaloides de los
alimentos y del agua es una tarea ardua. Se han propuesto cambios a nivel de sistemas
de produccion, en el almacenamiento del material crudo y en los métodos de
procesamiento. Pero para algunos contaminantes, como el mercurio en peces
depredadores, el problema sigue sin solucionarse. Investigaciones recientes se han
centrado en afiadir componentes de origen natural a los alimentos y al agua potable
para asi reducir la solubilidad de los metales pesados en los alimentos una vez ingeridos
(bioaccesibilidad) o incluso reducir la cantidad que entra a la circulacion sistémica
(biodisponibilidad) (Chiocchetti et al., 2018). Asimismo, se estan ensayando estrategias
para reducir la exposicion oral a contaminantes quimicos utilizando BAL, como cepas
de géneros Lactobacillus, por la capacidad de captacion de metales que poseen.

Los lactobacilos son microorganismos seguros y faciles de cultivar a gran escala.
Estan presentes en numerosas investigaciones en las que se estudia su uso en sectores
de medio ambiente, salud y seguridad alimentaria ya que una caracteristica importante
que presentan estas bacterias es la capacidad de adsorcién y/o absorcién de distintos
tipos de contaminantes quimicos. Con ello, se intenta mitigar la exposicién a
contaminantes quimicos. Los mecanismos con los que interaccionan las bacterias con
los metales presentes dependen de la cepa microbiana, la naturaleza del contaminante
y las condiciones fisicoquimicas (Chiocchetti et al., 2018).

En el proceso de interaccion del metal pesado con la BAL participa la superficie
celular. La pared celular de estas bacterias estd compuesta por una capa gruesa de
peptidoglicano, acidos teicoicos, proteinas y polisacéaridos, los cuales contienen varios
grupos cargados negativamente capaces de unir cationes (Chiocchetti et al., 2018)
(Figura 1).
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Figura 1.- Estructura de la pared celular de una bacteria lactica y los procesos de interacciéon con
contaminantes quimicos SLP (Surface-layer proteins); PG (peptidoglicano). Las flechas discontinuas
sefialan los acidos teicoicos (TA) y lipoteicoicos (LTA). Estos ultimos se hayan unidos covalentemente a los
lipidos de la membrana celular. (Elaboracion propia).

Halttunen et al. (2007) en estudios con Cd y Pb en bacterias lacticas,
demostraron que se dan mayores acumulaciones del metal a valores de pH cercanos al
neutro, por lo que el intercambio iénico podria ser en parte responsable de la unién del
metal. Si hablamos de Hg en sus formas organica e inorganica, la unién se produce
principalmente en la pared celular de la bacteria lactica y de forma inmediata (Alcantara
et al., 2017).

Cabe destacar que también se han incluido en los estudios levaduras del género
Saccharomyces por su posible capacidad de captacion de metales. Se ha demostrado
que la levadura de panaderia puede captar hasta el 70% de Hg(ll) presente en solucion
acuosa (Infante et al., 2014), mientras que ésta presenta poca capacidad para retener
As(V). La metilacion de los grupos carboxilo en la superficie de la levadura favorece la
adsorcién del metal a concentraciones elevadas (Seki et al., 2005).

El proceso por el que Saccharomyces cerevisiae acumula metales se divide en
dos: en la primera fase se da una acumulacion rapida independiente del metabolismo
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en la que estd implicada la unidén del catibn del metal a la superficie celular.
Seguidamente, se da una acumulacion mas lenta respecto de la anterior la cual es
dependiente del metabolismo celular y en el que se produce la internalizacién del metal
(Chiocchetti et al., 2018).

Ya que ha quedado establecido que los problemas de salud que surgen debido
a la presencia de estos metales estan muy presentes y generalizados y por todo lo
mencionado anteriormente, es interesante realizar un estudio en este campo con
alternativas. En el presente trabajo estas alternativas estan representadas por cepas de
bacterias acido lacticas aisladas de fuentes novedosas. Al provenir estas cepas de
mujeres expuestas a niveles elevados de metales pesados, pueden revelarnos

resultados sugestivos para una aportacién a la salud mundial.
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2. Objetivos

Dadas las repercusiones sanitarias y econdémicas de la contaminacion de
alimentos por metales pesados y las dificultades para reducir su presencia en los
mismos, es de gran interés disponer de estrategias dietéticas que disminuyan el dafio
asociado a la exposicion a metales pesados. Dentro de esta linea de estudio, en el

presente proyecto se han planteado los siguientes objetivos:

1) Determinar la resistencia a mercurio inorganico, metil mercurio, arsenito y
arsenato de la coleccién de cepas de bacterias acido lacticas.

2) Estudiar la capacidad de captacion de mercurio inorganico, metil mercurio,
arsenito y arsenato de la coleccion de cepas de bacterias acido lacticas.

11
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3. Materiales y métodos

Cepas de bacterias y condiciones de crecimiento

Las cepas de bacterias utilizadas en el presente estudio se presentan en la tabla

1.

Tabla 1. Cepas usadas en el presente estudio

Designacion | Cepa Origen/Referencia

LF18 Lactobacillus fermentum Coleccion de laboratorio
LF20 Lactobacillus fermentum Coleccion de laboratorio
LF42 Lactobacillus fermentum Coleccion de laboratorio
LP25 Lactobacillus plantarum Coleccion de laboratorio
LP27 Lactobacillus plantarum Coleccion de laboratorio
LP29 Lactobacillus plantarum Coleccion de laboratorio
ZH26-12 Lactobacillus salivarius Coleccion de laboratorio
ZL17-16 Lactobacillus salivarius Coleccion de laboratorio
™ Lactobacillus salivarius Coleccion de laboratorio
LS35 Lactobacillus salivarius Coleccion de laboratorio
LS38 Lactobacillus salivarius Coleccion de laboratorio
LS40 Lactobacillus salivarius Coleccion de laboratorio

Estas cepas fueron generosamente proporcionadas por el Dr. Juan Miguel
Rodriguez Gémez (Dpto. Nutricion y Ciencias de los Alimentos, Facultad de Veterinaria,
U. Complutense de Madrid). Las cepas fueron obtenidas a partir de un estudio en el que
se analiz6 la microbiota de muestras de leche humana y de heces de mujeres de
poblaciones africanas expuestas a una gran contaminaciéon por metales pesados y una
gran exposicion a través de la dieta, pero cuya leche tenia concentraciones normales
de metil mercurio, arsénico y cadmio, entre otros metales toxicos (resultados no
publicados).

Las bacterias se cultivaron en medio de cultivo Man-Rogosa-Sharpe (MRS;
BD™, Difco™) a 37°C durante 24h en condiciones estaticas. Las placas de agar se
prepararon afiadiendo 18g/L de agar bacterioldgico europeo (Condalab) al medio MRS.
Los medios se esterilizaron en autoclave a 1 atm (121°C), 20 minutos. Para la
conservacion de las cepas, se afiadio glicerol estéril a una concentracion final del 15%
a cultivos de 24 horas y se mantuvieron a una temperatura de -80°C. El glicerol actia

como crioprotector y ayuda a la conservacion del material biol4gico.

Ensayos de crecimiento y resistencia a Hg(ll), MeHg, As(lll) y As(V)

Para cada cepa se cultivd un indculo con 5ml de MRS durante toda la noche
(overnight, O/N) a 37°C. Cada suspension celular fue ajustada a una concentracion de

densidad optica (DO) de 0,1. Las suspensiones bacterianas se dividieron en alicuotas a

12
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los que se afadieron diferentes cantidades de Hg(ll), CHsHg, As(lll) o As(V) y se
repartieron en volimenes de 100 pL en placas de microtitulacion de 96 pocillos.

Se determiné el crecimiento de estas cepas midiendo la DO a una longitud de
onda de 595nm cada 30 minutos en un lector de placas Spectrostar Nano (BMG
Labtech, Ortenberg, Alemania) con condiciones de 37°C y agitacion previa a cada
lectura. Las tasas de crecimiento se calcularon mediante ajuste lineal del logaritmo en
base 10 de la DO frente al tiempo, tomando el tramo de la curva en el que se obtenia la

maxima pendiente.

Ensayo de unién de Hg(ll)

Se cultivaron las cepas en alicuotas de 10 ml de MRS estéril O/N a 37°C. Se
centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 4°C a 4000 xg. Se elimin6 el
sobrenadante y el sedimento se lavé con 10ml de PBS (Phosphate-buffered saline) dos
veces, centrifugando en las mismas condiciones previas. Finalmente, las células se
resuspendieron en 1ml de PBS.

Se determiné la DO 595nm de las suspensiones y a partir de éstas, se
prepararon suspensiones de 1 ml de células en PBS ajustadas a una DO 595nm de 5y
de 1,25. A estas suspensiones se afiadieron 10 pl de Hg(ll) a 100ppm. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Como controles, se prepararon tubos que contenian la cepa sin
el metal, y otros que contenian el metal sin bacterias (blanco). Una vez afiadido el metal,
se incubaron en estufa a 37°C durante 1 hora. Las muestras control también se
incubaron en la estufa en las mismas condiciones. Después de la incubacion las
muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos a 12000 xg, se retir6 el sobrenadante
y las células se lavaron dos veces con PBS. Finalmente, las células se resuspendieron
en 100 pl de acido nitrico concentrado (HNOs) (14 M) para la determinacion del

contenido de Hg(ll).

Determinacion de la cantidad de Hg(ll)

Para analizar la capacidad de unién del mercurio a las bacterias se realizé una
digestién acida en horno de microondas de las muestras y posterior cuantificacion del
Hg mediante espectrometria de fluorescencia atdbmica con generacién de vapor frio (CV-
AFS). Para realizar la digestion, las bacterias y las fracciones de lavado se introdujeron
en un reactor de teflon al que se afiadieron 4 ml de HNOs; 14 M (Merck) y 1 ml de
peroxido de hidrogeno (H2O2 (Panreac). Los reactores se irradiaron en un horno de
microondas (modelo MARS, CEM, Vertex) a 800 W de potencia durante 15 min (180°C).
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Tras la digestion, los digeridos se colocaron en tubos de 15 ml y se dejaron reposar
durante toda la noche con el fin de eliminar los vapores nitrosos que pudieran interferir
en la lectura. Posteriormente se llevaron a un volumen final (8-15 ml) con HCI 0.6 M.
La cuantificaciéon de Hg mediante CV-AFS (PSA 10.025 Millenium Merlin, PS
Analytical, Reino Unido) se realizé en las condiciones instrumentales que se indican en

la tabla adjunta.

Tabla 2. Condiciones instrumentales

Disolucioén reductora SnCl, 2% (m/v) en HCI al 15% (v/v). Flujo 4.5 mL/min
Blanco de reactivos HCl al 5% (v/v). Flujo 9 mL/min

Gas transportador Argon. Flujo 0.1 L/min

Gas de secado Argon. Flujo 0.3 L/min

Tiempo de demora 15s

Tiempo de medida 40 s

Tiempo de retorno 60 s

Rango de amplificacion 100

Filtro 32

14
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4. Resultados

Ensayos de resistencia

Uno de los objetivos de este estudio es determinar la capacidad de resistencia a
mercurio inorganico, metil mercurio, arsenito y arsenato de la coleccion de cepas de
bacterias lacticas indicadas en la Tabla 1. Para ello se determind su crecimiento en
presencia de distintas concentraciones de metales. Debido a las particularidades del
desarrollo del trabajo experimental durante este periodo, no se pudo realizar estos
ensayos por triplicado por lo que estos resultados necesitan confirmacion. A
continuacion, se presentan las curvas de las 6 cepas de las cuales se lleg6 a realizar
las lecturas con los 4 téxicos propuestos (Figuras 2-5).

El analisis de las curvas de crecimiento muestra que los cuatro compuestos
ensayados presentaron efectos toxicos sobre las bacterias si bien estos variaron en

funcién de la cepa.
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Figura 2.- Crecimiento de diferentes cepas BAL con distintas concentraciones de Hg(ll) que van desde de

0-10 ppm.
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En la Figura 2, se representan los resultados obtenidos en los ensayos con Hg(ll)
incorporado. Ninguna de las cepas analizadas crecié a la concentracion mas alta
incluida en el ensayo (10 ppm). La cepa LF42 tampoco crecio en presencia de 5 ppm
de Hg(ll). En el caso de la cepa LP27 se observa un ligero incremento de la DO al final
del periodo de ensayo, si bien seria necesario repetir el ensayo midiendo el crecimiento
durante un periodo mas prolongado para determinar si realmente esta cepa es capaz
de crecer tras un periodo de latencia muy prolongado. Es notable la diferencia en la
respuesta entre las distintas cepas. Por ejemplo, en la cepa LF20 se observa una fase
de latencia progresivamente mas prolongada cuanto mas alta es la concentracion del
Hg(ll). En la cepa LS35 en cambio se observa una progresiva reduccion de la DO
maxima alcanzada por el cultivo a medida que aumenta la concentracién de Hg(ll). En
las cepas LP25, LP27 y LP29 se observa un crecimiento relativamente similar a las
concentraciones mas bajas (hasta 2.5 ppm) pero a 5 ppm se observa una gran pérdida
de la capacidad de crecimiento, sobre todo en las cepas LP25 y LP27. Los resultados
muestran una respuesta distintiva de cada cepa, si bien el comportamiento similar de
las tres cepas de L. plantarum del estudio podrian sugerir una respuesta caracteristica
de esta especie frente a Hg(ll). No obstante, el nUmero tan limitado de cepas analizadas

no permite sostener una conclusion sélida en este sentido.
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Figura 3.- Crecimiento de diferentes cepas BAL con distintas concentraciones de MeHg que van desde de
0-5 ppm.
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En las curvas de crecimiento de las cepas expuestas a metil mercurio (MeHg)
las cuales estan reflejadas en la Figura 3, se observa que ninguna de las cepas fue
capaz de crecer a la concentracion mas alta ensayada (5 ppm) a excepcion de la cepa
LP29 que muestra un crecimiento bastante similar para todas las concentraciones del
metal. Es importante recordar que los resultados necesitan confirmacion y no se sabe
si se trata de una peculiaridad o de un artefacto. La cepa LS35 fue la mas sensible ya

que no fue capaz de crecer en presencia de 2,5 ppm de MeHg.
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Figura 4.- Crecimiento de diferentes cepas BAL con distintas concentraciones de As(lIll) que van desde de
0-100 ppm.
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En presencia de As(lll) (Figura 4), cuatro de las cepas pudieron crecer a la mayor
concentracion del toxico. La cepa LS35 vio totalmente inhibido su crecimiento a 100 ppm
y solo se registré un crecimiento residual con 80 ppm de As(lll). Por su parte, la cepa
LP27 apenas creci6 en presencia de 100 ppm de As(lll). De nuevo, se puede distinguir
una respuesta muy semejante entre las cepas LP25, LP27 y LP29, es decir, las cepas
de L. plantarum, si bien LP35 fue mucho mas sensible a la presencia de 100 ppm de
As(lll) como se ha sefialado antes. Se puede ver que algunas cepas revelan una caida
a partir de las ultimas horas de la lectura. Esto se muestra en curvas de cepas como la
LS35, LF20 o LP27 y una posible explicacién a este hecho podria ser que las bacterias
estén en fase de lisis celular, pero se trata de un aspecto que no se ha estudiado en
este experimento y puede ser para una futura investigacion.

La cepa LF42 tiene un crecimiento muy elevado para la maxima concentraciéon
de As(lll), es decir, para 100 ppm, ya que la diferencia de crecimiento a menores

concentraciones es baja.
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Figura 5.- Crecimiento de diferentes cepas BAL con distintas concentraciones de As(V) que van desde de
0-100 ppm.

22



Maria Forteza Guillot

En el ensayo con As(V) (Figura 5), las cepas estudiadas presentan una fase
estacionaria extensa. Al igual que se observé con As(lll), la cepa LS35 fue la méas
sensible a As(V), mostrando un crecimiento muy residual a las dos concentraciones mas
altas ensayadas (80 y 100 ppm). La cepa LP27 también mostré solo crecimiento residual
a 80y 100 ppm. Esta cepa también se habia mostrado mas sensible a As(lll) (Figura 4).
En cuanto a las demas cepas, la cepa LP29 fue severamente inhibida a 100 ppm,
mientras que las cepas LF20, LF42 y LP25 fueron capaces de crecen en presencia de
100 ppm de As(V) aunque su crecimiento también fue inhibido.

En las Tablas 3, 4, 5 y 6 se muestran los datos de las tasas de crecimiento de

cada cepa frente a las determinadas concentraciones del metal y la densidad 6ptica

maxima que alcanzan.

Tabla 3. Densidad 6ptima maxima y tasa de crecimiento de las cepas BAL en funcién de la concentracion
de Hg(ll).
Ha(ll) 10 ppm 5ppm 2,5 ppm 1,25 ppm 0,62 ppm 0ppm
DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de
max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento
() (h) () () (hY) ()
LS35 0,623 0,0243 1,006 0,0574 1,305 0,122 1,635 0,1194 2,537 0,0963 2,74 0,0996
LF20 0,503 0,0263 2,537 0,1277 3,036 0,14 3,111 0,1324 3,494 0,1637 3,468 0,1449
LFa2 0,634 0,0064 1,206 0,0282 2,823 0,0182 3,07 0,0919 3,057 0,0904 3,043 0,0821
LP25 0,363 0,0094 1,416 0,0309 2,825 0,0782 3,372 0,0922 3,494 0,0932 3,288 0,089
Lp27 0,503 0,0074 1,019 0,0077 1,925 0,0726 2,171 0,0992 2,236 0,0881 2,382 0,0967
LP29 0,55 0,0079 2,002 0,0464 3,013 0,0877 3,248 0,0927 3,314 0,0891 3,216 0,085

Tabla 4. Densidad 6ptima maxima y tasa de crecimiento de las cepas BAL en funcién de la concentracion

de MeHg.
MeHg 5ppm 2,5ppm 1,25 ppm 0,62 ppm 0,31 ppm 0ppm
o) Tasa de o) Tasa de 0o Tasa de 0o Tasa de B Tasa de Do Tasa de
max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento
(h?) (h?) (h?) (h?) (h?) (h?)
S35 | o104 0 0.2 0 0.74 0031 2548 0.0058 2,905 01621 2,888 00274
LF20 1 g212 0 3113 00397 4,443 0,1509 4,249 0.1836 4,67 0,0858 4555 0.1387
LF42 1 o419 0015 3,469 00434 3,797 00733 4,076 0,0899 4199 01041 4,166 0.1079
P25 | o741 00219 3,222 00729 4,334 0,0913 4,683 0,0994 4,942 0,1097 4,418 0,0997
P27 | 0a76 00018 1,693 00231 3513 0.0821 3,508 0,1009 3,555 01129 3,357 0,1069
P29 | 4016 01044 4,411 01033 445 0.1054 4,475 0105 4322 0.1036 4,018 0,0967

Tabla 5. Densidad 6ptima maxima y tasa de crecimiento de las cepas BAL en funcion de la concentracion

de As(lll).
As(lll) 100 ppm 80 ppm 40 ppm 20 ppm 10 ppm 0 ppm
DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de
max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento
(hY) (hY) (h) (h) (h) (h)
LS5 | o416 0 0523 00088 2016 01223 2316 0.1399 2,818 01694 2,656 0.1386
LF20 | o556 0,0411 4,585 0,1428 3,858 0,1497 3,965 0,1592 4,295 0,0871 4,339 01359
LF42 | o83 0,0666 411 0,1039 3,752 0,0862 4,062 0,035 4,338 01043 3,833 0,0918
LP25 | 5101 0,045 4711 01127 4,199 00964 4523 0,1072 5,028 01103 4,353 01076
P27 | o503 00145 3.26 01251 3,084 0,0845 3,14 0,0848 3.284 01201 2,967 01102
LP29 | 2032 0,0462 4,39 01173 4,078 0,0955 4,246 0,1046 4,698 01212 4,09 01171
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Tabla 6. Densidad 6ptima maxima y tasa de crecimiento de las cepas BAL en funcién de la concentracién
de As(V).

As(V) 100 ppm 80 ppm 40 ppm 20 ppm 10 ppm 0ppm

DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de DO Tasa de
max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento max crecimiento

() () () (h) () ()

LS35
LF20
LF42
LP25
LP27
LP29

0,611 0,0168 0,643 0,0261 1,883 0,0785 2,876 0,125 3,454 0,1516 3,302 0,1521
1,135 0,0339 3,224 0,064 3,75 0,1209 3,864 0,1561 4,266 0,1838 4,145 0,1912
1,269 0,0471 1,984 0,0637 2,656 0,0744 2,869 0,0809 3,714 0,0931 3,471 0,0904
2,104 0,0469 2,837 0,0557 3,94 0,0777 4,411 0,0827 4,633 0,097 4,026 0,0893
0,48 0,013 0,741 0,0226 2,404 0,0555 3,048 0,0795 3,47 0,0965 2,963 0,0994
0,61 0,0132 2,858 0,0539 3,744 0,0734 4,107 0,0826 4,503 0,0997 3,853 0,0967

En todos los casos, los toxicos afectaron al crecimiento y a la biomasa final. El
mercurio y el arsénico son independientes por lo que no seria correcto analizarlos de
forma conjunta pero si es interesante analizar los comportamientos en las condiciones
de metil mercurio/mercurio y de arsenito/arsenato.

En general, la exposicién tanto a Hg(ll) como a MeHg resulté en una progresiva
reduccion de la velocidad de crecimiento y DO maxima alcanzada, aunque con notables
diferencias en la respuesta entre cepas y entre las dos formas de Hg ensayadas. La
exposicion a Hg(ll) afecté al crecimiento de distintas maneras segun la cepa. Por
ejemplo, la cepa LS35 se vio afectada en la DO méxima alcanzada de modo progresivo
incluso a las concentraciones de Hg(ll) mas bajas ensayadas, mientras que en otros
casos como las cepas LP27 y LP29 la DO méaxima solo se vio afectada a las
concentraciones mas altas de Hg(ll) (Figura 2 y Tabla 3). En la cepa LF20 se observo
ademas un incremento de la fase de latencia que no fue evidente en las demas cepas
ensayadas. Como se ha sefialado antes, el MeHg tiene un efecto mas severo sobre el
crecimiento. Es de notar, ademas, que la respuesta de las cepas a las dos formas de
Hg fue en general diferente (Figura 2 y 3). Por ejemplo, el incremento de la latencia
observado en la cepa LF20 frente a concentraciones crecientes de Hg(ll) no se observa
con MeHg. El crecimiento de la cepa LP29 en presencia de MeHg es un caso singular
que debe ser verificado antes de sacar ninguna conclusion. Las diferencias observadas
sugieren que Hg(ll) y MeHg posiblemente actian sobre moléculas o procesos
fisiol6gicos diferentes.

El analisis del crecimiento en presencia de las dos formas de As también revela
importantes diferencias entre las cepas y en su respuesta a ambos toxicos (Figuras 4 y
5y Tablas 5 y 6). En general, las cepas ensayadas mostraron mayor sensibilidad a

As(V) que a As(lll), tanto en velocidad de crecimiento como DO méaxima alcanzada.

Ensayos de unién

Se estudié la capacidad de captacion de Hg(ll) en solucién acuosa de varias

cepas de Lactobacillus (Tabla 1). El ensayo se llevé a cabo con dos concentraciones
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bacterianas distintas con el fin de estimar el efecto de la misma sobre la capacidad de
captacién. A la mayor DO ensayada, todas las cepas mostraron una alta capacidad de
captacion de Hg(ll), con porcentajes de captacion del metal que variaron del 75% al
100% (Figura 6a). Como era de esperar, los porcentajes de captacion fueron menores
en las suspensiones a DO 1,25 (Figura 6b) si bien se observan notables diferencias
entre cepas. En la mayoria de los casos, las diferencias son relativamente pequefas,
aunque destacan algunas cepas como la ZL17-16 y LS35 en las que hay una gran
diferencia de captacion de Hg entre las dos DO ensayadas. La pequefia diferencia
observada en la mayoria de las cepas puede deberse a que incluso a la concentracién
celular mas baja ensayada se habia llegado ya a una situacion préxima a la saturacion,
de manera que la adiciébn de mas células tiene ya poco efecto sobre la captacion de
Hg(ll). En resumen, los resultados obtenidos muestran en general una gran capacidad
de captacion de Hg(ll) en solucién acuosa por parte de todas las cepas analizadas. Entre
ellas, destaca la cepa LF42, que ha demostrado tener una capacidad de retencion de

mercurio superior al 80% a la concentracion celular mas baja ensayada.
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Figura 6.- Capacidad de captacion de mercurio (Hg) de las cepas BAL a DO1,25 (a) y DO5 (b).
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5. Discusioén

La presencia de mercurio y arsénico en el agua y los alimentos es un problema
de salud global. Las agencias internacionales y nacionales encargadas de la salud y la
seguridad alimentaria en general han recomendado reducir el consumo de los productos
que con mas frecuencia presentan problemas de contaminacion, como los grandes
peces depredadores. Bien es cierto que estos productos son fuentes de nutrientes con
un valor biolégico alto por su contenido de acidos grasos omega-3 entre otros nutrientes,
por lo que no es recomendable eliminarlos de la dieta. El pescado, en concreto, es el
mayor contribuidor de mercurio a la dieta. Algunas estrategias de mitigacion de la
exposicion se han centrado en usar quelantes como el EDTA (Hajeb & Jinap, 2012), que
esta permitido en alimentos, pero no es recomendable para nifios y mujeres
embarazadas y en algunos paises como Australia no estan permitidos. Cocinar el
pescado no reduce los niveles de mercurio presentes (Morgan, Berry & Graves, 1997).
Viendo lo dificultoso que puede llegar a ser reducir la cantidad de metales pesados del
alimento, se ha considerado la alternativa de reducir la exposicion a estos, modificando
su llegada a la circulacién sistémica después de la ingesta. Esta es la base del uso para
reducir la biodisponibilidad de metales con cepas de BAL, ya que muchas poseen
caracteristicas probidticas y se desarrollan en el tracto gastrointestinal (Monachese,
Burton & Reid, 2012). En el presente estudio se ha determinado la resistencia que
poseen estas cepas en una exposicion a As y Hg y ademas la capacidad de captacion
de Hg(ll), con el fin de determinar si pueden ser Utiles para reducir la biodisponibilidad
de Hg(ll) en el tracto gastrointestinal. El proyecto original incluia determinar la capacidad
de captacion de MeHg, As(lll) y As(V) también, pero dada la interrupcion del trabajo

experimental debido a la situacién sanitaria no se pudo realizar.

Ensayos de resistencia

En estos ensayos se pretende determinar la capacidad de crecimiento de las
cepas seleccionadas en presencia de Hg(ll), MeHg, As(ll) o As(V).
Desafortunadamente, no se pudo realizar réplicas para verificar la reproducibilidad de
los resultados por lo que necesitaran posterior comprobacion. En general, se observé
un efecto téxico de todos los compuestos analizados dentro del rango de
concentraciones del ensayo con la notable excepcion de la cepa LP29 frente a MeHg
(Figura 3). Sin embargo, es necesario confirmar este resultado.

En cuanto a los resultados de Hg, tanto en las cepas bacterianas enfrentadas a
Hg(ll) y a MeHg (Figuras 2 y 3), presentan un comportamiento similar para las

concentraciones mas bajas del ensayo. En general, las bacterias son més sensibles a

26



Maria Forteza Guillot

MeHg que a Hg(ll), con la excepcion de la cepa LP29 como se ha mencionado
anteriormente. A la concentracion de 2,5 ppm las cepas expuestas a Hg(ll) se
encuentran menos afectadas que en MeHg, pero es una concentracion en la que cada
cepa tiene un comportamiento parecido si enfrentamos las curvas. En la curva de
crecimiento de la cepa LP27 expuesta a Hg(ll) se aprecia una ligera subida en la
concentracion de 5 ppm mientras que en la curva de esta misma cepa expuesta a MeHg
no se aprecia. De hecho, a esa misma concentracién, no presenta crecimiento. Para
poder determinar qué ha ocurrido aqui habria que prolongar el tiempo de estudio del
ensayo. Si nos referimos a la tasa de crecimiento de esta cepa con exposicién a Hg(ll)
y MeHg (Tablas 3y 4), se confirma que la bacteria presenta mayor crecimiento expuesta
a Hg(ll) aunque la diferencia sea poco notable. Llega a alcanzar un valor de tasa de
crecimiento de 0,0077 h' expuesta a Hg, mientras que para MeHg en la misma
concentracion 0,0018 h-1. Destacan las cepas LP25 y LF42 ya que tienen una curva muy
similar para ambas exposiciones.

Por otra parte, en los resultados de las curvas de crecimiento de las cepas
bacterianas enfrentadas a iAs (Figuras 4 y 5), aunque en general se muestra un efecto
toxico a las concentraciones mas altas ensayadas, se demuestra que el As(V) es mas
toxico que el As(lIl). Esto puede apreciarse por ejemplo en las cepas LF42 y LP25, que
mostraron escaso efecto del As(lll) sobre el crecimiento hasta 80 ppm, mientras que con
As(V) se aprecié una progresiva disminucion de la velocidad maxima de crecimiento y
DO méaxima con As(V) (Figuras 4y 5, y Tablas 5 y 6). En particular, destaca la cepa
LF42 que mostré un crecimiento superior a las demas cepas frente a la concentracion
maxima ensayada de As(lll) e incluso con As(V) fue capaz de crecer a la concentraciéon
maxima si bien la cepa LP25 alcanzé una DO maxima superior (Tabla 6). En las cepas
enfrentadas a As(lll) (Figura 4) se observa una disminucién de la DO en las Ultimas
horas registradas. Una posible hipétesis que explica este suceso puede ser que se esté
dando una lisis celular, pero no se han estudiado las causas. La diferencia de toxicidad
entre el As(V) y el As(lll) sugieren que, como se ha propuesto para Hg(ll) y MeHg, ambas
formas de As tienen diferentes mecanismos de toxicidad. En el caso del As(V) su
toxicidad puede residir en la similitud estructural entre el As(V) y el fosfato. Si bien
algunas bacterias disponen de transportadores con una alta capacidad para discriminar
arsenato y fosfato (Elias et al., 2012), las evidencias disponibles sugieren que los
lactobacilos no poseen esta capacidad puesto que se observd que la presencia de
fosfato inhibia la incorporacion de As(V) (Clemente et al., 2020).

El principal aporte de estos resultados indica que las bacterias son capaces de
crecer en un medio que contiene concentraciones relativamente altas de Hg o As. Este

es un resultado relevante a la hora de su posible uso como estrategia para reducir la
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toxicidad asociada a la exposicién a As o Hg, ya que es anticipable que las bacterias
deban estar viables para tener un efecto protector.

De acuerdo con la Comision Técnica Cientifica de Contaminantes de la Cadena
Alimentaria (Contam) y segun el reglamento de la Unién Europea (EU) 2015/1006 en el
que se modifica el Reglamento de la Comision Europea (CE) n°® 1881/2006, el 12 de
octubre de 2009, establece que la ingesta maxima tolerable de arsénico por persona a
la semana es de 15 ug/kg del peso corporal establecida por el Comité Mixto FAO/OMS
de Expertos Aditivos Alimentarios (JECFA) no es apropiado. Esto es debido a que, como
se ha mencionado anteriormente, el iAs puede causar canceres de pulmén, piel y vejiga
y gque produce efectos nocivos sobre la persona. Es por esto que la Contam establecio
un limite de confianza inferior de la dosis de referencia situado entre 0,3 y 8 pg/kg de
peso corporal al dia para los que padecen canceres asociados a este metaloide.

En cuanto al Hg, en el Reglamento (CE) n°1881/2006 de la comision de 19 de
diciembre de 2006 por el que se fijja el contenido méaximo de determinados
contaminantes en los productos alimenticios, La EFSA (EFSA, 2004) aprobd una ingesta
semanal tolerable provisional de 1,6 pug/kg de peso corporal. En este dictamen se
esclarecié que el MeHg es el mas alarmante ya que puede ser méas del 90% del mercurio
total que contienen el pescado y marisco. Los niveles de mercurio descubiertos en los
alimentos que no son pescado ni marisco son menos preocupantes, ya que la forma de
mercurio en ellos presente es distinta a MeHg por lo que estan considerados de menor
riesgo.

Por lo mencionado anteriormente cabe decir que los datos obtenidos de
resistencia en el presente estudio indican que estas cepas bacterianas son capaces de
crecer con exposiciones a estos toxicos por encima de las concentraciones encontradas
habitualmente en alimentos.

Un resultado llamativo es la similitud del comportamiento que siguen las cepas
de la especie L. plantarum en los ensayos con Hg(ll), As(lll) y As(V) en menor medida.
Asi como el de la especie L. fermentum. Esto puede desvelar particularidades de las
especies en particular. Sin embargo, nada parece indicar, a falta de la confirmacién de
los resultados sobre la resistencia a MeHg de la cepa LP29, que el origen peculiar de
estas cepas (mujeres con altos niveles de metales pesados en su organismo) esté
condicionando la resistencia de las cepas.

En estudios similares, como el de Alcantara et al. 2017, en el que modificaron
las propiedades fisicoquimicas de la envoltura celular de Lactobacillus casei, utilizando
cepas mutantes, se lleg6 a la conclusion de que las cepas mutantes que poseian una
densidad superficial de carga negativa mayor aumentaron la sensibilidad al mercurio, a

la vez que incrementaron su capacidad de captacion de Hg. En este trabajo también se
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determing, al igual que se ha comprobado aqui, que la forma orgénica del Hg es mas
téxica para las bacterias y los niveles de inhibicidbn observados fueron similares a los

obtenidos aqui.

Ensayos de unién

La evaluacion in vitro de la capacidad de captacion del mercurio en las BAL ha
mostrado que todas las cepas poseen una gran capacidad de captacién a DO 5 (Figura
6). Las pequefas diferencias observadas en algunas cepas en la captacion a DO 5y
DO 1,25 (la cepa LF42, por ejemplo) sugiere que en estas cepas se alcanzo un nivel de
captaciéon proximo a la saturacion ya en la DO mas baja ensayada. Estaba previsto en
el estudio realizar el ensayo de union a DO mas bajas para analizar la relacién dosis-
respuesta y tener un resultado mas aproximado sobre estas cepas.

Estos datos indican que, como era de esperar, a mayor DO el porcentaje de
captacién es superior en todas las cepas bacterianas. Bien es cierto que no todas las
cepas presentan una capacidad de captacion proporcional a las dos concentraciones de
células. En este aspecto, destacan las cepas LF18, LF42 y LF20 pertenecientes a la
especie L. fermentum. Estas tres cepas poseen una capacidad de captacion elevada en
las dos DO ensayadas, ya que el menor porcentaje de captacion es en torno al 70% y
en la DO minima. Las cepas pertenecientes a esta especie pueden ser consideradas
como aptas para un estudio con probidticos. En estudios previos, Kinoshita et al. (2013),
determinaron la capacidad de quelacion de las BAL, afirmando que pueden reducir la
solubilidad de Hg(ll). Ademés, también determinaron si las BAL son capaces de captar
el mercurio en condiciones de digestién gastrointestinal. Lo que, unido al presente
estudio, puede ser de gran utilidad para el aporte de esta coleccion de cepas como
posibles candidatas para reducir la disponibilidad oral del mercurio.

En el estudio de Jadan-Piedra et al. (2017), se determin6 que la capacidad de
captar el Hg(ll) y el CHsHg soluble en condiciones gastrointestinales para las BAL fue
significativamente inferior a la observada en soluciones acuosas. Los investigadores de
este estudio trataron de averiguar qué factores son los que determinaban que se
produjera tal reduccién de la capacidad de captacion de mercurio en pescados como el
marisco y propusieron que puede deberse al modo en el que el mercurio es liberado a
la matriz alimentaria durante el proceso de digestién, o bien que el mercurio forma
determinados complejos con otros componentes solubilizados durante el mismo
proceso. En este mismo estudio también demostraron que los complejos de cisteina-

mercurio reducen la interacciéon del mercurio con las bacterias.

29



Maria Forteza Guillot

Posteriormente, Jadan-Piedra et al. (2019), determinaron que las BAL presentan
varias ventajas para disminuir la exposicion a metales. Esto es asi ya que son
microorganismos que habitan de forma natural el tracto gastrointestinal y que son
capaces de ejercer un efecto protector que también palia la toxicidad de los metales. Se
vio una reduccién de la biodisponibilidad de MeHg en ratones con las cepas BAL
ensayadas. En otros estudios se ha observado una disminucion de la respuesta
prooxidante en animales de experimentacion (Jiang et al., 2018; Majlesi et al., 2017;
Tian et al., 2012; Zhai et al., 2015), es decir, se ha visto reducido el estrés oxidativo, por
lo que no se forman especies reactivas y disminuyen los radicales libres. Asi pues,
determinaron la capacidad de las BAL de reducir el transporte de Hg a través del epitelio
intestinal que ha sido expuesto a un alimento contaminado. Los mecanismos por los
cuales se reducen los niveles de mercurio difieren para la solucién acuosa y el pez
espada. En estudios previos (Anderson & Van lItallie, 2009) se ha demostrado que las
proteinas que forman las uniones intercelulares son las que dirigen la permeabilidad del
epitelio. Algunas BAL tienen la capacidad de aumentar la funciébn de la barrera
generando un epitelio menos permeable incrementando la expresion de estas proteinas
(Ulluwishewa et al., 2011). Alcantara et al (2017) determinaron que la adsorcién del
metal se da en la superficie bacteriana lo que supone que deje de estar disponible para
el transporte a través de las monocapas celulares. Esto determinaria por qué se da un
efecto distinto en las soluciones acuosas. Las capacidades de captacion de Hg(ll)
pueden variar entre estudios in vitro o in vivo ya que las interacciones que tienen lugar
entre el Hg y las BAL en el lumen, la presencia de microbiota intestinal y de la circulacion
enterohepdtica entre otros factores, pueden afectar a la capacidad de las bacterias para
unirse al mercurio o favorecer la liberacién de las ya unidas (Jadan-Piedra et al., 2019).
Li et al. (2017) y Majlesi et al. (2017) sugieren que se han observado diferencias en los
efectos protectores de las BAL respecto a la acumulacion de metal. InsinGan que los
modos de accion que son dependientes de la cepa, del modelo animal de
experimentacion, la dieta suministrada, las dosis de los metales y la exposicién (si se
trata de una exposicién aguda, subcrdnica o crénica) pueden afectar de forma decisiva
la efectividad de las BAL como agente protector de los metales toxicos y debe ser objeto
de estudio.

En el estudio de Majlesi et al. (2017) afirman que las cepas de L. plantarum
pueden ser Utiles como estrategia para reducir la biodisponibilidad de metil mercurio
segun sus datos obtenidos, unos resultados que también se observan para esta especie
en nuestro estudio. Asi, las cepas LP25, LP27 y LP29 revelan unas capacidades de

captacion elevadas en la condicion de DO maxima y aunque se observo una caida del
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porcentaje de captacion en la DO minima del ensayo, éste fue superior al 50% en todos
los casos.

Después de todo este andlisis cabria estudiar qué relacion tienen las cepas en
ambos ensayos. Se destaca la cepa LF42 ya que es la que mayor porcentaje de
captacién de Hg presenta a la DO mas baja ensayada, es decir a una DO 1,25 (Figura
6), porque cuanto mas efecto presentan con menor dosis es mejor la respuesta. En
cuanto a la curva de crecimiento de esta cepa frente a Hg(ll) (Figura 2) se observa que
no presenta crecimiento para las dos concentraciones de Hg mas altas (10 y 5 ppm),
pero si que es capaz de crecer a las concentraciones de 1,25y 0,625 ppm, llegando a
alcanzar una DO 3 aproximadamente en la décima hora de exposicion. La cepa LF20
también presenta una alta capacidad de unién a Hg (Figura 6) y en cuanto a la curva de
crecimiento de esta cepa frente a Hg (Figura 2), se observa que presenta una fase de
latencia prolongada y que cuanta mas alta es la concentracion mas tiempo requiere para
crecer. Sin embargo, esta cepa solo ve inhibido su crecimiento en la maxima
concentracion (10 ppm) y a concentracién de 5 ppm es capaz de crecer, aunque a partir
de las 10 horas.

La union de Hg en una solucién es una prueba orientativa y habria que realizar
mas pruebas para una correcta seleccion de cepas.

Con el fin de determinar su posible utilidad, habria que comprobar cuan de
efectivas son estas cepas en capacidad de captacién cuando el toxico se encuentra en
un alimento realizando una digestion simulada, haciendo pruebas en modelos celulares

y llevarlo luego a una experimentacion con modelos animales.
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6. Conclusiones

1) Los resultados obtenidos permiten tener un conocimiento mas completo de
cepas bacterianas que podrian paliar la toxicidad asociada a la exposicion a As o Hg.
Se ha determinado que hay cierta resistencia a mercurio inorganico, metil mercurio,
arsenito y arsenato por parte de la coleccibn de cepas BAL del estudio. Las
concentraciones mas altas de estos han provocado efectos toxicos para las bacterias,
es decir, los metales han influido en el crecimiento de estas, sobre todo a maximas
concentraciones. De esta forma, se esclarece que el MeHg es mas téxico que el Hg y el
As(V) es mas téxico que el As(lll). Esto se ha demostrado en el ensayo de resistencia
de las bacterias.

2) En lo referido al estudio de la capacidad de captacién de mercurio inorganico,
esta coleccion de cepas BAL ha resultado tener, por lo general, una gran capacidad de
captacion de Hg(ll). Si se tratase de una seleccion de cepas para ser implementadas
como aplicacién para una poblacién, este estudio resultaria Gtil para hacer un primer
cribado y descartar algunas cepas. Siendo asi, se descartarian las cepas ZL17-16 y la
cepa LS35. Las cepas con mejores caracteristicas son aquellas que, a menor
concentracion bacteriana, tienen una mayor capacidad de unidn al téxico. Por lo que,
las cepas LF42 y LF20 resultan interesantes. Dado esta caracteristica que presentan de
resistencia y captacién, se considera que estas cepas son aptas para un estudio con

probidticos.
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7. Lineas futuras

Atendiendo al trabajo expuesto aqui, se pueden presentar algunas lineas de
investigacion que pueden ser objeto de interés. Se han despejado algunas incégnitas
sobre esa coleccién de cepas, pero se pueden generar nuevas ideas o preguntas.

En relacion con este experimento y la metodologia llevada a cabo, en primer
lugar, se debe continuar con el estudio y concluir con la correcta exposicién de los
resultados de los ensayos de crecimiento, exponiéndolos con sus correspondientes
réplicas y aportando la confirmacién de los resultados obtenidos. Por otra parte, es
necesario continuar con los ensayos de unién, analizando todo el conjunto de cepas con
las cuatro condiciones de téxicos propuestas (mercurio inorganico, metil mercurio,
arsenito y arsenato), realizando la comparacion y su correcta observacion.

Puesto que la estrategia propuesta pretende demostrar o afirmar la capacidad
que poseen estas cepas de eliminar/captar estos metales de forma beneficiosa para el
organismo, un aspecto interesante seria realizar pruebas con cultivos celulares para
comprobar si esta coleccion de cepas atenua los efectos de los metales. Asi, se podrian
estudiar los efectos en las células epiteliales intestinales, tanto en el transporte a través
de membranas epiteliales en cultivo, como en el efecto toxico de los metales. En el caso
de que en los cultivos celulares se viesen resultados positivos, es decir, si se han
mitigado los efectos de los metales, la investigacién se podria continuar mediante el uso
de modelos animales (roedores). Aqui surgiria una posible via de trabajo nueva que
acomete la elaboracion de probidticos en base a estas cepas. Se suministraria a los
animales los probidticos y se estudiaria si tienen efecto protector. Para ver si estos
reducen el dafio observado tras la exposicion, habria que analizar el estado de la
mucosa intestinal, y observar si hay dafos, y estudiar los efectos sobre la microbiota.
Por otra parte, habria que constatar que estas cepas no tengan resistencia a antibiéticos
transmisibles y comprobar si en este aspecto son seguras. Si es asi, se podria plantear
el estudio a un grupo poblacional. Este grupo debe ser proveniente de una region que
ya de por si esté expuesta a metales, por ejemplo, por accién de la mineria.

Con estos probiéticos, se podria mejorar considerablemente la salud de la
poblacion mas expuesta a estos metales (ya sea por accién antropogénica o natural)
reduciendo asi las enfermedades que pueden contraer a lo largo del tiempo de forma
cronica. Por lo que disefiar estrategias basadas en probibticos que reduzcan el riesgo
asociado a la exposiciébn a Hg y As a través de los alimentos puede ser una buena

manera de mitigar el dafio producido por estos téxicos.
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También puede ser Util extender la investigacion a otros metales pesados como
el Cd o el Pb, ya que estos también estan presentes en el medio ambiente y pueden

resultar perjudiciales para la salud.
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