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RESUMEN

Los peces predadores tienden a acumular altos niveles de mercurio (Hg).
Por otro lado, estos productos alimentarios son ricos en selenio (Se), elemento
que puede contrarrestar los efectos toxicos de Hg. El objetivo del presente
estudio ha sido evaluar la bioaccesibilidad (fraccion del contaminante que
solubiliza desde el alimento durante la digestion gastrointestinal) del Hg y Se en
pez espada cocinado, e identificar aquellos parametros de la digestion (pH,
concentracion de pepsina, etapa de la digestion) que pueden influir en la
misma.

Las concentraciones de mercurio en las muestras analizadas oscilan entre
0,23 y 2,82 mg/kg peso humedo (ph). La bioaccesibilidad del Hg varia entre un
15 y un 85%, siendo el rango de concentraciones en el bioaccesible muy
variable (0,21-1,07 mg/kg ph). Las concentraciones de Se oscilan entre 0,46 y
0,98 mg/kg ph, con una bioaccesibilidad en general mayor que la de Hg y
menos variable (63-100%; 0,41-0,51 mg/kg ph).

En cuanto a los parametros que influyen en la solubilizacién de estos
elementos traza a su paso por el tracto gastrointestinal, se pone de manifiesto
que la totalidad de la solubilizacion se produce en la etapa gastrica. Dentro de
la etapa gastrica, los pHs acidos (2-3) y el aumento de la concentracion de
pepsina suponen una mayor bioaccesibilidad, especialmente para el Hg.

El presente estudio muestra que la consideracion de la bioaccesibilidad en
lugar de la concentracion de Hg en el producto fresco supone una disminucion
de la exposicion al toxico, y por tanto un menor riesgo asociado a la ingesta de
estos productos. También se pone de manifiesto que el estudio de la
bioaccesibilidad de Hg y Se debe contemplar aquellos parametros que se
modifican durante la ingesta de alimentos y que como el pH y la pepsina son
determinantes.

PALABRAS CLAVE: Bioaccesibilidad, mercurio, selenio, etapa gastrica, etapa
intestinal, pH, pepsina.

ABSTRACT

Predatory fish tend to accumulate high levels of mercury (Hg). Additionally,
selenium (Se) present in these food products may counteract the toxic effects of
Hg. The aim of the present study was to evaluate Hg and Se bioaccessibility
(the contaminant fraction that solubilises from its matrix during gastrointestinal
digestion) in cooked swordfish and to determine the influence of certain
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parameters of the gastrointestinal digestion (pH, pepsin concentration, stage of
digestion) on Hg and Se bioaccessibility.

The concentrations of Hg in cooked swordfish range between 0,23 and 2,82
mg/kg wet weight (ww). The bioaccessibility varies widely (15-85%), with
concentrations in the bioaccessible fraction ranging from 0,21 to1,07 mg/kg ww.
The concentrations of Se vary between 0,46 and 0,98 mg/kg ww, being the
bioaccessiblity greater and less variable than that observed for Hg (63-100%;
0,41-0,51 mg/kg ph).

The study of the influence of the parameters of the gastrointestinal digestion
evidences that the whole solubilisation occurs in the gastric stage. In this gastric
step, the acidic pHs (2-3) and the increase of the concentration of pepsin bring
about an increases of the bioaccessibility, especially for Hg.

KEYWORDS: Bioavailability, mercury, selenium, gastric phase, intestinal
phase, pH, pepsin.

RESUM

Els peixos predadors tendeixen a acumular alts nivells de mercuri (Hg).
D'altra banda, aquests productes alimentaris son rics en seleni (Se), element
que pot contrarestar els efectes toxics del Hg. L'objectiu del present estudi ha
estat avaluar la bioaccessibilitat (fraccié del contaminant que es solubilitza a
partir de la seva matriu durant la digestié gastrointestinal) del Hg i Se en peix
espasa cuinat, i identificar aquells parametres de la digestio gastrointestinal
(pH, concentracié de pepsina, etapa de la digestid) que poden influir en la
mateixa.

Les concentracions de mercuri en les mostres analitzades oscil-len entre
0,23 i 2,82 mg/kg pes humit (ph). La bioaccessibilitat del Hg varia entre un 15 i
un 85%, sent el rang de concentracions en el bioaccesible molt variable (0,21-
1,07 mg/kg ph). Les concentracions de Se oscil-len entre 0,46 i 0,98 mg/kg ph,
amb una bioaccessibilitat en general major que la de Hg i menys variable (63-
100%, 0,41-0,51 mg/kg ph).

Quant als parametres que influeixen en la solubilitzacié d'aquests elements
traca al seu pas pel tracte gastrointestinal, es posa de manifest que la totalitat
de la solubilitzacié es produeix en l'etapa gastrica. Dins de l'etapa gastrica els
pHs acids (2-3) i I'augment de la concentracié de pepsina suposen una major
bioaccessibilitat, especialment pel Hg.

El present estudi mostra que la consideracié de la bioaccessibilitat en lloc de
la concentracio de Hg en el producte fresc suposa una disminucié de
I'exposicié al toxic, i per tant un menor risc associat a la ingesta d'aquests
productes. També es posa de manifest que I'estudi de la bioaccessibilitat de Hg
i Se ha de contemplar aquells parametres que es modifiquen durant la ingesta
d'aliments i que com el pH i la pepsina son determinants.

PARAULES CLAU: Bioaccessibilitat, mercuri, seleni, etapa gastric, etapa
intestinal, pH i pepsina.



INTRODUCCION

La principal exposicion a mercurio (Hg) para gran parte de la poblacion se
produce a través de los alimentos. Los predadores marinos como pez espada,
atun de gran tamafo, tiburén y marrajo son los que contribuyen en mayor
medida a la ingesta de Hg (SANCO, 2004). El metilmercurio (MeHg), forma
mercurial mayoritaria en estos alimentos, estd considerada un posible
cancerigeno para el hombre por la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el cancer (Grupo 2B, volumen 58. IARC, 1993), ademas de ser un
importante neurotéxico (Grandjean et al., 2010). Su efecto sobre el sistema
nervioso, especialmente durante el desarrollo, ha hecho que en los ultimos
afios agencias responsables de la salud y la seguridad alimentaria
recomienden la disminucién de la ingesta de estos productos pesqueros por
parte de los considerados grupos de riesgo (poblacion infantil, mujeres
embarazadas y en periodo de lactancia) (AESAN, 2011).

Varios estudios epidemiologicos han vinculado la ingesta elevada de MeHg
a través de los productos pesqueros con el desarrollo de determinadas
patologias (Poulin y Gibb, 2008). En un articulo reciente (Grandjean et al.,
2011) se discuten estos estudios y se indica que hay demasiadas
incertidumbres en los mismos como para confirmar la relacién directa entre la
ingesta de MeHg a través de los alimentos y la prevalencia de patologias. Uno
de los hechos que cuestionan esta relacidon es que en muchos casos los
productos pesqueros con elevados contenidos de MeHg son también
importantes fuente de otros nutrientes, como los acidos grasos poliinsaturados,
asi como de elementos con demostrado caracter antagonista del efecto toxico
del Hg, como el selenio (Se). Estudios in vitro e in vivo muestran que el exceso
molar de Se respecto a Hg, disminuye el efecto toxico de la forma mercurial
(Newland et al., 2006).

El Hg y Se presentes en los productos pesqueros se encuentran unidos
principalmente a proteinas y por tanto su absorcion depende de su
solubilizacion durante el paso del alimento por el tracto digestivo. La digestion
gastrointestinal consiste en una serie de etapas enzimaticas a distintos pHs
que disgregan el alimento y liberan los nutrientes y téxicos que lo integran,
favoreciendo asi su posterior absorcion intestinal. Los estudios sobre la
bioaccesibilidad (solubilizacion de un compuesto tras la digestidon
gastrointestinal) del Hg desde los alimentos se han centrado principalmente en
productos pesqueros (Calatayud et al., 2012). Estos estudios muestran una alta
variabilidad de la fraccidn de Hg solubilizada, independientemente del producto
alimentario evaluado. Por otra parte, se ha evidenciado que el cocinado reduce
la solubilizacion de Hg tras la digestion gastrointestinal (Torres-Escribano et al.,
2011) y que determinados componentes de la dieta también reducen la
bioaccesibilidad final del elemento traza (Shim et al., 2009; He y Wang, 2011).
En cuanto al Se los estudios de bioaccesibilidad se han llevado en distintos
productos alimentarios, con especial énfasis en vegetales, cereales y productos
pesqueros (Jaiswal et al., 2011; Moreda et al., 2011; Calatayud et al., 2012). Al
igual que ocurre con el Hg, la bioaccesibilidad del selenio depende de factores
tales como el cocinado y tipo de matriz alimentaria (Moreda et al., 2011).



Los estudios de bioaccesibilidad se realizan mediante ensayos in vitro.
Existen numerosos modelos in vitro estaticos y dinamicos, que intentan emular
este complejo proceso. Las metodologias existentes no tratan de reproducir
fielmente las condiciones de cada uno de los compartimentos del tracto
digestivo, sino mas bien intentan mimetizar algunos de los procesos y/o
factores claves de la digestion gastrointestinal (Ng et al., 2010). Los modelos
dindmicos, aunque mas cercanos a la realidad pues permiten trabajar
modificando variables claves en las etapas de digestion, requieren instrumental
no disponible en la mayoria de laboratorios, manejan volimenes de muestra
que en ocasiones impiden una adecuada determinacién del analito y solo
permiten procesar un numero reducido de muestras en tiempos razonables. En
consecuencia la mayor parte de las investigaciones sobre elementos traza
téxicos utiliza modelos estaticos (Morera et al.,, 2010). Sin embargo, la
simplificacion de los modelos estaticos impide evaluar el efecto del pH, tiempo
de residencia del alimento en el tracto o las variaciones de los niveles
enzimaticos durante el proceso digestivo. Por tanto, se desconoce si estos
factores pueden influir en la solubilizacion del Hg y Se presente en los
productos pesqueros y por ello si los modelos in vitro existentes son adecuados
para evaluar la bioaccesibilidad de estos elementos traza desde los alimentos.

El objetivo de presente proyecto es la evaluacion de la bioaccesibilidad del
Hg y Se presente en muestras de pez espada cocinado y la identificaciéon de
las etapas (gastrica o intestinal) y algunos de los factores de la digestion
gastrointestinal (pH y concentraciones de pepsina) que pueden influir de forma
mas determinante en la bioaccesibilidad de ambos elementos traza.

MATERIALES Y METODOS

Equipos

La mineralizacion por via humeda de las muestras para el analisis de Hg se
llevd a cabo empleando un sistema de microondas de reaccion acelerada
(MARS) (CEM, Vertex, Espafa). La cuantificacion de Hg se realizé mediante un
espectrometro de fluorescencia atomica con vapor frio, CV-AFS (Millennium
Merlin PSA 10.025, PS Analytical, Reino Unido).

La mineralizacion por via seca para el analisis de Se se realizé en un horno
mufla (K1253, Heraeus, Espana). Para la cuantificacion se utilizé un
espectrometro de fluorescencia atdmica con generacion de hidruros, HG-AFS
(Millennium Merlin, PSA Analytical).

Otros equipos utilizados incluyeron: un bafo de arena (PL 5125, Raypa,
Scharlau, Espafia), un agitador mecanico (KS 125 Basic, IKA Labortechnik,
Merck, Espafa), un medidor de pH (pH 526, Multical, Espafia), un bafo de
agua termostatado (Unitronic Orbital C, J.P. Selecta, Espafia) y una centrifuga
(RC-5B Superspeed Refrigerated Centrifuge, Sorvall, Du Pont, EEUU).

Reactivos.

Para la preparacién de estandares y reactivos se utilizé agua desionizada
(18,2 MQ cm), obtenida mediante el sistema Milli Q (Millipore Inc., Millipore



Ibérica, Espafa). Todos los reactivos empleados fueron al menos de grado
analitico.

Las curvas de calibrado para la cuantificaciéon de Hg y Se se prepararon a
partir de soluciones estandar de 1000 mg/L de Hg(ll) [Hg(NOs),, VWR, Espafa]
y Se(lV) (SeOg4, Merck, Espana).

Para los ensayos de bioaccesibilidad se emple6 agua de grado celular (B.
Braun Medical S.A., Espafa) Los enzimas y las sales biliares utilizados se
adquirieron en Sigma (Sigma-Aldrich, Espana): pepsina porcina (actividad
enzimatica 944 U/mg proteina), pancreatina porcina (actividad equivalente a 4 x
especificaciones de la Farmacopea Estadounidense/mg pancreatina) y extracto
biliar (glicina, conjugados de taurina y otras sales biliares).

Otros reactivos utilizados fueron: acido clorhidrico (Merck), acido nitrico
(Merck), hidréxido de sodio (Merck), 6xido de magnesio (Prolabo, Espafia),
nitrato de magnesio (VWR), borohidruro de sodio (Panreac, Espana), peroxido
de hidrégeno (VWR), bicarbonato de sodio (Guinama, Espafia) y cloruro de
estano (Il) dihidratado (Scharlab, Scharlau Chemie, Espafia). Todo el material
empleado se traté con 10% (v/v) de HNO3; durante 24 h y se enjuago tres veces
con agua desionizada antes de su uso.

Muestras analizadas y modo de preparacion.

Se analizaron un total de 12 muestras de pez espada (Xiphia gladius)
adquiridas en comercios de la ciudad de Valencia. Todas ellas correspondian a
rodajas de producto descongelado con un peso medio aproximado de 120 —
150 g.

El pescado fue cocinado en la sartén sin empleo de ingredientes
adicionales. Posteriormente se eliminaron las partes no comestibles y las
muestras resultantes se trituraron, homogenizaron y almacenaron a 4 °C hasta
el momento de su analisis.

Método de simulacion de digestion gastrointestinal.

APLICACION DE LA DIGESTION IN VITRO. CALCULO DE LA
BIOACCESIBILIDAD.

Las muestras cocinadas se sometieron a un proceso de digestion
gastrointestinal in vitro. El método de digestion empleado fue una modificaciéon
del método descrito por Laparra et al. (2003). Brevemente, se pesaron 10 g de
muestra y se anadieron 90 g de agua de grado celular, ajustando el pH a 2,0
con HCI 6 mol/L. Posteriormente se adiciond una solucion de pepsina
preparada en el momento (1 g de pepsina en 10 mL de HCI 0,1 mol/L) para
conseguir 0,02 g de pepsina/10 g de muestra. Finalmente la mezcla se llevé a
un peso de 100 g con agua de grado celular y se incub6 a 37 °C durante 2 h en
continua agitacion (120 golpes/min).

Tras la simulacion de la etapa gastrica, el digerido se enfrio a 4 °C y el pH
se aumentd a 6,5 empleando NaHCO3; 1 mol/L. Posteriormente se afiadié una
mezcla de pancreatina y extracto biliar (0,2 g de pancreatina y 1,25 g de
extracto biliar en 50 mL de NaHCOs; 0,1 mol/L) para conseguir una



concentracion final de 0,0025 g de pancreatina y 0,015 g de extracto biliar/10 g
de muestra. La mezcla se llevé a 100 g con agua de grado celular y se incubd a
37 °C durante 2 h en agitacion.

Tras la digestion, las muestras se transfirieron a tubos de centrifuga de
polipropileno y se centrifugaron a 10000 rpm y 4 °C durante 30 minutos. El
esquema del proceso de digestion se muestra en la figura 1.

Muestra

\ 4

DIGESTION GASTRICA

pH 2 (HCI 6 mo/L)

Pepsina

Incubacion en bafio de agua con
agitacion (37 °C/2 h)

DIGESTION INTESTINAL

«—— pH 6,5 (NaHCO; 1 mol/L)

Pancreatina - extracto biliar
<4«— Incubacion en bafio de agua con
agitacién (37 °C/2 h)

v
pH 7,2 (NaOH 0,5 mol/L)

Centrifugacion
10.000 rpm/4 °C/30 minutos

A 4 \ 4

Residuo Fraccion soluble
(BIOACCESIBLE)

FIGURA 1. Esquema del modelo de digestion gastrointestinal in vitro.

En la fraccion soluble obtenida (bioaccesible) se cuantificaron los contenidos
totales de Se y Hg, y se determind la bioaccesibilidad empleando la ecuacion 1.

Bioaccesibilidad = [A/B] x 100 (Ec. 1)

donde: A = contenido de Hg 6 Se en la fraccidon bioaccesible
B = contenido de Hg 6 Se en el producto cocinado



INFLUENCIA DE LA ETAPA DE DIGESTION EN LA SOLUBILIZACION DE Hg
Y Se.

Para evaluar la influencia de la etapa de digestion (gastrica o intestinal) en
la bioaccesibilidad se analizaron 5 muestras. De cada muestra se destiné una
porcidon (10 g) al proceso completo de digestion gastrointestinal tal y como se
describe en el apartado 4.1 y otra porcién (10 g) unicamente a la etapa
gastrica. En este ultimo caso, las muestras tras la digestion con pepsina
durante 2 h, fueron centrifugadas a 10000 rpm, 30 minutos a 4 °C,
determinandose el Se y Hg en el sobrenadante. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado. El esquema de trabajo se muestra en la figura 2.

Pez Espada

v

Cocinado

v

Triturado y homogenizado

o

Bioaccesibilidad Se total Hg total

A 4 A 4

GASTRICA GASTROINTESTINAL

I }

Soluble Soluble
Hg total Se total Hg total Se total

FIGURA 2. Esquema de trabajo del estudio de la influencia de la etapa de digestion
en la solubilizacion de Hg y Se.



INFLUENCIA DEL pH EN LA SOLUBILIZACION DE Hg Y Se DURANTE LA
ETAPA GASTRICA.

La influencia del pH se evalud en la etapa gastrica empleando 2 muestras
de pez espada cocinadas. Cada muestra se separ6 en 5 porciones de 10 g
para ensayar distintos pHs (2, 3, 4, 5 y 6). A cada porcién se le afadié 90 g de
agua de grado celular, ajustando la muestra al pH de interés con HCI 6 mol/L.
Tras llevar la muestra a 100 g con agua de grado celular se aplicé la etapa de
digestion gastrica, tal y como se describe en el apartado 4.1. El digerido
obtenido se centrifugd a 10000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y posteriormente
se analizaron los contenidos de Hg y Se en la fraccion soluble. Los ensayos se
llevaron a cabo por duplicado.

INFLUENCIA  DE LA CONCENTRACION DE PEPSINA  EN LA
SOLUBILIZACION DEL Hg Y Se DURANTE LA ETAPA GASTRICA.

La influencia de la concentracion de pepsina se evalud en la etapa gastrica
empleando dos aproximaciones. En una primera aproximaciéon se analizd la
influencia de la presencia o no de pepsina a distintos pHs (2, 4 y 6). Para llevar
a cabo este estudio se emplearon dos muestras de pez espada cocinadas y
homogenizadas, las cuales se dividieron en 6 porciones de 10 g que se
sometieron a la digestion gastrica descrita en el apartado 4.1. Los resultados
de la primera aproximacion, centraron los estudios en el pH donde habia una
mejor respuesta a la presencia de pepsina. Asi la segunda aproximacion se
realizd so6lo a pH 2, empleando diferentes concentraciones de pepsina (0,01;
0,02; 0,04; 0,06; 0,08 y 0,13 g pepsina/10 g muestra fresca, para un volumen
de ensayo de 100 mL). En esta segunda aproximacion se emplearon 2
muestras cocinadas. Cada una de ellas se dividié en 6 porciones de 10 g, que
se sometieron a la etapa gastrica empleando distintas concentraciones de
pepsina.

Determinacion de Hg.

Las muestras cocinadas (0,5 g) y las fracciones bioaccesibles (4 mL) fueron
tratadas con 4 mL de HNO; 14 mol/lL y 1 mL de H;O, (30% v/v) en un
microondas operando a 800 W. Tras la digestion, las muestras se transfirieron
a vasos de precipitado, los cuales se mantuvieron abiertos durante 12 h para
conseguir la evaporacion de vapores nitrosos y reducir, de esta forma, posibles
interferencias en la lectura.

Las condiciones analiticas empleadas para la determinacion de Hg
mediante CV-AFS fueron las siguientes: agente reductor, 2% (m/v) SnCl, en
1,8 mol/L HCI, 4,5 mL/min; reactivo blanco, HCI 0,6 mol/L, 9 mL/min; gas
portador, argon, 0,3 L/min; gas de secado, aire, 2,5 L/min; tiempo de demora,
15 s; tiempo de medida, 40 s; tiempo de retorno a linea base, 60 s; rango de
amplificacion, 100; filtro, 32. En todos los ensayos, el control de calidad de las
medidas se realiz6 mediante el analisis del material de referencia certificado
(QCI-049-1 Trace Metals AA Sample 1, LCG Standards, Espafa, valor
certificado: 40,8 £ 1,19 pg/L).



Determinacién de Se.

Las muestras cocinadas (1 g) y las fracciones bioaccesibles (10 mL) fueron
tratadas con 1 mL de agente de mineralizacién (20% m/v MgNO3; + 2% m/v
MgO) y 5 mL de 7 mol/L HNO3 (v/v). Las muestras tratadas se evaporaron en
un bafo de arena hasta sequedad y se mineralizaron empleando un horno
mufla. La temperatura inicial del horno (150 °C) se incrementd progresivamente
(50 °C/h) hasta alcanzar (425 + 25) °C. Esta temperatura se mantuvo durante
12 horas. El proceso de mineralizacion se repitio hasta conseguir cenizas
blancas mediante la adicion de 5 mL de 7 mol/L HNOs3 (v/v).

Las cenizas blancas obtenidas se disolvieron en 5 mL de HCI 6 mol/L y 5
mL de agente reductor (5% m/v Kl + 5% m/v acido ascoérbico). Tras 30 minutos,
la solucion se llevé a volumen final con HCI 6 mol/L y se filtré con papel de filtro
Whatman No. 1. La reduccién de Se (VI) a Se (V) para su lectura se llevd a
cabo por calentamiento en bano a 90 °C durante 20 min.

Las condiciones analiticas empleadas para la determinacion de Se
mediante HG-AFS fueron las siguientes: agente reductor, 1,2% NaBH4 en 0,4%
NaOH (m/v), 4,5 mL/min; reactivo blanco, HCI 4,5 mol/L, 9 mL/min; gas
portador, argén, 0,13 L/min; gas de secado, aire, 2,5 L/min, tiempo de demora,
15 s; tiempo de medida, 30 s; tiempo de retorno a linea base, 60 s; rango de
amplificacion, 10; filtro, 32. En todos los ensayos, el control de calidad de las
medidas se realizé mediante el andlisis del material de referencia (QCI-049-1
Trace Metals AA Sample 1, valor certificado: 27,5 + 0,843 ug/L).

Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el analisis de varianza (ANOVA)
de uno o dos factores con comparaciones multiples post hoc empleando el test
HSD de Tukey (SigmaPlot, versién 12). Las diferencias se consideraron
significativas con p<0.05.

RESULTADOS

Contenidos de Hg y Se en pez espada cocinado

La tabla 1 muestra los contenidos de Hg y Se en las muestras de pez
espada cocinadas, asi como los ratios molares Hg/Se. Los contenidos de Hg
oscilan entre 0,23 y 2,82 mg/kg peso humedo (ph), similares a los hallados por
otros autores en este tipo de producto pesquero (0,031 - 4,2 mg/Kg ph; Plessi
et al., 2001; Cabanero et al., 2004, 2005 ,2007; Branco et al., 2007; Torres
Escribano et al., 2010; Yamashita et al., 2011; Calatayud et al., 2012). Tras el
cocinado, el 50% de las muestras superan el limite de Hg permitido por la
legislacién vigente en Espana para esta especie de pescado cruda (1 mg/kg
ph) (Reglamento CE No 1881/2006).

Los contenidos de Se oscilan entre 0,46 y 0,98 mg/Kg ph. Algunas de las
muestras presentan valores superiores a los observados por otros autores en
este mismo tipo de producto (0,25 - 0,70 mg/Kg ph, Plessi et al.,, 2001;
Cabanero et al., 2004, 2005 ,2007; Branco et al., 2007; Yamashita et al., 2011;
Calatayud et al., 2012).
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Las relaciones molares Hg/Se, parametro que se emplea para evaluar
riesgos/beneficios de la ingesta de un producto con Hg, varian entre 0,19 y
2,28. Se considera que un exceso molar de Se respecto a Hg, y por tanto, un
ratio inferior a la unidad, podria proteger del efecto téxico del Hg. De las 6
muestras que superaban el limite legislado para Hg, so6lo 3 presentan un ratio
molar superior a la unidad. Otros estudios también muestran que productos
pesqueros correspondientes a peces predadores con concentraciones de Hg
superiores a la legislada y que por tanto, no podrian comercializarse,
presentan valores del ratio molar Hg/Se inferiores a la unidad (Plessi et al.,
2001; Endo et al., 2002; Cabariero et al., 2007; Kaneko y Ralston., 2007;
Burger y Gochfeld, 2011).

TABLA 1. Concentraciones de Hg y Se (expresados como mg/kg peso humedo, ph) y
valores del ratio molar Hg/Se en muestras de pez de espada cocinadas (media *

desviacién estandar, n=12).

Muestra Hg Se Ratio Molar Hg/Se
1 2,82 +0,27 0,49 £ 0,04 2,28
2 0,42 £ 0,02 0,50 + 0,03 0,38
3 1,27 £ 0,03 0,46 + 0,01 1,08
4 0,92 £ 0,002 0,67 £ 0,07 0,54
5 1,41 +£ 0,08 0,63 + 0,001 0,88
6 0,62 £ 0,05 0,71 £ 0,03 0,35
7 1,88 £ 0,18 0,98 £ 0,12 0,76
8 0,23 £ 0,006 0,48 £ 0,02 0,19
9 1,67 £ 0,04 0,83 £ 0,001 0,79
10 2,50 + 0,04 0,74 + 0,001 1,32
11 0,91 £ 0,001 0,57 £ 0,008 0,63
12 0,73 £0,02 0,65 + 0,02 0,44

Influencia de etapa digestiva sobre la bioaccesibilidad de Hg y Se.

Las figuras 3 y 4 muestran respectivamente los contenidos de Hg y Se en
las muestras cocinadas, asi

bioaccesibles

gastrointestinal.

tras someter

el

los contenidos de
alimento a wuna digestion gastrica o

las fracciones
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FIGURA 3. Concentraciones de Hg en muestras de pez espada (barras azules) y en la
fraccidon bioaccesible tras aplicacion de una digestién gastrica (barras rojas) o
gastrointestinal (barras verdes). Valores expresados en mg/Kg ph (media * desviacion
estandar, n=3). Los asteriscos muestran diferencias significativas (p<0,05) entre los
contenidos bioaccesibles de la etapa gastrica y gastrointestinal.

Los contenidos de Hg en la fraccion bioaccesible procedente de la etapa
gastrica oscilan entre 0,38 y 1,29 mg/kg ph. Los contenidos solubilizadas tras la
digestion  gastrointestinal muestran en general una  disminucion
estadisticamente significativa con respecto a la digestion gastrica, con valores
entre 0,21 y 1,07 mg/kg ph. La bioaccesibilidad tras la aplicacion de todo el
proceso digestivo oscila entre 15 y 85%. Investigaciones previas sobre la
bioaccesibilidad gastrointestinal de Hg en pez espada muestran una menor
variabilidad de los contenidos bioaccesibles (55 — 83%; Torres Escribano et al.,
2009; Calatayud et al., 2012).
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FIGURA 4. Concentraciones de Se en muestras de pez espada (barras azules) y en la
fraccidn bioaccesible tras aplicacion de una digestién gastrica (barras rojas) o
gastrointestinal (barras verdes). Valores expresados en mg/Kg ph (media + desviacion
estandar, n=3).
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Los contenidos de Se en la fraccion procedente de la digestidn gastrica
oscilan entre 0,46 y 0,53 mg/Kg peso humedo. Tras la digestion gastrica se
solubiliza entre un 75 y un 100% del Se presente en el pez espada. La
bioaccesibilidad del Se es en general mayor que la observada para el Hg,
hecho que ya documentan otros estudios en el mismo tipo de pescado
(Cabanero et al., 2004; Calatayud et al., 2012). Los contenidos de Se
bioaccesible tras aplicar la digestion completa (0,41-0,51 mg/Kg ph) no
presentan diferencias significativas (p<0,05) a los obtenidos tras la digestion
gastrica, con una bioaccesibilidad entre el 63 y 100 %.

Los resultados muestran que la solubilizacion del Hg y Se en el pez espada
se produce principalmente durante la etapa gastrica. Durante la etapa intestinal
no aumenta la solubilizacion de estos elementos, incluso en el caso de Hg
supone un ligero descenso de los contenidos en la fraccidon soluble respecto a
los hallados a la etapa gastrica. Los ratios molares de Hg/Se en la fraccién
bioaccesible obtenida tras la digestion completa son en todas las muestras
inferiores a la unidad (0,16 y 0,97).

Influencia del pH de la etapa gastrica sobre la bioaccesibilidad de Hg y Se.

La figura 5 muestra el porcentaje de bioaccesibilidad del Hg y Se tras aplicar
la etapa gastrica a distintos pHs. Los resultados ponen de manifiesto que el pH
es un factor determinante, especialmente en la bioaccesibilidad del Hg, ya que
a pH mayores o iguales que 4 este elemento traza no se solubiliza durante la
digestiéon. Para el Se, el descenso es menos acentuado pasando de una
solubilizacion del 100% a pH 2 a un 60% a pH 4. A partir de pH 4, la
bioaccesibilidad de este elemento no es dependiente del pH.
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FIGURA 5. Bioaccesibilidad del Hg y Se en muestras de pez de espada cocinadas en
funcién del pH aplicado durante la etapa gastrica. Valores expresados como
porcentajes respecto al contenido inicial del producto cocinado (media * desviacion
estandar, n=3).
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Influencia de la concentracion de pepsina en la etapa gastrica sobre la
bioaccesibilidad de Hg y Se.

Para el Hg se pone de manifiesto que a pH 2 y 4 la solubilizacién es
significativamente superior (p<0,05) en presencia de pepsina. A pH 6 no
existen diferencias significativas (p>0,05), pero la cantidad solubilizada es
despreciable. En el Se, la presencia de pepsina solamente produce cambios
significativos en la bioaccesibilidad cuando la etapa gastrica se lleva a cabo a
pH 2.

TABLA 2. Concentraciones de Hg y Se en muestras de pez espada y en la fraccion
bioaccesible tras aplicacion de la etapa gastrica a distintos pHs. Valores expresados
en mg/Kg ph (media *+ desviacién estandar, n=3

pH 2 pH4 pH6
Conc_:e_n?racic')n Con Pepsina S”? Con Pepsina Sin Pepsina Con Pepsina Sin Pepsina
inicial Pepsina

Hg

1,67 + 0,04 1,60 £ 0,14 0,18 +£0,03 | 0,030+0,001 | 0,007 +0,001 | 0,014 +£0,004 | 0,004 + 0,001

2,50 + 0,04 1,38+ 0,26 0,05+0,02 | 0,030+ 0,002 0,01 £ 0,001 <0,002 <0,002
Se
0,833 + 0,001 0,83 £ 0,02 0,37 £0,04 | 0,41+0,013 0,420 + 0,034 | 0,420+ 0,003 | 0,420 + 0,006
0,743 + 0,001 0,67 £ 0,06 0,30 £ 0,05 0,38 + 0,01 0,380 + 0,005 | 0,420 + 0,004 0,40 £ 0,02

Teniendo en cuenta que los efectos mas marcados relacionados con la
presencia o no de pepsina se ponen de manifiesto a pH 2, se ha evaluado la
influencia a pH 2 de la concentracion de pepsina empleada en la digestion
gastrica. Las figuras 6 y 7 muestran respectivamente los contenidos
bioaccesibles de Hg y Se obtenidos tras aplicar la digestion gastrica a distintas
concentraciones de pepsina.

Para el Hg, en las dos muestras analizadas se pone de manifiesto que
hasta concentraciones de pepsina de 0,06 g, un aumento en la concentracion
de pepsina supone un incremento en el contenido solubilizado. Para el Se en
cambio, no se observa un efecto de la concentracion de pepsina en la
solubilizacion.
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FIGURA 6. Concentraciones de Hg en la fraccion bioaccesible tras aplicaciéon de la
etapa gastrica con distintas concentraciones de pepsina. Valores expresados en
mg/Kg ph (media * desviacion estandar, n=3).
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FIGURA 7. Concentraciones de Se en la fraccion bioaccesible tras aplicaciéon de la
etapa gastrica con distintas concentraciones de pepsina. Valores expresados en
mg/Kg ph (media * desviacion estandar, n=3).
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DISCUSION

El pez espada acumula importantes concentraciones de mercurio,
principalmente en forma de metilmercurio (Torres Escribano et al., 2010;). Por
ese motivo, diferentes organismos relacionados con la seguridad alimentaria y
la salud publica recomiendan limitar su consumo en nifios de corta edad (entre
1y 30 meses), mujeres embarazadas o que puedan llegar a estarlo y mujeres
en periodo de lactancia (FDA, 2004; FAO/WHO, 2006; AESAN, 2011). Sin
embargo, este producto pesquero también es una fuente de Se, elemento traza
antagonista del efecto téxico del Hg. Por este motivo, actualmente se considera
que en la evaluacion del riesgo asociado al consumo de alimentos con altos
contenidos de Hg, debe contemplarse el aporte de Se de esos productos
(Raymond y Ralson, 2004).

En el presente estudio se ha puesto de manifiesto que el 50% de las
muestras de pez espada cocinado analizadas superan el limite establecido por
la legislacion vigente para este pescado fresco [1 mg/Kg ph, Reglamento (CE)
No 1881/2006]. El consumo habitual de este pescado (150 g) supondria una
ingesta de mercurio entre 35 y 423 ug, que en su totalidad se encontraria como
MeHg. La Organizacion Mundial de la Salud establece una ingesta semanal
tolerable (IST) para el MeHg de 1,6 pug/kg de peso corporal (FAO/WHO/Expert
Committee on Fodd Additives, 2006). Suponiendo un peso corporal medio de
65 Kg para un adulto, la IST no deberia exceder los 104 ug de MeHg. El
consumo semanal de una racion de la mayoria de las muestras analizadas en
el presente estudio, superaria ampliamente esta ingesta recomendada. Este
problema se agravaria para la poblacion infantil cuya ingesta semanal de MeHg
no deberia superar 40 ug.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo han
evidenciado que el pez espada es una fuente importante de selenio. El
consumo de las muestras analizadas supondria un aporte de selenio entre 69 y
147 pg/dia, que supliria las ingestas diarias recomendadas (55-70 ug/dia, OMS
2011). El selenio es un elemento traza esencial, ya que forma parte de
numerosos selenoenzimas relacionados con el mantenimiento del balance
redox (Ralston et al., 2008; Forceville et al., 2006). Estudios in vivo e in vitro
han mostrado su papel protector frente a la aparicion de enfermedades tales
como la diabetes, patologias cardiovasculares, e incluso procesos
cancerigenos (Jerome-Morais et al., 2011). Asimismo, el selenio es conocido
como agente que reduce la toxicidad de numerosos xenobidticos como el
mercurio. En este sentido, se ha puesto de manifiesto que la presencia de
selenio disminuye el efecto toxico del mercurio (Raymond y Ralson, 2006). Por
este motivo, algunos estudios indican que la relacién molar Hg/Se en la dieta
es un parametro mas adecuado que las concentraciones individuales de Hg a
la hora de hacer estimaciones sobre los riesgos asociados a la exposicion
(Kaneko y Ralston, 2007). En concreto, se ha puesto de manifiesto que ratios
Hg/Se inferiores a la unidad suponen un menor efecto téxico del Hg (Raymond
y Ralson, 2006). En el presente estudio algunas de las muestras que
inicialmente sobrepasan el limite legislado y la ingesta recomendada para el
Hg, presentan un ratio molar inferior a la unidad y podrian no representar un
riesgo.
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La evaluacion del riesgo asociado a la presencia de contaminantes no suele
contemplar las etapas posteriores a la ingesta, las cuales modifican la cantidad
de contaminante que llega a circulacion sistémica. Entre estos procesos cabe
destacar la digestion gastrointestinal, que disgrega la matriz alimentaria y
solubiliza el contaminante para su posterior absorcion. En el presente trabajo
se pone de manifiesto que tras la aplicacion de una digestion gastrointestinal in
vitro, la fraccion de Hg solubilizada o bioaccesible no supera, para la mayoria
de las muestras, el 50% del contenido inicial en el pez espada. Si utilizan los
contenidos solubilizados tras la digestion gastrointestinal (0,21-1,07 mg/kg)
para evaluar el riesgo, s6lo una de las muestras sobrepasaria la ingesta
recomendada. En todas las muestras analizadas, la estimacion del riesgo en
base al contenido bioaccesible supone una disminucién respecto al riesgo
estimado en base al contenido en el producto cocinado.

La solubilizacion de elementos traza depende de numerosos factores: tipo
de matriz alimentaria, formas de preparacion, forma quimica del elemento
(Moreda Pifieiro, 2011). Se sabe que el Hg y Se se encuentran en las matrices
alimentarias unidos principalmente a grupos sulfhidrilo de las proteinas
(Ralston et al., 2008). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la
solubilizacion del Se es mayor que la de Hg en un mismo producto pesquero.
Esto hace que los contenidos bioaccesibles de selenio superen en la mayoria
de los casos a los de mercurio y que por lo tanto el molar ratio Hg/Se de la
fraccidn bioaccesible sea inferior a la unidad. Atendiendo a estos resultados,
podemos decir que la cantidad de selenio que podria llegar a la circulacién
sistémica es mayor a la del mercurio, contrarrestando el efecto toxico, tal y
como indican trabajos previos (Raymond y Ralston., 2006). Sin embargo,
teniendo en cuenta la complejidad del proceso absortivo, son necesarios
estudios adicionales que evaluen la cantidad de ambos elementos que llegan al
torrente circulatorio, para poder confirmar este punto.

El presente trabajo muestra la importancia de la bioaccesibilidad en la
evaluacion de la seguridad alimentaria. Sin embargo, la evaluacion de este
parametro es un tema en continuo debate. No existe un método universal, y en
la mayoria de los casos los métodos empleados no estan validados ni
suficientemente contrastados. Por otro lado, los modelos estaticos, mas
empleados por su sencillez, no tienen en cuenta las modificaciones de
parametros del proceso digestivo que ocurren in vivo y que podrian ser
determinantes. Asi, la mayoria de modelos estaticos mantiene el pH cercano a
2 durante todo el periodo de la etapa gastrica. Sin embargo, tras una ingesta se
produce un aumento del pH estomacal, que dependiendo del alimento y el
individuo puede llegar a alcanzar valores cercanos a la neutralidad en los
primeros momentos, y que posteriormente disminuye hasta los niveles basales
(Dressman et al.,, 1990; Oomen et al., 2002). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que la mayor solubilizacion se produce a pHs acidos
(2-3), coincidiendo con el pH 6ptimo de la pepsina gastrica. Por tanto, el
mantenimiento del pH durante todo el proceso gastrointestinal in vitro en
valores acidos favorece la solubilizacién, especialmente en el caso del Hg, lo
que podria conllevar sobreestimaciones de la bioaccesibilidad.

Otro factor importante en el proceso de digestién es la concentracion de la
pepsina gastrica, especialmente para compuestos con alto contenido proteico
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(Kalantzi et al., 2006). La concentracién habitual de pepsina en los modelos in
vitro (0,1-0,2 mg/mL, Oomen et al., 2002; Laparra et al., 2003) es la presente
en el estbmago en ayunas, pero no representa lo que ocurre tras la ingesta de
alimentos. Investigaciones previas indican que el contenido de pepsina tras la
ingesta de alimentos oscila entre 0,26-1,0 mg/mL (Kalantzi et al., 2006). Los
resultados obtenidos en el presente proyecto muestran que el aumento de la
concentracion de pepsina en la etapa gastrica favorece la solubilizacién de Hg,
pero no afecta a la bioaccesibilidad del Se. ElI mantenimiento de Ia
concentracion de pepsina en los valores habituales empleados en los modelos
estaticos supondria una menor bioaccesibilidad del Hg, y en este caso una
subestimacién de la cantidad de Hg disponible para la absorcion. Estos datos
indican la importancia de una adecuada seleccién del modelo in vitro para
valorar la bioaccesibilidad. Asimismo ponen de manifiesto que el
comportamiento cada elemento en el proceso digestivo es distinto, y que su
solubilizacion no se ve afectada por los mismos factores incluso dentro de una
misma matriz alimentaria.

CONCLUSIONES

La estimacion del riesgo asociado a la ingesta de Hg y Se a través de los
alimentos varia al considerar la bioaccesibilidad en lugar de los contenidos.
Esta bioaccesibilidad esta afectada por las condiciones de ensayo del modelo
gastrointestinal utilizado. La solubilizacion del mercurio durante la etapa
gastrica es altamente dependiente del pH y de la concentracion de pepsina, y
este contenido solubilizado disminuye significativamente tras la etapa intestinal.
El selenio, presenta un comportamiento distinto, ya que su solubilizacion sélo
esta afectada por el pH, siendo el efecto de este factor menos destacable que
el observado para Hg. Tras la digestion gastrointestinal, la bioaccesibilidad del
Hg es inferior a la del Se, observandose una relacion molar Hg/Se en la
fraccion bioaccesible inferior a la unidad en todas las muestras de pez espada
analizadas.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de investigar en
profundidad como la variacién que in vivo presentan diferentes parametros de
la digestidbn gastrointestinal puede afectar a la bioaccesibilidad de los
elementos traza y en consecuencia a la utilidad de este tipo de estudios in vitro
para la estimacion del riesgo asociado al consumo de ciertos alimentos.
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