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REDUCCION DE LA BIOACCESIBILIDAD DE MERCURIO
EMPLEANDO ESTRATEGIAS DIETETICAS

Sanchez-Jiménez, V*., Jadan, C2., Vélez, D?, Devesa, V?

RESUMEN

Los alimentos son la principal fuente de exposicion al mercurio. El
consumo de pescado, especialmente de grandes depredadores marinos,
aporta cantidades de metilmercurio (CH3Hg) consideradas de riesgo para
ciertos grupos poblacionales. Para ejercer su efecto toxico, el mercurio
ingerido con los alimentos debe ser solubilizado durante la digestion y
absorbido a través del epitelio gastrointestinal. El presente trabajo estudia la
capacidad de ciertos componentes o aditivos alimentarios para disminuir la
cantidad de mercurio soluble tras la digestion gastrointestinal
(bioaccesibilidad).

Inicialmente se ha evaluado el efecto de 29 componentes o aditivos sobre
la solubilidad de patrones acuosos de Hg(ll) y CH3Hg sometidos a las
condiciones de digestion gastrointestinal. Aquellos que han producido una
disminucion significativa de la solubilidad de ambas especies de mercurio,
han sido ensayados en alimentos, concretamente en muestras de atiun de
aleta amarilla (Thunnus albacares), con el fin de disminuir la cantidad de
mercurio soluble tras la digestion de esta matriz alimentaria. Los resultados
obtenidos evidencian que algunos compuestos disminuyen de forma muy
significativa la bioaccesibilidad de mercurio desde el alimento (lignina: 64-
98%, acido tanico: 58-78%, hidroxipropilmetilcelulosa: 35-73%, pectina: 30-
66%, metilcelulosa: 39-54%, carboximetilcelulosa: 19-42%). En general,
estos compuestos no afectan a la bioaccesibilidad de elementos traza
esenciales (Ca, Mg, K, Fe y P) ni de las proteinas de la matriz alimentaria
estudiada y por tanto, no afectan al valor nutricional del alimento. Los
resultados obtenidos apuntan a estos compuestos como buenas estrategias
dietéticas para reducir el efecto de la exposicién oral a mercurio.

PALABRAS CLAVE: bioaccesibilidad, mercurio, componentes dietarios,
atun.

ABSTRACT

Food is the main source of human exposure to mercury. Fish
consumption, especially marine large predators, provide high amounts of
methylmercury (CH3Hg), which can represent a risk for certain population
groups. To exert its toxic effect, mercury ingested with food must be
solubilized during digestion and absorbed through the gastrointestinal
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epithelium. This paper studies the ability of certain food components or
additives to reduce amount of soluble mercury after the gastrointestinal
digestion (bioaccessibility).

Initially the effect of 29 components or additives on the solubility of
aqueous standards of Hg(ll) and CHzHg subject to the conditions of
gastrointestinal digestion has been evaluated. Those compounds that have
decreased the solubility of both mercury species, have been tested in
samples of yellowfin tuna (Thunnus albacares), in order to decrease the
amount of soluble mercury after the digestion of this food matrix. The results
show that some of these compounds reduce the bioaccessibility of Hg (tannic
acid: 58-78%; pectin: 30-66%, carboxymethyl cellulose: 19-42%,
hydroxypropyl methylcellulose: 37-73%, methylcellulose: 39-54%, lignin: 64-
98%). These compounds do not affect the bioaccessibility of essential trace
elements (Ca, Mg, K, Fe and P) or proteins and therefore they do not affect
the nutritional value of this food product. The results point to these
compounds as good dietary strategies to reduce oral exposure to mercury

KEYWORDS: bioaccessibility, mercury, dietary components, tuna.

RESUM

Els aliments son la principal font d'exposici6 humana al mercuri. El
consum de peix, especialment de grans depredadors marins, aporta
quantitats de metilmercuri (CH3sHg) considerades de risc per a certs grups
poblacionals. Per exercir el seu efecte toxic, el mercuri ingerit amb els
aliments ha de ser solubilitzat durant la digestio i absorbit a través de I'epitel
gastrointestinal. El present treball estudia la capacitat de certs components o
additius alimentaris per disminuir la quantitat de mercuri soluble després de
la digestid gastrointestinal (bioaccesibilitat).

Inicialment s'ha avaluat l'efecte de 29 components o additius sobre la
solubilitat de patrons aquosos de Hg(ll) i CHzHg sotmesos a les condicions
de digestié gastrointestinal. Aquells que han produit una disminucio
significativa de la solubilitat d'ambdues especies de mercuri, han estat
assajats en aliments, concretament en mostres de tonyina d'aleta groga
(Thunnus albacares), amb la finalitat de disminuir la quantitat de mercuri
soluble després de la digestid d'aquesta matriu alimentaria. Els resultats
obtinguts evidencien que alguns compostos disminueixen de forma molt
significativa la bioaccesibilitat de mercuri des de l'aliment (lignina: 64-98%,
acid tanic: 58-78%, hidroxipropilmetil cel.lulosa: 35-73%, pectina: 30-66%,
metilcel.lulosa: 39-54%, carboximetil cel.lulosa: 19-42%). Aquests compostos
no afecten a la bioaccesibilitat d'elements traca essencials (Ca, Mg, K, Fe i
P) ni de les proteines de la matriu alimentaria estudiada i per tant, no afecten
el valor nutricional de l'aliment. Els resultats obtinguts apunten a aquests
compostos com a bones estrategies dietetiques per reduir I'exposicio oral a
mercuri.

PARAULES CLAU: bioaccesibilitat, mercuri, components dietétics, tonyina.



1. INTRODUCCION

El mercurio (Hg) es uno de los contaminantes con mayor distribucién en
la naturaleza. El agua, el aire y los alimentos son las principales fuentes de
exposicion. Las formas mercuriales mayoritarias en la dieta son el mercurio
inorganico divalente [Hg(Il)] y el metilmercurio (CH3zHg). Los productos de la
pesca, especialmente los grandes depredadores, son las principales fuentes
dietarias de CH3Hg, aunque también presentan concentraciones relevantes
de Hg(ll) (EFSA, 2012). Algunos productos vegetales como las setas
también contribuyen a la exposicion dietaria de Hg(ll) (Kalac y Svoboda,
2000).

Los principales efectos de la exposicion a Hg se manifiestan a nivel
neurolégico, inmunoldgico, hematoldgico y renal (NTP, 1993). Esta toxicidad
depende de la dosis, la forma quimica y la ruta de exposicion. Teniendo en
cuenta el carécter neurotoxico y la transmision fetal, especialmente del
CH3Hg, se consideran grupos poblacionales de riesgo las mujeres
embarazadas y los nifios. Por ello, algunas organizaciones responsables de
la seguridad alimentaria y la salud han emitido recomendaciones para limitar
o reducir el consumo de determinados productos pesqueros en estos grupos
vulnerables (FSA, 2003; USEPA, 2004; Health Canada, 2008).

El hecho de que muchas de las matrices alimentarias con elevados
contenidos en Hg sean importantes fuentes de nutrientes y compuestos con
alto valor bioldgico, y que en algunos casos constituyan la base de la dieta
local, hacen dificil la reduccién de su consumo. Como alternativa para
disminuir la exposicion al toxico se ha intentado reducir los contenidos de
este metal en los alimentos antes de su comercializacion, tratando los
productos pesqueros con sustancias quelantes, cisteina, NaCl y EDTA
(Hajeb y Jinap, 2012). Algunos de estos enfoques han tenido éxito a nivel de
laboratorio, pero no se han extrapolado a la industria, posiblemente debido a
dificultades técnicas 0 a cambios organolépticos, estructurales o
nutricionales del producto alimenticio.

Otra posible forma de intervencion para reducir el efecto de la exposiciéon
oral a un toxico alimentario, consiste en actuar después de la ingesta del
alimento, reduciendo su absorcion. Durante la digestion gastrointestinal, el
alimento sufre una serie de procesos fisicos y quimicos que permiten la
solubilizacién de sus componentes. El Hg liberado de la matriz puede unirse
a otros componentes alimentarios presentes en el lumen formando
complejos con caracteristicas diferentes a las del Hg presente inicialmente
en el alimento, hecho que va a afectar su llegada a la circulacion sistémica.
Se ha descrito que la biodisponibilidad oral de Hg, es decir, la fraccion del
metal que alcanza el torrente sanguineo tras la ingesta, se ve influenciada
por la presencia de determinados componentes alimentarios. Janle et al.
(2015) muestran que el Hg presente en pez espada es absorbido con mas
eficacia en ratas cuando se administra simultaneamente con extracto de té
verde. Este mismo efecto se ha observado en humanos alimentados con dos
comidas de pescado y 6 tazas de té al dia durante 3 dias consecutivos



(Canuel et al., 2006). Por el contrario, la presencia de fibras insolubles
reduce in vivo la absorcion de CH3Hg (Rowland et., 1986). Por tanto, existen
componentes en la dieta que aumentan o reducen la cantidad de Hg que,
tras la ingesta de alimentos, llega a la circulacion sistémica y se acumula en
los 6rganos diana. Este hecho permite valorar la posible utilizacion de
componentes alimentarios como estrategias dietéticas para reducir la llegada
de este metal al torrente sanguineo. Una forma de actuar para conseguir
este objetivo es reducir la fraccion de mercurio que queda soluble tras la
digestion en el tracto gastrointestinal y que esta disponible para su
absorcion, es decir, reducir la bioaccesibilidad.

El objetivo de este trabajo es la busqueda de componentes de los
alimentos o aditivos alimentarios que reduzcan la bioaccesibilidad de Hg(ll) y
CHsHg de los alimentos, con el fin de disminuir la cantidad de Hg disponible
para la absorcion intestinal. Para este proposito, se ha ensayado el efecto de
29 compuestos sobre la cantidad de Hg soluble tras la digestidon
gastrointestinal de disoluciones acuosas de las formas mercuriales y de
atan, matriz con altos niveles de Hg.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Muestras y componentes dietarios o aditivos.

Se compraron muestras de atun de aleta amarilla (Thunnus albacares) en
diferentes supermercados de la ciudad de Valencia (Espafa). Todas las
muestras fueron cocinadas a la plancha sin adicion de otros ingredientes.
Posteriormente fueron trituradas, homogeneizadas y conservadas a 4°C
hasta su analisis.

Los componentes o aditivos alimentarios (n=29) ensayados se describen
en la tabla 1. Las concentraciones de cada uno de los compuestos fueron
seleccionadas atendiendo a sus concentraciones habituales en alimentos o a
las cantidades normalmente adicionadas a los mismos.



TABLA 1. Componentes o aditivos alimentarios y concentraciones utilizadas en
los ensayos de solubilidad en disolucion acuosa de patrones y de bioaccesibilidad
desde la matriz alimentaria. Concentraciones expresadas en g/100 mL.

Componentes o aditivos

Concentracion

Concentracién

dietéticos (patrén acuoso _(matriz_ Marca
Hg) alimentaria)
L- Cisteina 0.5 ne Merck
Sal dipotasica de acido fitico 0.5 ne Sigma-Aldrich
> ipotasica de 4cido iico 0.55/0.11 ne T e
Pectina (manzana) 1.0 1.0/2.0 Sigma
Hidrato de catequina 0.04 ne Fluka
Acido tanico 3.2 0.5/1.0 Merck
Acido malico 0.8 ne Sigma-Aldrich
Acido oxalico dihidrato 0.12 ne Merck
Acido citrico 1-hidrato 0.04 ne Panreac
Saponina 2.0 1.0/3.0 Sama Cruz
Xilano (piel de avena) 1.4 1.5/3.0 Sigma
Lignina alcalina 1.4 0.5/1.5 Aldrich
htesptjtg?wtigrg?azlgr[?g(ll)l)] 0.048 ne Sigma-Aldrich
Sulfato de hierro(lll) hidratado 0.048 ne Scharlau
[Fe(lln]
Seleno-D-L-metionina (SeMet) 0.1x10? na Sigma
Selenato de sodio [Se(VI)] 0.1x10° ne Merck
Carboximetilcelulosa (CMC) 0.20 0.20/0.40 AKUCELL
Hidroximetilcelulosa (HPMC) 1.6 1.6/3.2 Dow Chemical
Metilcelulosa (MC) 1.0 0.5/1.0 Dow Chemical
Hidroxipropilcelulosa (HPC) 0.4 0.5/2.0 Aldrich
Alginato de sodio 0.2 ne EPSA
A carragenano 0.2 ne Cargill
Gelatina (piel de cerdo) 0.2 ne Sigma
Goma xantana _ 1.0 ne Sigma
(Xanthomonas campestris)
Goma guar 1.0 ne Fluka
Goma arabiga (acacia) 1.0 1.0/3.0 Fluka
(+)-a-&cido lipoico 0.02 0.02/0.1 Sigma
Qutosano densidad media 0.48 0.5/1.0 Aldrich
N-acetilcisteina (NAC) 0.40 ne Sigma

na: no ensayado.




2.2.Estudio de la influencia de componentes o aditivos alimentarios.
Digestion gastrointestinal in vitro.

La evaluacion del efecto de los componentes alimentarios se llevé a cabo
mediante dos aproximaciones. Se analiz6 el efecto de los compuestos sobre
la solubilidad de las formas mercuriales, empleando disoluciones acuosas de
Hg(ll) y CHszHg (ambas a 1 mg/L) preparadas a partir de patrones
comerciales de Hg(NO3), (1000 mg/L, Merck, Espafia) y CH3HgCI (1000
mg/L, Alfa Aesar, Espafia), respectivamente.

Estas disoluciones patron de Hg se pusieron en contacto durante 30
minutos con los componentes y aditivos alimentarios y posteriormente el
conjunto se sometié a una digestion gastrointestinal. Aquellos compuestos
que redujeron en un 25% la solubilidad de las especies de Hg tras la
digestion gastrointestinal, fueron ensayados en las muestras de atun
cocinado. Para tal fin, a las muestras cocinadas se les adicion6 la cantidad
correspondiente de los compuestos (tabla 1) y el conjunto se sometié a la
digestion in vitro.

Para la digestion gastrointestinal se aplicé el método descrito por Laparra
et al. (2003) (figura 1). Las enzimas y sales biliares que se utilizaron durante
la digestion gastrointestinal in vitro fueron: pepsina porcina (actividad de la
enzima 944/mg de proteina, Sigma-Aldrich, Espafia), pancreatina porcina
(actividad equivalente a 4 x US especificaciones Pharmacopea/mg de
pancreatina, Sigma) y sales biliares (mezcla de colato de sodio y
desoxicolato de sodio, Sigma). A partir de estas disoluciones comerciales se
prepararon las disoluciones de trabajo: pepsina 0,1 g/mL en 0,1 mol/L HCI,
pancreatina 0,004 g/mL y sales biliares 0,025 g/mL en 0,1 mol/L NaHCOs.

El alimento cocinado (10 g) o la disolucion patron (25 mL), con o sin la
correspondiente cantidad de los compuestos a ensayar, se pesO en un
erlenmeyer y se afiadieron 85 g de agua desionizada, ajustando el pH a 2
con HCI 6 mol/L. Posteriormente se afiadié un volumen de la disolucion de
pepsina para obtener 0,002 g de pepsina/g de muestra. La mezcla se llevd
hasta un peso de 100 g con agua desionizada y se incubé a 37 °C durante 2
h con agitacion constante (120 rpm/min).

El digerido gastrico se sometid a las condiciones de digestion intestinal,
aumentando el pH a 6,5 con NaHCO3; 1 mol/L y afadiendo un volumen de la
disolucion de pancreatina y sales biliares para obtener una concentracion
final de 0,00025 g de pancreatina y 0,0015 g de sales biliares por gramo de
muestra. La mezcla se incubd a 37°C durante 2 h con agitacién constante
(220 rpm/min).

Finalizada la digestion, las muestras se centrifugaron (10000 rpm, 4°C,
30 min) y se procedi6 a la determinacion de Hg en la fraccion soluble
obtenida (fraccion bioaccesible). La bioaccesibilidad se determind por medio
de la siguiente ecuacion:

Bioaccesibilidad = [A/B] x 100



donde: A = concentracion de Hg bioaccesible (fraccion soluble) después
de la aplicacion de la digestion simulada (mg/kg peso himedo) y B =
concentracion de Hg en el alimento cocinado o en la disolucion patrén
(mg/kg peso humedo).

Muestra

i

DIGESTION GASTRICA

pH2 (HCI & moliL)
+—— Pepsina
Bafio de agua + agitacion (37°C/2h)

DIGESTION INTESTINAL

pHB.5 (MaHCOz 1 maliL)

Pancreatina-sales biliares

Bafio de agua + agitacion (37°C/2h)

pH7.2 (NaCOH 0,5 mollL)

l

Centrifugacién
(10000 rpm/4°C/30 min.)

——

Residuo Fraccion soluble
(BIOACCESIBLE)

FIGURA 1. Esquema del modelo gastrointestinal in vitro.

2.3. Determinacién de Hg.

Las muestras fueron digeridas mediante un sistema de reaccion de
microondas acelerada (MARS, CEM, Vertex, Espafia) para posteriormente
cuantificar el Hg por generacion de vapor en frio acoplada a espectrometria
de fluorescencia atémica, CV-AFS (Millennium Merlin PSA 75 10.025, PS
Analitica, Reino Unido).

Las muestras de atun cocinado (0,2 g) y las fracciones solubles
procedentes de la digestion gastrointestinal (4 mL) se colocaron en reactores
de teflon y se adicionaron 4 mL de HNO3; 14 mol/L (Merck) y 1 mL de H,0;
(30% vl/v, Prolabo, Espafia). Se aplicd un ciclo de digestion por microondas
(800 W, 180°C, 15 min) y el producto obtenido tras la digestion se dejo en
reposo durante 12 h para eliminar los vapores nitrosos. Posteriormente se
llevé a un volumen de 14 mL con HCI 0,6 mol/L y el Hg se cuantificé por CV-
AFS. Las condiciones instrumentales utilizadas se muestran en la tabla 2.

El control de calidad de la cuantificacion de la CV-AFS se realizd
mediante el andlisis de una muestra liquida de referencia (QCI-049-1 traza



Metales AA Muestra 1, LGC Standards, Espafia) con una concentracion
certificada de Hg de 40,8 £ 1,19 mg/L. El control de calidad para el método
analitico completo (digestion por microondas y cuantificacion) se realiz6 a
través del analisis de una muestra de referencia de proteina de pescado
(DORM-3, NRCC, Canada) con una concentracion certificada de Hg de
0,382 £+ 0,06 mg/kg. Ambas muestras certificadas se analizaron con cada
lote de muestras.

TABLA 2. Condiciones instrumentales empleadas en la cuantificacion de Hg
mediante CV-AFS.

Agente reductor SnCl; 2% (m/v) (Scharlab, Espafia) en HCI 1,8
mol/L (Merck). Flujo 1,5 mL/min.

Blanco de reactivo HCI 0.6 mol/L. Flujo 9 mL/min

Gas portador Argon. Flujo 0.3 L/min

Gas de secado Aire. Flujo 2.5 L/min

Tiempo de retardo 15s

Tiempo de analisis 40 s

Tiempo de lavado 60 s

2.4. Determinaciobn de Ca, Mg, K, Fe y P en las fracciones
bioaccesibles.

Las fracciones solubles procedentes de la digestion gastrointestinal
fueron tratadas siguiendo el protocolo descrito para la determinacion de Hg.
El producto obtenido tras la digestion en microondas se llevé a un volumen
de 14 mL con agua desionizada. Se cuantificaron los contenidos de Ca, Mg,
K, Fe y P por espectrometria de emision éptica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES) (modelo 4300 DV, Perkin-Elmer, Massachusetts, USA).

2.5. Determinacion del contenido proteico en las fracciones
bioaccesibles.

Para la cuantificacion del contenido total de proteinas se emple6 el
método Bradford utilizando el kit de ensayo de proteinas de Bio-Rad (Bio-
Rad Laboratorios, USA) y albumina de suero bovino (BSA, Sigma) como
estandar para la calibracion. Las determinaciones se llevaron a cabo por
mediciones de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm mediante
un lector de microplacas PolarSTAR OPTIMA (BMG-Labtech, Alemania).

2.6. Anédlisis Estadistico.

El analisis estadistico se realiz6, dependiendo del ensayo, aplicando la
prueba t-student para datos pareados o no pareados o por medio de un



andlisis de la varianza con un solo factor (ANOVA) con comparaciones
multiples post hoc mediante la prueba de Tukey HSD (SigmaPlot, version
12). Las diferencias se consideraron significativas para p < 0.05.

3. RESULTADOS

3.1. Efecto del cocinado sobre el contenido de mercurio Yy
determinacion de la bioaccesibilidad de Hg en muestras de atun.

La figura 2 muestra el contenido de Hg (mg/kg peso humedo) en
muestras de atun. Los contenidos oscilan entre 0,07-2,25 mg/kg en muestras
crudas y 0,02-2,47 mg/kg en atun cocinado. Con excepcion de tres
muestras, los contenidos en las muestras de atdn cocinadas son
significativamente superiores a los hallados en la misma muestra cruda. El
incremento es moderado (mediana: 0,169; rango: 0,0155-0,567) y puede
atribuirse a la pérdida de agua que se produce durante el tratamiento
culinario. Ademas, cabe destacar que de las muestras crudas analizadas, un
26% de supera el limite de Hg permitido por la legislacion vigente en Espafia
para esta especie de pescado (1 mg/kg, Reglamento CE No 1881/2006).

3.0 1 .
Emm Contenido Hg en muestra cruda (mg/kg)

Contenido Hg en muestra cocinada (mg/kg)

2.5 A

2.0 - *

1.5 A1
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-
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* *
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Lo A 20 e
* = - % *
05 - g <A B B
I P } - _
004 I I I I i‘i‘iii—l _
FIGURA 2. Contenido de Hg en muestras de atin crudas (verde) y cocinadas (azul).
Valores expresados en mg/kg peso humedo (media + SD, n=3). Los asteriscos indican

diferencias significativas de los contenidos de Hg en muestras cocinadas respecto a los
contenidos en la misma muestra cruda (p < 0,05).

Concentracion Hg (mg/kg peso humedo)

Dado que este pescado es consumido habitualmente por la poblaciéon
espafola tras ser cocinado, han sido estas las muestras utilizadas para
estudiar la bioaccesibilidad de Hg. La figura 3 muestra el contenido de Hg en
el atun cocinado y en la fraccion bioaccesible obtenida tras la aplicacion de
la digestion gastrointestinal. EI Hg en la fraccidn bioaccesible oscila entre



0,05-0,24 mg/kg, siendo la bioaccesibilidad muy variable (9-47%; mediana:
24%).

1.4 - mmmm Contenido Hg en muestra cocinada
Fraccion bioaccesible

1.2 A

1.0

0.8 A

0.6 A

0.4 A

0.2 T . * = % . * £ i
I I = i x

0.0

Concentracién Hg (mg/kg peso humedo)

FIGURA 3. Contenido de Hg en muestras de atlin cocinadas (verde) y en la fraccion
bioaccesible de muestras de atun cocinadas (amarillo). Valores expresados en mg/kg peso
hamedo (media + SD, n=3). Los asteriscos indican diferencias significativas de los
contenidos de Hg en las fracciones bioaccesibles respecto a los contenidos en la muestra
cocinada (p < 0,001).

3.2. Efecto de los componentes o aditivos alimentarios sobre la
solubilidad de Hg en patrones acuosos de Hg(ll) y CH3Hg.

La mayor parte de los componentes o aditivos ensayados producen una
disminucién significativa en la solubilidad de Hg(ll) y CHsHg en patrones
acuosos durante la digestion gastrointestinal, tal y como muestran las figuras
4y 5. El descenso se pone de manifiesto para ambas especies de mercurio
y tanto en la etapa gastrica como en la etapa intestinal de la digestion. Son
destacables las reducciones producidas para el Hg(ll) por la HPMC (69,5 +
3,2%), CMC (67,0 = 6,2%), pectina (64,8 + 1,8%), lignina (62,3 + 1,8%), MC
(47,7 £ 3,5%), goma arabiga (45,6 + 1,9%), acido tanico (42,8 + 4,5%) y
quitosano (37,8 £ 3,7%). La solubilidad de CH3;Hg se reduce en menor
magnitud que la de Hg(ll), siendo notable el efecto del acido tanico (49,5 +
4,4%), pectina (43,3 £ 8,5%), HPMC (40,3 £ 4,4%) y MC (32,9 * 6,8%).

Los componentes capaces de reducir la solubilidad de alguna de las
especies mercuriales al menos en un 25% (acido tanico, pectina, MC, CMC,
HPMC, HPC, saponina, lignina, goma arabiga, acido lipoico, xilano y
quitosano) han sido ensayados en las muestras de atin cocinado.
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FIGURA 4. Porcentaje de reduccion de la solubilidad de Hg(ll) (1 mg/L) tras la digestion
gastrointestinal en presencia de componentes o aditivos alimentarios. Valores expresados
como media £+ SD (n=4). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a la
disolucion estandar sin componentes o aditivos (**, p < 0,001; *, p < 0,05).
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FIGURA 5. Porcentaje de reducciéon de la solubilidad de CH;Hg (1 mg/L) tras la digestién
gastrointestinal en presencia de componentes o aditivos alimentarios. Valores expresados
como media £ SD (n=4). Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a la
disolucion estandar sin componentes o aditivos (**, p < 0,001; *, p < 0,05).
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3.3. Efectos de componentes o aditivos alimentarios en la
bioaccesibilidad de Hg en muestras de atun.

La figura 6 muestra las variaciones de bioaccesibilidad de Hg de
muestras de atiin en presencia de los componentes seleccionados, cada uno
de ellos ensayados a dos concentraciones. Con excepciéon de la goma
arabiga, el resto de componentes reducen significativamente la
bioaccesibilidad. Por otra parte el aumento de la concentracién del
componente conlleva, en la mayoria de los casos, una reduccién en la
bioaccesibilidad del Hg.

Los componentes que reducen la bioaccesibilidad de forma mas notable
son lignina (65-95%), acido tanico (59-78%), HPMC (34-73%), pectina (30-
66%), MC (39-54%) y CMC (19-43%). Las reducciones son menores,
aunque también significativas, para la saponina (11-35%), acido lipoico (25-
34%), quitosano de densidad media (20-32%) y xilano (16-18%).

= Sin componente Adicién componente (baja concentracion)

0.30 1 mmm Adicion componente (alta concentracion)

0.25 A
0.20 A
0.15 A
0.10 A

0.05 A

Concentracién Hg (mg/kg peso humedo)

FIGURA 6. Efecto en la bioaccesibilidad de Hg en muestras de at(n de los componentes o
aditivos alimentarios [sin adicion (azul), con adicién del componente o aditivo a la baja
concentracion (amarillo) y con adicién de la alta concentracion (verde)]. Valores expresados
en mg/kg peso hiumedo (media £ SD, n=4). Los asteriscos indican diferencias significativas
de la hioaccesibilidad de Hg en muestras de atin en presencia del componente o aditivo
frente a la bioaccesibilidad de Hg sin adicién del mismo (p < 0,001).

3.4. Efectos de los componentes dietéticos o aditivos sobre la
bioaccesibilidad de minerales (Ca, Mg, K, Fe y P) y proteinas en
muestras de atun.

Para los compuestos que han sido eficaces en la reduccion de la
bioaccesibilidad de Hg desde las matrices alimentarias, se ha estudiado su

12



efecto sobre la bioaccesibilidad de otros elementos traza esenciales y de
proteinas, con el fin de buscar estrategias dietarias que no conlleven
reducciones del valor nutricional de estos alimentos.

En la Tabla 3 se muestra el efecto de estos componentes o aditivos sobre
la bioaccesibilidad de minerales (Ca, Mg, K, Fe y P) y proteinas desde
muestras de atun. La mayoria de componentes ensayados no reducen de
forma relevante los contenidos de los minerales en la fraccién soluble
obtenida tras la digestion, excepto la lignina y la pectina, que reducen el Fe.
En algunos casos se observan importantes incrementos del contenido de
estos minerales que pueden ser atribuidos a su presencia en la sustancia
adicionada.

En cuanto al contenido proteico, los datos muestran que no se producen
en general reducciones; incluso se observan incrementos del mismo. Hay
que indicar que el método Bradford permite la deteccion de proteinas con un
tamafio mayor a 5 kD. El modelo de digestién in vitro aplicado contiene
proteasas que posiblemente rompan las proteinas existentes en el alimento
dando lugar a fragmentos inferiores a 5kD, no detectables por esta técnica.
Es posible que en presencia de algunos de estos componentes, la actividad
peptidica se modifique y se produzca una menor fragmentacion de las
proteinas y por tanto aparezcan un mayor niumero de fragmentos proteicos
mayores a 5kD. Este podria ser en parte el motivo del mayor contenido
proteico observado en presencia de algunos de estos componentes
aplicando el método Bradford (tabla 3). Por tanto, para mostrar el efecto real
de la adicion de estos componentes sobre el contenido proteico en la
fraccion soluble seria, necesario realizar un ensayo cuantitativo basado en
técnicas electroforéticas.

Teniendo en cuenta los resultados expuestos, se puede concluir que en
lineas generales, los compuestos seleccionados como estrategias dietéticas
no conllevan una modificacion de los nutrientes disponibles para su posterior
absorcion intestinal.

TABLA 3. Porcentaje de modificacion de la bioaccesibilidad de Ca, Mg, K, Fe, Py
proteinas en muestras cocinadas tras aplicar una digestion gastrointestinal en
presencia de componentes o aditivos alimentarios (n=2).

Catl)inr:f;?]?aer?ée Ca Mg K Fe P Proteinas

Acido Tanico 285,5% 43,5% 25,5% 376,7% 32,0% 297,7%
CMC 249,0% 29,3% -10,0% -13,7% -4,6% 127,1%
HPMC 16,2% -1,6% 0,2% -57% -3,3% 32.1%
Lignina -4,4 % 0,46% -17,8% -59,1% 1,8% 57,6%
Pectina -3,2% -15,5% -13,3% -66,9% 48,0 % 190,0%
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4. DISCUSION

La absorcién intestinal de Hg depende de la forma quimica, la dosis y la
via de exposicion. Estudios llevados a cabo in vitro muestran que en los
productos pesqueros la cantidad de Hg que tras la digestion gastrointestinal
es extraido de la matriz y puesto en disolucion y, por tanto disponible para su
posterior absorcién (bioaccesibilidad), es muy variable. Los porcentajes de
bioaccesibilidad oscilan entre un 9-85% con respecto al contenido total en el
producto crudo (Cabafiero et al.,, 2004; Torres-Escribano et al., 2011).
Adicionalmente, se ha puesto de manifiesto que la bioaccesibilidad de Hg se
reduce considerablemente cuando el producto pesquero es sometido a un
proceso culinario (6-49%) (Torres-Escribano et al., 2011). En el presente
trabajo se obtienen bioaccesibilidades de Hg tras el cocinado del atun que
oscilan entre 9 y 47%, similares a las encontradas en otros estudios para
productos pesqueros cocinados. Teniendo en cuenta dicha fraccidon
bioaccesible, el consumo de una racion (150 g) a la semana puede suponer
una ingesta de Hg (56-245 pg/semana), que en algunos casos supera la
Ingesta Semanal de CH3Hg recomendada por la FAO/OMS (1,6 ug/kg peso
corporal).

Algunos trabajos han evidenciado cambios en la bioaccesibilidad de Hg
cuando la digestion se produce en presencia de otros alimentos o
componentes alimentarios (Shim et al., 2009; He y Wang, 2011; Ouédraogo
y Amyot, 2011). Ouédraogo y Amyot (2011) muestran una reduccion de la
bioaccesibilidad que oscila entre 50-60% en presencia de café, té verde y té
negro. Segun estos autores, la reduccion podria deberse a la presencia en
estas bebidas de constituyentes como polifenoles y fibra dietaria, que
podrian actuar como quelantes de metales. Los estudios anteriormente
citados indican que algunos componentes de la dieta podrian reducir la
entrada de Hg a la circulacion sistémica creando complejos de solubilidad
reducida con el metal durante el proceso digestivo, lo que supondria una
disminucién de su absorcién. Teniendo en cuenta este hecho, en el presente
estudio se han evaluado compuestos presentes en los alimentos que
pudieran afectar a la bioaccesibilidad de Hg con el fin de poder aplicarlos
como estrategias para la reduccion de su absorcion tras su ingesta. Dichos
componentes se han seleccionado en base a su capacidad como quelantes
de Hg o de otros cationes y siempre teniendo en cuenta que se tratase de
compuestos de origen alimentario o cuya aplicacion estuviese permitida.
Asimismo, se han empleado concentraciones dentro de los rangos
habituales en los alimentos.

Los resultados obtenidos indican que la mayoria de los compuestos
ensayados pueden reducir la fraccion soluble de Hg(ll) y CHsHg en
disolucion acuosa, ademas muchos de ellos reducen la fraccion de Hg
solubilizado tras la digestion de la matriz alimentaria en estudio. Por tanto,
estos compuestos podrian catalogarse como buenos candidatos para el
disefio de estrategias encaminadas a reducir la biodisponibilidad oral de Hg.
Asi mismo, en la mayoria de los casos no se pone de manifiesto una
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reduccion de la fraccion bioaccesible de otros minerales y/o proteinas, lo que
confirma su idoneidad.

Es destacable el efecto de algunos de estos compuestos que pueden
llegar a reducir mas de un 75% la cantidad de Hg disponible para la
absorcion. Este es el caso del acido tanico, pectina, lignina y algun derivado
de celulosa. Los compuestos eficaces son moléculas complejas que forman
parte de la fibra dietaria, resistentes a la digestién en el intestino delgado, lo
que facilitaria que tras la formacién del complejo con el Hg esté no se
degradara a su paso por el tracto intestinal. El acido tanico se considera una
fibra dietética que se encuentra junto con otros taninos en varias bebidas
como es el vino tinto, cerveza, café, té negro, té verde y muchos vegetales
(Gllgin et al., 2010). El &cido tanico esta reconocido como una agente
saborizante de alimentos, incluido en la lista de la Unién Europea de los
aromas alimentarios (Reglamento UE 872/2012). Estudios previos han
puesto de manifiesto que este compuesto puede unir cationes divalentes.
Cruz et al. (2000) demostraron que el acido tanico forma complejos con Zn'y
Pb. Winiarska-Mieczan et al. (2013) han demostrado que la co-
administracion de una disolucion al 2% de acido tanico con Pb o Cd es un
método eficaz para reducir la acumulacién de estos toxicos en ratas. Por otro
lado, hay que destacar la actividad antioxidante del acido tanico,
especialmente por su capacidad de secuestrar radicales libres (Andrade et
al., 2005; Gulc¢in et al., 2010).

Al igual que el &cido tanico, la pectina presenta un namero importante de
grupos carboxilicos libres. Algunos estudios han evidenciado que estos
grupos son capaces de unirse fuertemente a cationes metélicos polivalentes
(Dronnet et al., 1996; Kartel et al., 1999). La pectina se ha demostrado eficaz
en la reduccién de la acumulacion de Pb ingerido via oral en animales de
experimentacion (Khotimchenko et al., 2006; Serguschenko et al., 2007). Las
pectinas no amidadas y sus sales son componentes de nuestra dieta, ya que
estan presentes en numerosos frutos. Ademas, ambas formas de pectina
estan autorizadas en la industria alimentaria como agentes gelificantes,
espesantes, estabilizantes y emulsionantes (Reglamento (CE) 1333/2008 del
Parlamento Europeo y del Consejo del 16 de diciembre de 2008, sobre
aditivos alimentarios). Su seguridad se ha puesto de manifiesto en estudios
de exposicidn cronica en roedores, donde tras una exposicion de dos afios a
un 10% de pectina (amidadas y no amidadas) en la dieta, los animales no
presentaron efectos adversos (JECFA, 1974). Incluso se ha reportado que
este polisacéarido puede tener efectos beneficiosos, disminuyendo los niveles
de colesterol y glucosa en sangre (Brouns et al., 2012; Jones et al., 2015).

La lignina ha sido el componente que ha conllevado los mayores
descensos en la bioaccesibilidad de Hg. Se trata de un polimero
extremadamente complejo que aparece en determinados productos de
origen vegetal como es el trigo, tubérculos (zanahoria, rabano) y frutas con
semillas comestibles como las fresas (Gropper et al., 2009). Su afinidad por
metales se ha descrito principalmente en cationes divalentes como el Pb(ll),
Cu(ll), Cd(11), zn(ll) y Ni(ll) (Garcia-Valls et al., 2003; Guo et al., 2008). De

15



hecho, la lignina se ha propuesto como un adsorbente de bajo coste para
eliminar metales de suelos y aguas contaminadas (Zhuang et al., 2004). El
hecho de ser una fibra dietaria hace que su consumo esté cuestionado por el
posible efecto en la absorcion de minerales. El consumo diario medio
estimado de lignina es de 1-1,7g en paises desarrollados donde el consumo
de fibra oscila entre 16,3 y 43,4 g/dia (Tungland y Meyer, 2002). En el
presente estudio, se observan reducciones elevadas de la bioaccesibilidad
de Hg en pescado empleando cantidades inferiores a las ingestas
habituales, por tanto podemos decir que no se exceden valores que podrian
comprometer la absorcion de otros nutrientes. Este punto también viene en
parte avalado por los resultados de bioaccesibilidad de Ca, Mg, P, Ky
proteinas obtenidos en el presente trabajo que muestran que la presencia de
lignina no reduce la cantidad de estos nutrientes disponible para la
absorcion. Sin embargo, si se observa una reduccién del Fe bioaccesible.
Hay que indiciar que los productos pesqueros, aunque fuentes de este
mineral, no se consideran sus principales contribuidores en la dieta. Sin
embargo, si el empleo de lignina se considera finalmente una buena
estrategia in vivo, habria que valorar si su incorporacion a la dieta supone
cambios en el estado nutricional de los animales de experimentacion. De ser
asi, este compuesto no podria ser utilizado con este fin.

Finalmente hay que destacar la eficacia en la reduccion del Hg
bioaccesible de la mayoria de los derivados de celulosa empleados. Franco
et al. (2007) pusieron de manifiesto la eficacia de la carboximetil celulosa
(CMC) como adsorbente de cationes (AI**, Co?*, Cu** y Mo®") que, segln
estos autores, se debia a los grupos hidroxilicos y carboxilicos. Los
derivados de celulosa empleados en el presente estudio son de uso
alimentario y se encuentran en unas cantidades que no superan los valores
habituales en la dieta. Los estudios existentes también avalan su seguridad
tras la ingesta. Se ha observado que CMC es tolerada en seres humanos
tras administrarles una dosis de 6 g/dia. Un estudio llevado a cabo en ratas
expuestas durante 2 afios a 0,1% y 5% de MC y HPMC en la dieta puso de
manifiesto que no existian efectos en la mortalidad, peso corporal, ingesta
de alimentos, hematologia, niveles de componentes en suero o incidencia de
tumores (McCollister et al., 1973). Ademas se ha comprobado que algunos
de estos derivados reducen el colesterol en sangre (Maki et al., 1999).

5. CONCLUSIONES

Algunas de las muestras de atln presentes en el mercado superan el
limite maximo permitido, en concreto, un 26% presentan contenidos
superiores a 1 mg/kg. En determinados casos, el consumo de una racion
habitual (150 g) por semana puede suponer una exposicion oral a dicho
contaminante superior a la Ingesta Semanal de CHzHg recomendada por la
FAO/OMS (1,6 pg/kg peso corporal). Por tanto, es necesaria la busqueda de
soluciones para reducir la exposicion oral a Hg a través de los alimentos.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la
integracion de derivados de celulosa, acido tanico, lignina o pectina en la
dieta, bien en forma de suplementos o bien adicionados a los alimentos,
pueden ser soluciones para reducir la biodisponibilidad oral de Hg. Estos
componentes no son perjudiciales para la salud, pues a las concentraciones
empleadas en el presente estudio forman parte de una dieta habitual.
Ademds, su empleo no reduce de forma relevante la biodisponibilidad de
otros nutrientes existentes en el atun. Es necesario evaluar si este efecto
observado in vitro se confirma in vivo, ya que la interacciébn observada
durante la digestion podria verse afectada por otros componentes presentes
en el lumen, especialmente por la accidén de la microbiota intestinal. Ademas
hay que confirmar, también in vivo, que la incorporacion de estos
compuestos a la dieta no afecta al estado nutricional, debido a la reduccién
en la absorcion de otros minerales o macronutrientes.
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