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1. INTRODUCCION

El acceso a una alimentacion saludable es uno de los
principales objetivos que debe plantearse la sociedad
actual, sobre todo desde un punto de vista de seguridad
alimentaria y sostenibilidad.

El pescado posee un elevado valor nutricional ya que no
solo representa una fuente importante de proteinas,
vitaminas y elementos traza esenciales, sino que
también forma parte de una dieta equilibrada.

Elementos téxicos como el mercurio (Hg) pueden estar
presentes de forma natural y acumularse en cantidades
elevadas en ciertas especies de peces, sobre todo en los
que se encuentran en los niveles mas altos de la cadena
tréfica, es decir, en especies depredadoras. El mercurio
ha sido reconocido como uno de los principales
problemas de salud publica por la Organizacién Mundial
dela Salud (OMS) [1, 2]. Su significado bioldgico se limita
a su toxicidad, la cual depende en gran medida de la
dosis ingerida, asi como de la forma quimica en la que se
encuentre el elemento. Las formas metiladas (especies
organicas) de Hg, como el metilmercurio (MeHg), son
potentes neurotéxicos. La principal fuente de exposicién
de MeHg para humanos es la ingesta de pescado. E1 Hg
es emitido al medio ambiente como consecuencia de
actividades tanto naturales (actividades geotérmicas o
liberacion de rocas y sedimentos) como antropogénicas
(mineria, combustibles fésiles o producciéon de metales)
[3] y acaba depositdindose en rios y mares,
bioacumuldndose en los peces y, por tanto, suponiendo
un riesgo potencial para el consumo humano [4].

El selenio (Se) es un elemento esencial ya que interviene
en las proteinas como el 212 aminodacido
(selenocisteina). Es un potente agente antioxidante y
presenta ademas propiedades anticarcinogénicas. Esta
presente de manera natural en los pescados en forma de
seleno aminodacidos, como la selenocisteina (SeCys) y la
selenometionina (SeMet) [5]. En ultimos afios se le ha
reconocido un efecto protector frente a la toxicidad del
mercurio.

Aunque los mecanismos de la interaccion Se-Hg no estan
todavia completamente elucidados, se sabe que la
toxicidad del MeHg tiene lugar a través de la alteracién
del metabolismo del Se, mas concretamente en la
disrupcion de la sintesis de selenoproteinas [6]. Cuando
dicha interaccion sucede, debido a la elevada afinidad
que presenta el Hg por el Se (k.=10%5), se forman
complejos de MeHg-SeCys, quedando parte del Se

secuestrado por el Hg y, por tanto, disminuyendo su
biodisponibilidad 'y, como consecuencia, las
selenoenzimas y la actividad antioxidante. Ademas,
fruto de la interaccion también se forman compuestos
insolubles de seleniuro de Hg [5], viéndose disminuida
la toxicidad del Hg en el organismo, e incluso
promoviéndose la demetilacion del MeHg y
produciéndose una redistribuciéon del téxico a drganos
menos sensibles [7].

En esta linea, en el presente trabajo se llevaron a cabo
estudios de especiacion de Se y Hg en el musculo de
pescados de elevado consumo. Ademas, con el fin de
evaluar la disponibilidad del Se una vez producida su
interaccidn con el Hg, se calcularon los valores de Health
Benefit Value (HBVse) a partir de las relaciones molares
de Se y Hg medidas en las muestras de interés.

Esta tematica forma parte de las lineas de investigacion
del grupo de Determinaciéon de Trazas, Especiacion y
Protedmica (TrEP) de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Complutense de Madrid (UCM) sobre
el desarrollo de metodologias analiticas para la
especiacion de elementos traza y analisis de
nanoparticulas en muestras bioldgicas, alimentos y
medioambientales.

2. METODOLOGIAS Y RESULTADOS

Las muestras consideradas en este estudio son el
musculo (parte comestible) de pescados
frecuentemente consumidos, adquiridos en un
supermercado local y almacenados a -20°C hasta su
analisis. Las especies de pescado son el atin (Thunnus),
el pez espada (Xiphias gladius), el salmén de piscifactoria
(Salmo salar) y el salmén salvaje (Oncorhynchus
gorbuscha).

2.1. Determinacién del contenido total de Se y Hg en
pescados. Calculo de HBVse

La determinacién del contenido total de Se en el muisculo
de los pescados se llevd a cabo por ICP-MS (Agilent
7700x) previa digestion acida de la muestra en un horno
microondas. Para la determinacién del contenido total
de Hg se utiliz6 el Analizador Directo de mercurio (DMA-
80 evo, Milestone), sin previo tratamiento de muestra.

Se calcularon los limites de cuantificaciéon para cada
método mediante el analisis de 10 réplicas de un blanco
y aplicando el criterio 10*SD, obteniendo LOQ (Hg) =
0.033 pg kg! and LOQ (Se) = 0.006 mg kg,
respectivamente. Para validar los resultados obtenidos
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en las determinaciones de Se y Hg total, se llevé a cabo
el analisis de Materiales de Referencia Certificados del
Instituto de Materiales de Referencia. El material ERM-
CE 278k (muestra de mejillén) se utiliz6 para validar los
resultados de la concentracion de Se y Hg total. Ademas,
para Hg total se utilizé6 también el material BCR-710
(muestra de ostra).

Una vez obtenidas las concentraciones totales de Se y
Hg, se calcul6 el pardmetro Health Benefit Value (HBVse)
para cada muestra (Tabla 1). Este parametro es un
indice que representa la cantidad de Se que queda
disponible una vez que se produce su interaccién con el
Hg, donde parte del Se es secuestrado por el Hg. HBVse
fue calculado utilizando la ecuacién (1) [6]:

HBVg, = 19 (5e 4 Hg) 1)

- Se

Se = contenido de Se en concentracién molar (mmol Se kg-1)
Hg = contenido de Hg en concentracién molar (mmol Hg kg-1)

Valores positivos de HBVse indican que el consumo del
pescado aparentemente no conlleva riesgos. Sin
embargo, valores negativos suponen un riesgo potencial
para el consumidor. Se sabe que el Se disminuye la
toxicidad del Hg y, por tanto, los valores de HBVse Este
indice proporcionan una informacién mas adecuada y
realista que la proporcionada por los contenidos totales
de cada elemento por separado. En consecuencia, estos
datos son indispensables para una correcta evaluacién
de la seguridad relacionada con la exposicién al
mercurio por el consumo de este tipo de alimentos.

Tabla 1. Concentraciones de Se y Hg total obtenidas por ICP-
MS y DMA, respectivamente. Calculo de HBVse.

Pescado [Se] (mgkg1) [Hg] (mgkgl) HBVse

Attn 1.6+0.1 0.75+0.03  0.0196
Pez espada 1.4+02 0.23 +0.04 0.0174
g
Salmén de 1.030.07 0.022+0.002  0.0131
piscifactoria
Salmé
amon 0.74 +0.08 0.026 +0.003  0.0094
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Figura 1. Contenidos totales de Se y Hg (eje Y izquierdo) y
HBVse (eje Y derecho). Las barras de error en los contenidos
totales de Se y Hg representan los valores de desviaciones
estandar (n=3). Los valores de HBVse fueron calculados a partir
de los valores medios.

Los contenidos totales de Se y Hg obtenidos en los
pescados analizados varian desde 0.74 hasta 1.6 mg kg1
y desde 0.022 hasta 0.75 mg kg, respectivamente
(Tabla 1).Enlo que respecta a los pescados que se sitiian
en los niveles mas altos de la cadena trofica, como son el
atin y el pez espada, estos presentan elevadas
concentraciones de Se (1.6 + 0.1 and 1.4 * 0.2 mg kg1,
respectivamente), y de Hg (0.75 = 0.03 and 0.23 + 0.04
mg kg1, respectivamente), debido fundamentalmente a
procesos de biomagnificacion [6,7,8,9]. Anadlisis
estadisticos llevados a cabo mediante test de ANOVA
evidenciaron diferencias significativas (P < 0.05) entre
los contenidos totales de Se y Hg entre el atin y el pez
espada. En lo que respecta a los salmones, solo se
observaron diferencias estadisticamente significativas
(P <0.05) en sus contenidos en Se total, lo que puede ser
debido a su distinto modo de vida y fuentes de
alimentacidn.

La Figura 1 representa la correlaciéon entre los
contenidos de Se y Hg total y los valores de HBVse
obtenidos. Todos los valores de HBVse obtenidos para
todos los pescados estudiados fueron positivos (Tabla 1,
Figura 1), lo que indica que el Se esta en exceso (en
relaciéon molar) con respecto al Hg y, por tanto,
constituyen opciones seguras para el consumo.
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2.2. Determinacion de especies de Se extraidas del
musculo de pescado mediante HPLC-ICP-MS vy
confirmaciéon por HPLC-ESI-MS/MS

Una correcta evaluacion de la seguridad de los alimentos
seleccionados implica determinar no solamente el
contenido total sino la forma quimica en que se
encuentran tanto en el mercurio como el selenio.

La extraccion de las especies de Se se llevo a cabo en las
fracciones proteicas solubles extraidas del muasculo de
pescado. Para ello, a 0.5 g de muestra se le adicionaron
5.0 mL de Tris-HCI 30 mM pH 7.5 y 20 mg de proteasa
XIV (aislada de Streptomyces griseus) y se dejo
incubando en un bafio termostatico a 37 °C durante 24
h. Seguidamente, las muestras fueron centrifugadas a
10000 rpm durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante fue
filtrado utilizando filtros de nylon de 0.22 pm.

Para la separacién de las especies de Se se utilizé una
columna cromatografica de intercambio aniénico
(Hamilton PRP-X100, 250x4.1 mm, 10 pum) acoplada al
equipo ICP-MS. La elucién de las especies se llevo a cabo
en modo isocratico. La fase movil empleada consisti6 en
acido citrico 10 mM pH 5.0 MeOH 2 % (v/v), con un
caudal de 1 mL min-! y un volumen de inyeccién 100 pL.

Para la confirmacion de la identidad de las especies
detectadas por HPLC-ICP-MS, los extractos de las
muestras se analizaron ademas por HPLC-ESI-MS/MS
(Agilent G6410B Triple Quadrupole LC/MS System),
utilizando una columna de fase inversa (Phenomenex
Kinetex EVO C18 column, 150x3 mm, 5 pm). El volumen
de inyeccidon fue de 5 pL y la fase movil consistié en A (95
%): agua MilliQ con 0.1 % é&cido féormico y B (5 %):
acetonitrilo con 0.1 % acido férmico. Se empleé un modo
de elucién isocratico con un caudal de 0.5 mL min-t. El
analisis de masas se realiz6 en modo de ionizacién por
electrospray positivo (ESI). Se seleccioné [M+H]* como
ion precursor y la deteccion se llevo a cabo en modo de
monitorizaciéon de reaccién multiple (MRM), con un
tiempo de permanencia de 50 ms, monitorizando dos
transiciones selectivas para cada analito.

o
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Figura 2. Andlisis del extracto enzimatico obtenido por HPLC-
ESI-MS/MS para la confirmacién e identificacién de las
especies (A) SeMet en atin (B) SeMeSeCys en salmén de
piscifactoria.

En la Figura 2 se muestran dos ejemplos de la
confirmacién de las especies de Se detectadas en el attin
y en el salmén de piscifactoria. La especie
selenometilselenocisteina (SeMeSeCys) fue identificada
en todos los pescados. Ademads, en el caso del atun,
también se evidencié la presencia de la especie
selenometionina (SeMet). Ambas especies de selenio
poseen relevancia bioldgica. La SeMeSeCys es un seleno
aminoacido al que se le han atribuido en repetidas
ocasiones propiedades anticarcinogénicas. Por otra
parte, la SeMet es un aminoacido de selenio que se
incorpora de forma aleatoria en las proteinas en lugar de
la metionina (Met).

2.3. Especiacion de Hg en pescados mediante HPLC-
ICP-MS

La extraccion de las especies de Hg (mercurio
inorganico, Hg?*, metilmercurio, MeHg* y etilmercurio,
EtHg*) del musculo de los pescados se llevé a cabo
empleando 1 % (w/v) L-cisteina-HCI-H20 como
extractante, seguido de calentamiento en una estufa a 60
°C durante 2 h. Seguidamente, las muestras fueron
centrifugadas a 5000 rpm durante 20 min.

Para la separacion de las especies de Hg se utilizé una
columna cromatografica de fase inversa (Phenomenex
Kinetex EVO C18 column, 150x3 mm, 5 pm) acoplada al
equipo ICP-MS, siendo la fase mévil 0.1 % (m/v) L-
cisteinay 0.1 % (m/v) L-cisteina-HCI-H20, con un caudal
de 1 mL min?! y volumen de inyeccién de 100 pL. La
separacion se llevo a cabo en modo isocratico.
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2500 4

Figura 3. Perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC-ICP-
MS de (A) disolucion patrén que contiene 50 pg L1 de Hg?+,
MeHg*y EtHg* (B) attn (C) salmén salvaje. Los niimeros 1, 2 'y
3 encima de los picos se refieren a Hg?* (Tr = 1.418 min),
MeHg* (Tr = 1.906 min) y EtHg* (Tr = 3.442 min).

Debido a la complejidad de la matriz de las muestras, se
empled el método de calibrado de adiciones estdndar y
mediante la prueba de Student (a = 0.05) se evidencid la
presencia de efecto matriz en todas las muestras.

Se calcularon los limites de cuantificacién para cada
analito mediante el andlisis de 10 réplicas de un blanco
y aplicando el criterio 10*SD, obteniendo LOQ (Hg?*) =
0.02 mg kg! y LOQ (MeHg*) = 0.002 mg kg1,
respectivamente.

Sellevaron a cabo estudios de recuperacion para evaluar
la eficacia del método de extraccién propuesto. Para ello,
cada especie de Hg (Hg?* o MeHg*, 30 pg L1) fue
adicionada a las muestras antes de comenzar el proceso
de extraccién. Las recuperaciones obtenidas estan
detalladas en la Tabla 2. En el caso de los salmones los
valores de recuperacién obtenidos no fueron
cuantitativos, aunque si reproducibles para varias
réplicas ensayadas. Estos valores se tuvieron en cuenta
para el calculo de la concentracién total de cada una de
las especies

Tabla 2. Recuperaciones de Hg2* y MeHg* obtenidas al
adicionar a las muestras 30 pg L-! de cada especie.

Recuperacion  Recuperacion

Pescado Hg2* (%) MeHg* (%)
Atin 90+6 93+9
Pez espada 101 +4 103 £5
prcifaciora 5224 ot+1
Salmén salvaje 56+3 66+1
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Figura 4. Distribucién de las especies de Hg encontradas en el
musculo de los pescados analizados.

Asimismo, se llevé a cabo un balance de masas para
todos los pescados analizados y en todos los casos los
valores fueron cuantitativos. La Figura 4 muestra la
concentraciéon de cada una de las especies de Hg
expresada en porcentaje con respecto a la concentracién
de Hg total. La especie EtHg* no fue detectada en
ninguna muestra. Se observa que las distribuciones de
Hg?*y MeHg* muestran una clara tendencia: el MeHg* es
la especie de Hg mayoritaria. Sin embargo, no existe un
factor de conversidn Unico que permita correlacionar la
cantidad de MeHg* presente en un pescado con respecto
a su contenido total de Hg, ya que depende en gran
medida del nivel tréfico en que se sitte el pez, su tamafio
o su edad, entre otros factores [10]. En los peces
depredadores la cantidad de MeHg* llega a representar
hasta el 90 % del Hg total. Los resultados obtenidos
estan en concordancia con estudios realizados por la
EFSA (2012) [3] donde se ha puesto de manifiesto que
los peces situados en la parte inferior de la cadena
tréfica no solo presentan menores concentraciones de
Hg total, sino también de MeHg*.

Como puede observarse en la Figura 4, los contenidos de
de MeHg* del atiin y del pez espada (110 + 6 y 96 * 3 %,
respectivamente) con respecto al salmén de
piscifactoria y el salmén salvaje (67 + 2 y 68 + 2 %,
respectivamente) son estadisticamente diferentes (P <
0.05), presentando los salmones concentraciones de
Hg?* mas elevadas que en el caso de las especies
depredadoras. Por otra parte, debido a su
liposolubilidad, el MeHg* permanece mas tiempo en un
organismo que el Hg2* [10]. Por lo tanto, los peces
depredadores y con ciclos de vida mas largos
presentaran una mayor concentracion de Hg en forma
de MeHg*. Ademads, el MeHg* es objeto de especial
preocupacion, no solo porque los peces normalmente
tienen un mayor contenido en esta especie y por su
neurotoxicidad, sino también porque se ha demostrado
que su absorcién en el organismo humano es de hasta el
95%, mientras que la absorcién del Hg?* no supera el
38% [11].
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3. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha determinado el contenido de Se y
Hg total en el muisculo de pescados de elevado consumo,
asi como las formas quimicas en las que estan presentes.
Las especies depredadoras (atun y pez espada) son las
que mayores contenidos en Se y Hg presentan, debido
fundamentalmente a procesos de biomagnificacion. El
calculo del indice HBVse proporcioné resultados
positivos para todos los pescados, pudiéndose afirmar
que el Se en estas muestras se encuentra en un exceso
molar con respecto al Hg y que, por tanto, esti en
cantidad suficiente como para poder llevar a cabo las
funciones biolégicas necesarias en las que esta
implicado en el organismo. En este sentido, una ingesta
moderada de estos pescados no conllevaria un riesgo
potencial para el consumidor en relacién a su exposicion
al mercurio

Los estudios de especiaciéon de Se que se llevaron a cabo
mediante HPLC-ICP-MS y confirmados por HPLC-ESI-
MS/MS revelaron que SeMeSeCys esta presente en todos
los pescados (atun, pez espada, salmoén de piscifactoriay
salmon salvaje) y, ademas, en el caso del atiin también
se identific6 SeMet. En cuanto a la especiaciéon de Hg se
refiere, mediante analisis por HPLC-ICP-MS se
obtuvieron las distribuciones de las dos especies de Hg
identificadas en todos los pescados, Hg?* y MeHg*. En
estas se pueden observar claras diferencias entre las
especies depredadoras (atin y pez espada) y los dos
tipos de salmones (de piscifactoria y salvaje). En los
primeros, la concentraciéon de MeHg* llega a representar
hasta el 90 % del contenido total de Hg, a diferencia de
los salmones, donde la concentraciéon de Hg?* es muy
superior.

Los resultados de este estudio ponen de manifiesto la
importancia de determinar no solamente el contenido
total del elemento sino también de sus especies
quimicas, con el fin de establecer de forma correcta el
riesgo-beneficio del consumo de pescados en relaciéon
con la exposicién de mercurio. Es de especial relevancia
destacar que en la actualidad los estudios de especiacion
requieren tanto de técnicas de espectrometria de masas
atémica (ICP-MS) como de técnicas de espectrometria
de masas molecular (HPLC-ESI-MS/MS), estas ultimas
con el objeto de establecer de forma inequivoca la
identidad de las especies y sus posibles
transformaciones.

4. AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Ministerio de Ciencia e
Innovacién (PID2020-114714RB-100), a la Comunidad
de Madrid y Fondos Europeos por el proyecto (FSE y
FEDER) (S2018/BAA-4393, AVANSECAL-II CM).

5. REFERENCIAS

[1] WHO (World Health Organization), Mercury in
health care, (2005).

[2] WHO (World Health Organization), Guidance for

identifying populations at risk from mercury exposure,
(2008).

[3] E. Panel, F. Chain, Scientific Opinion on the risk for
public health related to the presence of mercury and
methylmercury in food, EFSA]. 10 (2012).

[4] ]J. Burger, K.F. Gaines, C.S. Boring, W.L. Stephens, J.
Snodgrass, M. Gochfeld, Mercury and selenium in fish
from the Savannah River: Species, trophic level, and
locational differences, Environ. Res. 87 (2001) 108-118.

[5] LJ. Raymond, N.V.C. Ralston, Mercury: selenium
interactions and health implications, Neurotoxicology.
81 (2020) 294-299.

[6] N.V.C. Ralston, ].J. Kaneko, L.J. Raymond, Selenium
health benefit values provide a reliable index of seafood
benefits vs. risks, ]. Trace Elem. Med. Biol. 55 (2019) 50-
57.

[7] AM. Azad, S. Frantzen, M.S. Bank, B.M. Nilsen, A.
Duinker, L. Madsen, A. Maage, Effects of geography and
species variation on selenium and mercury molar ratios
in Northeast Atlantic marine fish communities, Sci. Total
Environ. 652 (2019) 1482-1496.

[8] N.V.C. Ralston, C.R. Ralston, L.J. Raymond, Selenium
Health Benefit Values: Updated Criteria for Mercury Risk
Assessments, Biol. Trace Elem. Res. 171 (2016) 262-
269.

[9] M. Ribeiro, N. Zephyr, J.A.L. Silva, M. Danion, T.
Guérin, I. Castanheira, A. Leufroy, P. Jitaru, Assessment
of the mercury-selenium antagonism in rainbow trout
fish, Chemosphere. 286 (2022).

[10] D.S. Forsyth, V. Casey, R.W. Dabeka, A. McKenzie,
Methylmercury levels in predatory fish species
marketed in Canada, Food Addit. Contam. 21 (2004)
849-856.

[11] P. Holmes, K.A.F. James, L.S. Levy, Is low-level
environmental mercury exposure of concern to human
health?, Sci. Total Environ. 408 (2009) 171-182.

Actualidad Analitica 81 (2023)

Pdgina 51



