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RESUMEN

La Organizacion Mundial de la Salud clasific6 a mercurio dentro de los 10 elementos
guimicos mas peligrosos por su alta toxicidad neuronal, afectando principalmente a
embarazadas y nifios. La principal via de exposicion a mercurio es el consumo de
pescados contaminados, los cuales también acumulan selenio, un oligoelemento
esencial con efecto neuroprotector que actla contra la toxicidad de mercurio. El
objetivo general del presente estudio es evaluar el nivel de riesgo a la salud humana
por exposicion a mercurio mediante el consumo de pescados comerciales de
diferentes formatos, obtenidos aleatoriamente en un supermercado de Valparaiso.
Se determinoé la concentracién de mercurio y selenio en 16 muestras de pescados,
congelados y en conservas, usando espectrometria de fluorescencia atbmica por
vapor frio y previa generacion de hidruros respectivamente, para luego calcular
algunos indices de riesgo. Todos los pescados cumplieron con la normativa chilena
establecida para mercurio, no asi para selenio. La albacora presenté la mayor
concentracion de mercurio (4,8 + 0,2 ug/g peso seco) sobrepasando el limite
establecido a nivel internacional, ademas segun los resultados obtenidos, es el
pescado que representa mayor riesgo a la salud humana, presentando una
proporcién molar de 0,8, un Valor de Selenio Beneficioso para la Salud de -8,3 y
una Ingesta Semanal Tolerable Provisional mayor a la recomendada para
metilmercurio en pescados (1,6 pug/kg/semana). Ademas, segun la Ingesta Semanal
Tolerable Provisional, el consumo de albacora, atun, reineta y congrio dorado podria

ser de alto riesgo principalmente en nifios.
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ABSTRACT

The World Health Organization classified mercury as one of the 10 most dangerous
chemical elements due to its high neuronal toxicity, affecting mainly pregnant women
and children. The main route of mercury exposure is the consumption of
contaminated fish, which also accumulate high amounts of selenium, a trace
essential element with a neuroprotective effect that acts against the toxicity of
mercury. The main objective of this study is a human health risk assessment related
with mercury exposure through the consumption of different formats of commercial
fish obtained randomly in a supermarket at Valparaiso city. The concentration of
mercury and selenium was determined in sixteen fish samples, frozen and canned
format, were analyzed by hydride generation-atomic fluorescence spectrometry and
cold vapor atomic fluorescence spectrometry to determine selenium and mercury
concentrations, respectively, and some risk indices were calculated with them. All
the fish complied with the Chilean regulations established for mercury, but not for
selenium. Albacore presented the highest concentration of mercury (4.8 £+ 0.2 ug/ g
ps), exceeding the international limit, and according to the results it is the fish that
represents the greatest risk to the human health, with a molar ratio of 0.8, a Selenium
Health Benefit Values of -8.3 and a Provisional Tolerable Weekly Intake greater than
that recommended for methylmercury in fish (1.6 pg / kg / week). In addition,
according to the Provisional Tolerable Weekly Intake, the consumption of albacore,

tuna, reineta and golden conger could be of high risk mainly in children.



Lista de abreviaturas

Hg: mercurio

CHsHg*: metilmercurio
Hg® mercurio elemental
Hg*: mercurio monovalente
Hg*?: mercurio divalente
C2oHsHg*: etilmercurio
CsHsHg™: fenilmercurio
CHsHgCHBa: dimetilmercurio
Se: selenio

SeO7: selenito

SeOA2 : selenato

Se’: selenio elemental
SeCys: selenocisteina
SeMet: selenometionina
GPx: glutation peroxidasa
NaBHa: borhidruro de sodio
NaOH: hidréxido de sodio
HCI: &cido clorhidrico
SnCl>*H20: cloruro de estafio dihidratado
Hg: microgramo

mg: miligramo

nmol: nanomol

g: gramos

kg: kilogramo

L: Litro

mL: mililitro

p.S.. peso seco
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p.h.: peso humedo

°C: grados Celsius

v/v: volumen/volumen

p/v: peso/volumen

CV-AFS: Espectrometria de fluorescencia atdbmica por vapor frio
HG-AFS: Espectrometria de fluorescencia atdbmica por generacién de
hidruros

ISTP: Ingesta Semanal Tolerable Provisional

HBVse: Selenium Health Benefit Values o Valor de Se beneficioso para la
Salud

Ds: desviacion estandar

X: promedio

CV: coeficiente de variacion

ppb: partes por billén

ppm: partes por millén

FAO: Food and Agriculture Organization/ Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

MINSAL: Ministerio de Salud

RSA: Reglamento Sanitario de Alimentos

FDA: Food and Drug Administration/ Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos

FNB: Food And Nutrition Board/ Junta de Alimentos y Nutricion
JECFA: Joint Expert Committee on Food Additives/ Comité Mixto de
Expertos en Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos
CXS: Codex Alimentarius

IDR: Ingesta Diaria Recomendada

DDR: Dosis Diaria de Referencia
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|. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

[.1. Mercurio

Mercurio (Hg) es un elemento quimico de numero atomico 80 y peso atomico 200,59
g/mol. Es un metal pesado que a temperatura ambiente se encuentra en estado
liquido, tiene la capacidad de emitir vapores desde los 18°C y a medida que
asciende la temperatura se convierte en un gas toxico, inodoro e incoloro (Avella'y
Vides, 2009). Ebulle a 356,72°C, tiene una presion de vapor de 14 mg/m?® a 20°C,
es insoluble en agua, soluble en lipidos y un buen conductor de la electricidad, pero

no asi del calor (Yarto, Gavilan y Castro, 2004).

1.1.1. Formas quimicas de mercurio

Las formas inorganicas de mercurio pueden encontrarse en distintos estados de
oxidacioén, ya sea, monovalente (Hg*), divalente (Hg*?) o elemental (Hg®). Cuando
el mercurio reacciona con el carbono forma compuestos organicos como
metilmercurio (CHsHg"), etilmercurio (CzHsHg*), fenilmercurio (CeHsHg") vy
dimetilmercurio (CHsHgCHz3) (Gonzélez et al., 2014).

1.1.2. Ciclo biogeoquimico del mercurio

El ciclo del Hg se refiere alos multiples y complejos intercambios entre la hidrésfera,
atmosfera, biosfera, pedosfera y litdsfera, entre diversos estados fisicos (sélido,
liquido o gas), y diferentes especies quimicas (inorganica, organica, reducida u
oxidada), que controlan su origen y destino (Molina et al., 2010).

Hg es un elemento contaminante que se distribuye entre los distintos ecosistemas.
Su concentracion, transformacion, acumulacion, movilidad y especiacion dependen
de las caracteristicas fisico-quimicas presentes en el medioambiente, como el pH,
el potencial redox, la presencia de ligandos y sus caracteristicas organicas o
inorganicas. Las vias de transformacion de Hg en ecosistemas acuaticos se ilustran

en la Figura 1.



Suelo/corrientes
Emisiones antropogénicas

Erupciones de volcanes/quema
Emisiones naturales

omHG.__
Hg"An%ropogénico Hg*? +—3—— Me?g Hg natural
| |
l DMHG l Medio acuatico
T
‘ij Mg Mo Nanwal
Fitoplancton / l
Hpgu Zoopiancton peces peces
Hg* pequefios grandes
MeHg Hg+

MeHg

Sedimento marino

HgS<—— Hg*? MeHg Hg Natural

Figura 1: Via de transformacion del mercurio en ecosistema acuatico. DMHG: dimetilmercurio;
MeHG: metilmercurio, Hg*% mercurio divalente; HgS: cinabrio; Hg: mercurio elemental.
Fuente: Adaptado de Ledn & Pefiuela, 2011.

El Hg atmosférico puede ser transportado largas distancias y retornar a los
ecosistemas acuaticos y/o terrestres en forma de lluvia (Garcia, 2010).

En la corteza terrestre, las bacterias sulfato reductoras forman CHsHg* a partir de
Hg*? mediante diversos procesos (Revis, Osborne, Holdsworth y Hadden, 1990).
Los microorganismos aerébicos o anaerobicos metilan el Hg en sedimentos y suelos
para formar CHsHg*. La formacion de este se ve favorecida cuando la
concentracion de Hg es alta y el pH es bajo (Nriagu, 1979).

En ecosistemas acuaticos, el Hg® es levemente disuelto y reemitido a la atmoésfera,
por lo que Hg*? es la forma dominante capaz de conformar ligandos inorganicos y
organicos, como CHsHg" que atraviesa facilmente las barreras bioldgicas entre los
seres vivos y el ambiente (Boudou y Ribeyre, 1997). Cerca del 90% del contenido
de Hg en los peces se encuentra en forma de CHzHg* unido a proteinas (Gonzalez,
et al., 2014), el cual se bioacumula y biomagnifica en los organismos acuaticos

incorporandose en la cadena tréfica alimentaria, esto significa que la concentracion



de CHszHg* aumenta en los organismos a medida que el nivel tréfico de la cadena
asciende (Gonzalez, et al., 2014).

Los peces asimilan el Hg en las branquias, el recubrimiento cutaneo y el tracto
digestivo, y lo eliminan principalmente por via urinaria o fecal (Molina et al., 2010).

La concentracion de CHszHg* es mayor en sistemas acuaticos que terrestres,
predominando en aguas dulces, ya que en estas la metilacion ocurre principalmente
a bajas concentraciones de oxigeno (Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente, 2002). En cambio, en sistemas de aguas saladas las altas
concentraciones de sulfuro inhiben la metilacién (Wiener, Krabbenhoft, Heinz &
Scheuhammer, 2003).

1.1.3. Toxicocinética de mercurio

Luego de la masiva intoxicacion por la descarga de Hg en una planta de
acetaldehido en Minamata (Japon) en la década de 1950 (Leon y Pefiuela, 2011),
la poblacién ha tomado conciencia de los riesgos a la salud y el medioambiente que
conlleva la exposicion a este metal, considerado un contaminante bioacumulable,
persistente y globlal (Chen et al., 2015).

Las especies de Hg organico se consideran mas toxicas que su forma elemental,
siendo el CHzHg"* la fuente mas comun de exposicion por medio del consumo de
pescados y mariscos contaminados (Leén y Pefiuela, 2011).

El CHsHg™ se puede absorber hasta en un 95% en el intestino, pasando a la sangre
en una proporcion de 20 (hematies)/L (plasma), alcanzando una vida media larga
de 44-80 dias (Gonzélez et al., 2014).

Antiguamente se creia que la amplia distribucion tisular de CHsHg* se debia a su
lipofilicidad, sin embargo, nuevos estudios demuestran que su carga cationica y su
capacidad de formar complejos hidrosolubles con proteinas (péptidos, glutation
reducido y aminoacidos) por medio de grupos tiol (-SH), facilitan su movilidad a
través de los compartimentos y la entrada de estos complejos a las células
endoteliales (Gonzalez et al., 2014). Cuando CHsHg" se une a cisteina, forma una

molécula similar a metionina, tal como muestra la Figura 2, lo que le permite entrar



a las células por transportadores de aminoacidos neutros LAT1 y LAT2 (Simmons-
Willis, Koh, Clarkson y Ballatori, 2002).

De esta forma CHsHg* puede atravesar todos los tejidos, incluyendo la barrera
hematoencefalica y la placenta, por lo que puede causar efectos teratogénicos a
nivel cerebral, alterando la migracion neuronal, la estratificacion de neuronas
corticales y la organizacién de nucleos cerebrales (Raimann, Rodriguez, Chavez, y
Torrejon 2014).

La neurotoxicidad por CHzHg* se puede explicar por varios mecanismos de accion
y sus efectos en el Sistema Nervioso Central (SNC) son multiples, ya que también
forma complejos con homocisteina, metalotioneinas, glutatién y albimina (Vendrell,
2006). Ademas, puede alterar el equilibrio entre especies prooxidantes y
antioxidantes.

Por otro lado, CHsHg* también tiene efectos cardiovasculares, causando
dislipidemia, aterosclerosis u otras afecciones de este tipo, lo cual se debe a la
inactivacion de enzimas (superoxido dismutasa, catalasa) y a la alta afinidad de este

compuesto por moléculas antioxidantes (Gonzélez et al., 2014).

HsC-Hg* + "S-CH2-CH-COQ"~ ==—p- H3C-Hg-S-CH2-CH-COO-

I |
NH3* NH3*

Metiimercurio Cisteina Complejo Metilmercurio-Cisteina

H3:C-5-CHz-CHz-CH-COO-

|
NHz*

Metionina

Figura 2. El cation metilmercurio se adhiere al ligando tiol de la cisteina, para formar un
complejo que imita la estructura de la metionina.

Fuente: (Ledn y Pefuela, 2011)



[.1.4. Normativa en Chile y el Mundo.

1.1.4.1. Normas internacionales que regulan la concentraciéon de mercurio en
alimentos

La Organizacioén de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
junto a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecieron en 1956 el Comité
Mixto de Expertos en Aditivos Alimentarios y Contaminantes de los Alimentos
(JECFA), el cual se reune regularmente para actualizar las normas internacionales
sobre la inocuidad y la calidad de los alimentos establecida a través del Codex
Alimentarius (CXS 193-1995). Los limites maximos de CHsHg* permitidos en
pescados establecidos por la FAO/OMS se muestran en la Tabla 1.

Ademas, en el Codex Alimentarius también se establece la Ingesta Semanal
Tolerable Provisional (ISTP) para Hg inorganico y CHzHg*, que se informan en la
Tabla 2. ElI ISTP representa la exposicion humana semanal permisible a

contaminantes mediante el consumo de alimentos.

Tabla 1. Concentraciones maximas de metilmercurio (CHsHg") permitidas en
pescados establecidas en el Codex Alimentarius.

Tipos de peces Concentracion maxima | Concentracion maxima
permitida permitida
(mg/kg=ug/g p.h.%) (mg/kg=pg/g p.s.”)
Todos, excepto 0,5 19
depredadores
Depredadores 1 3,9

ap.h.: peso humedo;
bp.s.: peso seco.
Ccalculado considerando un promedio de humedad en peces grasos y magros de 74,2%.

Fuente: (FAO/OMS, 2017)



Tabla 2. Ingesta Semanal Provisional Tolerable (ISTP) para mercurio inorgénico y
metilmercurio (CHsHg") recomendada en el Codex Alimentarius.

Sustancia ISTP pg/Kg peso corporal/semana
Mercurio inorganico 4
Metilmercurio 1,6

Fuente: (FAO/OMS, 2017)

Actualmente la ISTP para Hg inorganico se considera aplicable al total de la
exposicion alimentaria a mercurio a partir de otros alimentos distintos a pescados y
mariscos. Para la exposicion alimentaria a mercurio de estos alimentos, debera
aplicarse la ISTP previamente establecida para CHsHg* (FAO/OMS, 2017).

.1.4.2. Normas en Chile que regulan la concentracion de mercurio en
alimentos.

Actualmente el Ministerio de Salud (MINSAL) establecio un valor limite para las

concentraciones de Hg en productos marinos como pescados y mariscos, lo cual

esta estipulado por el Reglamento Sanitario de Alimentos (RSA), D.S. N° 977/96,

articulo 160 y se muestran a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3. Limites maximos de concentracion de mercurio en pescados y mariscos

(RSA).
Alimentos Limite maximo Limite maximo (mg/kg
(mg/kg producto final) peso seco)?
Conservas de pescados y 1,0 3,9
mariscos
Pescado fresco, enfriado y 0,5 19
congelado talla pequefia
Pescado fresco, enfriado y 15 5,8
congelado talla grande

4calculado considerando un promedio de humedad en peces grasos y magros de 74,2%
Fuente: (MINSAL, 2017).



l.3. Relacion existente entre selenio y mercurio

Se ha demostrado que “Se” ademas de contribuir en la prevencién de
enfermedades, también protege contra los efectos toxicos de CHsHg* (Park y
Mozaffarian, 2010). Esto seria posible gracias a diversos mecanismos, como la
desintoxicaciéon de Hg por formacion de complejos, o por medio de efectos
antioxidantes, obtenidos por estimulo de la actividad de GPx o por un aumento de
la sintesis de otras selenoproteinas (Bjgrklund et al., 2017). Pese a lo anterior, en
la actualidad aun no existe un consenso sobre la cantidad de “Se” necesaria para
reducir el riesgo de toxicidad por Hg (Burger y Gochfeld, 2013).

Para muchos, el riesgo de la exposicion a CHsHg* depende de la relacién molar
Se:Hg, por lo cual en el presente trabajo, la determinacion de dicha relacion puede
significar una herramienta util para medir el riesgo al cual se expone la poblacion al
ingerir productos de origen marino de distintas marcas comerciales que se puedan
encontrar a la venta en supermercados, en distintos formatos, ya sea en conserva,

congelados o enlatados.

l.2. Selenio

El selenio (Se) en su estado puro se puede observar de color gris-metélico o incluso
en forma de cristales negros. Es un metaloide de numero atomico 34 y pertenece al
grupo 16 en la tabla periddica, su punto de fusion es de 271°C y ebulle a los 685°C
(Wilber, 1980). Fue descubierto en 1817 por el quimico sueco Jons Jacob Berzelius
(Bjorklund et al., 2017), sin embargo, recién a fines de la década de los 50 fue

reconocido como un oligoelemento esencial en la dieta humana (Sanchez, 2009).

[.2.1. Formas quimicas de Selenio

En la naturaleza se pueden encontrar formas inorganicas de selenio, como selenito
(SeO;f), selenato (SeOf) y selenio elemental (Se®). O bien, formas organicas, como
compuestos metilados de selenio (dimetilselenio, dimetildiselenio, otros.),
selenoazlcares o0 selenoaminoacidos (selenocisteina (SeCys) y selenometionina

(SeMet)), que forman parte de la estructura de las selenoproteinas (Sanchez, 2009).



1.2.2. Ciclo biogeoquimico del selenio

El comportamiento de “Se” ambiental depende de varios factores como: el pH, la
temperatura, la presencia de minerales y la actividad microbiol6gica y
antropogénica. El ciclo del “Se” comienza cuando las plantas y algas lo absorben
desde el suelo, para luego incorporarlo a sus proteinas tisulares (Suarez y
Michelsen, 2004).

“Se” puede movilizarse en el ecosistema por deposicion de las lluvias en los suelos
o por desgaste de estos. Las regiones volcanicas, los suelos ricos en metales (como
hierro o aluminio) y aquellos con mayor acidez, tienden a presentar bajas
concentraciones de selenio, ya que este se encuentra principalmente como selenito,
el cual tiene menor solubilidad y alcanza menor disponibilidad en las plantas debido
a que requiere transporte activo (Matamoros, 2002). Ocurre lo contrario cuando el
pH aumenta, ya que el “Se” se oxida y se presenta como selenato, el cual alcanza

una mayor disponibilidad en las plantas.

Las bacterias anaerdbicas tienen la capacidad de reducir SeOf en SeO:q,z, y este
ultimo en Se® en el proceso de respiracion (Oremland et al., 1989) o bien de
detoxificacion (Lortie, Gould, Rajan, McCready y Cheng, 1992).

Los seres humanos y los animales pueden incorporar “Se” del medioambiente por
dos vias, inhalacidon o ingestidn, siendo esta Ultima la mas importante (Bennett,
1983). “Se” es acumulado en tejidos corporales e incorporado a la cadena
alimenticia, siendo biomagnificado en niveles superiores. Esta biomagnificacion
comienza cuando los animales consumen plantas o seres invertebrados, como

zooplancton o bivalvos, que contienen altos niveles de este elemento.

1.2.3. Rol bioldgico de selenio

“Se” es un oligoelemento esencial en la dieta del ser humano, implicado en diversas
funciones biolégicas en el organismo, actuando en la prevencion de lesiones
vasculares, musculares y hepaticas (Combs, 2001).

Las principales fuentes alimentarias donde se encuentra este oligoelemento son:

las nueces, los cereales, los huevos, los mariscos y los pescados (Sanchez, 2009).



SelMet se sintetiza en plantas, (Papp, Lu, Holmgren y Khanna, 2007), en cambio,
SelCys se encuentra en productos de origen animal y es la responsable de la
actividad biolégica de las selenoproteinas. Ambas son bien absorbidas a nivel
intestinal (Sanchez, 2009).

Con el paso de los afios y el avance de la ciencia, se descubrié que “Se” es un
elemento esencial para el funcionamiento de una importante enzima antioxidante
llamada glutation peroxidasa (GPx) (Combs, 2001). Actualmente se reconocen 5
isoformas de GPx, ademas de varias otras selenoenzimas (Combs, 2001).

Las selenoproteinas tienen variadas funciones, tales como: combatir el estrés
oxidativo disminuyendo radicales libres e hidroperéxidos; regular la funcién de la
glandula tiroides mediante el catabolismo de las hormonas tiroideas; regular el
estado redox de la vitamina C (Sanchez, 2009).

Una deficiencia grave de “Se” en el organismo puede causar dafio cerebral
irreversible, debido a que este elemento es particularmente importante para las
funciones del SNC. Es por esto, que cuando cesan los niveles de “Se” en el
organismo, la cantidad total de este se reduce sustancialmente en otros 6rganos

como higado, rifidn y pulmoén, pero no en el cerebro (Bjgrklund et al., 2017).

l.2.4. Toxicocinética de selenio

Asi como la deficiencia de “Se” puede causar dafios graves a la salud, el consumo
en exceso de este micronutriente puede provocar intoxicacion, llamada selenosis
(Gutiérrez et.al., 2008), que se manifiesta mediante la pérdida y fragilidad de las
ufias, problemas gastrointestinales, erupcion cutanea y anomalias del sistema
nervioso (Olmedo et al., 2013).

La absorcion de “Se” puede ocurrir por via oral, inhalatoria o dérmica, aunque esta
ultima es tan escasa que resulta ser relativamente insignificante (Palazén, 2016).
Luego de la ingesta oral de “Se”, este es absorbido en el tracto gastrointestinal,
principalmente en el duodeno y el yeyuno proximal (Amaya, Vilchez, Campos,

Sanchez y Pereira, 2012). La velocidad y el grado de absorcién dependen de varios
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factores, observandose en animales y en humanos que las formas organicas de Se
logran absorberse mejor que las inorganicas (Palazén, 2016).

En el organismo, “Se” suele acumularse en o6rganos como rifiones, higado,
testiculos y masculo esquelético, siendo este ultimo el que acumula cerca del 50%
del selenio corporal (Manzanares, 2007).

“‘Se” es excretado mayoritariamente por medio de la orina y las heces, aunque

también puede eliminarse a través del sudor y el aire expirado (Palazén, 2016).

1.2.5. Ingesta de selenio recomendada en Chile y el Mundo.

1.2.5.1. Recomendacion Internacional

La Junta de Alimentos y Nutricion (Food And Nutrition Board (FNB)) establecié una
Ingesta Diaria Recomendada (IDR) para “Se” de 55 pg para hombres y mujeres
mayores de 14 afios, basandose en el criterio de satisfacer las necesidades de la
mayoria de las personas sanas (97-98%) segun edad y sexo (Institute of Medicine,

2000). En el ANEXO 2 se describen las IDR para los distintos grupos etarios.

1.2.5.2. Recomendacion en Chile
En Chile la Resolucidon exenta 394/2002 establece que la Dosis Diaria de Referencia
(DDR) para “Se” es de 70 pg/dia. La DDR es la cantidad diaria recomendada para

cubrir las necesidades nutricionales de una persona (MINSAL, 2002).

[.2.6. Normativa en Chile y el Mundo

[.2.6.1. Normas internacionales que regulan la ingesta de selenio
La FNB establece un nivel de ingesta maxima tolerable para “Se” de 400 pg/dia para
hombres y mujeres mayores de 14 afios (IOM, 2000). En el ANEXO 3 se detallan

los niveles establecidos para los distintos grupos etarios.
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1.2.6.2. Normas en Chile que regulan la concentracion de selenio en los
alimentos.

El articulo 160 del Reglamento Sanitario de los Alimentos (MINSAL, 2017) establece

los limites maximos permitidos de “Se” en los alimentos en Chile, los cuales se

detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Limites de selenio permitidos en alimentos chilenos.

Alimentos Limite Maximo (mg/kg Limite Maximo (mg/kg
de producto final) peso seco)?
En productos sélidos 0,30 1,2
En productos liquidos 0,05
Agua mineral de mesa 0,01

8calculado considerando un promedio de humedad en peces grasos y magros de 74,2%
Fuente: (MINSAL, 2017).

I.4. Fundamentos tedricos de los métodos analiticos

l.4.1. Digestion acida por via himeda con microondas

La mayoria de los métodos analiticos utilizados para determinar niveles traza de
metales, requieren que la muestra se encuentre en disolucion. Para disolver las
muestras de pescado se requieren reactivos fuertes y un tratamiento adecuado, que
garantice la disolucion completa de todo el analito de interés para el analisis, sin
contaminar la muestra en el proceso. Para la determinacion de Hg hay que tener
especial cuidado durante la digestion debido a que es altamente volatil y su
concentracion es muy baja. Cuando se trata de muestras organicas, es necesario
destruir la matriz para que se libere el analito, lo cual se logra mediante una reaccién
de oxidacién por via hiumeda usando reactivos acidos (Vandecasteele y Block,
1993).

La digestiébn en microondas cuenta con un sistema que permite el calentamiento

gradual de varias muestras simultaneamente, facilitando la disolucién de estas y
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reduciendo el tiempo del proceso. Ademas, el hecho de que la disolucion se haga
en vasos cerrados reduce la posibilidad de contaminacién de las muestras (Martinez
y Lopez, 2017).

l.4.2. Espectrometria de fluorescencia atobmica por vapor frio (CV-AFS)
Esta técnica permite una determinacion cuantitativa de trazas de metales como Hg.
Se utiliza el término “vapor frio” debido a que no es necesario el uso de una llama
para generar energia térmica, ya que este analito se encuentra como un elemento
neutro en fase gaseosa a temperatura ambiente (Garcia, 2010).
El equipo utilizado cuenta con una lampara que usa fotones de alta energia que
causan la excitacion de la muestra liberando fotones de menor energia. El equipo
mide la fluorescencia emitida por el decaimiento de los atomos excitados. La
intensidad de la fluorescencia aumenta proporcionalmente con la concentracion de
analito en la muestra.
Para llevar a cabo la cuantificacion de Hg, es necesario preparar una solucion de
cloruro estanoso (SnClz) que actua reduciendo cualquier forma de Hg contenida en
la muestra liquida en Hg° tal como indica la reaccién (1). El vapor de Hg°® es
conducido por una corriente de gas Argon (Ar) hasta el camino o6ptico del
espectrometro.

Sn*2+Hg*2 > sn*+Hg® T (1)

Para mejorar la eficiencia de la deteccion, se recomienda agregar un exceso de
oxidante a la muestra antes de agregar la solucion reductora, asi la mayor parte de
Hg estara en su forma Hg*? (Tsalev, 1995). La cuantificaciéon por fluorescencia
atodmica requiere la comparacion con una curva de calibrado preparada a partir de

soluciones estandar de concentracion conocida (PSAnalytical, 1997).



13

1.4.3. Espectrometria de fluorescencia atbmica por generacion de hidruros
(HG-AFS)

Este método requiere de una llama de difusion de Hidrogeno y Argén como sistema
de atomizacion. La generacién de hidruros se produce a partir de una solucion de
NaBH4 en medio acido. Cuando el hidruro alcanza el atomizador se produce la
transformacion en vapor atomico (Stripeikis, 2002).

Esta técnica se puede aplicar para la determinacion de distintos metales como
selenio, bismuto, telurio, arsénico y antimonio (Moscoso, 2003). “Se” solo en su
estado de oxidacion +4 es capaz de generar hidruros (Stripeikis, 2002). NaBH4 no
tiene la capacidad de reducir Se*® por lo que para lograr la cuantificacién total de
este metaloide es necesario realizar una pre-reduccion de las muestras con HCI
mediante calentamiento por un tiempo determinado, por lo cual este es uno de los

pasos criticos en el tratamiento previo de las muestras (Ruiz de Cenzano, 2017).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a los cuestionamientos que surgen por parte de la poblacion ante las
recomendaciones realizadas por la FAO/OMS que promueven el consumo de
productos acuicolas por su elevado contenido de proteinas y 4cidos grasos omega
3, considerando los potenciales efectos toxicolégicos que tiene el metilmercurio
presente en estos alimentos, es que se hace necesario realizar un analisis
cuantitativo del contenido de mercurio total en productos de origen marino,
congelados o en conservas, ampliamente vendidos en supermercados, para asi
verificar si efectivamente cumplen la normativa nacional e internacional establecida
por el Ministerio de Salud y la FAO/OMS respectivamente, y asegurar la ingesta
inocua de estos alimentos a los consumidores. Ademas, con el fin de realizar una
evaluacion del potencial riesgo toxicologico al cual se expone la poblacion, se hace
necesario determinar el porcentaje de contribucion a la Ingesta Semanal Tolerable

Provisional de metilmercurio considerando consumidores adultos y nifios.

Por otro lado, gracias al conocido efecto protector de selenio sobre metilmercurio,
demostrado desde hace décadas atras, es que también se considera pertinente la
determinacién de este oligoelemento en los productos analizados, y asi poder
calcular otros parametros, como la proporcion molar de Se:Hg y el HBVse (Selenium
Health Benefit Value), los cuales pueden ayudar a determinar qué especies de

pescados son potencialmente mas toéxicos al momento de consumirlos.

De esta forma, los antecedentes aportados en el siguiente estudio podrian brindar
informacion importante a la poblacion, tanto para ayudar a los consumidores a
seleccionar de manera consiente los productos marinos congelados o en conservas
gue ofrecen los supermercados, como para incorporar las porciones semanales
adecuadas en la dieta de nifios y adultos, aprovechando de esta forma los

beneficios a la salud que trae consigo el consumo de pescados.



15

[l HIPOTESIS

En base a la informacion antes expuesta, se plantea como hipétesis que
independiente del cumplimiento de la normativa establecida a nivel nacional e
internacional, existe un potencial riesgo a la salud humana por exposicién a
mercurio mediante el consumo de pescados, lo cual depende de factores como: la
especie de pescado, la concentracion de selenio acumulada en este, la cantidad de
pescado consumida y la susceptibilidad de las personas que lo consumen.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo General:
Evaluar el nivel de riesgo a la salud humana por exposiciéon a Hg mediante el
consumo de pescados comerciales de diferentes formatos, obtenidos en un

muestreo aleatorio en supermercado.

IV.2. Objetivos Especificos:

1. Validar la metodologia analitica para la determinacion de Hg y Se total mediante
espectrometria de fluorescencia atoémica por vapor frio (CV-AFS) y previa
generacion de hidruros (HG-AFS) respectivamente.

2. Determinar la concentracion de Hg y Se total en muestras de pescados de
diferentes formatos obtenidos por muestreo aleatorio en un determinado
supermercado.

3. Evaluar el cumplimiento de las normas nacionales e internacionales con respecto
a los limites maximos permitidos para el contenido total de Se y Hg en pescados.
4. Evaluar el nivel de riesgo a la salud humana por exposicién a Hg, mediante la
estimacion y andlisis de indices seleccionados: proporcion molar Se:Hg; Valor de
Se Beneficioso a la Salud (Selenium Health Benefit Values (HBVse)) y la Ingesta

Semanal Tolerable Provisional (ISTP).
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V. METODOLOGIA

V.1. MATERIALES, REACTIVOS Y MATERIAL CERTIFICADO

En la elaboracion de las curvas de calibrado de cada analito se utiliz6 una
solucion patrén de Titrisol® Hg 1000 + 2 mg/L y de Titrisol® Se 1000 + 5 mg/L, ambos
marca MERCK.

Para la cuantificacion de Se y Hg total por HG-AFS y CV-AFS,
respectivamente, se utilizaron los gases Argon, Hidrogeno y Aire sintético de pureza
espectroscopica (AIR LIQUIDE de 99,999%).

Los reactivos utilizados en la digestion de las muestras, como acido nitrico
HNO3 (65%), perdoxido de hidrégeno H202 (30%) y acido clorhidrico HCI (37%),
fueron de calidad p.a. (MERCK). Por otro lado, los reactivos requeridos para llevar
a cabo las técnicas de HG-AFS y CV-AFS, fueron Borohidruro de sodio (NaBHa),
Hidréxido de Sodio (NaOH) y Cloruro de Estafio dihidratado (SnCl>*2H20), todos de
calidad p.a. marca MERCK.

Para la validacion de la metodologia analitica empleada en la determinacién
de “Se” se utilizé Material de Referencia Certificado de proteinas de pescado
DORM-2 (NRC-CNRC) (Se=1,40 + 0,09 mg/kg) y para Hg se utiliz6 DORM-4
(Hg=0,412 + 0,036 mg/kQg).

El agua utilizada en la preparacion de las muestras y soluciones fue de calidad
ultrapura, libre de materia organica, cuya conductividad fue de 18,2 MQ, obtenida
mediante el sistema de destilacion marca Pobel modelo 710 710 y posterior
desionizacion por medio del sistema ThermoScientific™ Barnstead™ modelo
EasyPure™ (II).

Todo el material de vidrio y teflon utilizado fue lavado con abundante agua
potable y detergente, posteriormente lavado tres veces con agua desionizada y
luego sumergido en una solucion de HNOs al 10% v/v. Al dia siguiente, el material
utilizado para la determinacion de selenio se enjuagé tres veces mas con agua
ultrapura y se dejo secando en estufa a 40°C durante algunas horas, mientras que

el material utilizado para la determinacion de Hg fue enjuagado con agua
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desionizada y sumergido de manera consecutiva en una solucion de HNO3 al 10%
v/v y dos soluciones diferentes de HCI al 10% v/v. Cada lavado en acido fue por
periodos de aproximadamente 90 minutos y entre cada uno de ellos el material fue
lavado tres veces mas con agua desionizada. Finalmente, el material fue secado en
estufa a 40°C.

V.2. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Las muestras recién obtenidas fueron conservadas en congelador Mademsa
modelo MFV540B a -18°C hasta ser procesadas.

Para liofilizar las muestras se utilizé un liofilizador marca VirTis modelo
Benchtop K 6KBTES.

Se utilizé una picadora marca THOMAS modelo TH-9010V para procesar las
muestras antes y después del proceso de liofilizacion.

Se utilizé una balanza analitica marca Shimadzu modelo AUX220 para masar
las muestras en viales de teflon. En cambio, para la preparaciéon de la solucién de
NaBH4 0,4% p/v en NaOH 0,5 % p/v y de la soluciéon de SnClzal 2% p/v en HCI al
10%, se utiliz6 una balanza granataria marca BEL Engineering (0,01 g).

El proceso de digestion se llevé a cabo en un Horno Microondas marca
Milestone modelo ETHOS EASY con control automatico de temperatura y rotor con
vasos de Teflon.

En el proceso de pre-reduccion de Se con HCI mediante calentamiento se
utilizé una placa calefactora marca DragonLAB modelo MS-H280-PRO.

Para la determinacion de Se total se empled un equipo de fluorescencia
atomica modelo Millenium Excalibur, mientras que para la determinacién de Hg total
se utilizé un equipo de fluorescencia atbmica modelo Millenium Merlin, ambos marca
PSAnalytical.

Para secar el material de vidrio y plastico se utilizé la estufa marca DRYING
OVEN modelo DHG-9053A (RT +10°C — 250°C)
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V.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

V.3.1. SELECCION DE LAS MUESTRAS

Durante el mes de diciembre del afio 2017 se seleccion6 de forma aleatoria un total
de 16 pescados comerciales encontrados en un determinado supermercado de la
ciudad de Valparaiso. Por medio de este muestreo se obtuvieron productos
congelados y en conserva, de distintas marcas comerciales y diferentes lugares de
procedencia, asignandoles a cada uno un codigo de identificacién, tal como indica
la Tabla 5.

Una vez efectuada la compra, las muestras fueron trasladadas hasta el laboratorio
de Quimica Analitica y Ambiental de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso.

Tabla 5. Pescados comerciales obtenidos en un supermercado de Valparaiso

clasificados segun formato de venta, especie, codigo asignado y

procedencia
FORMATO DE VENTA ESPECIE CODIGO PROCEDENCIA
TARROS EN CONSERVA ATUN ATUN-1 COLOMBIA (CARTAGENA)
ATUN ATUN-2 TAILANDIA
ATUN ATUN-3 ECUADOR (GUAYAQUIL)
JUREL JUREL-1 CHILE (CONCEPCION)
PRODUCTOS ATUN ATUN-4 CHILE (VALPARAISO)
CONGELADOS ALBACORA ALBACORA-1 CHILE
JUREL JUREL-2 CHILE (CONCEPCION)
ALBACORA ALBACORA-2 CHILE
MERLUZA MERLUZA CHILE (CONCEPCION)
REINETA REINETA CHINA
CONGRIO DORADO | CONGRIO DORADO | CHILE (PUERTO MONTT)
SALMON SALMON CHILE (PUERTO MONTT)
PANGASIUS PANGASIUS VIETNAM
CORVINA CORVINA CHILE (PUERTO MONTT)
ALASKA POLLOCK ALASKA POLLOCK CHINA
TILAPIA TILAPIA CHINA
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V.3.2. PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron congeladas a -18°C, trituradas y envasadas en frascos, que
posteriormente fueron almacenados en congelador a -80°C, para luego liofilizarlas
durante un periodo de 96 horas. Las muestras liofilizadas fueron pulverizadas,
homogeneizadas y envasadas nuevamente en sus respectivos frascos, cada uno
de ellos con la rotulaciéon correspondiente para identificar la muestra contenida.
Todos los frascos herméticamente cerrados con tapa y sellados con papel
PARAFILM®, fueron guardados en una bolsa de plastico con el fin de evitar que las
muestras absorbieran humedad del ambiente.

V.3.3. DIGESTION DE LAS MUESTRAS

Tanto para la determinacion de Hg como de Se total, se llevo a cabo una digestion
acida de las muestras por triplicado, con el proposito de mejorar la confiabilidad de
los datos obtenidos y detectar contaminacion, ya sea de las muestras o de los
reactivos utilizados en el tratamiento de estas. Los blancos tuvieron el mismo

tratamiento que las muestras.

V.3.3.1. Digestion de las muestras para la determinacion de Hg total

Se masaron aproximadamente 0,1250 g de muestra pulverizada en viales de teflon.
Luego se realiz6 una pre-digestion acida de las muestras, para lo cual se agregaron
4,5 mL de H2O2 al 30%, se dejo transcurrir 15 minutos y se adicionaron 4,5 mL de
HNO:z al 65%. Posteriormente se llevo a cabo la digestion de las muestras.

El microondas digestor fue programado para realizar solo un ciclo de tres etapas; la
etapa de calentamiento, en la cual la temperatura y la potencia ascendieron
gradualmente hasta alcanzar 180°C y 900 W, respectivamente, tardando 10 minutos
en el proceso; la segunda etapa, en que las condiciones se mantuvieron estables
por un periodo de 10 minutos; y la tercera etapa o etapa de enfriamiento de 25
minutos.

Las muestras digeridas se enfriaron a temperatura ambiente, se aforaron a 25 mL

con agua ultra pura y se homogeneizaron. Posteriormente, se realiz6 la
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determinacién de Hg total por CV-AFS, paralo cual fue necesario realizar diluciones
variables de cada muestra en tubos de 10 mL agregando 1 mL de HCI al 37% vy

agua ultrapura.

V.3.3.2. Digestién de las muestras para la determinacion de Se total

Se masaron aproximadamente 0,2500 g de cada muestra pulverizada en viales de
teflébn y se realizé una pre-digestion acida de cada una de las muestras, agregando
9 mL de HNOzal 65% y 1 mL de H202 al 30%, se dejaron bajo campana durante una
hora y luego se taparon con PARAFILM® por 12 horas. Una vez transcurrido este
tiempo se trasladaron las muestras al microondas donde se llevo a cabo la digestion.
El microondas fue programado para realizar dos ciclos de tres etapas cada uno; la
primera fue una etapa de calentamiento que demord 15 minutos y consistio en un
aumento gradual de la temperatura hasta llegar a los 180°C alcanzando una
potencia de 1800 W; en la segunda etapa se mantuvieron estables las condiciones
anteriores por un periodo de 15 minutos y la tercera etapa fue de enfriamiento, la
cual tardo 25 minutos.

Las soluciones resultantes de la digestion se enfriaron a temperatura ambiente, se
aforaron en matraces de 25 mL con agua ultrapura y se trasvasijaron en envases
limpios de polietileno que luego fueron cerrados con tapa rosca.

Para poder cuantificar Se total por HG-AFS, se requiere reducir Se*®en Se**, por lo
cual se realizé una pre-reduccion de las muestras digeridas. Para esto se tomé una
alicuota de 200 puL de cada muestra con 1 mL de HCI al 37% y 800 yL de agua
ultrapura en tubos de vidrio. Posterior a esto, los tubos fueron ligeramente cerrados
y calentados en placa calefactora hasta 92°C por 45 minutos. Transcurrido el
tiempo, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se trasvasijaron a
matraces de aforo de 10 mL, adicionando 1 mL de HCI al 37% y agua ultrapura
hasta el aforo. Luego cada matraz fue cerrado y agitado hasta homogeneizar la

solucioén.
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V.3.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION TOTAL DE Hg y Se

V.3.4.1. Determinacién de Hg Total por CV-AFS

Para poder determinar la concentracién total de Hg en las muestras fue necesario
preparar una curva de calibrado utilizando una solucion estandar de concentracion
conocida. Los rangos de concentracién usados para la curva de calibrado se
resumen en la Tabla 6 y los parametros instrumentales empleados para la
determinacién en la Tabla 7.

Tabla 6. Rango de concentracion (ug L) de la curva de calibrado utilizada en la
determinacion de Hg total.

Analito Concentracién (ug L)
Hg total 0 0,1 0,25 0,5 0,75 1 1,25 15

Para el desarrollo de la técnica se preparo previamente:
1) Solucién de HCI al 8% v/v
2) Solucion reductora de SnClzal 2% p/v con HCI al 10% v/v, desgasada con Argon

30 minutos antes de utilizar.

Tabla 7: Parametros Instrumentales

Ganancia 100
Periodo de retardo (s) 15
Periodo de analisis (s) 40
Periodo de memoria (s) 35
Flujo de solucién reductora SnCl2/HCI (mL/min) 4,5
Flujo de HCI (mL/min) 9
Flujo de muestra (mL/min) 9
Presion de Argon (psi) 75
Presion de Hidrogeno (psi) 45
Longitud de onda (nm) 253,7




23

V.3.4.2. Determinacién de Se Total por HG-AFS

Para la determinacion de Se total se construyé una curva de calibrado utilizando
una solucion estandar de concentracién conocida. Los rangos de concentracién
usados para la curva de calibrado se resumen en la Tabla 8 y los pardmetros
instrumentales empleados para la determinacién en la Tabla 9.

Tabla 8. Rango de concentracion (ug L) de la curva de calibrado utilizada en la
determinacion de Se total.

Analito Concentracion (ug L™?)
Se total 0 0,1 0,25 0,5 0,75 1 1,5

Ademas, para la generacion de hidruros se utilizo:
1) Solucion de HCl al 1,5 M.
2) Solucién reductora de NaBH4 al 0,75% p/v en NaOH al 0,2 % p/v.

Tabla 9. Parametros Instrumentales.

Ganancia 100
Periodo de retardo (s) 15
Periodo de analisis (s) 30
Periodo de memoria (s) 30
Corriente primaria de lampara (mA) 20,0
Corriente de aumento de lampara (mA) 25,1
Flujo de solucién reductora NaBH4/NaOH (mL/min) 4,5
Flujo de HCI (mL/min) 9
Flujo de la muestra (mL/min) 9
Presion de Argon (psi) 75
Presion de Hidrogeno (psi) 45
Longitud de onda (nm) 196,0
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V.4. VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

V.4.1. Linealidad (rango de trabajo): para evaluar estadisticamente la linealidad
del rango de trabajo empleado en la determinacion de los elementos, se calculé el

estimador tca segun la siguiente ecuacion:

teal =_|r|-vn —2 (2)
V1 —r?

Donde n corresponde al niumero de puntos de la curva de calibrado, r es el

coeficiente de correlacion y r? es el coeficiente de determinacion. Si el valor de tcg

es mayor que tiab (n-2) (al 95% de probabilidad) se puede concluir que existe una

correlacion lineal significativa entre ambas variables (Feist, Mikula, Pytlakowska,
Puzio y Buhl, 2008).

V.4.2. Limite de deteccién (L.D.) y Limite de cuantificacion (L.C.): con el fin de
tener una vision mas clara de lo que realmente se puede cuantificar con la
metodologia utilizada, se determinaron diferentes limites: las ecuaciones 3y 4
consideran la desviacion estandar de la sefial del blanco de calibracién (Dspc)
(definicién clasica de IUPAC) y las ecuaciones 5y 6 consideran la sefial del blanco
de digestion (Dspq). La m en las siguientes ecuaciones corresponde a la pendiente

determinada mediante el programa OriginPro 8.

L.D.2=3Dspc (3) L.C.2=10Dsphc (4)  L.D.’=3Dsps (5)  L.C.’=10Dsha (6)
m m m m

Ademas, se determiné un L.D°. y L.C°¢ referidos a la muestra considerando el
tratamiento de estas, ya que asi lo recomienda actualmente la IUPAC (Taverniers,
Loose y Bockstaele, 2014; Thompson, Ellison y Wood, 2002).
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V.4.3. Sensibilidad: Este parametro hace referencia a la pendiente de la curva de

calibrado respectiva.

V.4.4. Precisién Intermedia: Se evalu6 mediante la lectura de la sefal analitica
obtenida a partir de soluciones patrones de Hg y Se preparadas y analizadas en
distintos dias. La validacion de este parametro se realizo a través de la evaluacién
del coeficiente de variacion (CV), que depende de la desviacion estandar (Ds) y del

promedio de la sefial analitica (X), segun la ecuacion siguiente:

%CV= Ds - 100 (7)
X

Como criterio de aceptacion el %CV debe ser inferior a %CV}, (Tabla 10), este ultimo
determinado por la ecuacion de Horwitz (ecuacion 8) donde C es la concentracion

del analito expresada en mg L.

9%CVy= 2405090 (8)

Tabla 10: Criterio de aceptacion de CV Horwitz

Concentracion de Hg o Se Criterio de Aceptacion de CV de
pug L mg L? Horwitz (%CVy)

0,1 0,1x10*% 64,00

0,75 0,75 x 10 47,26

1,5 1,5x103 42,58

V.4.5. Exactitud del método: Se evalud a través del sesgo (o porcentaje de error)
de la determinacion de la concentracion de Se y Hg en el Material de Referencia
Certificado por la Nacional Research Council Canada (NRC) DORM-2 y DORM-4
respectivamente, los cuales presentan concentraciones de Se y Hg certificadas.
Como criterio de aceptacion del error se uso el estimador tca definido en la siguiente

ecuacion:

fcal = |§' Hl Vvn (9)
Ds
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Donde X corresponde al promedio de la concentracién determinada
experimentalmente, p el valor certificado, n el nimero de réplicas y Ds la desviacion
estandar de las réplicas. Si el valor de tca €S menor que ttapn-1) (95% de
probabilidad) significa que los valores obtenidos no son estadisticamente diferentes

de los valores tedricos (Caraballoso et al., 2016).

V.5. ANALISIS DE RESULTADOS

V.5.1. EXPRESION DE RESULTADOS

Las concentraciones se informan en pg de analito por cada gramo de pescado seco

(Mg/g). Las muestras se analizaron por triplicado y el resultado informado

corresponde al promedio de la concentracion obtenida en las tres mediciones junto

con su respectiva desviacion estandar, como intervalo de confianza (ecuacion 10).
X + Ds (10)

V.5.2. ESTIMACION DE PARAMETROS PARA EVALUAR EL RIESGO POR
EXPOSICION A MERCURIO

V.5.2.1. Calculo de la proporciéon molar Se:Hg.

La proporcién o relacion molar es un bioindicador, que se calcula mediante la
divisién de las concentraciones molares de Se por las de Hg (hnmol Se/nmol Hg).
Para el célculo de los nmoles se requiere saber la masa atdmica (MA), que
corresponde a 200,50 y 78,96 g/mol, para Hg y Se respectivamente (Burger y
Gochfeld, 2013).

V.5.2.2. Calculo del Selenium Health Benefit Values (HBVse):
Se desarroll6 como un indice mas preciso de los riesgos relativos, o bien, de los
beneficios esperados asociados al consumo de pescados, ya que considera las

concentraciones molares absolutas y relativas de CHzHg* y “Se” presentes.
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Se modificé la férmula antigua que se denominaba como Se-HBV y se eliminaron
las relaciones molares que pueden dar como resultado valores

desproporcionadamente altos como consecuencia de concentraciones muy bajas
de Hg. La férmula actual (ecuacién 11) se denomina HBVSe y se calcula a partir de

las concentraciones molares (umol kg? o nmol g?) de selenio y mercurio

determinadas en las muestras (Ralston, Ralston y Raymond, 2016):

HBVse = ([Se — Hg] /Se) x (Se + HQ) (11)

Este nuevo enfoque proporciona una evaluacion directa de la disponibilidad de Se

e indica si existe un excedente o un déficit neto de este.

V.5.2.3. Calculo de laIngesta Semanal Tolerable Provisional (ISTP)

El ISTP corresponde a un parametro toxicologico aplicado para los contaminantes
alimentarios, como los metales pesados, que tienen propiedades acumulativas. Su
valor representa la exposicion humana semanal permisible a esos contaminantes,
asociados de manera inevitable con el consumo de alimentos (FAO/OMS, 2017).

Este se calcula segun la siguiente formula:

%ISTP= ([Hg]lx CP)/PC x100 (12)
ISTP

[Hg] corresponde a la concentracion de mercurio determinada en las muestras de
pescado (ug/g de peso humedo), CP corresponde a la cantidad de pescado
consumida semanalmente (gramos/semana), PC corresponde al peso corporal
promedio en la poblacion (Kg) e ISTP corresponde al valor recomendado por la

FAO/OMS para metilmercurio (1,6 pg/kg/semana).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. DETERMINACION DE PARAMETROS ANALITICOS

VI.1.1. Rango de Linealidad

Para determinar la linealidad en el intervalo de concentraciones trabajadas se
evaluo la sefial analitica de las soluciones patrones de Se y Hg, utilizando el método
de los minimos cuadrados, a través del programa OriginPro 8. En la Tabla 11 que

se presenta a continuacion, se indica el coeficiente de correlacion (r) y los

parametros estadisticos tca Y ttap para cada elemento analizado.

Tabla 11. Coeficientes de correlacion lineal, coeficientes de determinacion, tcaly ttab

determinado para Hg y Se analizados por CV-AFS y HG-AFS

respectivamente.
Elemento Rango de trabajo (ug/L) R r tcal ttab
Hg 0,1-1,5 0,9998 0,9997 129 | 2,776
Se 0,1-1,5 0,9999 0,9998 141 | 2,570

Considerando que en ambos casos se cumple que ttap < tcal, Se puede decir que

los resultados obtenidos son estadisticamente aceptables, por lo tanto, el sistema

presenta linealidad dentro del rango de concentracién utilizado.

En la Figura 3 se muestran las curvas de calibrado ajustadas para Se y Hg, ambas

obtenidas a través del programa OriginPro 8.
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Figura 3. Curvas de calibrado ajustadas para la determinacion de selenio y mercurio total mediante
HG-AFS y CV-AFS, respectivamente.

VI.1.2. Limite de Deteccién (L.D.) y Cuantificacion (L.C.)
En la Tabla 12 se presentan los distintos limites de deteccion y cuantificacion
calculados a partir de las ecuaciones 3, 4, 5y 6 para la determinacion de Hg y Se

total en las muestras de pescado seleccionadas para este estudio.

Tabla 12. Determinacion de limites de deteccion y cuantificacion

Limites de deteccion (LD) y cuantificacién (LC) Hg Se
LD? ug/L (ppb) 0,0002 0,001
LC?2 ug/L (ppb) 0,001 0,002
LDP pg/L (ppb) 0,001 0,004
LCP pg/L (ppb) 0,005 0,01
LDCug/g (ppm) 0,0003 0,02
LCCug/g (ppm) 0,001 0,1

@ calculo realizado con la sefial del blanco de calibracion 3Dsse/m y 10Dshe/m para LD y LC
respectivamente.
b calculo realizado con la sefial del blanco de digestion 3Dsps/m y 10Dshe/m para LD y LC
respectivamente.
€ calculo referido a la muestra (LD y LC del método) partiendo desde los valores de limites de blanco

de digestién. (Ejemplo: 3Dsba/m 0 10Dsne/m x factor de dilucion x volumen aforo/masa de la muestra)
ppb: partes por billon; ppm: partes por millon.
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VI.1.3. Sensibilidad
En la Tabla 13 se detallan los estimadores estadisticos del intercepto (b) y de la
pendiente (m) para cada elemento analizado, y sus respectivas desviaciones

estandar (Dsp y Dsm), obtenidos con el programa OriginPro 8.0.

Tabla 13. Estimadores estadisticos de las respectivas curvas de calibrado de Hg y

Se analizadas por CV-AFS y HG-AFS respectivamente.

Elemento M Dsm B Dsp
Hg 902 7,06 -11,3 6,37
Se 1002 6,90 -14,5 5,73

De acuerdo a los estimadores estadisticos se considera que la sensibilidad es la
adecuada para los niveles de concentracion de Hg y Se que se requiere determinar
en la matriz a estudiar, y no presenta diferencias estadisticas con respecto al lo

informado por el proveedor de los equipos utilizados.

VI.1.4. Presicion intermedia
La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos respecto al CV de la sefal analitica
registrada 5 veces para las soluciones patrones de Hg y Se. Estas se prepararon

en 3 niveles de concentracion diferentes: bajo, medio y alto, en dias distintos.

Tabla 14. Coeficiente de variacion (CV) de la sefial registrada en CV-AFS 'y

HG-AFS (n=5) a partir de soluciones estandar de Hg y Se respectivamente.

Analito Concentracion pg L* CV (%)
Hg 0,1 4,50
0,75 1,60
15 2,82
Se 0,1 2,68
0,75 4,19
15 5,13
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De acuerdo a los resultados anteriormente presentados, se puede asegurar que la
lectura de la sefial analitica es precisa, ya que el coeficiente de variacion
determinado para cada analito (segun la ecuacion 7), resultd ser inferior a los
valores aceptados (Tabla 10).

VI.1.5. Exactitud del método

En la Tabla 15 se detallan las concentraciones certificadas para Hg y Se, y los
valores obtenidos experimentalmente por CV-AFS y HG-AFS respectivamente,
segun la metodologia propuesta para la determinacién de los elementos en las
muestras de pescado. La comparacion de ambas concentraciones permitio

determinar el sesgo (%), el coeficiente de variacion y el estimador tcal recomendado

para la aplicacion del test de significancia.

Tabla 15: Valores del error (sesgo), el coeficiente de variacion y los parametros
experimentales tcal y ttab para el andlisis de Hg en el Material de

Referencia Certificado DORM-4 y de Se en DORM-2 usando CV-AFS y

HG-AFS, respectivamente.

Valor Valor
Analito certificado experimental | % E | %C.V. tigal tiab
(mg kg™) (mg kg™)
Hg 0,412 + 0,036 0,44+0,09 |+6,80| 20,66 | 0,7618 | 2,5706
Se 1,40 £ 0,09 1,32 £0,07 -5,71 6,67 2,2463 | 2,5706

Conforme a estos resultados, es posible asegurar estadisticamente que el método,

desde la pesada hasta la cuantificacion, es exacto para Hg y Se debido a que en

ambos casos el tqg calculado fue inferior al tiap.
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VI.2. DETERMINACION DE MERCURIO Y SELENIO TOTAL EN MUESTRAS DE
PESCADOS COMERCIALES

En la Tabla 16 se muestran las concentraciones de Hg y Se total determinadas en
las muestras de pescados comerciales, informando su respectiva desviacion

estandar en cada caso.

Tabla 16. Concentracion de mercurio y selenio (ug/g peso seco) en distintas
especies de pescados recolectadas en un determinado supermercado de

la ciudad de Valparaiso.

Nombre comun Hg ug/g Se ug/g
X + Ds X + Ds
Atan-1 2,26 + 0,03 3,7+0,3
Atln-2 0,133 + 0,008 25+0,2
Atlan-3 0,86 + 0,01 2,76 + 0,08
Atan-4 0,38+ 0,01 2,0+£0,1
Jurel-1 0,108 + 0,002 2,3+0,1
Jurel-2 0,174 + 0,002 1,68 + 0,07
Albacora-1 4,8+0,2 1,59 £ 0,03
Albacora-2 2,31 +0,03 21+0,1
Merluza 0,197 £+ 0,006 15+0,1
Reineta 0,934 + 0,008 2,46 + 0,04
Congrio dorado 0,94 £ 0,05 2,51 +0,03
Salmén 0,004 + 0,001 0,36 + 0,02
Pangasius 0,0034 + 0,0002 0,37 £ 0,01
Corvina 0,161 + 0,008 0,86 + 0,03
Alaska pollock 0,095 £ 0,002 0,845 £+ 0,009
Tilapia <LD 1,7+0,1

X: Promedio de la concentracion (ug/g de peso seco) determinada por triplicado en cada muestra
Ds: Desviacion estandar de las concentraciones (ug/g de peso seco) determinadas por triplicado
en cada muestra.
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VI.2.1. Concentracion total de Hg en pescados comerciales congelados y en
conservas

En la Figura 4 se observan las concentraciones de Hg total de cada muestra

analizada con su respectiva desviacion estandar.
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Figura 4. Concentracién de Hg total (expresada en ug/g de pescado seco) en pescados comerciales
de distintas especies, congelados o en conservas. Se muestra en linea punteada los limites
determinados por el MINSAL y la FAO/OMS a través del Reglamento Sanitario de
Alimentos (RSA) y el Codex Alimentarius (CXS 193-1995), respectivamente, adaptados a
peso seco. <LD: Bajo el limite de deteccidn; (p.s.): peso seco.

El orden decreciente de las especies de pescado segun la concentracion de Hg total

acumulado en cada uno de ellos, es el siguiente: albacora> atin> jurel> congrio

dorado> reineta >merluza >corvina >alaska pollock >salmédn >pangasius >tilapia.

En la Figura 4 se puede apreciar la variabilidad existente entre los resultados

obtenidos, tanto entre las distintas especies, como dentro de las mismas.

Los limites informados en el RSA fueron adaptados a pg/g de peso seco (Tabla 3)

para llevar a cabo un analisis adecuado de los resultados obtenidos.
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La mayor concentracion de Hg se encontr6 en albacora, seguido por atun, lo cual
concuerda con lo esperado debido a que ambos son considerados pescados
depredadores de talla grande (Cabarfiero, 2005). La albacora (o pez espada) cuyo
nombre cientifico es Xiphias gladius, alcanza una longitud promedio de 1,9 my su
talla minima de captura estipulada en el territorio nacional es de 1,06 m. En cambio,
el atin puede llegar a medir hasta 2 m, aunque puede ser capturado en etapas mas
tempranas midiendo mucho menos (http://www.subpesca.cl).

Se analizaron dos muestras de albacora de distinta marca comercial, la albacora-1
presentd el doble de la concentracion de Hg acumulada en la albacora-2, dando una
concentracion promedio de 3,555 pg/g.

Por otro lado, se analizaron cuantro muestras de atun, tres de ellas en conserva y
una congelada, todas de diferente pais de procedencia. Las muestras en conserva
alcanzaron un promedio de Hg total de 1,08 pg/g superando la concentracion
determinada en el atun congelado que alcanzo6 una concentracion de 0,38 ug/g.
Con respecto al jurel, se analizaron 2 muestras que presentaron un promedio de
0,141 ug/g de Hg total, ambas muestras son del mismo pais de procedencia (Chile),
pero de distinto formato de venta, siendo el jurel congelado el que presentdé mayor
concentracion de Hg que el jurel en conserva.

La variabilidad intra-especies se puede deber a diversos factores: 1) la edad de
captura del pez, siendo los peces mas longevos los que presentan mayores niveles
de Hg, evidenciando asi la bioacumulacién de este metal (Downs, MaclLeod y
Lester, 1998; Swanson et al., 2003); 2) lugar de procedencia, los niveles de Hg en
los alimentos de los peces varian segun los diferentes habitats (Snodgrass, Jagoe,
Bryan, Brant y Burger, 2000); 3) la contaminacion de las aguas y la actividad
industrial o minera desarrollada en la zona, los peces tienen diferentes rutas
migratorias y algunos tienen tiempos de residencia mas largos en aguas
contaminadas que otros, lo que resulta en diferentes niveles de consumo de Hg
dentro de una especie (Burger, 2009).

Llama la atencion la gran diferencia existente entre los niveles de Hg acumulados

en los atunes enlatados, es mas, el atin-1 que corresponde a una marca comercial
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colombiana ampliamente distribuida en distintos paises, superd 17 veces los niveles
del atun-2 (Tabla 16), sin embargo, el MINSAL a través del Programa de Inocuidad
de los Alimentos, durante el afio 2012 disefié un Plan de Vigilancia Nacional de
Metales Pesados en productos del mar, donde se consideré un total de 50 muestras
de atunes enlatados provenientes de Ecuador y Tailandia, donde el rango
observado fue entre 0,02-0,83 ug/g de peso humedo (ANEXO 1) equivalente a un
rango de 0,08-3,22 pg/g de peso seco, es decir, es comun observar una gran
variabilidad en los niveles de Hg de los atunes enlatados consumidos en Chile.

Por otro lado, pangasius, es un pescado importado desde Vietnam. Su venta ha
sido muchas veces cuestionada por la poblacion debido a que habita en rios
contaminados con metales pesados, por lo que en variadas ocasiones se ha puesto
en duda la inocuidad de este alimento (Rodriguez et al, 2018), sin embargo, segun
este estudio, los niveles de Hg en el pangasius de esta marca comercial
determinada, son muy bajos (0,0034 ug/g de peso seco), por lo que el consumo
humano de este no significa un riesgo para la salud de las personas. Esto no aplica
a todo pangasius a la venta, ya que para ello seria pertinente realizar un muestreo
mas amplio y representativo.

En el caso de tilapia, los niveles de Hg fueron menores al limite de deteccion (Tabla
16), por lo que su consumo no significa un riesgo toxicolégico para el ser humano.

Para este estudio los limites establecidos a nivel nacional e internacional se
adaptaron a peso seco para poder hacer las comparaciones respectivas con los
resultados obtenidos. Todas las muestras, congeladas y en conservas, presentaron
niveles de Hg por debajo de los limites estipulados en el RSA (MINSAL, 2017),
cumpliendo con la normativa vigente en Chile, sin embargo, la albacora-1 sobrepasa
el limite establecido por la FAO/OMS en el Codex alimentarius para peces
depredadores. Esto indica que la normativa nacional es mas permisiva que la
internacional, lo cual podria ser perjudicial para la salud de los consumidores de
albacora chilena. En base a lo anterior se sugiere realizar una revision de la

normativa nacional y actualizarla.



36

VI .2.2. Concentracion total de Se en pescados comerciales congelados y en

conservas

En la Figura 5 se observa el grafico de barras con las concentraciones de Se total

de cada muestra analizada con su respectiva desviacion estandar.
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Figura 5. Concentracién de Se total (expresada en pg/g de peso seco) en pescados comerciales de
distintas especies, congelados o en conservas. En linea punteada se indica el limite
establecido por el MINSAL a través del Reglamento Sanitario de Alimentos (RSA), D.S. N°
977/96, articulo 160. (p.s.): peso seco.

Con respecto a los niveles de selenio se esperaba poca variabilidad entre especies,
ya que es un oligoelemento esencial regulado por el organismo, que se vuelve toxico
a niveles altos (Eisler, 2000). Sin embargo, los resultados mostraron lo contrario, lo
cual se puede deber a los distintos lugares de procedencia de cada muestra, ya que
los peces adquieren el Se del agua por medio de las branquias (Vinchira y Mufioz,
2010) y la cantidad que acumulan también es consecuencia de la concentracion de

Se en el ecosistema donde habitan.
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Los pescados son alimentos con un alto contenido proteico, por lo que normalmente
presentan mayor concentracion de Se que otros alimentos (igbal, Igbal, Gul, Igbal,
Akhtar y Adil, 2008). El rango de Se en carnes, pescados y huevos varia
comunmente entre 0,02-0,5 ug/g de peso humedo (Navarro y Cabrera, 2008), lo
cual equivale a 0,08-1,9 pg/g de peso seco, siendo notablemente inferior al rango
de concentracién determinado en las muestras analizadas, que fue entre 0,36y 3,7
Hg/g peso seco.

Al observar el gréfico de la Figura 5, se puede apreciar que los niveles de Se en la
mayoria de las muestras analizadas sobrepasan el limite establecido en el RSA, lo
gue significa que las autoridades estan permitiendo la venta de alimentos que no
cumplen con la normativa vigente dentro del territorio nacional. Segun este estudio,
solo el salmon, el pangasius, la corvina y el alaska pollock cumplen con la legislacion
actual en Chile.

Lo anterior suena alarmante, sin embargo, al revisar el articulo 160 del RSA, se
puede apreciar que Se aun aparece considerado como un metal pesado y que los
limites maximos permitidos en los alimentos sélidos (Tabla 4) son incluso mas
estrictos que los limites permitidos de Hg en pescados y mariscos (Tabla 3), lo cual
es curioso debido a que desde fines de los afios 50 que estd demostrado su rol
biologico en los humanos. Ademas, la norma es muy poco detallada, ya que no hace
una distincidn clara entre los distintos tipos de alimentos, ya sea de origen animal o
vegetal, siendo que las concentraciones comunmente encontradas en uno u otros
son muy variables (Vinchira y Mufioz, 2010). Esto hace pensar que es necesario
realizar una revision y actualizacién de la normativa chilena que regula los niveles
de Se permitidos en los alimentos de consumo humano.

Por otro lado, existen otros autores que han informado concentraciones de Se en
distintas especies de pescados, que sirven para establecer ciertas comparaciones
(Tabla 17). De acuerdo con lo anterior, tanto el salmén como el atiin en conservas
(considerando un promedio de 2,99 ug Se/g peso seco) presentaron niveles
menores a los reportados por dichos autores. En cambio, la tilapia presentd un valor

4 veces mayor.
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Tabla 17. Contenido de selenio de algunos pescados de interés comercial

Pescado Contenido de Selenio | Contenido de Selenio Referencias
(ug/g peso humedo) (ug/g peso seco)?
Salmén 0,27-0,37 1,05-1,43 Navarro y Cabrera, 2008
Tilapia 0,03 0,12 Gonzales y Brown, 2006
Atun enlatado 0,81 3,14 Navarro y Cabrera, 2008

@ Calculado considerando un promedio de humedad entre peces grasos y magros de 74,2%.

Hay quienes postulan que un exceso de Se ayuda a compensar la sintesis de
selenoenzimas para cualquier Se secuestrado por Hg (Ralston, 2009), sin embargo,
actualmente, la informacion existente con respecto al efecto modulador de Se sobre
la neurotoxicidad inducida por Hg es contradictoria (Bjgrklund et al., 2017), y
dependeria de dos factores importantes:

1) La dosis de Se: a dosis fisiologicas se observaria un efecto protector contra la
neurotoxicidad inducida por mercurio, pero la sobreexposicién a Se podria incluso
potenciarla.

2) La forma quimica de Se: siendo selenito el responsable de potenciar los efectos

neurodegenerativos y toxicos causados por metilmercurio. (Bjgrklund et al., 2017).

Por lo tanto, es importante que exista una regulacion constante del contenido de Se
en pescados, con el fin de que este sea el adecuado para llevar a cabo un rol

protector y no perjudicial a la salud.
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VI.3. EVALUACION DEL RIESGO POR EXPOSICION A MERCURIO MEDIANTE
EL CONSUMO DE PESCADOS COMERCIALES

En la Tabla 18, se presentan dos parametros importantes para evaluar el riesgo de
exposicion a metilmercurio: la proporcion molar Se:Hg y el HBVse, indicando las

concentraciones molares utilizadas para determinar dichos parametros.

Tabla 18. Concentracion molar de mercurio y selenio (umol/kg o nmol/g, peso seco),
proporcién molar y HBVse de distintas especies de pescados recolectadas

en un determinado supermercado de la ciudad de Valparaiso.

Nombre comun umol Hg/kg? umol Se/kg? | Proporcion HBVse
(=nmol Hg/g) | (=nmol Se/g) | molar Se:Hg
X *Ds X +Ds
Atun-1 11,3+0,1 47 + 3 4,2 443
Atun-2 0,66 £ 0,04 31+2 47,1 31,2
Atun-3 4,28 £ 0,06 35+1 8,2 34,5
Atun-4 1,89 + 0,07 26+ 2 13,6 25,6
Jurel-1 0,538 + 0,009 30+1 54,9 29,6
Jurel-2 0,87 £0,01 21,3+0,8 24,5 21,3
Albacora-1 24 +1 20,2+0,4 0,8 -8,3
Albacora-2 11,5+0,2 272+1,6 2,4 22,3
Merluza 0,98 £ 0,03 188+15 19,1 18,8
Reineta 4,66 + 0,04 31,1+0,5 6,7 30,5
Congrio dorado 4,7+0,3 31,8+0,4 6,8 31,1
Salmén 0,019 £ 0,005 45+0,3 237,8 4,5
Pangasius 0,0171 £+ 0,0008 4,7+0,1 276,6 4,7
Corvina 0,80 £ 0,04 109+04 13,7 10,9
Alaska pollock | 0,476 + 0,009 9+1 20,6 9,8
Tilapia <LD 212 - -

a calculados a partir de las concentraciones (Jug/g de peso seco) indicadas en la Tabla 18.

X: Promedio de la concentracion umolar determinada por triplicado en cada muestra
Ds: Desviacién estdndar de las concentraciones pmolares determinadas por triplicado en cada
muestra.
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V1.3.1. Determinacién de la proporcion molar Se:Hg.

En la Figura 6 se muestran dos gréaficos de dispersion con las proporciones molares
Se:Hg determinadas para todas las muestras de pescados analizadas, sefialadas
anteriormente en la Tabla 18. El gréafico del extremo superior derecho es una vista

amplificada del gréfico del extremo izquierdo.
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Figura 6. Proporcion molar Se:Hg en funcién de la concentracién de Hg total (ug/g, peso seco) en
pescados comerciales de distintas especies y formatos. El gréafico del extremo inferior
izquierdo muestra los resultados de todas las muestras analizadas, excepto tilapia
([Hg]<LD). El grafico del extremo superior derecho es solo una vista ampliada del gréafico
de la izquierda, donde se observan aquellas muestras que presentaron una menor
proporcién molar.

En el grafico del extremo superior derecho de la Figura 6, se traz6 una linea
horizontal segmentada de color rojo que corresponde a una proporcion molar de

1:1. Cuando la proporcién molar es menor a 1 significa que es probable que ocurra

toxicidad por metilmercurio (Ralston et al.,, 2008) lo que sugiere que este es un
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parametro clave en la evaluacion del riesgo. Ademas, se trazd una linea horizontal
segmentada de color azul que indica una proporcién molar de 5:1, solo con fines
comparativos.

En general, las proporciones molares Se:Hg observadas son bastante variables,
encontrandose valores entre 0,8 y 276,6. Esto se debe a la amplia variabilidad
observada en las concentraciones de Hg y Se determinadas en las muestras. Todos
los productos analizados presentaron una proporcién molar Se:Hg mayor a 1,
excepto la albacora-1 que present6 una proporcién de 0,8, lo cual se condice con la
alta concentracion de Hg encontrada en esta muestra (4,8 pug/g de peso seco). Esto
podria significar un llamado de atencién, para las autoridades regulatorias, ya que
si bien cumple con la normativa vigente en Chile, la relacion Se:Hg determinada en
este estudio indica lo contrario, poniendo en duda la inocuidad de este alimento para
el consumo humano. Por otro lado, la muestra que sigue con menor proporcion
molar corresponde a la albacora-2 con un valor de 2,4, dando una proporcion
promedio para ambas muestras de 1,6, lo cual es bastante cercano al promedio
obtenido en el estudio de Burger y Gochfeld, el cual fue de 1,23 y se obtuvo de un
total de 18 muestras de albacoras comerciales recolectadas en los mercados de
Chicago (Burger y Gochfeld, 2013). En esa ocasion la albacora también presento la
menor proporcion molar con respecto a los demas pescados, lo cual sugiere que
hay que tener prudencia al consumir esta especie de pescado, ya que Su consumo
en exceso podria causar efectos toxicoldgicos. Las concentraciones de Se en estos
pescados son insuficientes para poder ejercer su rol protector contra los efectos
nocivos de metilmercurio cuando este se encuentra acumulado en grandes
cantidades. Por ende, se recomienda a mujeres embarazadas y nifios en desarrollo,
evitar el consumo de este producto y preferir otros pescados con mejor relacion
molar Se:Hg.

Por otro lado, en el grafico de la Figura 6, se puede apreciar que el atin-1 se
encuentra por debajo de la proporcion 5:1, precisamente una de las muestras en
conserva que presenté mayor concentracion de Hg (2,26 pg/g de peso seco). La

proporcién molar en el atun fue muy variable de 4,2 a 47,1, dando un promedio de
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18,3. Estos resultados son dificiles de contrastar con los obtenidos en el estudio
realizado en New Jersey y Chicago debido a que en ese caso se usaron atunes de
distintas especies y no usaron muestras en conservas.

En este andlisis la muestra con mayor proporcion molar fue la de pangasius con un
valor de 276,6, seguido por el salmén con una proporcién de 237,8, lo cual en ambos
casos se debe a la baja concentracién de Hg encontrada en estas muestras, y en
ningln caso por exceso de Se (Tabla 16). Si se compara el resultado obtenido en
el salmén, se puede decir que sobrepasa notablemente el valor reportado en el
estudio de Burger y Gochfeld de 28,86, lo cual podria deberse a varios factores
como el tamafio del pescado, el cual no se especifica en ninguno de los dos
estudios, o la zona geografica de la que provienen. Los peces tienen rutas
migratorias muy diferentes y sus tiempos de residencia en aguas contaminadas son
muy variables, lo que conlleva a diferentes niveles de Hg acumulados dentro de una
misma especie (Burger, 2009).

La variacion observada de la proporcion molar Se:Hg dentro de las especies dificulta
el uso de este parametro como medida de toxicidad reducida por Hg (Burger y
Gochfeld, 2013). Sin embargo, en este analisis efectivamente se cumple la
correlacién negativa entre las proporciones molares Se:Hg y las concentraciones de
Hg, por lo que aquellas muestras con mayor proporcion molar fueron justamente
aquellas que presentaron menor concentracion de Hg.

Si bien no hay consenso sobre la cantidad de Se necesaria para reducir el riesgo
de toxicidad por Hg, ni esta claro si existe una relacion lineal entre la relacion de
proteccion hipotética y la toxicidad real (Burger y Gochfeld, 2013), se ha demostrado
gue los riesgos de la exposicion a CHzHg* son menores a mayor proporcion molar
Se:Hg. Sin embargo, hay quienes postulan que la proporcion molar Se:Hg
protectora puede variar entre individuos y tejidos (Lemire et al., 2010), por lo que a
modo de prevencion, se recomienda tener cuidado en el consumo de aquellos
pescados con relacion molar inferior a 5:1, ya que aquellos que son mas vulnerables

o sufren déficit de Se podrian presentar efectos toxicos.
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V1.3.2. Determinaciéon del HBVse (Selenium Health Benefit Values)

En la Tabla 18 anteriormente sefialada se informan los HBVs, calculados para cada
muestra a partir de las concentraciones molares de Hg y Se total.
Con los HBVse obtenidos para cada muestra se elabor6 un gréfico de barras, el cual

se presenta en la Figura 7.
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Figura 7. HBVse (Selenium Health Benefit Values) para distintas especies de pescados comerciales

encontrados en supermercados.

HBVse se basa en el mecanismo bioquimico de la toxicidad de CHszHg",
proporcionando un indice objetivo para evaluar los efectos relativos de las
exposiciones de CHsHg" y las ingestas de Se. Las predicciones de riesgo basadas
solo en las exposiciones de CHsHg" son inexactas, el HBVse proporciona una

evaluacion directa de la disponibilidad de Se e indica la magnitud del déficit o
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superavit relativo de Se en los pescados en comparacion con CHsHg* (Ralston,
Ralston y Raymond, 2016).

El consumo de productos del mar con HBVse positivo anularia los riesgos asociados
con la exposicion a CHzHg*. En la Tabla 18 se muestran los HBVse determinados
para cada muestra de pescado. A partir de ellos se confeccioné el gréafico de barras
de la Figura 7, donde se puede observar que el tnico valor negativo se encontrd en
la albacora-1, que ademas fue la Unica muestra en presentar una relacién molar
menor a 1:1. Por lo tanto, pese a que la albacora-2 presentd un valor positivo de
HBVse y una relacion molar mayor a 1:1, es recomendable evitar el consumo de
este alimento, especialmente en nifios y mujeres embarazadas, ya que esto
demuestra que aunque las muestras sean de la misma especie de pescado, hay
algunas que tienen un mayor potencial de riesgo al ser consumidas por quienes son
mas vulnerables a la toxicidad por CHsHg*. Ademas, aunque el consumo
intermitente de productos con HBVse negativo no causaria compromiso del Se
materno/fetal, el consumo constante si puede causarlo (Ralston, Ralston y
Raymond, 2016).

Seria interesante, hacer un estudio mas extenso con un mayor numero de muestras
de albacoras por cada marca comercial encontrada a la venta en los
supermercados, quizas existen marcas comerciales que usualmente distribuyen
pescados mas contaminados que otras.

HBVse es un indice consistente, confiable y facil de entender que permite identificar
aquellos productos pesqueros que son mas, o menos recomendables al momento

de consumirlos (Ralston, Ralston y Raymond, 2016).
VI.3.3. Célculo de la Ingesta Semanal Tolerable Provisional de mercurio (ISTP)
A continuacién, se presenta la Tabla 19 donde se muestran los porcentajes de

contribucion a la ingesta semanal tolerable provisional de metilmercurio (%ISTP),

calculados para hombres, mujeres y nifios.



Tabla 19. Calculo del %ISTP de metilmercurio en hombres, mujeres y nifios considerando hasta dos porciones

semanales de pescados comerciales congelados y/o en conservas de distintas especies.

Nombre comun

Atan-1
Atan-2
Atin-3
Atin-4
Jurel-1
Jurel-2
Albacora-1
Albacora-2
Merluza
Reineta
Congrio dorado
Salmon
Pangasius
Corvina
Alaska pollock

Hg pg/g p.s.
X = Ds
2,26 + 0,03
0,133 + 0,008
0,86 + 0,01
0,38+ 0,01
0,108 + 0,002
0,174 = 0,002
4,8+0,2
2,31+0,03
0,197 + 0,006
0,934 + 0,008
0,94 + 0,05
0,004 + 0,001

0,0034 +0,0002 = 0,00088 +0,00004 0,00079 + 0,00004

0,161 + 0,008
0,095 + 0,002

Hg ng/g p.h. @
X £ Ds
0,579 + 0,007

0,034 + 0,002
0,220 + 0,003
0,097 + 0,004
0,0277 + 0,0004
0,0298 + 0,0005
1,23 +0,06
0,593 + 0,008
0,050 + 0,002
0,239 £ 0,002
0,24 +0,01
0,0006 + 0,0002

0,041 £ 0,002
0,0245 + 0,0004

CHaHg* ®)
X +Ds
0,520 + 0,006
0,030 + 0,002
0,198 + 0,003
0,088 + 0,003
0,0249 + 0,0004
0,0402 + 0,0004
1,11+0,05
0,534 + 0,007
0,046 + 0,002
0,216 + 0,002
0,22+0,01
0,0009 + 0,0002

0,037 £ 0,002
0,0220 + 0,0004

Hombre(©®
%ISTP 1  %ISTP 2
52,2 104,3
3.1 6,1
19,8 39,7
8,8 17,5
2,5 5,0
4,0 8,0
110,8 221,5
53,3 106,6
4,5 9,1
21,6 43,1
21,7 43,4
0,1 0,2
0,1 0,2
3,7 74
2,2 4,4

@ Calculado considerando una humedad promedio de 74,2% en peces magros y grasos.

®) calculado considerando que un 90% del Hg total corresponde a metilmercurio.
©) Considerando un peso corporal promedio de 70 kg.

@ considerando un peso corporal promedio de 60 kg.
(®) Considerando un peso corporal promedio de 15,5 kg.

1
2

Una porcién de pescado semanal (4 onzas en adultos= 112 g; 2 onzas en nifios= 56 g)
Dos porciones de pescado semanales (8 onzas en adultos= 224g; 4 onzas en nifios= 112g)

Mujeres )
%ISTPY  %ISTP?
60,8 121,7
3,6 7.2
23,2 46,3
10,2 20,5
2,9 5,8
4.7 9,4
129,2 258,5
62,2 124,4
5,3 10,6
25,1 50,3
25,3 50,6
0,1 0,2
0,1 0,2
4,3 8,7
2,6 51

Nifios (®
%ISTP!  %ISTP?
117,8 235,5
6,9 13,9
44,8 89,6
19,8 39,6
5,6 11,3
9,1 18,1
250,1 500,2
120,4 240,7
10,3 20,5
48,7 97,3
49,0 98,0
0,2 0,4
0,2 0,4
8,4 16,8
5,0 9,9

X: Promedio de la concentracién umolar determinada por triplicado en cada muestra; Ds: Desviacion estandar de las
concentraciones pmolares determinadas por triplicado en cada muestra; CHsHg*: metilmercurio.

St
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Para poder calcular el %ISTP en el presente estudio, fue necesario convertir las
concentraciones de Hg en peso seco de pescado a peso humedo considerando que
la humedad promedio de los peces, ya sea grasos 0 magros, es de 74,2% (Durazo,
2006). Debido a que el ISTP recomendado por la FAO/OMS est4 basado en
CHsHg*, se calcul6 la concentracion de este teniendo en cuenta que corresponde
al 90% aprox. del mercurio total en los pescados (Gonzéalez et al., 2014).

El ISTP fue determinado para hombres, mujeres y nifios (menores de 6 afos),
usando pesos corporales promedios de 70, 60 y 15,5 kg respectivamente (Ordiano,
2009) y considerando ingestas de unay dos porciones semanales de cada pescado
analizado. En adultos la porcion corresponde a 4 onzas (112 gramos) y en nifios a
2 onzas (56 gramos) (Food and Drug Administration (FDA), 2017).

Al analizar los %ISTP obtenidos en cada muestra de pescado, se puede apreciar
gue basta consumir una porcion semanal de albacora-1 para sobrepasar la ISTP
gue recomienda la FAO/OMS. En cambio, el consumo de la misma porcién semanal
de albacora-2 no significaria un riesgo a la salud en adultos, pero si en nifios, ya
gue el %ISTP en este caso fue de 120,4%. Segun los resultados obtenidos, en
ningun caso es recomendable aumentar el consumo de este pescado a dos
porciones semanales, ya que los %ISTP calculados son extremadamente altos en
hombres, mujeres y nifios alcanzando valores de 221,5%, 258% y 500,2%
respectivamente. Las observaciones anteriores coinciden con la recomendacion de
la FDA de evitar el consumo semanal de albacora (o pez espada) por sus altos
niveles de mercurio (FDA, 2017).

Por otro lado, la FDA considera al atun enlatado dentro de su lista de buenas
opciones para consumir, recomendando la ingesta de una porcién semanal en
adultos y nifios (FDA, 2017). Segun los resultados obtenidos, el consumo de una
porcién semanal de atin-1 en adultos, ya sea en hombres o mujeres, seria seguro
y recomendable, sin embargo, en nifios ocurre lo contrario, ya que el porcentaje de
contribucion a la ISTP resulté ser muy alto, alcanzando un 117,8%, lo que significa
gue el consumo de este producto en esa determinada cantidad ya puede causar un

dafo toxicologico dentro de la poblacion infantil. Al igual como ocurre con las
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albacoras, el consumo de dos porciones semanales de atin-1 supera el ISTP
recomendable, tanto en la poblacién adulta como infantil, lo cual es informacién
importante para dar a conocer, ya que por ser un alimento facilmente adquirible y
rico en proteinas (Crespo y Gémez, 2004), el atun enlatado se ha convertido en un
producto de preferencia dentro de la poblacién. Es mas, la Junta Nacional de Auxilio
Escolar y Becas (JUNAEB), distribuye almuerzos en colegios y jardines infantiles
gue incluyen 3-4 porciones mensuales de productos pesqueros, cada una de 60 g
gue suelen ser alimentos en conserva como atun y jurel (Villena, 2012). Por lo tanto,
a partir de los resultados observados en este estudio, se sugiere moderar el
consumo de atln en conservas en nifios, ya que si bien, solo una de las muestras
presentd un % ISTP de alto riesgo, esta es razon suficiente para desconfiar de la
inocuidad de este alimento al momento de ser ingerido en las porciones
recomendadas.

El resto de los pescados analizados, presentaron porcentajes de contribucion al
ISTP de CHzHg* de bajo riesgo sin superar el 50%, considerando hasta dos
porciones semanales en hombres y mujeres adultas. Sin embargo, se puede
observar que el consumo infantil de dos porciones de atin-3, reineta y congrio
dorado contribuyen en mayor medida al % ISTP, alcanzando valores de 89,6%,
97,3% y 98,0% respectivamente, por lo que es recomendable que tanto los padres
como los colegios, limiten el consumo de estos productos a una porcién semanal y
preferir otras opciones de bajo riesgo (por ejemplo: jurel, merluza, salmén, corvina)
para incluir a la dieta de los nifios.

Segun este estudio y lo indicado por la FDA, tilapia es una de las mejores opciones
para recomendar a la poblacion adulta e infantil, ya que practicamente no acumula

mercurio.
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VIl. CONCLUSION

De acuerdo con los datos obtenidos en el presente estudio es posible realizar las

siguientes conclusiones:
1. Las técnicas de espectrometria de fluorescencia atomica por vapor frio (CV-
AFS) y previa generacion de hidruros (HG-AFS) cumplen con los parametros
analiticos adecuados para la determinacion de Hg y Se respectivamente, en las
muestras de pescados.
2. La mayor concentracién de Hg se encontr6 en la albacora-1 (4,8 + 0,2 ug/g
p.s.), la menor en el pangasius (0,0034 + 0,0002 ug/g p.s.) y en la tilapia la
concentracion de Hg fue indetectable por el método analitico utilizado. Mientras
gue la mayor concentracion de Se fue detectada en el atun-1 (3,7 £ 0,3 pg/g
p.s.) y la menor en el salmén (0,36 £ 0,02 ug/g p.s.).
3. Todos los pescados, en conservas y congelados, cumplen con la normativa
chilena establecida para Hg total, sin embargo, la albacora-1 no cumple con la
normativa internacional estipulada por la FAO/OMS. Con respecto a los niveles
de Se, solo el salmén, el pangasius, la corvina y el alaska pollock, cumplen con
la normativa establecida por el Ministerio de Salud en Chile.
4. Segun la proporcion molar Se:Hg y el HBVse, solo el consumo de albacora-1
representa un riesgo alto para la salud humana. Sin embargo, segun el %ISTP
el consumo de albacora-2 y atin-1 (en conserva), también representan un
riesgo alto en nifios y un riesgo moderado en adultos, cuando no superan la
porcibn semanal. Ademas, el consumo de atun-3 (en conserva), reineta y
congrio dorado puede ser de alto riesgo en nifios si superan las 2 porciones

semanales.
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VIIl. PROYECCIONES Y RECOMENDACIONES

Con el propésito de ampliar la investigacion sobre este tema, se propone realizar un
muestreo anualmente, considerando un mayor nimero de muestras de distintas
marcas comerciales, para lograr una mayor representatividad, y a partir de estas

realizar una especiacion de Hg y Se.

Como sugerencia se recomienda a las autoridades encargadas de establecer los
niveles de metales pesados en los alimentos que estan a la venta en Chile,
actualizar los limites maximos establecidos basandose en las regulaciones
internacionales y las investigaciones existentes hasta la fecha. Ademas de realizar
controles mas estrictos tanto a los productos nacionales como aquellos importados

desde otros paises, para garantizarle a los consumidores la inocuidad de estos.

Por otro lado, se sugiere comunicar a la poblacién los posibles riesgos a la salud
gue conlleva el consumo de ciertas especies de pescados, y cuales son las especies

de pescados que pueden consumir los nifios y adultos con mayor seguridad.
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Tabla . Resultados medicion mercurio en pescados y mariscos. Plan de vigilancia nacional
de metales pesados en productos del mar, MINSAL 2012

Producto

Albacora

Anchoweta

Atln conzerva (aceits v agusa)
Besugo

Eilagay

Caballa

Czbnlla

Cojinova

Congrio (Colorado, Dorado v Megro)
Convina

Jurel

Merluza (Comidn, de Cola)
Pejerrey

Reinsta

Rébalo

Rollizo

Salmén (Atléntico v Plateado)
Sardina

Sierra

Almaja

Chorito

Choros

Total

muestras

19

11
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RN
XWX
1l
IR
I
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2=
Tl

AR

Situacion por especie

Rango
Resultados
{mgykg)

0280 -1.570
0,010 - 0,080
0,020 - 0,830
0,070 - 0,005
0070 -0,130
0,025 - 0,180
0,180 - 0,370
0,040 - 0,050
0,020 - 0,280
0,030 - 0,140
0,020 - 0,050
0,015 - 0,260
0,020 - 0,320
0,043 - 0,185
0,028 - 0,140
0,090 - 0,120
0,020 - 0130
0,025 -0,118
0,030 - 0,220
0010 - 0,110
0010 - 0710
0,010 - 0,060
0,010 -1,570

Promedio
Resultados
(mgy/kg)

0,739
0,021
0212
0,080
0110
0,085
0,275
0,045
0,117
0,056
0,038
0,065
0,103
0,000
0076
0,107
0,034
0.067
0,066
0,041
0,054
0,025
0,118

Norma RSA
{mgjlg)

1.3
0.5
1.0
0.5
0.5
0.5
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.5
0.3
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.3
0.3
0.3

Raimann, X., Rodriguez, L., Chavez, P., y Torrejon, C. (2014). Mercurio en
pescados y su importancia en la salud. Rev Med Chile, 142, 1174-1180.



ANEXO 2

Ingesta Diaria Recomendada (IDR) de selenio para los distintos grupos etarios.
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Edad Hombre (ug) | Mujer (ug) Embarazo Lactancia
(9) (9)
Bebés hasta 6 15 15
meses de edad
Bebés desde 7 a 12 20 20
meses de edad
Nifios desde 1 a 3 20 20
anos
Nifios de 4 a 8 afios 30 30
Nifios de 9 a 13 40 40
anos
Adolescentes de 14 55 55 60 70
a 18 afos
Adultos de 19+ afos 55 55 60 70

Institute Of Medicine (IOM), (2000). Dietary Reference Intakes for Vitamin C,
Vitamin E, Selenium, and Carotenoids. Washington, DC: The National

Academies Press.
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ANEXO 3
Nivel de ingesta maxima tolerable para selenio
Edad Hombre Mujer Embarazo Lactancia
(Hg/dia) (Hg/dia) (Hg/dia) (Hg/dia)
Bebés hasta 6 45 45
meses de edad
Bebés desde 7 a 12 60 60
meses de edad
Nifios desde 1 a 3 90 90
afos
Nifios de 4 a 8 afos 150 150
Nifios de 9 a 13 280 280
afos
Adolescentes de 14 400 400 400 400
a 18 afios
Adultos de 19+ 400 400 400 400

Institute Of Medicine (IOM), (2000). Dietary Reference Intakes for Vitamin C,
Vitamin E, Selenium, and Carotenoids. Washington, DC: The National

Academies Press.




