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Resumen 

El selenio (Se) es un oligoelemento esencial gracias a su presencia en las proteínas, además 

de presentar un efecto antagónico frente a elementos tóxicos. Es necesario en los seres 

humanos en cantidades menores de 100 µg día-1, sin embargo, las diferencias entre su 

deficiencia, ingesta apropiada y toxicidad son muy leves, siendo la dosis máxima tolerable 

de Se de 300 µg Se día-1.  

La ruta de entrada de Se en los organismos se realiza mediante la absorción directa y, 

principalmente, a través de la cadena trófica. Por otro lado, en la alimentación humana, los 

moluscos bivalvos tienen una gran importancia por su alto valor nutricional y su aporte de 

elementos esenciales. Por lo tanto, se considera importante realizar investigaciones sobre 

suplementación con Se en especies de interés acuícola, y evaluar las fuentes del elemento, 

biodisponibilidad y su biotransformación. 

En este trabajo se han realizado experiencias de acumulación, biotransformación y 

eliminación de varias especies de Se (selenito, selenometionina y selenometilseleno-

cisteina), en un organismo filtrador de interés acuícola, la almeja fina (Ruditapes 

decussatus), y realizando el seguimiento del Se a partir del agua y del alimento 

(microalgas), en sistemas de renovación diaria del agua. El rango de concentraciones 

ensayadas fue 0-1000 µg Se L-1, 0-50 µg Se L-1, 0-25 µg Se L-1 y 0,042-4,37 µg Se Kg-1, 

para el selenito (Se(IV)), selenometionina (SeMet) y selenometilselenocisteína 

(SeMetSeCys) y microalgas (Se-Tiso), respectivamente, con un tiempo de exposición de 

120 días. La experiencia de eliminación se realizó durante 60 días con almejas previamente 

expuestas (60 días) a 500 µg Se L-1, 10 µg Se L-1, 5 µg Se L-1 y 4,37 µg Se Kg-1 de Se(IV), 

SeMet, SeMetSeCys y Se-Tiso, respectivamente. Se ha estudiado el Se total y la 

especiación en el cuerpo blando de la almeja, los tejidos (manto, pie, vísceras, branquias y 

hepatopáncreas) y a nivel subcelular, distinguiendo entre el contenido biológicamente 

activo y no activo. Al mismo tiempo se han realizado estudios de efectos en mortalidad y 

subletales, dependientes del nivel de concentración y del tipo de especie de Se utilizado. 

Los resultados mostraron que la mortalidad de las almejas fue del 100 %  a los 28, 7 y 21 

días de exposición a 1000 µg Se L-1, 50 µg Se L-1, 25 µg Se L-1 de Se(IV), de SeMet y 

SeMetSeCys, respectivamente, siendo del 35% para los grupos de almejas alimentadas con 

Se-Tiso a los 60 días. Respecto a los efectos fisiológicos, mostraron que la tasa de 

aclaramiento disminuye respecto al control en los grupos de almejas expuestas a las 
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concentraciones más altas a partir de los 7- 14 días, no observándose diferencias 

significativas en las almejas expuestas a Se-Tiso. En general, la actividad enzimática de la 

GST, disminuyó y la de GPx, aumentó en  los grupos de almejas tratadas con Se respecto 

al control. 

La acumulación de Se total en el cuerpo entero y en los distintos tejidos de las almejas se 

ajustaron a modelos cinéticos de primer orden, con factores de bioconcentración (BCFs) 

incrementando en el siguiente orden: Se(IV) < SeMetSeCys < SeMet. Los factores de 

transferencia trófica de las almejas tratadas con Se-Tiso se encontraron en el rango entre 

3,75 y 16,5. Así mismo, la distribución del Se en los distintos tejidos incrementó en el 

siguiente orden: pie = manto < vísceras < branquias < hepatopáncreas Las distintas 

fracciones subcelulares de las branquias y hepatopáncreas mostraron que entre el 35% y 

81% del Se se encuentra en las fracciones biológicamente detoxificadas (máxima, en 

proteínas estables al calor), mientras que por debajo del 28% del Se se encuentra en la 

fracción biológicamente activa (principalmente en mitocondrias). La eliminación del Se se 

ajustó a modelos cinéticos de uno y dos compartimentos, siendo vida media de eliminación 

en el cuerpo completo entre 1 y 10 días y entre 23 y 46 días a corto y largo plazo para 

todos los tratamientos, respectivamente.  

Por último, se identificaron tres especies conocidas de Se (Se(IV), SeMet, SeMetSeCys) y 

cuatro especies desconocidas (U1, U2, U3, U4) para el cuerpo completo, tejidos y 

fracciones subcelulares. Las especies conocidas suponen entre 4-16%, 7-27%, 31-66%, 6-

29% en las almejas expuestas a selenito, SeMet, SeMetSeCys y alimentadas con Se-Tiso, 

respectivamente. SeMetSeCys fue detectada en todos los grupos de almejas, Se(IV) en los 

expuestas a Se(IV), SeMet y SeMetSeCys, y solamente se detectó SeMet en las almejas 

expuestas a SeMet. 
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Abstract 

Selenium (Se) is present in proteins and has an antagonistic effect against toxic elements, 

what makes it an essential trace element. Human beings need Se in quantities smaller than 

100 µg day-1. However, differences between its deficiency, appropriate intake and toxicity 

are rather slight, being 300 µg Se day-1 the maximum tolerable dose. 

Living organisms take Se by direct absorption, mainly through the trophic chain. On the 

other hand, bivalve molluscs are of great relevance for the human diet, due to having a 

high nutritional value as well as a high quantity of essential elements. It is thus important 

to do research concerning Se supplementation in species of aquatic interest. 

In this work, the bioaccumulation, biotransformation and elimination of several species of 

selenium were investigated in a filtering organism of aquatic interest (Ruditapes 

decussatus clams). R. decussatus were exposed to a daily renewal protocol with dissolved 

selenite (Se(IV)), selenomethionine (SeMet) and seleno-methylselenocysteine 

(SeMetSeCys), and to a microalgae (Se-Tiso) diet for a period of 120 days. The 

concentration range was 0-1000 µg Se L-1, 0-50 µg Se L-1, 0-25 µg Se L-1, and 0,042-4,37 

µg Se Kg-1 Se(IV), SeMet, SeMetSeCys and Se-Tiso, respectively. Elimination was 

studied for clams previously exposed to 500 µg Se L-1, 10 µg Se L-1, 5 µg Se L-1 y 4,37 µg 

Se Kg-1 of Se(IV), SeMet, SeMetSeCys and Se-Tiso, respectively. Time of exposure was 

60 days. The total amount of Se was determined, as well as its speciation in clams’ soft 

body and tissues (mantle, foot, gut, gill and hepatopancreas). The amount of Se was also 

determined at the sub-cellular level, distinguishing between the biologically active and 

non-active content. Additionally, other parameters were determined, as those of mortality 

and sublethal effects. These latter depended on the level of concentration and on the type 

of Se used. 

Results showed a mortality rate of 100% for those clams exposed to 1000 µg Se L-1 

Se(IV), 50 µg Se L-1 SeMet, 25 µg Se L-1 and SeMetSeCys of Se(IV) at 28, 7 and 21 days, 

respectively.  For clams fed with Se-Tiso, the mortality rate was of 35% at 60 days. 

Regarding physiological effects, clarification rate decreased with respect to the control in 

those groups of clams which had been exposed to the highest concentrations from 7-14 

days on. No significant differences were found for the group of clams with Se-Tiso. 

Overall, GST enzyme activity decreased and that of GPx increased in those groups of 

clams treated with Se. 
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Total accumulation of Se in whole-body and in the different clam tissues conformed to 

first-rate kinetic models, displaying increasing bioconcentration factors (BCFs) in the 

following order: Se(IV) < SeMetSeCys < SeMet. Trophic transfer factors for clams fed 

with Se-Tiso were in the range of 3,75-16,5. Likewise, Se distribution in tissues increased 

as follows: foot = mantle < gut < gill < hepatopancreas. The different sub-cellular sections 

of gill and hepatopancreas showed that between 35% and 81% of Se is found in 

biologically-detoxified areas (maximum heat stable proteins). On the other hand, less than 

28% of Se is found in biologically-active areas (mainly in mitochondria). Elimination of Se 

conformed to one- and two-compartment kinetic models. The biological half-life values of 

elimination in whole-body were between 1 and 10 days and between 23 and 46 days in the 

short and long term for all treatments, respectively. 

Finally, three known species of Se (Se (IV), SeMet, SeMetSeCys) and four unknown 

species (U1, U2, U3, U4) were identified for the whole body, tissues and sub-cellular 

sections. Known species account for between 4-16%, 7-27%, 31-66%, and 6-29% in clams 

exposed to selenite, SeMet, SeMetSeCys and fed with Se-Tiso, respectively. SeMetSeCys 

was detected in all groups of clams. Se (IV) was only detected in those groups of clams 

exposed to Se (IV), SeMet and SeMetSeCys. For clams exposed to SeMet, only this latter 

was detected. 
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Abreviaturas 

AAS Espectrometría de absorción atómica 
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tiempo 

C2 Densidad celular que corresponde la concentración final de cada intervalo de 

tiempo 

Cd  Concentración de la sustancia química en la dieta 

Checes Concentración del tóxico retenida en las heces 

Corg Concentración del tóxico en el organismo 

Ct Concentración de selenio a tiempo t 

Cw Concentración de selenio en el agua 

CAP Consejería de Agricultura y Pesca, Junta de Andalucía 

CE Electroforesis capilar 

COFI Subcomité de Acuicultura del Comité de Pesca de la FAO 

CR Tasa de aclaramiento (TA, L h-1 animal-1) 

CTAB bromuro de cetiltrimetilamonio 

DDT Ditiotreitol 

DB Fracción detoxificada biológicamente  

DE-Se Dietilselenio 

DMSe Dimetilselenio 
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DMDSe Dimetildiselenio 

DMSO Dimetil sulfóxido 

EDTA Ácido etilendiamino-tetracetato 

EEUU Estados Unidos 

EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority) 

EI Ionización electrónica 

EI-MS Espectrometría de ionización con electrospray 

ET-AAS Cromatografía líquida basada en la absorción atómica electrotérmica 

F-AAS Cromatografía líquida basada en la absorción atómica de llama 

FAO Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(Food and Agriculture Organization of the United Nations)  

FIA Analizador de inyección de flujo  

FID Cromatografía de gases que utilizan el detector fotométrico de llama 

GC Cromatografía de gases 

GPx Glutatión peroxidasa 

GPx-Se Glutatión peroxidasa Se-dependiente 

GR Glutatión reductasa 

GSH Glutatión oxidado 

GSSG Concentraciones de glutatión reducido 

GST Glutatión S-transferasa 

HCC Cánceres de hígado 

HDTA Fosfato de hexadeciltrietilamonio 

HG Generación de Hidruro de selenio 

HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 

HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 

ICP-AES Espectrómetro de plasma de acoplamiento inductivo 

ICP-MS Espectrometría de masas con fuente de ionización de plasma 

IDI Yodotironina Deiodinasas 

IFAPA Instituto Andaluz de Investigación y Formación Agraria, Pesquera, Alimentaria 

y de la Producción Ecológica, Junta de Andalucía 

IOM Institute of Medicine de Estados Unidos 

IR Tasa de ingestión a través de la dieta 

Kd Constante de depuración 

Ke Constante de la velocidad de eliminación del tóxico del organismo 

Ku Constante de la velocidad de absorción del tóxico  

LC50 Concentración letal 50 



Abreviaturas 

LD50 Dosis letal 50 

LOD Límites de detección 

LOQ Límites de cuantificación 

LPO Peroxidación lipídica 

MAGRAMA Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentación y Medio Ambiente 

MALDI Espectrometría de masas de desorción/ionización mediante láser asistida por 

matriz 

MDA Malondialdehído 

MERAG Metals Environment Risk Assessment Guidance (International Council on 

Mining and Metals (Reino Unido)) 

MS Espectrometría de masas 

NAA Análisis de activación de neutrones 

OMS Organización Mundial de la Salud 

PBS Tampón fosfato salino 

PLE Extracción con líquidos presurizados 

PSORG Peso seco del organismo 

PTV Sistema de temperatura de vaporización programable 

R Regresión lineal 

R1 Reactivo 1 

R2 Reactivo 2 

ROS Especies de oxígeno reactivo 

SBSE Extracción por absorción sobre barra agitada  

SDS Surfactantes 

Se(IV) Selenito 

Se(VI) Selenato 

SeCys Selenocisteína 

SeMet Selenometionina 

SePP Selenoproteína P 

SIM Modo de seleccionador de iones 

t Período de exposición 

t1/2 Vida media de eliminación 

TA Tasa de aclaramiento 

TAM Biodisponibilidad trófica del selenio 

TD Desorción térmica en línea acoplada 

TE50 Tasa de enterramiento 

Tiso Microalga Isochrysis galbana clon T-Iso 



Abreviaturas 

TIC Modo de control de ion total 

TMOP Malondialdehído como acetal 

TTAB Bromuro de trimetiltetradecilamonio 

TTAOH Hidróxido de trimetiltetradecilamonio 

TTF Factor de transferencia trófica 

USEPA Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos 

UV Ultravioleta 

V Volumen del agua 

VIH Virus de la inmunodeficiencia adquirida 

WHO World Health Organization (OMS) 
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1.1. EL SELENIO  

1.1.1. EL SELENIO COMO ELEMENTO QUÍMICO 

El selenio (Se) fue descubierto en 1817 por el químico J. J. Berzelius al analizar una 

impureza generada en el proceso de producción de ácido sulfúrico a partir de piritas de 

cobre (Trofast, 2011). Es un elemento no metálico, del grupo 16 de la tabla periódica, con 

número atómico 34. Su peso atómico es 78,96 u y tiene 6 isotopos naturales estables: 74Se 

(0,89%), 76Se (9,37%), 77Se (7,63%), 78Se (23,77%), 80Se (49,61%) y 82Se (8,73%), y un 

importante isótopo radioactivo emisor de rayos gamma, 75Se, que se utiliza en aplicaciones 

diagnósticas de la medicina. 

Químicamente, el selenio (Se) es muy similar al azufre (S), ambos tienen similar radio 

covalente y electronegatividad y, al igual que el azufre, presenta varios estados de 

oxidación (-2, 0, +2, +4, +6), formando gran variedad de compuestos inorgánicos y 

orgánicos (Tabla 1.1), siendo su química compleja en el medioambiente y en los sistemas 

vivos. Se podría afirmar que la mayoría de sus especies orgánicas contienen Se en estado (-

2), encontrándose los estados de oxidación más altos principalmente en especies 

inorgánicas (Hernández-Mendoza y Ríos-Lugo, 2009).  

El Se es altamente sensible a reacciones redox (reducción-oxidación), oxidándose el Se 

elemental a estado de oxidación +4 o +6. En el estado +4, el selenio está como dióxido de 

selenio (SeO2), ácido selenioso (H2SeO3) o sales de selenito (SeO3
-2). En el estado +6, el 

selenio existe como ácido selénico (H2SeO4) o sales de selenato (SeO4
-2). Los selenatos y 

selenitos son las formas inorgánicas más habituales del selenio. La mayoría de las sales de 

selenato son mucho más solubles que las sales de selenito, siendo su solubilidad y 

estabilidad mayor en ambientes alcalinos y la conversión de selenatos a selenitos (menos 

estable) y a selenio elemental, muy lenta. El Se también puede reaccionar con halógenos 

para formar selenuros en los que se encuentran tanto el Se(IV) como el Se(VI) (SeF6; SeF4; 

SeCl4; SeBr4). En su estado más reducido (-2) el selenio existe como selenuro de 

hidrógeno (H2Se), que se descompone rápidamente en el aire para formar selenio 

elemental, y que es bastante soluble en agua; en cambio, los selenuros metálicos tienen 

baja solubilidad (CuSe, CdSe) o son muy insolubles (HgSe) (NCR, 1983; Martens, 2003). 

El selenio (-2) es la forma dominante en la química de los compuestos organoselénicos, 
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encontrándose las principales especies formando parte de las selenoproteinas. Entre los 

compuestos organoselénicos de interés biológico se encuentran las formas metiladas de 

selenio, como el dimetil selenio (CH3)2Se y el ión trimetilselenonio (CH3)3Se+; los sele-

noaminoácidos (selenocisteína, selenocistina, selenometionina, selenometilselenocisteina, 

selenohomocistina); y los compuestos de selenio homocíclicos y heterocíclicos (NCR, 

1983). 

Aunque la química del selenio es similar a la del azufre, los compuestos organoselénicos 

son más nucleofílicos y más ácidos que los correspondientes compuestos de azufre, por lo 

que estos elementos se metabolizan de manera diferente. La primera diferencia está en la 

facilidad de oxidación, el Se(IV) tiende a sufrir reducción y, en cambio el S(IV), 

oxidación. Por lo tanto, los sistemas biológicos tienden a reducir los compuestos de selenio 

y a oxidar los compuestos de azufre. En segundo lugar está la diferencia en las fuerzas 

relativas de los ácidos H2Se y H2S,  el primero es un ácido mucho más fuerte que el 

segundo, lo que también se observa en las resistencias ácidas de hidruros de selenio (HSe) 

y azufre (HS). Esto implica que a pH fisiológico el grupo tiol de la cisteína (pK =8,25) y de 

otros tioles existe, esencialmente, en forma protonada, mientras que el grupo selenol en 

selenocisteína  (pK = 5,24) y otros selenoles existe, fundamentalmente, en forma disociada, 

lo que le hace muy reactivo, siendo catalíticamente más eficiente en las reacciones 

antioxidantes (Baran, 1990; Wallschläger y Feldmann, 2010; Cupp-Sutton y Ashby, 2016).  
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Tabla 1.1: Compuestos de selenio de relevancia biológica (Dumont et al., 2006; Bodnar et al., 2012;) 

 
*  En sus fórmulas químicas se muestran varios ejemplos de este tipo de compuestos. 

1.1.2. IMPORTANCIA BIOLÓGICA DEL SELENIO. 

El selenio es un oligoelemento o elemento traza esencial en todos los organismos vivos, 

excepto plantas superiores y levaduras. Los elementos traza están presentes en cantidades 

muy pequeñas en el organismo, en relación con los constituyentes principales de los 

tejidos, pero son tan importantes como ellos, ya que son imprescindibles para un 

crecimiento y desarrollo óptimo (Carvalho et al., 2015), y se consideran elementos 

esenciales para un organismo cuando, al disminuir su exposición por debajo de un cierto 

límite, implica sistemáticamente una reducción de alguna función fisiológicamente 

Compuestos Inorgánicos

Nombre Valencia Fórmula química Análogos del azufre

Selenio elemental 0 Se0 Azufre elemental

Ión seleniuro Se2- Ión sulfuro

Ión seleniuro de hidrógreno HSe-

Seleniuro de hidrógeno H2Se

Seleniuro (metal) HgSe; ZnSe; CuSe

Dióxido de selenio SeO2 Dióxido de sulfuro

Ión selenito SeO3
2- Ión sulfito

Sales de selenito* Na2SeO3; Ag2SeO3

Ácido selenoso H2SO3

Ión selenato SeO4
2-; Ión sulfato

Sales de selenato* Na2SeO4; Ag2SeO3

Ácido selénico H2SO4

Compuestos Orgánicos -2

CH3-Se-Se-CH3

CH3-Se-CH3

(CH3)3Se+

CH3-Se-H 

CH3-Se-CH2-CH(COOH) NH2

CH3-Se-CH2-CH(COOH)-NH-C(O)-CH2-CH2-CH(COOH)NH2

NH2 (HCOO)CH-(CH2)2-Se-CH2-CH(COOH) NH2

NH2 (HCOO)CH-CH2-CH2-Se-Se-CH2-CH2-CH(COOH)NH2

NH2 (HCOO)CH-CH2-CH2-Se-CH2- C4 H5 O3 - C5 N4 NH2

NH2 (HCOO)CH-CH2-Se-Se-CH2-CH(COOH) NH2 Cistina

CH3-Se-CH2CH2-CH(NH2)COOH Metionina

H-Se-CH2-CH(NH2)COOH Cisteína

Dimetilseleniuro

Selenocistina

Selenoazucares

Selenometionina

Selenocisteína

Metilselenol

Se-metilselenocisteína 

γ-glutamil-metil-selenocisteína

Selenocistationina

Selenohomocistina

Se-adenosil-selenohomocisteína

Ión Trimetilselenonio

-2

+4

+6

Dimetildiseleniuro
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importante o cuando el elemento forma parte integral de una estructura orgánica que tiene 

una función vital en el organismo (WHO, 1996). Al mismo tiempo, la toxicidad es 

inherente a todos los elementos, por lo tanto, puede provocar toxicidad en determinadas 

concentraciones y condiciones, y será compatible con la vida en un rango menor de 

exposición (Underwood y Mertz, 1987). 

1.1.2.1. Las selenoproteínas  

La esencialidad del selenio se debe fundamentalmente a su presencia en las proteínas, ya 

que es un componente clave para el funcionamiento de una serie de enzimas dependientes 

de Se, las selenoproteínas (Janz et al., 2010), las cuales desempeñan un papel importante 

en muchas funciones biológicas, como defensa antioxidante (glutatión peroxidasa), 

formación de hormonas tiroideas, síntesis de ADN, fertilidad y reproducción. El selenio 

también actúa, sinérgicamente con la vitamina E, en la función muscular, mejorando la 

resistencia y la recuperación y frenando el proceso de envejecimiento (Mehdi et al., 2013). 

Además, presenta un efecto antagónico frente a elementos tóxicos como el mercurio, ya 

que reduce su toxicidad formando complejos de selenuros metálicos inertes (Rayman, 

2000). El efecto anticancerígeno del selenio puede relacionarse con su capacidad para 

aumentar la respuesta inmune o, más probablemente, con su capacidad para producir 

metabolitos antitumorógenos como el metilselenol o sus precursores (Rayman, 2000). 

Las proteínas que contienen selenio se dividen en tres categorías: proteínas en las que se 

incorpora de forma inespecífica (principalmente como selenometionina); proteínas 

específicas con enlaces de Se; y enzimas que incorporan selenocisteína (el 21º aminoácido) 

en su sitio activo (Patching y Gardiner, 1999; Behne y Kyriakopolis, 2001). Las 

selenoproteínas son las proteínas que contienen selenocisteína (SeCys), siendo el selenio el 

único oligoelemento encontrado en las proteínas que es codificado genéticamente, durante 

su síntesis se incorpora selenocisteína en una ubicación muy específica de la secuencia de 

aminoácidos, por un proceso de co-traducción que redefine los codones UGA (uracilo/ 

guanina/adenina) para codificarla (Behne y Kyriakopolis, 2001; Hesketh, 2008; Allmang et 

al., 2009). Además, esta incorporación de Se en las proteínas no es por una simple 

asociación iónica, como la mayoría de los metales, sino que está unido covalentemente 

dentro del aminoácido SeCys (López et al., 2011). 
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El número de selenoproteínas tiene una gran disparidad entre los distintos organismos, así 

se han detectado en microorganismos marinos más de 3.600 secuencias de genes de 

selenoproteínas pertenecientes a 58 familias de proteínas (Zhang y Gladyshev, 2008), al 

menos 15 tipos diferentes de selenoproteínas codificadas por los genomas de bacterias 

(Kryukov y  Gladyshev, 2004) y, en los últimos años, también se han identificado treinta 

selenoproteínas en 25 genes de mamíferos. En estas últimas la selenocisteína está presente 

en la selenoproteína una vez por subunidad, excepto en Selenoproteína-P (SelP) que 

contiene 10 (humano, rata) o 12 (bovino) SeCys en su cadena de polipéptidos (Mostert, 

2000;  Kryukov et al., 2003). En los últimos años se han identificado unas 30 

selenoproteínas en mamíferos, en la tabla siguiente (Tabla 1.2) se muestra un resumen con 

su función biológica y localización (Kieliszek y B1azejak, 2013; Wrobel et al., 2016).  
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Tabla 1.2: Selenoproteínas, localización y función biológica.  

                
(ER: retículo endoplasmático; Mem.Plasm.: membrana plasmática) 

1.1.2.2. Deficiencia y toxicidad del selenio 

El selenio es necesario en los seres humanos en pequeñas cantidades, menores de 100 

µg/día. Sin embargo las diferencias entre su deficiencia, ingesta apropiada y toxicidad son 

muy leves (Navarro-Alarcón and Cabrera-Vique, 2008; Bodnar et al., 2012). La evolución 

desde la deficiencia severa hasta sus exposiciones más tóxicas pasa por varias etapas 

Selenoproteína Localización Funciones

Iodotironina deiodinasa ID ER Regulación de tiroides

Tipo I ID1 Mem. Plasm. Producción de T3

Tipo II ID2 ER Producción de T3 de manera localizada (intracelular)

Tipo III ID3 Mem. Plasm.
Degradación de la T3 a diferentes especies 
inactivas

Glutatión citosólica GPx1 Citosol Reducción de H2O2 e hidroperóxidos orgánicos

Glutatión gastrointestinal GPx2 Citosol
Protección contra hidroperóxidos lipídicos 
ingeridos

Glutatión plasma GPx3 Plasma Reducción de H2O2 e hidroperóxidos orgánicos

Fosfolípido hidroperoxidasa GPx4
Citosol; 

Mitocondria
Reduce los ácidos grasos hidroperóxidos a 
fosfolípidos

Tioredoxina reductasa 1 TrxR1 Citosol
Reducción de la forma oxidada de la tioredoxin 
citosólica

Tioredoxina reductasa 2 TrxR2 Citosol
Formación de enlaces disulfuro durante la 
maduración del esperma

Tioredoxina reductasa 3 Mitocondria Reducción de la tioredoxin mitocondrial 

Selenofosfato sintetasa  SPS2 Citosol Síntesis de selenofosfato, precursor de SeCys

Selenoproteína - 15 kDa ER Control de correcto plegamiento de proteínas

Selenoproteína - 34 kDa Movilidad de espermatozoides

Selenoproteína - 18 kDa Reserva

Selenoproteína H SelH Núcleo
Regulación de sintesis de GSH y enzimas 
detoxificación

Selenoproteína K SelK Membrana ER Contiene propiedades antioxidantes

Selenoproteína M SelM ER
Reordenamiento de enlaces disulfuro en las 
proteínas localizadas en retículo endoplasmático

Selenoproteína N SelN Membrana ER Regulación de la movilización intracelular de calcio

Selenoproteína P SelP Plasma Antioxidante, transporte y reserva de Se

Selenoproteína R SelR Citosol
Participa en el metabolismo de la metionina y en la 
reparación de proteínas

Selenoproteína S SelS Membrana ER Degradación e proteínas mal plegadas

Selenoproteína T SelT ER y Golgi
Regulación de la función de las células-β 

pancreáticas y de la homeostasis de la glucosa

Selenoproteína W SelW Citosol
Posible función redox y antioxidante involucrado en 
metabolismo cardíaco
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(Alarcón, 2009), presentando un rango óptimo de ingesta dentro del cual los mecanismos 

homeostáticos son capaces de mantener óptimas sus concentraciones tisulares y las 

funciones normales (estado fisiológico óptimo). Por lo tanto, debe encontrarse un rango de 

ingesta óptimo para los oligoelementos esenciales. Los límites de este rango serán el nivel 

máximo de ingesta tolerable, UL (Upper Level of Tolerable Intake), que implica una 

tolerancia fisiológica y estima la cantidad máxima de un nutriente que se puede consumir 

de forma continua e inocua sin que conlleve ningún riesgo apreciable de efectos adversos 

para la salud (SCF, 2000a), y la ración dietética recomendada, RDA (Recommended 

Dietary Allowance), que determina la cantidad media necesaria y compatible con las 

funciones normales del organismo (protege al 95-98% de la población de efectos adversos 

de su deficiencia) (Aggett et al., 2015).  

Actualmente la ingesta diaria óptima de selenio para adultos varía en función del país u 

organismo internacional. Según la Agencia Española de Seguridad Alimentaria y Nutrición 

es 55 y 70 μg Se/día para mujeres y hombres, respectivamente (AESAN, 2011). Para los 

organismos internacionales, European Food Safety Authority (EFSA) y Institute of 

Medicine (IOM) los valores son 70 y 55 µg de Se/día, respectivamente y para ambos sexos 

(IOM, 2000; EFSA, 2014), siendo para la OMS, 26 y 34 µg Se/día para mujeres y 

hombres, respectivamente (WHO/FAO, 2004). El valor del nivel máximo de ingesta 

tolerable (UL) es de 300 µg de Se/día para España y Europa y 400 µg Se/día para EE.UU. 

Según la OMS, cubriendo estos valores de UL, la ingesta de selenio de todas las fuentes de 

alimento, incluyendo los suplementos, y tomando como referencia de toxicidad, es de 850 

µg/día, que es el umbral en el que se han observado alteraciones bioquímicas en el 

metabolismo de selenio en los seres humanos (Aggett et al., 2015).  

Estas recomendaciones no consideran la especiación química del elemento, aunque un 

informe de la Junta de Alimentación y Nutrición de los Estados Unidos sugiere que puede 

ser absorbida más del 90% de la selenometionina (SeMet), mientras que aproximadamente 

el 100% de selenato es absorbido, aunque una fracción significativa se pierde en la orina. 

Más del 50% del selenito se absorbe y, además, se almacena mejor que el selenato 

(Bryszewska, 2015). 
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� Deficiencia 

El importante papel de las selenoproteínas en el metabolismo justifica las consecuencias 

adversas de la deficiencia de selenio en la salud humana y animal, ya que se disminuye la 

expresión de las selenoproteínas, limitando la expresión de una o varias Se-enzima, 

alterando así los procesos biológicos mediados por ellas (Pedrero y Madrid, 2009). Los 

síntomas de deficiencia encontrados en seres humanos y animales son principalmente 

desórdenes relacionados con el músculo cardíaco y las articulaciones (Kieliszek y 

Błazejak, 2016).        

El aporte de selenio al organismo se realiza principalmente a través de la dieta, 

constituyendo los alimentos la principal fuente de selenio de la población en general, ya 

que la ingesta desde el agua no contribuye significativamente; está puede contener selenio, 

principalmente como selenato,aunque su contenido es normalmente bajo (WHO, 2011). 

Los alimentos presentan gran variación en el contenido de Se según su procedencia, ya que 

las plantas comestibles dependen del contenido y disponibilidad de Se en el suelo donde se 

cultivan, así como de su capacidad para incorporarlo, y los animales domésticos dependen 

de su propia dieta (Mehdi et al., 2013). Las deficiencias de selenio se han estudiado en 

seres humanos y animales que habitaban regiones geográficas donde los suelos se 

caracterizan por su bajo contenido en selenio, observándose enfermedades asociadas a 

estados carenciales de este elemento, dándose los casos más graves y endémicos en China 

y Siberia Oriental (Pedrero y Madrid, 2009). Por lo tanto es evidente que la concentración 

de selenio en los suelos es crucial para una correcta ingestión de este elemento esencial.  

Se han identificado enfermedades carenciales en el ganado, a gran escala, en diversos 

países con suelos deficientes en selenio, como la enfermedad del músculo blanco (miopatía 

del corazón y del músculo esquelético), los trastornos reproductivos (afecta a esperma y 

embriones), la depresión de crecimiento (afecta a la masa muscular) o la diátesis exudativa 

(lesiones en las paredes de los capilares). En regiones con poco selenio, los productores 

han adoptado medidas para asegurar que sus animales obtengan las cantidades adecuadas 

de selenio (fertilización de suelos con selenio y alimentos Se-enriquecidos) (Suttle, 2010).   

La consecuencia más grave de la deficiencia de selenio en humanos se asocia a dos 

enfermedades endémicas: la enfermedad de Keshan, miocardiopatía endémica que ocurre, 
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principalmente en niños y mujeres jóvenes, de grupos de población con ingestas de selenio 

baja (7-11 μg Se/día); y la enfermedad de Kaschin-Beck, una osteoartritis degenerativa 

crónica que acontece en la infancia y la pubertad, que también ocurre en regiones donde la 

disponibilidad de Se en el suelo para el crecimiento de los cultivos es baja, como zonas 

rurales de China y Siberia Oriental y, también, parece estar relacionada con una forma de 

cretinismo asociada con el hipotiroidismo; aunque se cree que las tres enfermedades tienen 

otros cofactores causantes (Rayman, 2000; Pedrero y Madrid, 2009). 

Las deficiencias moderadas de este micronutriente también pueden tener un impacto 

negativo en la salud humana, ya que se han asociado con el funcionamiento deficiente de 

una serie de procesos y sistemas en los que está involucrado el Se como: sistema inmune 

(producción de linfocitos T); la virulencia y progresión de diversas infecciones virales 

(poliovirus, virus de la gripe, hepatitis B y C, VIH); la fertilidad masculina (movilidad del 

esperma y síntesis de testosterona); la regulación del estado anímico y de algunos 

neurotransmisores cerebrales (depresión, ansiedad, confusión mental y hostilidad, ataques 

epilépticos, Alzheimer); la función tiroidea (actividad deiodinasa que promueve la 

conversión de la hormona tiroidea T4 a su forma activa T3); y las reacciones antioxidantes 

y antiinflamatorias (Rayman, 2000; 2012).  

Actualmente estas deficiencias, aunque se deben principalmente a un insuficiente aporte de 

este micronutriente en la dieta, también están vinculadas a los gustos nutricionales 

especiales de algunos grupos sociales y a los cambios en los hábitos alimenticios (Mistry et 

al., 2012; Kieliszek y Błazejak, 2016). Estas deficiencias, como consecuencia de una 

ingesta inadecuada, son evidentes en los estados nutricionales alterados por una 

enfermedad, como es el caso de los pacientes que reciben nutrición enteral (alimentación 

por sonda) o nutrición parenteral total (alimentación intravenosa) (Pedrero y Madrid, 

2009). Además, la deficiencia puede darse en individuos bien nutridos, sin presentar 

síntomas evidentes, pero con predisposición al desarrollo de ciertas enfermedades (por 

ejemplo, infecciones), ya que experimentan un estrés adicional (IOM, 2006). 

�  Toxicidad  

La toxicidad del Se depende de factores como su forma química, especie biológica, 

naturaleza del compuesto (particularmente su solubilidad) y, concentración, así como la 



Bioacumulación de distintas especies de selenio y sus efectos en organismos marinos 

10 

edad y sexo de los organismos, y la vía de absorción del compuesto. La toxicidad del 

selenio es acumulativa (EVM, 2003).  

A escala global, la toxicidad por selenio en seres humanos está mucho menos generalizada 

que la deficiencia de Se, siendo la dosis máxima tolerable de Se (UL) de 300 µg Se/día 

para adultos en España y Europa (EFSA, 2006; AESAN, 2011).  

El exceso crónico de selenio (>1000 μg Se/día) puede dar lugar a la selenosis, cuyos 

síntomas más característicos son dolor de cabeza, cabello quebradizo, deformación y 

pérdida de uñas, erupción cutánea, olor a ajo del aliento y la piel, un exceso de caries 

dentales, así como vómitos y edema pulmonar en intoxicaciones más agudas. Los niveles 

de exposición en la dieta en los que el selenio se convierte en tóxico y se desarrolla la 

selenosis son difíciles de establecer, debido a que la toxicidad se ve afectada por la forma 

en la que el selenio está disponible en el alimento y, posiblemente también, por la 

combinación con otros componentes de la dieta e interacciones con el genotipo 

(Fairweather-Tait et al., 2011). Los datos disponibles sugieren que las toxicidades crónicas 

de las formas inorgánicas y orgánicas de selenio tienen características clínicas similares, 

pero difieren en la rapidez de inicio y en la relación con la concentración de selenio en los 

tejidos. El Se inorgánico puede causar toxicidad en los tejidos a niveles mucho más bajos 

que los observados con ingestas similares en la dieta de Se como selenometionina (IOM, 

2006). 

En animales, se puede dar dos tipos de intoxicación: aguda, producida habitualmente por el 

consumo de plantas acumuladoras de selenio (seleníferas) presentando trastornos motrices, 

diarrea oscura, hipertermia, pulso débil y rápido, respiración dificultosa, dolor abdominal, 

meteorismo, depresión y mucosas pálidas; crónica (Enfermedad del álcali), que ocurre 

cuando los animales consumen cantidades de 5 a 25 mg Se/kg durante mucho tiempo, 

presentando parálisis de la lengua, respiración laboriosa y rápida, exceso de saliva, 

hipotermia, anemia, alopecia y deformación de estructuras córneas, siendo los principales 

signos de toxicidad los trastornos musculo-esqueléticos tales como la marcha rígida y la 

cojera (Alexander, 2015). 
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�  Beneficios del selenio en la salud humana 

En los seres humanos se ha constatado que el selenio presenta efectos positivos para la 

salud  como son (López-Bellido y López, 2013):  

• Favorece un adecuado funcionamiento del sistema inmune (la producción de 

linfocitos T y la actividad de las células Naturalkiller) (Wood et al., 2000). 

• Reduce la virulencia y progresión de infecciones virales (virus de Koxsackie, 

poliovirus, hepatitis B y C, el virus de la gripe y VIH) (Rayman, 2000).  

• Es esencial para la fertilidad masculina (mayor movilidad del esperma y síntesis de 

testosterona) (Rayman, 2012) y posiblemente femenina (reducción del riesgo de aborto) 

(Barrington et al., 1997). 

• Regula el estado anímico y de algunos neurotransmisores en el cerebro (reduce la 

incidencia de depresión, ansiedad, confusión mental y hostilidad, ataques epilépticos y 

Alzheimer) (Rayman, 2000; 2012). 

• Favorece la función tiroidea (producción y regulación de la actividad deiodinasa 

que promueve la conversión de la hormona tiroidea T4 a su forma activa T3) (Fan et al., 

2014). 

• Actúa como agente antioxidante y antiinflamatorio (efectos beneficiosos contra la 

artritis reumatoide, pancreatitis y asma) (Navarro-Alarcón y Cabrera-Vique, 2008).  

• Posee actividad antitumoral, con efectos anticancerígenos al menos en 

determinadas condiciones, sobre cánceres de hígado (HCC), colon, recto, páncreas, mama, 

ovarios, próstata, vejiga, pulmón y piel (Navarro-Alarcón y Cabrera-Vique, 2008) y en 

células de leucemia mieloide y linfoblástica aguda humana, así como en células de 

hepatoma, melanoma y mesotelioma (Fernandes y Gandin, 2015). 

1.1.3. DISTRIBUCIÓN Y PRESENCIA DEL SELENIO EN EL MEDIO NA TURAL 

El selenio en el medio se encuentra tanto en forma inorgánica como orgánica. La 

abundancia relativa de los distintos compuestos depende de las contribuciones relativas de 

las fuentes naturales y antropogénicas del selenio al medio, distribuyéndose por los 

distintos compartimentos medioambientales (aire, agua, suelo y biota) en diferentes formas 

químicas y niveles de concentración, dependiendo de factores como pH, solubilidad, 

potencial redox, presencia de determinados minerales y actividad biológica. 
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1.1.3.1. Aire 

En el aire el Se puede presentarse en forma gaseosa, pero principalmente se encuentra 

como partículas en suspensión (selenio elemental (Se0), dióxido de selenio (SeO2)), no 

estando habitualmente disponible como fuente de Se para plantas y animales en su forma 

particulada. Otras formas de Se en el aire, dimetilselenio y dimetildiselenio, proceden de 

procesos de su biometilación producidos por la actividad microbiana presente en el suelo, 

por algunas plantas y, a veces, en el aire expirado por los animales (ATSDR, 2003). La 

distribución del Se atmosférico es altamente heterogénea sobre la superficie de la Tierra, 

siendo su concentración media generalmente baja (de 1 a 10 ng m-3) (Wen y Carignan 

2007; Mehdi et al., 2013), aunque en algunas zonas industriales se pueden alcanzar valores 

muy superiores, como los 42.3 ng m-3 detectados en una área del Reino Unido (Lee et al., 

1994)  

1.1.3.2. Agua 

Las principales especies de selenio que encontramos disueltas en aguas naturales 

oxigenadas son selenato (SeO4
2-) y selenito (SeO3

2-), así como selenuros (-2) orgánicos 

disueltos formados a partir de la materia orgánica particulada fina. Las especies 

particuladas en la columna de agua incluyen selenato, selenito y selenio elemental (Se(0)) 

unidas a sedimentos resuspendidos y partículas orgánicas, así como especies de selenio 

orgánico incorporadas en partículas de detritus suspendidos (USEPA, 2016).  

El selenato (SeO4
2-) suele predominar en aguas bien oxigenadas, especialmente en aquellas 

con condiciones alcalinas, y es uno de los compuestos de selenio más móviles en el medio 

ambiente, potenciada por su pobre adsorción a las partículas del suelo (Figura 1.1). Las 

especies del ácido selenoso (HSeO3
- o SeO3

2-) pueden predominar en disolución cuando las 

condiciones del agua son moderadamente oxidantes. Además, debido a que el ácido 

selenioso es un ácido débil, es fácilmente adsorbido por los sólidos en suspensión. El ión 

biselenito predomina en aguas con un pH entre 3,5 y 9,0 y, a valores de pH inferiores a 7,0, 

los selenitos se reducen rápidamente a selenio elemental bajo condiciones ligeramente 

reductoras, situaciones que son comunes en los sedimentos del fondo (Barceloux y 

Barceloux, 1999; Mehdi et al., 2013; USEPA, 2016). Por lo tanto, en comparación con el 

selenato, el selenito es más reactivo debido a su carácter polar, su basicidad (atracción a 



enlazar con el protón) y su nucleofilia (atracción a enlazar con un núcleo 

electrones del ión) (Frankenberger y Engberg, 1998; 

Los selenuros orgánicos, Se(

variables, generalmente en forma libres y combinadas de selenometionina y selenocisteína 

(Fisher y Reinfelder 1991). Estos selenuros orgánicos disueltos son una fuente importante 

de selenio para la biota, ya que pueden representar un porcentaje elevado del selenio 

disuelto en las aguas superficiales en mar abierto y una fracción importante en muchos 

otros ambientes (Cutter, 1989; Cutter y Cutter, 1995). 

Figura 1.1. Especies de selenio asociadas con los principales procesos en sistemas acuáticos (Chapman 
al., 2009) 

La concentración de selenio en aguas subterráneas y superficia

ampliamente (0,06–400 μg Se L

altas concentraciones son debidas a la presencia de fuentes naturales o antropogénicas

estas últimas, en la mayoría de los casos se debe a la suplementación de las tierras 

agrícolas con fertilizantes que contienen Se. La concentración en agua de

generalmente baja, de 0,04 a 0,

2013).  
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enlazar con el protón) y su nucleofilia (atracción a enlazar con un núcleo usando los dos 

también están presentes en el agua, en concentraciones 

generalmente en forma libres y combinadas de selenometionina y selenocisteína 

(Fisher y Reinfelder 1991). Estos selenuros orgánicos disueltos son una fuente importante 

de selenio para la biota, ya que pueden representar un porcentaje elevado del selenio 

suelto en las aguas superficiales en mar abierto y una fracción importante en muchos 

 
Especies de selenio asociadas con los principales procesos en sistemas acuáticos (Chapman et 

La concentración de selenio en aguas subterráneas y superficiales puede variar 

), pero habitualmente no excede de 10 μg Se L-1. Las 

altas concentraciones son debidas a la presencia de fuentes naturales o antropogénicas. En 

estas últimas, en la mayoría de los casos se debe a la suplementación de las tierras 

on fertilizantes que contienen Se. La concentración en agua de mar es 

(Barceloux y Barceloux, 1999; Mehdi et al., 
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Las diferentes instituciones y países han adoptado distintas directrices para establecer el 

límite superior de Se en el agua potable siendo de 50 μg L-1 para la Agencia de Protección 

Medioambiental de EEUU (USEPA, 2017) y 40 μg L-1 para la Organización Mundial de la 

Salud (WHO) y la Unión Europea (WHO, 2011; DOUE, 2015). 

1.1.3.3. Suelos y sedimentos 

El selenio se encuentra ampliamente distribuido por toda la corteza terrestre con una 

concentración muy baja (0,05-0,09 mg Kg-1). El factor primario que controla las 

concentraciones de selenio en el suelo es el contenido de selenio de esos materiales de la 

roca madre, ya que lo liberan al suelo y a las aguas subterráneas y superficiales a través de 

procesos de erosión y lixiviación. En términos globales, el Se tiende a concentrarse más en 

las rocas sedimentarias que en las ígneas (Mayland et al,. 1989; ATSDR, 2003). 

El Se total en el suelo suele ser bajo de 0,01 a 2 mg Kg-1 (media mundial: 0,4 mg Kg-1), 

aunque algunas áreas de China, la India y los EE.UU. tienen niveles muy altos, con un 

contenido total que puede exceder 1 g Kg-1, los llamados suelos seleníferos 

(Christophersen et al., 2013). Las bajas concentraciones son comunes en suelos ácidos 

altamente degradados, derivados de rocas ígneas como el granito, así como en zonas de 

alta precipitación, donde la lixiviación de los suelos aeróbicos es considerable (Fishbein, 

1983; Schulin et al., 2010). Generalmente el selenio tiende a concentrarse en los suelos de 

las regiones más secas del mundo (Mehdi et al., 2013).  

El Se disponible en el suelo no tiene una buena correlación con la cantidad de Se total en el 

suelo, y es además muy variable, tanto a nivel local como global. Además, su movilidad y 

biodisponibilidad están interrelacionadas, pero no necesariamente son sinónimos (Winkel 

et al., 2015). La presencia y las formas de Se en los suelos, así como su biodisponibilidad, 

están condicionados por las características biogeoquímicas del suelo: contenido de arcilla, 

agua y materia orgánica, vegetación asociada, cantidad de componentes de la sorción 

(óxido/hidróxidos de hierro y aluminio), pH y condiciones redox (CCME, 2009); Paikaray, 

2016). Además, la presencia de aniones (sulfato, fosfato y aniones orgánicos) compitiendo 

por las mismas superficies de sorción afecta a la absorción y la retención de Se en el suelo 

y, asimismo, la actividad microbiana es importante para las interacciones del Se con la 

materia orgánica (Mayland et al., 1991).  
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Las principales especies son el selenio elemental, selenitos (como ácido selenioso, 

H2SeO3), selenatos (como ácido selénico, H2SeO4), selenio (-2) y selenio asociado con 

constituyentes orgánicos; en la disolución del suelo, el selenio se encuentra generalmente 

como selenato (SeO4
2-) o ácido selenoso (HSeO4

-) (forma protonada) (Kuisi y Abdel-

Fattah, 2010).  

El selenio elemental se forma en suelos húmedos y anóxicos (Tayfur et al., 2010) y los 

selenuros y selenitos se encuentran, como compuestos insolubles, en suelos ácidos y con 

altas cantidades de materia orgánica (Harada y Takahashi, 2009). El selenio elemental y 

los selenuros se pueden convertir en selenatos en condiciones oxidantes, y estos  pueden 

reducirse a selenuros de hierro o selenio elemental bajo procesos abióticos o bióticos, por 

ejemplo, el selenato puede reducirse a selenio elemental en presencia de óxidos de hierro 

(Chen et al., 2008) y sulfuros de hierro (Breynaert et al., 2008). 

Aunque el Se en suelo y sedimento se encuentra principalmente en forma inorgánica, 

también puede estar presente en formas orgánicas, por ejemplo, en complejos con materia 

orgánica o incorporado en coloides orgánicos u órgano-minerales. Así como en formas 

orgánicas volátiles de Se, tales como dimetilselenio (DMSe) y dimetildiselenio (DMDSe) 

(Winkel et al., 2015). Los organismos del sedimento, los microorganismos y los exudados 

de la rizosfera de las plantas pueden aumentar la formación de especies reducidas de Se 

orgánico en los suelos, ya que pueden reducir el selenato y el selenito a selenocompuestos 

orgánicos y selenio elemental (Maher et al., 2010). En general, la reducción del selenato y, 

particularmente, del selenito se incrementa en los sedimentos con el aumento de la materia 

orgánica (Tokunaga et al., 1997). El selenito se une fácilmente a los oxihidróxidos de 

hierro y manganeso, y se adsorbe fácilmente a partículas inorgánicas y orgánicas, sobre 

todo a un rango de pH más bajo. La reducción microbiana de selenito a formas orgánicas 

(vía metilación) aumenta la solubilidad y biodisponibilidad de selenio (Simmons y 

Wallschlägel, 2005; USEPA, 2016). 

1.1.3.4. Biota 

La ruta de entrada de selenio en los organismos se realiza mediante la absorción directa 

(desde el agua o el aire) o a través de la cadena trófica, aunque la principal es esta última, 
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produciéndose la entrada de Se desde la base de las cadenas alimenticias (productores 

primarios).  

En general, el selenio es incorporado desde la fracción disuelta por algas y 

microorganismos, siendo su absorción mayor en los ambientes dominados por el selenito y 

los organoselenuros que por el selenato. Estos organismos transforman los selenitos y 

selenatos disueltos en compuestos orgánicos (selenocisteína, selenometionina, 

dimetilselenio, dimetildiselenio) en sus células, que se transfieren a través de la cadena 

trófica, siendo a menudo biomagnificados en invertebrados de niveles tróficos superiores 

(Barceloux y Barceloux, 1999; Lee et al., 2006). Las vías de transporte de los elementos 

traza a través de la membrana biológica han sido postuladas como la difusión pasiva de 

especies neutras del metal a través de la membrana, la difusión facilitada de metales a 

través de proteínas transportadoras de membrana, el acceso a través de canales iónicos 

principales (por ejemplo, canales de calcio) quizá en asociación con bombas de iones 

activas, y la endocitosis (Simkiss y Taylor, 1995). 

En las plantas superiores, aunque no parecen requerir selenio, su incorporación  ocurre 

principalmente en las raíces, siendo el selenato la especie disuelta con mayor absorción. 

Tras la absorción, el Se metaboliza en especies orgánicas que se asimilan en los tejidos: el 

selenato se reduce a selenito y, posteriormente, a selenuro, el cual se incorpora en los 

aminoácidos para formar Se-metilselenocisteína, SeMet y SeCys, y aunque pueden 

formarse otras especies orgánicas, estas últimas reemplazan a la cisteína y metionina en las 

proteínas (Dumont et al., 2006; Aguilar et al., 2009). Así, el selenio ingresará en la cadena 

alimenticia a través de las proteínas vegetales. Cuando los niveles de Se en el medio son 

normales entrará principalmente como Se-Met o SeCys (esta última en menor proporción), 

pero cuando los niveles de Se en el medio son elevados, la Se-Met la pueden metabolizar 

adicionalmente a Se-adenosil-Se-Met y Se-MetSeMet, que a su vez se convierte en Se-

MeSeCys y γ-glu-SeMetSeCys, que previenen de los posibles daños causados por la SeMet 

o SeCys, por lo tanto, en este caso, la Se-MetSeCys se convierte en el compuesto de Se 

predominante, aunque algunos otros compuestos también podrían estar presentes, a niveles 

mucho más bajos (Mayland et al., 1989; Dumont et al., 2006). La absorción de Se, aunque 

habitualmente es baja, varía ampliamente entre las plantas, más que la mayoría de los 

elementos traza. Algunas pueden acumular altos contenidos de Se, las denominadas plantas 

acumuladoras seleníferas (Moreno et al., 1998). Además, las plantas y algas pueden 



Capítulo 1. Introducción 

17 

producir especies volátiles de selenio (DM-Se, DMD-Se y dietilselenio (DE-Se)) por 

biometilación del exceso de selenio, observándose una amplia variación en estas especies 

volatilizadas en función de la especie vegetal (Díaz et al., 2009).  

Posteriormente, las especies de selenio orgánicas se transfieren a través de la cadena 

trófica, desde estos productores primarios (microorganismos, algas y plantas) a organismos 

de niveles superiores, bioacumulándose así en los consumidores primarios y secundarios 

(invertebrados y vertebrados) (Chapman et al., 2009; Luoma y Presser, 2009). Por lo tanto, 

la bioacumulación de selenio en los animales dependerá de la dieta (elección del alimento) 

y de los procesos fisiológicos del organismo como la eficiencia de absorción o a la tasa de 

eliminación de Se, ya que pueden ser diferentes entre los distintos grupos taxonómicos. En 

el caso de los mamíferos, metabolizan los compuestos ingeridos en múltiples especies de 

selenio, incluyendo el selenuro de hidrógeno (H2Se), que constituye la base para la 

biosíntesis de las selenoproteínas esenciales (Gammelgaard et al., 2011), y compuestos 

organoselénicos, como metilselenol o trimetilselenonio (Figura 1.2) En general, el selenio 

se encuentra principalmente en forma de selenometionina o selenocisteína en sus tejidos 

(IOM, 2006).  
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Figura 1.2 Esquema de la ruta metabólica del Se con las principales vías del Se dietético en mamíferos 
(Wrobel et al., 2016) 

En la mayoría de los ecosistemas, las concentraciones de selenio generalmente se 

conservan o aumentan gradualmente en cada nivel trófico de una cadena alimenticia, 

después de un aumento sustancial en el primer nivel trófico a partir del selenio disuelto, ya 

que los productores primarios generalmente concentran Se de 102 a 106 veces por encima 

de las concentraciones disueltas ambientales (Chapman et al., 2009). Además, la 

eliminación relativamente rápida del selenio de los organismos y la variación del selenio 

en las dietas de los consumidores limitan la biomagnificación del selenio en la parte más 

alta de la cadena alimentaria. El nivel de bioacumulación del Se suele ser más bajo, en 

comparación con otros elementos químicos bioacumulativos, como el mercurio, cuya 

biomagnificación es mucho mayor (USEPA, 2016). 
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1.1.3.5. Organismos marinos 

Respecto a los organismos marinos, en general, estos poseen mayores concentraciones de 

selenio que los organismos de agua dulce, sin aparentes efectos adversos, siendo la alta 

absorción de Se por los productores primarios y la alta eficiencia de asimilación o las tasas 

de alimentación las que explican estas mayores concentraciones de Se en especies marinas, 

aunque no aclaran los mecanismos exactos que mitigan la toxicidad (Janz et al., 2010). 

En el caso de los moluscos bivalvos, ingieren fitoplancton y material particulado que 

contienen Se y, además, pueden absorber directamente Se disuelto en el medio, 

aumentando la concentración en sus tejidos, acumulando más Se que otros organismos de 

su mismo nivel trófico (como crustáceos planctónicos e insectos) debido a una mayor tasa 

de ingestión, como organismos filtradores, y a una menor tasa de eliminación de selenio 

(8-10 veces más lenta que crustáceos) (Stewart et al., 2004). Las razones de estas 

diferencias en la pérdida no se conocen bien, pero parecen estar relacionadas con la 

eficiencia con la que los organismos reciclan proteínas que contienen Se (Wright y 

Manahan, 1989; Manahan, 1990; Wright, 1995). 

Además, los efectos debidos al selenio se presentan en los invertebrados a concentraciones 

más altas que en los vertebrados (por ejemplo en peces) (Luoma y Rainbow, 2005; Stewart 

et al., 2013). Esto es debido, probablemente, a su capacidad para regular las 

concentraciones de cationes de metales pesados dentro de la célula y acumular el exceso de 

metal en formas no tóxicas (Viarengo, 1989; Rainbow, 2002). Esta bioacumulación por los 

invertebrados de nivel trófico inferior (como zooplancton y bivalvos), les convierte en los 

animales que proporcionan el vector (alimento), que es la fuente de exposición al selenio 

para los depredadores del nivel trófico superior (como peces o aves) (Presser y Luoma, 

2006).  

Debido a todas estas cualidades, los bivalvos son utilizados habitualmente como 

bioindicadores de la contaminación acuática, ya que bioconcentran y bioacumulan 

contaminantes, como los metales traza, en sus tejidos (Ismail, 2006; Zhou et al., 2008). En 

este sentido se entiende por bioconcentración el aumento de concentración de una 

sustancia en el organismo (o tejido específico) en relación con la concentración de la 

sustancia a la que está expuesto en el medio (generalmente agua), y por bioacumulación la 
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cantidad de una sustancia absorbida por un organismo a partir de agua (bioconcentración), 

así como por la ingestión a través de la dieta y/o la inhalación (MERAG, 2007). Además, 

cuando los niveles de un tóxico aumentan, los moluscos bivalvos muestran respuestas 

indicativas de estrés, que pueden medirse y relacionarse directamente con la naturaleza y la 

cantidad de tóxico presente en el medio, estas respuestas consisten en alguna manifestación 

fisiológica, bioquímica o de comportamiento que puede ser medible a nivel celular, del 

tejido o del organismo (Chandurvelan et al., 2012).  

Al mismo tiempo que la capacidad de bioconcentración y bioacumulación, se debe tener en 

cuenta que una vez absorbido el selenio, puede realizarse la biotransformación del 

elemento, de modo que cambia su forma química. Esta biotransformación puede alterar sus 

efectos biológicos, dando lugar a la formación de especies más o menos tóxicas o 

beneficiosas. El conocimiento de esta especiación química es esencial para predecir sus 

propiedades como estabilidad, movilidad, toxicidad y biodisponibilidad potencial para el 

organismo, ya que su actividad biológica se ha demostrado que depende de su especiación 

(Weekley and Harris, 2013). Igualmente, según la naturaleza de la especie química 

existirán diferentes vías de eliminación (desintoxicación).  

La acumulación y metabolismo también estarán condicionados, entre otros factores, por la 

forma química en que esté presente el mineral en el alimento y en el medio y, además, se 

debe tener en cuenta, que no todos los moluscos bivalvos tienen las mismas capacidades 

para acumular o metabolizar los minerales presentes, mostrando una amplia gama de 

variaciones en las concentraciones de Se, incluso coexistiendo en el mismo sitio (Lee et 

al., 2006). 

La mayoría de los estudios realizados en moluscos bivalvos se han desarrollado para 

evaluar la bioacumulación de contaminantes acuáticos empleándolos como especies 

bioindicadoras (Wang et al., 1996), los grupos de bivalvos más utilizados habitualmente 

son los mejillones (por ejemplo Mytilus edulis, M. galloprovincialis, M. californicus), 

ostras (por ejemplo Crassostrea virginica, Ostrea edulis) y almejas (por ejemplo 

Mercenaria mercenaria, Venerupis sp., Macoma balthica) (Oehlmann y Schulte-

Oehlmann, 2002). Las evaluaciones se realizan por medio de modelos cinéticos que 

requieren información sobre las eficiencias de absorción desde las vías del alimento y del 

agua (asimilación fisiológica y eficiencia de absorción), las tasas de eliminación de 
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contaminantes desde los organismos, y  las tasas de filtración, de ingestión y, en ocasiones, 

de crecimiento, y pueden ser analizados para niveles de concentración del tóxico en el 

organismo o en tejidos bajo cualquier conjunto de condiciones ambientales (Roditi y 

Fisher, 1999). 

La asimilación de Se a partir de la dieta (microalgas) se han estudiado en diversas especies 

bioindicadoras, como el mejillón azul (Mytilus edulis), la macoma báltica (Limecola 

balthica), la almeja americana (Mercenaria mercenaria)y la ostra americana (Crassostrea 

virginica), entre otras, desarrollándose modelos biodinámicos y resultando la asimilación, 

generalmente, un proceso eficiente al 70- 90% (Zhang et al., 1990; Luoma et al., 1992; 

Reinfelder y Fisher, 1994; Wang and Fisher, 1996, 1997; Reinfelder et al.,1997;  Roditi 

and Fisher, 1999;  Ke and Wang, 2001). Se ha constatado la influencia de la salinidad y la 

temperatura sobre la bioacumulación (Lee, 2006) y, también que algunos bivalvos ingieren 

selectivamente microalgas a partir de partículas en suspensión, y otros que no exhiben esta 

alimentación selectiva, lo que puede dar lugar a patrones de acumulación de Se diferentes 

entre los bivalvos (Schlekat et al., 2002). 

Destaca la diferencia entre especies similares en cuanto a los mecanismos de 

bioacumulación para lograr una alta concentración de metales, así Ke y Wang (2001), al 

realizar un modelo cinético para predecir las vías de exposición (fases acuosa, dietética y 

sedimento) en dos especies de ostras (Crassostrea rivularis, ostra de Suminoe, y 

Saccostrea glomerata, ostra australiana), observaron que en ambas dominó la exposición a 

través de la dieta alcanzando una alta concentración de Se, pero varió el mecanismo de 

bioacumulación, debido a altas tasas de ingestión, de concentración de metales en el seston 

y de absorción desde la fase acuosa (relacionada con la alta tasa de clarificación (Wang, 

2001)), o a una lenta tasa de eliminación en los tejidos. 

Fournier et al. (2005a; 2005b; 2006) realizaron un amplio estudio sobre la bioacumulación 

y el efecto del Se en la actividad ventilatoria de la almeja asiática dulceacuícola Corbícula 

fluminea, a partir de selenio disuelto (selenito, selenato o selenometionina), y de 

microalgas, tanto sin Se como selenizadas (pre-expuestas a las tres especies de Se). La 

actividad ventilatoria dependió estrechamente de la especiación: SeMet inhibe, selenito 

estimula y selenato no influye. SeMet disuelta fue la especie más bioacumulada a nivel de 

órganos, seguida de selenato y selenito, respectivamente. A pesar de que los bivalvos 



Bioacumulación de distintas especies de selenio y sus efectos en organismos marinos 

22 

mostraron diferentes comportamientos ventilatorios según las densidades de algas (sin Se) 

utilizadas, no hubo evidencia de reducción en la acumulación de Se disuelto; en cambio, se 

observó la existencia de una relación entre el total de alga selenizada que pasa a través de 

las branquias y las tasas de bioacumulación. Estos autores demostraron que la 

bioacumulación de Se en almejas, en sus condiciones experimentales, era proporcional a la 

masa total de Se ingerida. Es decir, la bioacumulación depende de la cantidad de Se 

bioacumulado en las algas, lo cual depende claramente de la especiación en el medio de 

exposición y de la tasa de ventilación del animal, que a su vez depende claramente de la 

densidad de las algas. 

En este sentido, Adam-Guillermin et al. (2009) examinaron los patrones de 

bioacumulación y toxicidad del Se en C. fluminea expuesta a selenio orgánico disuelto, 

selenometionina, con el fin de reproducir una transferencia trófica de algas. Los resultados 

fueron coincidentes con este tipo de estudios y, además, una mayor tasa de absorción que 

de depuración sugirió que el bivalvo hace frente a altas cantidades de Se utilizando una 

estrategia de detoxificación basada en el secuestro de Se, que podría implicar a gránulos 

celulares, ya que hubo un fuerte aumento de Se en la fracción subcelular particulada. El 

selenio persiste en proteínas del citosol, reemplazando a la metionina, y posiblemente, una 

alteración posterior de la función de la proteína podría ser uno de los mecanismos de 

toxicidad del Se, que podría explicar los efectos histopatológicos observados en las 

branquias.  

En la literatura también se describen exposiciones de bivalvos a sedimentos contaminados 

con selenio, como la tellina australiana (Tellina deltoidalis) a exposiciones de 5 y 20 μg g-1 

de Se, que demostraron que el selenio podía ser acumulado presentando una clara relación 

exposición-dosis-respuesta y, su distribución subcelular mostró un aumento del porcentaje 

de selenio en la fracción biológicamente detoxificada de organismos expuestos al selenio y 

se asoció con los gránulos y las proteínas similares a la metalotioneína (probablemente el 

Se asociado con el azufre, como mecanismo para incorporarlo en gránulos). La exposición 

al Se condujo también a un deterioro de su sistema antioxidante (Taylor y Maher, 2014). 

En el caso de la almeja fina (Ruditapes decussatus), su capacidad de bioacumulación ha 

sido estudiada en relación a una serie de metales como son el Cd, Cu o Zn, realizándose 

estudios sobre su distribución en tejidos y a nivel subcelular (Roméo y Gnassia-Barelli, 
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1997), la evaluación de efectos tóxicos y bioacumulación del cadmio (Henry et al., 1982; 

1984; Figueira et al., 2012), la respuesta del sistema antioxidante de las branquias a la 

exposición al cobre (Geret et al., 2002), el efecto de la contaminación por cadmio sobre su 

reproducción (Smaoui-Damak et al, 2006; Ketata et al.; 2007), los efectos de la exposición 

al cadmio, cobre y/o zinc sobre la inducción de metalotioneínas (Bebianno et al., 1993; 

1994; 2000; Bebianno y Serafim, 1998; 2003; Hamza-Chaffai et al., 2000; Smaoui-Damak 

et al., 2004; 2009; Serafim and Bebianno, 2010), los efectos del cadmio en los perfiles de 

expresión de proteínas en las branquias y la glándula digestiva (Chora et al., 2009), y la 

acumulación de metales (Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb o Zn) y/o su 

depuración como especie de consumo (Usero et al, 1997; El Nemr et al, 2012; Figueira y 

Freitas, 2013), así como de organismo bioindicador de contaminación (Bebianno et al., 

2004; Cravo et al, 2012).  

En almeja fina no se han realizado estudios toxicocinéticos de selenio, siendo necesarios 

para comprender los procesos dinámicos de absorción, distribución y eliminación; los 

mecanismos de toxicidad y tolerancia desarrollados por esta especie. Así mismo, es 

necesario estudiar su capacidad de biotransformación de los compuestos de selenio y sus 

especies químicas, ya que es un molusco que tiene una importancia económica relevante 

como recurso comercial para el consumo humano, tanto pesquero como acuícola,  y con un 

alto valor nutricional (Apartado 1.2.2). Además, su suplementación con Se puede tener 

efectos positivos, ya que podría modificarse la concentración y/o la forma química del 

mineral en sus tejidos, resultando una  fuente de selenio de especies químicas quizá con 

una biodisponibilidad y bioactividad diferentes y, por lo tanto, con beneficios para la salud.  

1.1.4. ALIMENTOS ENRIQUECIDOS EN SELENIO  

Actualmente cada vez existen más evidencias de que la deficiencia subclínica de Se puede 

causar efectos adversos para la salud y, además, que sus niveles supra-nutricionales pueden 

proporcionar protección adicional contra diversas enfermedades (Figura 1.3). En base a 

estos efectos, la bajada o disminución de la ingesta y el estatus de Se en algunas partes del 

mundo, incluidos algunos países europeos, es una evidencia, como se puede apreciar en el 

trabajo realizado por Stoffaneller y Morse (2015) que, tras una amplia revisión de los datos 

existentes sobre grupos de población en Europa y Oriente Medio, han concluido que la 

ingesta y el estado de selenio (considerando 90 μg Se L-1 en plasma o suero la 
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funciones fisiológicas, y los sistemas nervioso, inmune o cardiovascular, por ejemplo, o 

reducen el riesgo de adquirir ciertas enfermedades (Vinchira y Muñoz-Ramírez, 2010).  

Las evidencias de escasez de selenio expuestas anteriormente, así como las propiedades del 

selenio a favor de la salud humana, han permitido que el Se sea incorporado y tenga un 

impacto importante en la industria alimenticia actual. De esta forma se han buscado 

alternativas para distribuir el mineral en la población, por ejemplo, los vegetales se han 

enriquecido de diferentes formas, tanto mediante procesos de biofortificación como por 

adición directa durante su procesado, como el enriquecimiento de selenio en trigo (Hart et 

al., 2011) o en tomates (Aro et al., 1995). También se han suplementado (en forma de 

selenito) las dietas de animales de consumo humano para enriquecer productos de origen 

animal como la leche (Juniper et al., 2006), los huevos (Payne et al., 2005) o la carne de 

cordero (Juniper et al., 2009), pero el uso de estos piensos enriquecidos con selenio en 

animales también es común para la prevención de enfermedades, incrementar la 

productividad y facilitar la reproducción (Downs et al., 2000). 

En el caso de la acuicultura, al suplementar selenio en dietas para peces, tanto de fuentes 

orgánicas como inorgánicas, se han encontrado mejoras en variables productivas como 

ganancia de peso, conversión alimenticia, consumo de alimento y disminución de 

mortalidad en carpa Carassius auratus (Wang et al., 2007), pez gato Ictalurus punctatus 

(Wang y Lovell, 1997), lubina estriada Morone sp. (Jaramillo et al., 2008) y trucha arco 

iris Oncorhynchus mykiss (Küçükbay et al., 2009). Además, se han identificado otros 

efectos positivos de los suplementos de selenio en las dietas de peces, como  la atenuación 

del estrés oxidativo por alta densidad en la trucha arco iris (Küçükbay et al., 2009). 

Por tanto, es importante realizar investigaciones de suplementación con selenio empleando 

especies de importancia en la acuicultura para evaluar fuentes del mineral, 

biodisponibilidad, biotransformación, efecto del procesado o protocolos de producción. 

Este tipo de producto (alimento funcional) tendría acceso a nichos de mercado específicos, 

como los que existen para otros productos enriquecidos de origen pecuario (Vinchira y 

Muñoz-Ramírez, 2010). 
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1.2. LA ALMEJA FINA, Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) 

1.2.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES  

Los moluscos bivalvos (lamelibranquios o pelecípodos) se distribuyen por todo el mundo, 

con aproximadamente 15.000 especies, tanto en hábitats marinos (10.000) como en agua 

dulce (5.000). Son de hábitos bentónicos y principalmente filtradoras, aunque hay especies 

detritívoras, simbiontes y parásitas, estando los cuatro tipos de alimentación de bivalvos 

definidos por su estructura branquial (Baqueiro-Cárdenas et al., 2007). Muchas especies de 

bivalvos son importantes para el hombre como fuente de alimento, por lo que tienen un 

gran interés comercial (como almejas, mejillones u ostras). Así mismo, la tolerancia y 

adaptabilidad de algunos bivalvos los han situado como los organismos preferidos en el 

monitoreo de la presencia de contaminantes, como indicadores de la calidad de los 

ecosistemas (Oehlmann y Schulte-Oehlmann, 2002).  

1.2.1.1. Taxonomía y morfología 

Dentro de los moluscos, la almeja fina Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) tiene la 

siguiente posición taxonómica (Gofas, 2014):  

- Phylum: Mollusca 

- Clase: Bilvavia 

- Subsclase: Heterodonta 

- Superorden: Imparidentia  

- Orden: Venerida 

- Superfamilia: Veneroidea 

- Familia: Veneridae 

- Género: Ruditapes 

- Especie: Ruditapes decussatus 

A nivel morfológico, la almeja fina es un molusco bivalvo comprimido lateralmente que 

posee una concha con dos valvas, cuya composición es mayoritariamente a base de 

carbonato cálcico, articuladas dorsalmente por un ligamento (charnela) y que encierran 

totalmente el cuerpo blando del animal. Las valvas son similares, pero con simetría 

inequilateral. La cabeza no está diferenciada. El pie también está comprimido lateralmente. 
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La cavidad interna es muy espaciosa, con branquias muy grandes y con dos músculos 

aductores de tamaño similar (isomiaria) para el cierre de las valvas (Barnes, 1984). 

1.2.1.2. Anatomía y fisiología 

La anatomía interna de Ruditapes decussatus (Figura 1.4) se caracteriza por las siguientes 

estructuras internas y sistemas, descritas a continuación a partir de los trabajos de Barnes 

(1984), Gosling (2002), Helm et al. (2006) y Hill et al. (2006): 

- Manto, que consiste en dos lóbulos de tejido, que engloban completamente el cuerpo del 

animal, unidos a la concha por la charnela pero sueltas en los bordes. Entre el manto y los 

órganos internos se forma una cavidad espaciosa (cavidad paleal). En la región posterior, 

los lóbulos del manto se unen y se extienden hacia el exterior para formar los sifones (uno 

inhalante y otro exhalante), que son largos, separados en toda su longitud y con tentáculos 

en el extremo. La retracción de los sifones la hace el músculo retractor del sifón, cuya 

impresión en la concha corresponde al seno paleal. El borde del manto está engrosado y 

tiene tres pliegues, el más interno es más muscular, el medio destaca por su función 

sensorial y el externo, principalmente, segrega la concha. El manto también puede 

controlar la entrada de agua en la cámara del cuerpo, iniciar el cierre de las valvas si fuera 

necesario y, además, tiene una función respiratoria. 

- Músculos aductores. Son dos músculos de tamaño similar (dimiaria, isomiaria), se 

encuentran insertados cerca del margen anterior y posterior de las valvas, y cierran la 

concha actuando contra el ligamento, que activa el mecanismo de apertura de las valvas 

cuando el músculo se relaja. 

- Pie. Es una estructura muscular bien desarrollada, situada en la base de la masa visceral, 

que utiliza para excavar y enterrarse en el sustrato, sujetarse y desplazarse. 

- Branquias. Son órganos grandes en forma de lámina, que se utilizan para la respiración 

y para filtrar el alimento que transporta el agua. Hay dos pares de branquias a cada lado del 

cuerpo.  
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Figura 1.4. Anatomía interna de la almeja fina (Ruditapes decussatus) (Modificado de Gosling (2002)). 

- Aparato digestivo. El alimento que transporta el agua de la cavidad paleal es retenido 

por el mucus que secreta el manto y las branquias, y los cilios de estas estructuras lo 

dirigen hacia los palpos labiales, que rodean la boca y facilitan la introducción del alimento 

dentro de ella. Desde la boca, en el extremo anterior del animal, a través de un corto 

esófago, llega al estómago, rodeado por la glándula digestiva o hepatopáncreas, un órgano 

voluminoso de color oscuro, donde se produce una compleja serie de procesos. Presenta el 

estilete cristalino (tallo gelatinoso, sintetizado por el saco del estilete), en cada digestión 

crece dentro del saco del estilo y atraviesa el centro del estómago hasta alcanzar la pared 

anterior del estómago, introduce las hebras que contienen el alimento en el interior del 

estómago y lo fragmenta mecánicamente y por acción de sus enzimas digestivas (digestión 

extracelular). Los cilios del estómago trasladan el alimento hacia los divertículos 

digestivos (tubos ramificados de fondo ciego), donde se incorporan a las células que los 

tapizan, por endocitosis, y en ellas se produce la digestión intracelular y la absorción, los 

restos no vuelven al estómago y continúan hacia el intestino, el cual termina en el ano, 

cerca del músculo aductor posterior. Cuando las partículas son rechazadas inicialmente por 

los palpos son eliminadas como “pseudoheces”. 

- Aparato circulatorio. Es simple, con circulación abierta. El corazón está envuelto en una 

cavidad pericárdica, con dos aurículas y un ventrículo. La hemolinfa es bombeada a través 

de las arterias, que se ramifican a lo largo del cuerpo, y desembocan en los senos 

lagunares, desde los cuales la hemolinfa es llevada a los riñones para su purificación y se 

devuelve al corazón a través de las branquias y el manto donde se re-oxigena. 

- Aparato respiratorio: La branquia tiene una estructura compleja, con un aumento 

adicional de la superficie respecto a otros bivalvos, gracias al desarrollo en sus láminas de 
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pliegues y crestas. Su elevada superficie, así como su abundante provisión de hemolinfa, la 

hacen adecuada para el intercambio de gases, el cual se produce a medida que el agua se 

mueve dorsalmente por las branquias. El intercambio gaseoso también puede realizarse en 

la superficie del manto. 

- Aparato urogenital. Es una especie dioica, con fecundación externa, y sin dimorfismo 

sexual, por lo que la determinación del sexo debe hacerse por examen microscópico o 

durante la liberación de gametos. Las gónadas rodean las asas intestinales, siendo su 

estructura difusa en el estado de reposo sexual, pero que envuelve toda la glándula 

digestiva, ocupando una gran parte del cuerpo, en la época de puesta. El sistema renal, 

difícil de observar, está constituido por un par de nefridios que purifican la hemolinfa. 

- Sistema nervioso. Es bilateral y se compone de tres pares de ganglios y dos pares de 

cordones nerviosos largos. Los dos ganglios cerebropleurales supraesofágicos poseen 

ambos un cordón nervioso posterior que inerva las vísceras y conecta con un par de 

ganglios viscerales y otro cordón más ventral que inerva el pie y conecta con un par de 

ganglios pedales. 

1.2.1.3. Distribución y hábitat 

La almeja fina se distribuye por el Atlántico oriental, desde Noruega hasta Senegal, y a lo 

largo de la cuenca Mediterránea alcanzando el norte del Mar Rojo (Poutiers, 1987). (Figura 

1.5) 

 

Figura 1.5. Distribución geográfica de la almeja fina 

(Computer generated distribution maps for Ruditapes decussatus (un-reviewed).  
www.aquamaps.org Data sources: GBIF OBIS, version of Aug. 2013) 
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Su hábitat son las aguas someras de la zona intermareal o submareal. Habita fondos de 

arena limpia, areno-fangosa o mezclada con cascajos. La almeja suele aparecer en lugares 

abrigados o semiabrigados y poco profundos: bahías, estuarios, desembocaduras de ríos, 

así como en lagunas litorales comunicadas con el mar (Royo, 1986). Los sifones les 

permiten vivir enterradas hasta 15-20 cm. de profundidad y soportar mejor los periodos de 

desecación de la bajamar y las bajadas de salinidad (FAO, 2005). 

1.2.2. LOS MOLUSCOS BIVALVOS EN LA ALIMENTACIÓN HUMANA 

La moluscos bivalvos en la alimentación humana tienen importancia por su alto valor 

nutricional, debido a su composición bioquímica, tanto a nivel proximal (proteínas, lípidos 

y carbohidratos), como a nivel de nutrientes esenciales, que el metabolismo humano no 

puede sintetizar o los sintetiza en cantidad insuficiente (aminoácidos, ácidos grasos 

altamente insaturados (HUFA), vitaminas y antioxidantes) (Farías, 2008). Esta 

composición bioquímica dependerá de las condiciones ambientales en las que se 

desarrollen los individuos, por lo que se verá afectada por múltiples factores; entre ellos 

podemos destacar la época del año (Urrutia et al., 2001; Pardeshi, 2015), la zona 

geográfica (Ahn et al., 2000), la gametogénesis (Ojea et al., 2004), la profundidad (Freites 

et al., 2002)  y las variaciones en su dieta (Farías, 2001).   

Existen múltiples tablas de composición de alimentos (Ortega et al. 2004; MAGRAMA, 

2012; Moreiras et al., 2016), y aunque entre ellas podemos encontrar diferencias debidas a 

los factores expuestos anteriormente, nos pueden proporcionar unos valores estimados de 

la composición de los bivalvos (Tabla 1.3): 
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Tabla 1.3: Composición de los moluscos bivalvos (MAGRAMA y ANFACO-CECOPESCA, 2012) 

 
Nota: Declaración nutricional: cualquier declaración que afirme, sugiera o de a entender que un alimento posee 

propiedades nutricionales benéficas específicas con motivo del aporte energético (valor calórico). 

Se debe resaltar también que los bivalvos son una excelente fuente de proteínas, el 

contenido proteico de los adultos es alrededor del 48,1 % del peso seco, mientras los 

lípidos son el 5,6 % y los carbohidratos el 15 % (Ojea et al., 2004), siendo sus lípidos de 

alto valor nutricional, ya que el contenido de colesterol es inferior al 5 % del total, mientras 

que los contenidos de fosfolípidos pueden llegar a ser del 27 %, similar a los triglicéridos, 

que alcanzan al 32 % de los lípidos totales (Farías, 2008).  

1.2.3. LA PRODUCCIÓN DE MOLUSCOS BIVALVOS 

Las especies o grupos de especies producidas, así como la composición por especies del 

abastecimiento para el consumo humano, varían según el continente, los países y las 

regiones. Esto es debido a una amplia gama de factores como son la disponibilidad y el 

coste del pescado, la accesibilidad de los recursos pesqueros en sus aguas, la renta 

disponible y los factores socioeconómicos y culturales, las tradiciones y los hábitos 

alimentarios, los gustos, la demanda, las estaciones, los precios, la comercialización, la 

Nutrientes Declaraciones Nutricionales

Proteínas Alto contenido de proteínas

Bajo contenido de grasas saturadas

Alto contenido de ácidos grasos omega-3

Fuente de tiamina
1

Fuente o alto contenido de riboflavina
1

Fuente de niacina

Alto contenido de vitamina B12

Fuente de calcio1

Alto contenido de cobre

Fuente o alto contenido de fósforo

Alto contenido de hierro

Fuente de magnesio1

Fuente o alto contenido de manganeso1

Fuente de potasio

Alto contenido de selenio

Fuente o alto contenido de yodo1

Fuente de zinc
1 Declaración nutricional no aplicable a todas las especies del grupo

Grasas

Vitaminas

Minerales
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infraestructura y los servicios de comunicación (FAO, 2016). Por estas mismas razones, 

también hay entre ellos una importante diferencia en lo referente a la cantidad y variedad 

consumida per cápita. 

Los moluscos bivalvos han sido consumidos por el hombre desde hace 164.000 años, como 

lo han revelado los restos que se han encontrado en las cuevas y abrigos habitados en la 

prehistoria (Marean, 2010), siendo además de los primeros grupos de especies que se 

cultivaron, hallándose documentados cultivos ostrícolas hacia el año 460 a. C. en China 

(Ranson, 1951). 

Al mismo tiempo, los moluscos bivalvos son importantes desde el punto de vista del medio 

ambiente y de la seguridad alimentaria, ya que son especies animales que se alimentan por 

filtración (“no alimentadas”) y el propio Subcomité de Acuicultura del Comité de Pesca de 

la FAO (COFI) ha recomendado, que la Iniciativa sobre el crecimiento azul (iniciativa 

intersectorial para promover la utilización sostenible y la conservación de los recursos 

acuáticos renovables de manera económica, social y ambientalmente responsable) “(…) se 

centrase no solo en las estrategias encaminadas a reducir las repercusiones negativas de 

la acuicultura, sino también en potenciar al máximo los efectos positivos de la acuicultura 

en el medio ambiente a través de, por ejemplo, el cultivo de moluscos bivalvos y algas” 

(FAO, 2015). 

Actualmente, los moluscos son un recurso económico importante en un contexto mundial 

(Gaspar, 2012). Los bivalvos suponen el 8,3 % de la producción global (196 millones de 

toneladas entre pesca y acuicultura), y el 16% de la producción acuícola, representada en 

esta última con 86 especies de bivalvos, lo que supone el 15% del total de especies o 

grupos de especies que se cultivan o se han cultivado (FAO, 2015; 2016). 

La producción mundial de moluscos bivalvos ha crecido de forma sostenida con una tasa 

media anual de 6,5 % en el período comprendido entre 1983 y 2014, pasando de casi un 

millón de toneladas en 1950 a unos 16,3 millones de toneladas en 2014 (Figura1.6).  
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Figura 1.6. Evolución de la producción mundial de moluscos bivalvos (FAO, 2016) 

El mayor productor de bivalvos es China, con 12 millones de toneladas en 2014, cinco 

veces mayor que la del resto del mundo. En Europa la producción de moluscos bivalvos 

sumó 823.712 toneladas ese mismo año (Figura1.7), siendo el principal país productor 

España con el 28,4 %, seguido de Francia e Italia (FAO, 2016). Estos tres países 

representaron en el año 2013 algo más del 78 % del total de la producción europea de 

moluscos de acuicultura. Aunque esta producción acuícola ha experimentado desde 1999 

una disminución en la cuantía de su cosecha (de 826.140 a 623.269 t), su valor económico, 

sin embargo, se ha ido incrementado hasta los actuales valores (1.180 millones de euros) 

(APROMAR, 2016).  

 
Figura 1.7. Evolución de la producción total (línea continua) y de la producción acuícola (línea discontinua)  
de moluscos bivalvos en Europa y España, como promedios móviles de 5 años para atenuar oscilaciones 
(datos: FAO, 2016) 

En España, la acuicultura del mejillón tuvo en 2014 el 79,1 % de la producción total de 

moluscos, le siguieron en producción las ostras (el 14,75 %) y las almejas (el 5,75 %). En 

cuanto al valor económico en primera venta, la producción de mejillón fue de casi 117,5 

millones de euros, y le siguieron la producción de almeja con 8 millones de euros, con tres 
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especies cultivadas: fina, babosa y japonesa, y las ostras con 4,2 millones de euros, con dos 

especies: plana y japonesa (APROMAR, 2016). 

En Andalucía, en 2014, es también el mejillón el principal bivalvo de cultivo, con un valor 

económico en primera venta de 697.142 euros, el 73,36% del valor total de los bivalvos, y 

el segundo grupo en importancia serían las almejas, que suponen el 18,31 % con dos 

especies cultivadas, japonesa Ruditapes philippinarum y fina Ruditapes decussatus. El 

97% de estas almejas de cultivo se producen en Huelva, con un valor económico en 

primera venta de 164.370 euros y una producción de 33.523 kg (CAPDER, 2016). 

1.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES DE ACUMULACIÓN 
DE METALES EN MATRICES BIOLÓGICAS 

1.3.1. BIOENSAYOS DE EXPOSICIÓN A METALES 

Los estudios de exposición de un organismo a un elemento tóxico, vienen determinados 

por la evaluación de los procesos de bioacumulación, biotransformación y bioeliminación 

del elemento implicados en el organismo. El procedimiento más empleado para realizar 

esta evaluación son los bioensayos, que consisten en ensayos realizados en organismos 

(uniespecíficos) en condiciones controladas. Otros tipos de procedimientos empleados son 

los microcosmos (ensayo de toxicidad multiespecífico realizado en condiciones 

controladas de laboratorio) y los mesocosmos (ensayo de toxicidad multiespecífico 

realizado en condiciones controladas en campo). 

Los bioensayos de toxicidad en moluscos habitualmente se realizan en sistemas 

experimentales con volúmenes de agua pequeños (1 - 80 L), con agua artificial o natural 

filtrada, dulce o salada, dependiendo del organismo con el que se realiza el ensayo, y según 

los cambios de agua que se realizan durante los experimentos se clasifican en renovables 

(un porcentaje del volumen de agua cada 24 - 48h), de flujo continuo y estáticos. 

Previamente al experimento, los individuos necesarios para el ensayo se recolectan, se 

limpian y se mantienen en tanques con agua, aireación continua y alimento durante 1 - 4 

semanas para aclimatarlos a las condiciones del ensayo (Chanduverlan et al., 2012;  

Falfushynska et al., 2013; Pouil et al., 2015; Velez et al., 2016). 
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La toxificación se puede llevar a cabo con distintas especies químicas del elemento, tanto 

inorgánicas como orgánicas, así como con radiosondas (isotopos radioactivos). Los 

factores clave que determinan en la toxificación la respuesta de un organismo al tóxico son 

la vía de exposición, el nivel de exposición y la duración de la exposición. La vía de 

exposición puede ser el agua, el alimento o el sedimento. El nivel de exposición y la 

duración suelen ir ligados, siendo los estudios agudos a corto plazo (hasta 96 horas o 1 

semana) los que emplean altas concentraciones del elemento que pueden potencialmente 

agotar la capacidad del organismo para regular la acumulación del tóxico y/o inducir 

mecanismos de defensa para sobrevivir pero que, probablemente, no son indicativos de la 

mayoría de las exposiciones naturales. Sin embargo, el estudio de las respuestas a la 

toxicidad aguda ofrece una visión general de los mecanismos de toxicidad y/o defensa. Por 

el contrario, las exposiciones crónicas o subcrónicas (a partir de 1 mes) pueden ser más 

representativas de una exposición ambiental ya que el examen de las respuestas durante un 

período más largo, a una menor concentración de exposición, esclarece los mecanismos 

que permiten al organismo adaptarse y responder a la presencia de un contaminante 

metálico, como los elementos traza (Naimo, 1995). 

La exposición aguda o crónica al tóxico pueden causar daños o efectos fisiológicos en los 

organismos así como daños morfológicos, y frecuentemente presentan evidencias de estrés. 

Los parámetros para estudiar estos efectos son la mortalidad, que puede incluir 

concentración letal (LC50), concentración del tóxico que provoca la muerte del 50% de los 

individuos, o la dosis letal (LD50), cantidad del tóxico que provoca la muerte en el 50% de 

los individuos (Howe et al., 2014; Gissi et al., 2016); la bioacumulación (a nivel del 

organismo completo, de tejidos y/o de la distribución subcelular) y depuración, con el 

desarrollo de su toxicocinética (Pouil et al., 2015; Velez et al., 2016; Hédouin et al., 2017); 

los efectos histopatológicos (Yavaşoğlu et al., 2016; Baqueiro et al., 2007); los parámetros 

bioquímicos, enzimáticos y fisiológicos (Neuberger-Cywiak et al., 2007; Freitas et al., 

2012; Taylor y Maher, 2014; Volland et al., 2015; Kowalczyk-Pecka et al., 2017) y sobre 

la  expresión génica (Taylor et al., 2014; Zhang et al., 2016). 

Las respuestas fisiológicas al estrés en los bivalvos, como las tasas de aclaramiento, 

filtración, respiración, alimentación o las interacciones de antioxidantes y enzimas 

defensivas, proporcionan información valiosa sobre la condición de los organismos (Baird 

et al., 2007; Pascoe et al., 2009)). La inhibición de la tasa de aclaramiento o la actividad de 
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algunas enzimas redox y la producción de peróxidos de hidrógeno pueden usarse como un 

indicador sensible de la exposición a los contaminantes, ya que podría detectar los efectos 

del estrés a niveles más bajos que la tasa de mortalidad, indicando estos efectos sub-letales 

que se están dando en condiciones tóxicas (McLoughlin et al., 2000; Neuberger-Cywiak et 

al., 2007; Melvin y Wilson, 2013; Zhao et al., 2014; Martinez-Haro et al., 2016).  

1.3.2. CINÉTICA DE LA BIOACUMULACIÓN 

El modelo toxicocinético de un metal describe cuantitativamente los procesos de 

absorción, distribución, biotransformación y excreción en función del tiempo. Algunas 

veces son denominados modelos metabólicos, y pueden ayudarnos de una manera general 

a entender la aparición de los efectos adversos en los organismos por los compuestos 

químicos. Estos modelos pueden ser de gran valor porque proporcionan un medio para 

calcular las relaciones dosis-respuesta esperadas (Elder et al., 2015).  

El factor de bioconcentración es el parámetro más utilizado para evaluar la capacidad de 

acumulación de un contaminante por organismos vivos (Tsuda et al., 1998). El factor de 

bioconcentración (BCF) es el grado de concentración de una sustancia tóxica en un 

organismo acuático, y se calcula como el cociente entre la concentración máxima de la 

sustancia testada en el organismo y la concentración de la misma en el medio de 

exposición, alcanzado el estado estacionario. Los factores de bioacumulación (BAF) son 

una medida de la absorción combinada desde todas las vías de exposición. Dada la 

importancia de la dieta como vía de absorción del selenio en todos los organismos 

consumidores, los BAF son de mayor relevancia que los BCF para evaluar la 

bioacumulación de selenio. Por supuesto, para los productores primarios, los BCFs son 

indicadores relevantes de la bioacumulación porque el agua es la única vía de absorción 

para el selenio (Environment Canada and Health Canada, 2015). 

En el modelo cinético que trata la acumulación de contaminantes como un proceso 

fisiológico de primer orden (Wang y Fisher, 1997), los parámetros fisiológicos específicos 

de metales pueden medirse experimentalmente y luego incorporarse para predecir las 

concentraciones de metales en los animales. El modelo generalmente asume condiciones 

de estado estacionario, pero también puede aplicarse para estudiar la acumulación de metal 
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en condiciones no estacionarias resultantes de las variaciones temporales de la entrada de 

metal en el cuerpo de agua (Wang y Fisher, 1999).  

El modelo para la bioconcentración del tóxico desde el agua se podría expresar como un 

balance entre la absorción y la eliminación del mismo, es decir, entre el organismo 

acuático y el selenio presente el medio (Luoma y Rainbow, 2005),  este modelo sigue una 

cinética de primer orden de dos compartimentos según la ecuación (1): 

    ��org/�� =  
�1 ∙  �w� − 
�2 ∙  �����    (1) 

Donde Corg es la concentración del tóxico en el organismo (g Kg-1), Cw es su concentración 

en el agua (g L-1), k1 es la constante de la velocidad de absorción del tóxico desde el agua 

(L Kg-1 día-1) y k2 es la constante de la velocidad de eliminación del organismo (día-1). 

Cuando la concentración del tóxico en el agua de exposición se mantiene constante durante 

el periodo de exposición (t) e integrándose la ecuación 1, la variación en el organismo 

podría describirse por la siguiente ecuación (2): 

    �org= ��1	

�2

� 	∙	�w	∙	 �1-�-k�t�	  (2) 

Cuando se alcanza el estado estacionario, ambas concentraciones serán constantes durante 

el tiempo de exposición y se alcanza el equilibrio, por lo tanto de la ecuación 1 

obtendríamos: 

��org	/	��	=	0		 �org=	 ��1	

�2

 � 	∙	�w	

El factor de bioconcentración (BCF) se puede calcular como:  ��� = �1
�2  

 

Los modelos biodinámicos simplificados actuales explican ambos caminos de acumulación 

de metales, tanto desde el agua como desde los alimentos. En un modelo de primer orden, 

la absorción desde las dos fuentes se determina sumando la tasa de absorción 

unidireccional desde agua (K1Cw) y la tasa de absorción unidireccional desde los alimentos 

(KdCd), se podría expresar por la ecuación (3):  

  d�org	/	d�	=
�1 ∙ �w +  �d ∙ �d�	-
�2 ∙ Corg�   (3) 
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Donde Cd es la concentración de la sustancia química en la dieta (g/Kg), kd es la constante 

de la tasa de absorción del especie químico desde la dieta (Kg Kg-1 día-1) 

En el estado estacionario obtendríamos el factor de bioacumulación (BAF): 

BAF	 = �org
�w

	=  �1+ �d	∙	 !�d
�w

"#  /  �2	

Pero la acumulación de un tóxico por un organismo únicamente a partir de la dieta se 

expresa como un balance de masas entre su capacidad para acumularla y eliminarla: 

�org = 
�d ∙ �d� − 
�2 ∙ �org� 

El modelo también sigue una cinética de primer orden e intervienen dos parámetros 

fisiológicos: la tasa de ingestión a través de la dieta, IR, (cantidad ingerida por unidad de 

tiempo) y la eficiencia de asimilación, AE, (fracción total de sustancia retenida en el 

organismo) que se pueden obtener durante los ensayos bajo condiciones controladas: 

�d  =  AE ×  IR  

)* =  �org

�org + �heces�#  × 100 

01 = 
�org + �heces�
�org ∙ 23org ∙ � 

Donde Checes, es la concentración del tóxico retenida en las heces, PSORG  es el peso seco 

del organismo y t, es el tiempo de exposición al tóxico. 

Por otro lado, la fase de depuración, donde la Cw es cero, puede ajustarse a una ecuación 

cinética de primer orden (Barron et al., 1990), reduciéndose la ecuación (1) a: 

��org/�� = −
�2 ∙ �org� 

Que podemos expresarlo como:  

�t =  �0 ∙ �5��6 
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Donde Ct y C0 son las concentraciones de Se (mg Se Kg-1) a tiempo t y 0 (inicio de la 

eliminación), respectivamente,  k2 es la constante de velocidad de depuración biológica, y 

se puede calcular la vida media de eliminación (t1/2) a partir de:  

�1/2 =  78 2
�2

  

O un modelo exponencial de doble componente: 

�t =  �0s �5�9:∙6 +  �0l �5�9<∙6 

Donde C0s y C01 son las concentraciones de Se (mg Se Kg-1) a tiempo cero para una 

componte de vida media corta (s) y una de vida media larga (l), and ke es la constante de 

velocidad de depuración biológica (día-1). 

Se ha demostrado que los estudios toxicocinéticos son esenciales para realizar modelos 

reales de la acumulación de metales en organismos acuáticos (Reinfelder et al., 1998; 

Wang y Fisher, 1999). 

Además, los efectos biológicos del estrés ambiental, en general, y de la exposición a los 

contaminantes, en particular, son medibles en varios niveles de organización biológica 

(desde el nivel molecular al ecosistema), el orden secuencial de respuestas al estrés 

contaminante dentro de un sistema biológico se representa en la Figura 1.8 (van der Oost et 

al., 2003; Taylor, 2009). 

 
Figura 1.8 Representación esquemática del orden secuencial de respuestas al estrés tóxico dentro de un 
sistema biológico. Modificado de Bayne et al., (1985) por Taylor (2009)  
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Un elemento absorbido por un organismo se distribuye a diferentes tejidos y el análisis de 

los niveles de bioacumulación en estos, reflejará cómo les afecta la exposición, a corto o 

largo plazo, lo que dependerá del tiempo de retención del elemento y de la especiación en 

ese tejido (Klaassen, 2001; van der Oost et al., 2003; Polettini et al., 2015). Por lo tanto, la 

diferente cinética de absorción del tóxico por distintos órganos se interpreta como el 

resultado de la actividad fisiológica específica de cada órgano. El uso más importante de 

estos modelos cinéticos es el cálculo de la concentración en el órgano crítico (es decir, el 

órgano más sensible) bajo diversas condiciones de exposición, mientras que las 

concentraciones de metales en otros órganos o tejidos proporcionan una indicación de los 

efectos adversos (Elder et al., 2015). 

Por otra parte, la separación subcelular de metales en invertebrados acuáticos refleja el 

procedimiento interno que ocurre durante la acumulación de metales y puede proporcionar 

información sobre la toxicidad y tolerancia del organismo a esos metales (Roesijadi, 1980; 

Jenkins y Mason, 1988; Klerks y Bartholomew, 1991), por lo que es necesario estudiar la 

dinámica de su acumulación a nivel subcelular, ya que los efectos fisiológicos y la 

toxicidad de los metales traza dependen fuertemente de su localización intracelular y su 

unión a orgánulos y ligandos.  

Las mitocondrias son el objetivo intracelular clave para la toxicidad del metal, ya que son 

muy sensibles a las exposiciones de metales (Sokolova, 2004). Otros compartimentos 

intracelulares clave implicados en la acumulación de metales traza, son los lisosomas y el 

citoplasma. Los lisosomas son un orgánulo importante en los moluscos porque en él se 

secuestran los metales, especialmente en los tejidos del hepatopáncreas (ricos en 

lisosomas) (Marigomez et al., 2002). Los metales acumulados pueden ser incorporados en 

gránulos insolubles derivados de lisosomas y ser almacenados intracelularmente o 

excretados desde la célula y, por lo tanto, detoxificados. En el citoplasma, las 

metalotioneínas, que son proteínas de enlace metálico ricas en cisteína, de bajo peso 

molecular, constituyen otro importante mecanismo de detoxificación que puede servir para 

minimizar la disponibilidad de iones metálicos en componentes citosólicos (Sokolova et 

al., 2005).  
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Por lo tanto, las manifestaciones de toxicidad subletal pueden coincidir con los cambios en 

la separación subcelular, particularmente, en sistemas de detoxificación de metales (Brown 

y Parsons, 1978; Sanders et al., 1983). 

1.3.3. TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA DETERMINACIÓN DE SELENIO. 

TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS BIOLÓGICAS. 

En un organismo expuesto al selenio hay que tener en cuenta tanto su capacidad de 

acumulación, determinando su contenido total de selenio, como que una vez absorbido 

puede realizarse la biotransformación del elemento, dando lugar a la formación de distintas 

especies químicas. La especiación química ha sido definida, en forma general, como el 

proceso de identificación y cuantificación de las formas químicas de un mismo elemento 

en una muestra dada (Hlavay, 2004). Las diferentes propiedades químicas de los distintos 

grados de oxidación son de importancia fundamental para sus características tóxicas o 

beneficiosas, por ello es de gran interés el conocimiento de las diferentes especies 

químicas, y no solo el contenido total del elemento (Camean, 1995).  

1.3.3.1. Determinación de Se total  

Las bajas concentraciones de selenio (ng g-1) que normalmente se dan en muestras 

biológicas  requieren técnicas analíticas sensibles y precisas, que además eviten la pérdida 

de compuestos volátiles de selenio durante el proceso.  

Aparte del análisis de activación de neutrones (NAA) y de fluorescencia de rayos X, la 

mayoría de los métodos analíticos se basan en la digestión ácida, previa a la determinación 

del contenido total de selenio. Este procedimiento puede realizarse en vasos abiertos, que 

involucran el calentamiento de la muestras en ácido por períodos largos (las mezclas más 

comúnmente utilizadas son HNO3/H2O2, HNO3/H2SO4/HClO4 y HNO3/HClO4) o en 

sistemas cerrados, donde la descomposición puede realizarse bajo temperatura y presión 

elevadas, que reducen significativamente el tiempo de digestión, como en los recipientes 

de digestión ácida (reactores) calentados con microondas, que permiten una rápida 

digestión (10-20 min) de la mayoría de las muestras biológicas usando sólo HNO3 y H2O2, 

y además, se elimina el riesgo de pérdida de elementos volátiles (Kastenmayer, 1997; 

ATSDR, 2003) 
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El selenio se puede cuantificar a partir de muchos tipos de técnicas, como la espectrometría 

de absorción atómica (AAS), de emisión atómica (AES), de fluorescencia atómica (AFS), 

de masas (MS), así como plasma acoplado inductivamente, ICP-AES e ICP-MS, 

cromatografía de gases (GC) y análisis de activación usando neutrones o protones 

(ATSDR, 2003; Alexander, 2015). 

1.3.3.2. Especiación de selenio 

El selenio está presente en las muestras biológicas y alimentos a concentraciones muy 

bajas (excepto en algunos alimentos selenizados, como la Se-levadura) y se distribuye en 

una amplia variedad de especies de selenio. Por lo tanto, las especies de selenio deben ser: 

 1) extraídas cuantitativamente de la matriz sin cambiar la forma de la especie original,  

 2) separadas las especies e 

 3) identificadas inequívocamente y cuantificadas correctamente.  

Uno de los principales problemas para evaluar la exactitud es la falta de estándares de 

selenocompuestos disponibles y de materiales de referencia certificados. 

El selenio en muestras biológicas y alimentos se presenta principalmente como 

selenoaminoácidos, incorporados o no a proteínas. La liberación de estos de las proteínas 

puede realizarse por hidrólisis ácida, básica o enzimática, siendo esta última la más 

habitual para la extracción de selenoaminoácidos de las muestras. 

El método de hidrólisis enzimática para la extracción de especies de selenio en muestras 

biológicas permite extracciones en condiciones moderadas de temperatura (37 °C) y pH 

(7,0), evitando la degradación de la especie original. Las enzimas proteolíticas: proteinasa 

K (Kannakumarath et al., 2002; Vonderheide et al., 2002), subtilisina (Moreno et al., 2004; 

Quijano et al., 2000), pepsina (Dernovics et al., 2002; Stefanka et al., 2001) y proteasa 

(Larsen et al., 2003; Uden et al., 2004) o una mezcla de enzimas proteolíticas (proteasa y 

lipasa), se han aplicado ampliamente en una gran variedad de muestras para extracción de 

selenoaminoácidos incorporados a proteínas mediante la rotura de los enlaces peptídicos. 

Por el contrario, para la extracción de aminoácidos no proteínicos 

(selenometilselenocisteína o γ-glutamilselenometilselenocisteína), la eficiencia es similar 
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se use o no la extracción enzimática (Montes-Bayon et al., 2006). El empleo del 

procedimiento de extracción secuencial mediante la adición de reactivos extractantes 

secuencialmente es una herramienta útil para mejorar la comprensión de cómo y dónde 

está presente el selenio en las muestras; por ejemplo se ha utilizado para digestiones 

gastrointestinal in vitro (Luten et al., 1987),  digestión gástrica (pepsina) y  digestión 

gastrointestinal (el residuo resultante de la anterior se trata con una mezcla de pancreatina 

y amilasa). Además, con el fin de disminuir el tiempo de tratamiento de la muestra, se han 

realizado distintas propuestas: el uso de la sonda ultrasónica durante la incubación 

enzimática, que ha permitido reducir el tiempo del tratamiento de la muestra desde 24-48h 

a minutos, ya que favorece el contacto entre las enzimas y los componentes celulares 

(Capelo et al., 2004); o la extracción con líquidos presurizados (PLE), técnica que se ha 

aplicado para el estaño y el arsénico a partir de matrices biológicas, pero muy poco para el 

selenio (las especies de selenio se extrajeron en minutos da partir de muestras de levadura 

utilizando una mezcla de agua:metanol (Gomez-Ariza et al., 2004).  

Una vez que las especies han sido aisladas de la matriz deben ser separadas, identificadas y 

cuantificadas. El éxito de la especiación depende de dos factores: la selectividad (fiabilidad 

de determinar la especie adecuada) y la sensibilidad (debe coincidir con el nivel de los 

analitos en las muestras). En el análisis de especiación se utilizan técnicas hifenadas que 

permiten identificar y cuantificar las especies individuales en tiempo real, combinando una 

potente técnica de separación con un detector extremadamente sensible (Pedrero y Madrid, 

2009). 

Las técnicas utilizadas para la separación de las especies de selenio en los extractos de 

muestras biológicas y alimentos son: 

- La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en los modos de intercambio 

iónico (Larsen et al., 2001; Moreno et al., 2001), par iónico de fase reversa (Zheng et al., 

2003; Uden et al., 2004), vesicular (Ipolyi  et al., 2001), exclusión por tamaño (Önning y 

Bergdahl, 1999) y quiral (Ponce de León et al., 2000), siendo el modo de par iónico el que 

consigue separar un mayor número de especies. 

- La electroforesis capilar (CE). Para las de especies iónicas basta emplear un 

electrolito, por ejemplo, una disolución reguladora de fosfato (Albert et al., 1995). Sin 
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embargo, para la resolución de mezclas más complejas de oxoaniones de selenio y 

selenoaminoácidos (como SeMet y SeCys) es necesario modificar el flujo electrosmótico 

con surfactantes catiónicos, como bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Zheng et al., 

2000), bromuro de trimetiltetradecilamonio (TTAB) (Albert et al., 1995), hidróxido de 

trimetiltetradecilamonio (TTAOH) (Gilon y Potin-Gautier, 1996) o fosfato de 

hexadeciltrietilamonio (HDTA) (Hagege et al., 1997), o con surfactantes (SDS) y β-

ciclodextrinas (Sutton et al., 2000)  

- La cromatografía de gases (GC) para la especiación de compuestos de selenio no 

volátiles. Este método necesita una reacción de derivatización para convertir los 

selenoaminoacidos a compuestos volátiles. N(O,S)-acil alquil ester ha sido usado como 

derivado de selenoaminoacidos (Peláez et al., 2000), para ello estos derivados se forman en 

dos etapas: la esterificación del grupo carboxílico ácido con un alcohol, seguido por la 

aciliación del grupo amino con un anhidro. Alquil cloroformatos (Haberhauer-Troyer et 

al., 2003; Kahakachchi at al., 2004) han sido utilizados también como reactivos 

derivatizantes para aminoácidos obteniéndose el ester N(O,S)-alquiloxycarbonil-alquil 

éster en una simple reacción. 

Los sistemas de detección que se emplean en cromatografía líquida son los basados en la 

absorción atómica de llama (FAAS) (Maranhão et al., 2011), la electrotérmica (ET-AAS) 

(Marval-León et al., 2012), la fluorescencia atómica (AFS) (Sánchez-Rodas et al., 2016), 

la emisión atómica con plasma de acoplamiento inducido (ICP-AES) (Yin et al., 2016) y la 

espectrometría de masas con fuente de ionización de plasma (ICP-MS) (Jagtap y Maher, 

2015) y de ionización con electrospray (EI-MS) (Tang et al., 2011). Estos sistemas suelen 

ser suficientemente sensibles y selectivos, proporcionando los mejores límites de detección 

la ICP-MS (ng L-1). En general, la sensibilidad y la selectividad se pueden mejorar con la 

derivatización de las especies de selenio a hidruro de selenio (HG) previa a la detección 

mediante FAAS (Cabral de Lima et al., 2013; Altunay y Gürkan, 2016), AFS (Tang et al., 

2005), ICP-AES (Qiu et al., 2007) o ICP-MS (Forrest et al., 2009). Sin embargo, son la 

espectrometría de masas con la ionización de electrospray (ES-MS) (Lu et al., 2012) y la 

espectrometría de masas de desorción/ionización mediante láser asistida por matriz 

(MALDI) (Jayasinghe y Caruso, 2011)  las que permiten investigar de forma más directa la 

estructura de los compuestos de selenio. Con la cromatografía de gases se utilizan el 



Capítulo 1. Introducción 

45 

detector fotométrico de llama (FID) (Elguera et al., 2013), la emisión atómica (AED) 

(Amoako et al., 2009) o la espectrometría de masas (MS) (Guadayol et al., 2016). 
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es estudiar la acumulación, 

biotransformación y eliminación de compuestos de selenio en organismos marinos, 

tomando como especie modelo almeja fina (Ruditapes decussatus), y los efectos según las 

estrategias de administración de estos. Estas estrategias se han basado en factores como el 

tiempo de exposición (a corto y largo plazo), la especie de selenio (inorgánica y orgánica) 

y la forma de administración (vía agua y alimento y a ditintas concentraciones).  

Para alcanzar este objetivo general se han establecido los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudiar la acumulación, biotransformación y eliminación del selenito a través del medio 

acuático en el rango de concentraciones comprendido entre 250 y 1000 µg Se L-1. 

2. Estudiar la acumulación, biotransformación y eliminación de la selenometionina a través 

del medio acuático en el rango de concentraciones comprendido entre 5 y 50 µg Se L-1. 

3. Estudiar la acumulación, biotransformación y eliminación de la 

selenometilselenocisteína a través del medio acuático en el rango de concentraciones 

comprendido entre 250 y 1000 µg Se L-1. 

4. Estudiar la acumulación, biotransformación y eliminación de las distintas especies del 

selenio aportadas a través del alimento (microalgas Tiso) en el rango de concentración 

comprendido entre 0 y 4,37 µg Se Kg-1. 

En el desarrollo de los objetivos específicos ha sido necesario: 

� Evaluar los efectos fisiológicos y la mortalidad, como efectos subletales y 

letales, respecto a las concentraciones de selenio en los individuos. 

� Determinar la concentración de selenio total y especiación en el cuerpo blando 

completo, en los tejidos de la almeja fina y en las fracciones subcelulares.  

  



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 3.  

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 



Capítulo 3. Material y Métodos 

53 

3.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 

3.1.1. CULTIVOS DE ALMEJA FINA ( Ruditapes decussatus) 

3.1.1.1. Condiciones del cultivo 

Las almejas fueron obtenidas de forma manual en los bancos naturales de río Carreras (Isla 

Cristina, Huelva) y se recibieron en el IFAPA Centro Agua del Pino (El Rompido-Huelva) 

en menos de 18 horas. Se recibieron dos lotes de individuos de tallas entre 30 y 41 mm de 

longitud (n1=750; n2=2270), con longitudes y peso iniciales de 32,51±2,1 mm y 7,50±1,76 

g; 33,37±2,29 mm y 8,20±1,69 g (media ± desviación estándar), respectivamente. Previo a 

su muestreo, las almejas fueron lavadas mecánicamente con agua de mar para eliminar los 

epibiontes y el fango adherido a sus valvas. 

Los experimentos de acumulación se llevaron a cabo en la empresa Salinas del Astur 

(Punta Umbría), dentro del Paraje Natural Marismas del Odiel. Los ejemplares fueron 

aclimatados durante una semana a las condiciones del sistema experimental, en tanques (65 

L) con agua de mar en circuito cerrado y renovación diaria del 100 % del agua. El 

abastecimiento de agua se realizaba por medio de un depósito de polipropileno de 10 m3 

(Figura 3.1), en el que se almacenaba y decantaba el agua de mar durante dos semanas, 

realizándose un filtrado previo a su uso (filtro de bolsa de 10 µm) (33,4±2 ‰). 

Previamente a la experimentación se determinó la concentración de selenio en dicho agua 

de mar, no detectándose niveles del mismo. Durante el cultivo se mantuvo aireación 

continua en los tanques, por medio de aireadores (EHEIM air pump 200, GmbH & Co. KG 

Deizisau, Alemania), para asegurar una buena mezcla de algas y de saturación de oxígeno 

y mantener la función respiratoria de las almejas. 

Después del período de aclimatación, los individuos fueron divididos en lotes al azar (85 

almejas por grupo) y se ubicaron en tanques de 65 L de capacidad, 2 almejas L-1, con agua 

de mar natural filtrada en el caso del control y de los lotes expuestos a Se en la dieta y con 

agua de mar filtrada tratada con selenio en el resto de los tratamientos. Se realizaron dos 

réplicas por cada condición experimental. 
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Figura 3.1. Depósitos para la decantación y almacenaje del agua de mar para los cultivos. 

Los ensayos preliminares de acumulación se llevaron a cabo en el IFAPA Centro Agua del 

Pino (El Rompido-Huelva). Las almejas empleadas se distribuyeron en lotes al azar (60 

almejas por grupo) y se mantuvieron en tanques de poliéster (40 L) con agua de mar 

(filtrada por arena y cartucho de 50 µm) en circuito cerrado, aireación continua y 

renovación completa diariamente (Figura 3.2). 

  

Figura 3.2. Tanques para el cultivo de almeja, A (65 L) y B (40 L) 

Durante los experimentos de acumulación se monitorizaron y mantuvieron varios 

parámetros de calidad del agua en estos rangos: pH 7,18; oxígeno disuelto 95%; nitratos < 

14,9 mg L-1, nitritos < 6,8 mg L-1, amonio < 3,8 mg L-1 y fosfatos < 1,5 mg L-1 

(cromatógrafo iónico Metrohm 883 Basic IC plus, Herisau, Suiza). Así mismo, diariamente 

se retiraban los individuos muertos durante las labores de limpieza y renovación de agua, 

considerándose almeja muerta aquella que mostraba ausencia del cierre de las valvas en 

respuesta refleja a un estímulo mecánico cuando las valvas permanecían abiertas (Narváez 

et al., 2005). Las almejas fueron alimentadas una vez a la semana, coincidiendo con el día 

de muestreo, con la microalga Isochrysis galbana clon T-Iso liofilizada, con una ración 

equivalente a un 4 % del peso seco de la carne de la almeja. Previamente a su 

B A 



administración, el alga liofilizada (0,02 g de microalga por almeja) fue homogeneizada y 

resuspendida y, a continuación, incorp

Figura 3.3. Alga liofilizada y resuspendida previamente a su administración.

Por último, en los ensayos de depuración (eliminación), los individuos 

tanques de poliéster (40 L) con sustrato de arena (

arena y cartucho de 50 µm) 

una mezcla de microalgas vivas, principalmente las especi

sp., Tetraselmis suecica, Pavlova lutheri

(Figura 3.4). 

Figura 3.4. Tanques con sustrato de arena para la depuración de las almejas (40 L)
alimentación continua. 

A continuación se muestran las condiciones de los distintos cultivos experimentales 

realizados (Tabla 3.1). 

Capítulo 

administración, el alga liofilizada (0,02 g de microalga por almeja) fue homogeneizada y 

resuspendida y, a continuación, incorporada en los cultivos (Figura 3.3).

 

. Alga liofilizada y resuspendida previamente a su administración. 

Por último, en los ensayos de depuración (eliminación), los individuos 

tanques de poliéster (40 L) con sustrato de arena (≥ 200 µm) y con agua de mar (filtrada por 

) en circuito abierto (flujo 1 L min-1) y alimentación diaria con 

una mezcla de microalgas vivas, principalmente las especies Isochrysis 

Pavlova lutheri, Skeletonema costatum (flujo de 30 ml min

 

Tanques con sustrato de arena para la depuración de las almejas (40 L) en circuito abierto y con 

A continuación se muestran las condiciones de los distintos cultivos experimentales 
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administración, el alga liofilizada (0,02 g de microalga por almeja) fue homogeneizada y 

. 

Por último, en los ensayos de depuración (eliminación), los individuos se situaron en 

 200 µm) y con agua de mar (filtrada por 

) y alimentación diaria con 

Isochrysis sp., Chaetoceros 

(flujo de 30 ml min-1) 

en circuito abierto y con 

A continuación se muestran las condiciones de los distintos cultivos experimentales 
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Tabla 3.1. Condiciones durante los cultivos experimentales (valores absolutos o  media ± desviación estándar)  

Condiciones Experimentales 
ENSAYOS 

Preliminar Toxificación de Se Eliminación de Se 

Período de los ensayos Abril-Mayo Diciembre-Abril Febrero-Abril 

Fotoperiodo natural (horas de luz) 13-14 10-13 11-13 

Parámetros 
medidos al inicio 
y al final de cada 
cambio 

Temperatura (°C) 19±1 12±3 16±1  

Salinidad (‰) 36 33±2 36 

pH 8±0,1 7,18  

O2 disuelto (%) 93±1 95  

Volumen tanque (L) 45 65 45  

Volumen exposición (L) 30 40 
30 (Arena);  
12 (Lámina superficial de agua) 

Talla ind. (mm)   32,51±2,1 33,40±2,24 33,56±2,30 

Peso ind. (g )  7,50±1,76 8,22±1,67 8,17±1,63 

Nº total almejas / lote 755 2620 96 

Nº concentraciones de Se testadas 3 18 4 

Nº de replicados 3 2 1 

Individuos por tratamiento 60 60 26 

Volumen por almeja 0,5 0,5 1-2 

Alimentación 
4% del peso seco almeja 
como Tiso liof./semana 

4% del peso seco almeja 
como Tiso liof./semana 

Mezcla de microalgas (vivas)  
en continuo 

Aireación continua continua - 

Agua de cultivo 
Agua de mar decantada y 
filtrada (arena y 50 μm) 

Agua de mar decantada y 
filtrada (10μm) 

Agua de mar decantada y 
filtrada (arena y 50 μm) 

Sistema de cultivo 
Circuito cerrado, 
renovable (100% en 24h) 

Circuito cerrado, 
renovable (100% en 24h) 

Circuito abierto, flujo continuo 
(1 L min-1) y sustrato de arena 

Duración (días) 21  60-120 60  

Variables estudiadas 
Mortalidad* 
Acumulación 

Mortalidad 
Acumulación 
Estrés  

Mortalidad 
Eliminación 
Enterramiento 

(Mortalidad*: la muerte se determina por ausencia del cierre de las valvas ante el estímulo mecánico; ind.: individuo; liof.: liofilizada)
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3.1.1.2. Acumulación de selenio  

�  Exposición al Se a través del medio acuático (vía agua)  

Se realizó un  ensayo preliminar para analizar la capacidad de la almeja fina para acumular 

selenio, así como el efecto en su mortalidad. Se estudiaron dos especies de selenio 

inorgánicas, selenito y selenato, disueltas en agua, (500 µg Se L-1), y se mantuvo un 

tratamiento control sin adición de selenio (Tabla 3.2).  

Tabla 3.2. Especies de selenio y concentraciones en el ensayo preliminar 
 

 

 

 

El experimento se realizó en circuito cerrado con renovación del agua del 100% 

diariamente, con las condiciones de cultivo expuestas en el Tabla 3.1 de este capítulo, y 

con tres réplicas por cada tratamiento. 

A partir de este ensayo preliminar se diseñaron los experimentos de acumulación vía agua, 

decidiendo, en base a los resultados obtenidos (ver Capítulo 4. - Ensayos preliminares), las 

concentraciones de las especies de selenio a utilizar, así como retirar del estudio el Se(VI) 

y añadir la selenometilselenocisteína (SeMetSeCys). 

La concentración media de selenio en el agua de mar se estima <1 μg L-1 en ausencia de 

fuentes directas de Se (Cutter y Bruland, 1984), y se sitúan habitualmente en el rango de 1-

10 μg L-1 en aguas bajo el impacto de alguna fuente externa (geogénica o antropogénica),  

aunque ocasionalmente puede exceder los 100 μg L-1 e incluso alcanzar, en efluentes 

industriales, y en circunstancias excepcionales, 1000 μg L-1 (Ralston et al., 2008). En base 

a estas concentraciones que se pueden encontrar en el medio natural, se seleccionaron dos 

dosis de selenio ambiental, 5 y 20 μg L-1 para incorporarlas a los experimentos de 

acumulación a través del medio acuático con selenito, y además, realizar sobre ellas un 

estudio más amplio de estrés oxidativo. 

Especies de Se 
Concentración 

nominal 
(µg Se L-1) 

Control Sin selenio - 

Se inorgánico 
Selenito de sodio - Se(IV) 500 

Selenato -  Se(VI) 500 
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Las características de los distintos tratamientos utilizados en los experimentos se exponen a 

continuación (Tabla 3.3): 

Tabla 3.3. Especies de selenio y concentraciones en el ensayo de toxicidad  

Todos los compuestos químicos y reactivos utilizados para las disoluciones de selenio 

fueron de la mayor pureza disponible en el mercado (ver Apartado 3.5.1). 

La adición del selenio se realizó partiendo de disoluciones acuosas (stocks), preparadas 

según el Apartado 3.5.1, a partir de reactivos sólidos disueltos en un volumen de agua Milli-

Q. Se prepararon, a partir de esta disolución, otras intermedias para obtener concentraciones 

en las que siempre hubiera que añadir 10 ml de la disolución al agua de mar de los tanques 

para obtener las concentraciones finales de cultivo (250-1000 µg Se L-1 para Se(IV), 500 µg 

Se L-1 para Se(VI), 5-50 µg Se L-1 para SeMet y 5-25 µg Se L-1 para SeMetSeCys). 

�  Exposición al Se a través de la dieta (vía alimento) 

La microalga utilizada como alimento fue Isochrysis galbana clon T-Iso liofilizada.  

Se realizó un ensayo preliminar para estudiar la acumulación de selenio por Isochrysis 

galbana clon T-Iso a partir de dos especies inorgánicas, selenito y selenato. Se realizó el 

ensayo  en erlenmeyers de 2 litros utilizando 1,5 L agua de mar esterilizada y se preparó un 

inóculo de Isochrysis galbana clon T-Iso cuatro días antes de comenzar la experiencia. El 

cultivo se inicio con una adición de 300 ml del inóculo de la microalga en el agua 

esterilizada, medio nutritivo F/2 (Guillard, 1975), y alícuotas de distintas disoluciones de 

selenio. Se contrastaron dos concentraciones por cada especie de selenio, Se(IV) y Se(VI), 

50 y 500 µg Se L-1 y el control sin selenio. Los cultivos se realizaron con iluminación de luz 

blanca y temperatura constantes (19±2 ºC) y aireación con aporte de CO2. La experiencia se 

realizó por triplicado. Se tomaron alícuotas para el control de la densidad microalgal y de la 

concentración de selenio inicial en el agua en cada uno de los erlenmeyers, este último se 

Especies de Se 
Concentración 
nominal de Se 

(µg L-1) 
Control Sin selenio 0 

Se inorgánico Selenito de sodio - (Se(IV)) 5- 20 - 250 - 500- 750 - 1000 

Se orgánicas 
Selenometionina - (SeMet) 5 - 10 – 25 - 50 

Selenometilselenocisteína - (SeMetSeCys) 5 - 10 - 25 
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centrifugó y el agua se analizó por ICP-MS). Posteriormente, se tomó una muestra a los 

cuatro y a los  ocho días para determinar el selenio en el agua y contar el número de células. 

El experimento finalizó a los ocho días, se centrifugó el agua para recoger todas las 

microalgas. Se congelaron a -80ºC y se liofilizó, determinándose en las distintas muestras el 

selenio total y la especiación de los compuestos de selenio. 

A partir de los resultados obtenidos se encargó la producción de alga, tanto enriquecida 

con selenio (500 µg L-1 de selenito) como sin enriquecer, así como su liofilización, a la 

empresa Fitoplancton Marino S.L. (Cádiz). Al analizar los niveles de selenio en las 

microalgas elaboradas por esta empresa obtuvimos 1,033 µg Se g-1 alga liofilizada y 

109,247 µg Se g-1 alga enriquecida liofilizada. 

Los tratamientos consistieron en diferentes porcentajes de alga enriquecida con selenio en 

la dieta de las almejas durante 60 días. En la siguiente tabla se muestran las dietas 

empleadas (Tabla 3.4). 

Tabla 3.4. Dietas con Isochrysis galbana clon T-Iso enriquecida con selenio 

Fuente de selenio 
% de alga enriquecida 

en la dieta 
Isochrysis galbana clon T-Iso 

enriquecida con Se (Se-Tiso) 
0 -  25 - 50 - 75 – 100 

�  Protocolo de exposición 

El procedimiento consistía en renovar diariamente el medio de cultivo con agua de mar 

limpia previa a la limpieza de los tanques, así como restablecer de nuevo las condiciones 

experimentales en cada tratamiento para mantener unas concentraciones del metal 

relativamente constantes. 

Periodicidad de las condiciones de toxicidad 

En los experimentos de exposición a través del agua, las almejas fueron sometidas a las 

concentraciones de selenio durante periodos de 6 días consecutivos sin alimentación, tras 

los cuales tuvieron un día de reposo sin selenio y con alimentación normal. 

En los experimentos de exposición a través del alimento, a las almejas se les suministró 

diariamente la microalga enriquecida con selenio.  
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3.1.1.3. Eliminación del selenio (depuración) 

De cada especie de selenio utilizada en el ensayo de acumulación, a los 60 días de 

exposición, se trasladaron los individuos de una de sus concentraciones (Tiso 100; Se(IV) 

500; SeMet 10; SeMetSeCys 5) a un sistema de flujo abierto con sustrato de arena para 

estudiar la eliminación del selenio, manteniéndolas en este sistema durante un mes bajo las 

condiciones que se muestran en la Tabla 3.1. 

3.2. METODOLOGÍA DE MUESTREO 

3.2.1. PERIODICIDAD 

Se realizó un muestreo inicial de las almejas antes de comenzar el ensayo y, 

posteriormente, de cada tratamiento y según el estudio a realizar, los siguientes muestreos: 

- Acumulación de selenio: 0, 2, 4, 7, 14, 21, 30, 60 y/o 120 días de exposición  

- Estudio enzimático: 0, 7, 14, 30, 45 y/o 60 días de exposición 

- Estudio tasas de aclaramiento: 0, 7, 14, 28, 60 y/o 120 días de exposición 

- Estudio subcelular: 0, 14, 21, 30 y/o 60 días de exposición  

(Tiso 100, Se(IV) 500, SeMet 10 y SeMetSeCys 10) 

- Depuración del selenio: 0, 4, 7, 14, 30 y/o 60 días desde el inicio de la eliminación 

(Tiso 100; Se(IV) 500; SeMet 10; SeMetSeCys 5) 

3.2.2. VARIACIÓN DE LAS CONDICIONES EN EL CULTIVO 

En los cultivos de acumulación, para evitar la posible influencia de la disminución de la 

densidad de almejas tras los muestreos, se fue manteniendo el volumen de agua y la 

alimentación por almeja constante, es decir, se fue reduciendo el volumen de agua y la 

cantidad de alimento total a lo largo de los muestreos. 
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3.2.3. ACUMULACIÓN Y ELIMINACIÓN (DEPURACIÓN) 

3.2.3.1. Agua de cultivo 

En el experimento de acumulación se midieron las concentraciones iniciales y finales de 

selenio en el agua en cada renovación para determinar el nivel de exposición, realizando 

cada medida por triplicado. 

3.2.3.2. Almejas 

En el experimento de acumulación, en cada muestreo se cogieron las almejas de cada 

tratamiento (n=5-15) al azar, se lavaron con agua de mar limpia, y los individuos se 

midieron (longitud antero-posterior) y pesaron (peso fresco total). En la depuración, las 

almejas se muestrearon del mismo modo, estando supeditado el número de individuos 

muestreados a la mortalidad. 

Se recogieron dos tipos de muestras de almeja: 

� Cuerpo blando completo 

Las almejas (n=4) se abrieron, se escurrió el agua intervalvar sobre un papel absorbente y, 

posteriormente, se extrajo el cuerpo blando obteniéndose el peso fresco de la concha y el 

peso fresco del cuerpo. Las valvas se desecharon y la parte blanda completa se congeló 

individualmente a -20°C hasta su liofilización (Liofilizador LyoAlfa, Telstar®) y posterior 

análisis.  

� Tejidos 

Las almejas (n=4-10) fueron diseccionadas con bisturí y extraído el cuerpo blando, 

separándose los tejidos en 5 partes: branquias, hepatopáncreas, manto, pie y resto de 

vísceras (Figura 3.5), manteniendo durante todo el proceso de muestreo los individuos y 

las muestras en frío (baño con hielo picado). Se pesaron estos órganos individualmente y 

se congelaron en tubos Eppendorf a -80 °C hasta su liofilización (excepto las muestras 

necesarias para los estudios enzimáticos y subcelular) y posterior análisis. 
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Figura 3.5. Anatomía interna de la almeja fina Ruditapes decussatus, vista lateral sin la valva derecha (B: 
branquia; G: gónada; H: hepatopáncreas; M: Manto; Ma: músculo aductor; P: Pie; S: sifones) 

3.3. PARÁMETROS ESTUDIADOS 

3.3.1. ACUMULACIÓN Y ELIMINACIÓN DE SELENIO 

3.3.1.1. Selenio total  

Determinación del selenio total en el medio de cultivo, en el alimento (microalga 

Isochrysis galbana clon T-Iso) y en las almejas, tanto en el cuerpo completo como en los 

tejidos de las almejas diseccionadas y a nivel subcelular. 

Una vez realizada la determinación de selenio, se comparó la concentración en el cuerpo 

completo con la suma de las concentraciones en los distintos órganos de las almejas, no 

detectándose diferencias significativas (ANOVA, p>0.8) en ningún caso de los distintos 

tratamientos. La ecuación usada para dicha suma fue la siguiente: 

Ctejido = 0,06· Cpie + 0,56 ·Cmanto  + 0,11  Cvísceras + 0,17  Cbranquias + 0, 08  Chepatopáncreas 

Siendo los coeficientes, la proporción (tanto por uno) de cada tejido sobre el total de la 

almeja, los cuales fueron obtenidos a partir de los muestreos biométricos realizados a las 

almejas a lo largo de todos los ensayos, en los cuales se determinó el peso del cuerpo 

completo de la almeja y el peso de cada uno de los tejidos (peso húmedo y peso seco), y las 

Ctejido, Cpie, Cmanto, Cvísceras, Cbranquias, Chepatopáncreas, son las concentraciones de selenio 

expresado en mg Se Kg-1 en base seca. 

Además, en cada especie de selenio incorporada a través del medio acuático o de la dieta, 

se correlacionó la concentración de selenio en las almejas respecto a la concentración del 
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selenio en el medio de cultivo respecto al tiempo final de la dosis que primero alcanza el 

100% de mortalidad. 

3.3.1.2. Especies de selenio  

Determinación de compuestos de selenio en el alimento (microalga Isochrysis galbana 

clon T-Iso), y en las almejas: en el cuerpo completo, en los tejidos de las almejas 

diseccionadas y a nivel subcelular. 

3.3.1.3. Cinética de acumulación y depuración de selenio 

�  Bioconcentración de selenio desde el agua  

Se aplicó un modelo cinético de primer orden de dos compartimentos a los datos de 

acumulación de selenio por la almeja (Luoma y Rainbow, 2005), en los que la 

bioacumulación de selenio en la almeja (individuo completo u órgano (Corg), mg Kg-1) se 

expresó, teniendo en cuenta que la concentración de Se en el agua (Cw, mg L-1) de 

exposición se mantuvo constante durante el periodo de exposición y que la concentración 

en la almeja en t=0 es cero, como: 

�org= !�1	
�2" 	∙	�w	∙	=1-�-k2t> 

k1 es la constante de la velocidad de absorción del selenio desde el agua (L Kg-1 día-1) y k2 

es la constante de la velocidad de eliminación del organismo (día-1). Tanto k1 como k2 se 

estimaron mediante análisis de regresión no lineal con el método de cálculo simplex y 

cuasi-Newton. Cuando se alcanza el estado estacionario, ambas concentraciones serán 

constantes durante el tiempo de exposición y se alcanza el equilibrio, entonces se puede 

calcular el factor de bioconcentración (BCF) como k1/k2.  

Se utilizó una prueba t de comparación simple (p < 0,05) para comparar las constantes de 

tasa de absorción y tasa de eliminación. Se usó una regresión lineal para analizar la 

relación entre la concentración de selenio en las almejas y el tiempo de exposición 

�  Bioconcentración de selenio desde la dieta 
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La acumulación de selenio por la almeja a partir de la dieta se puede describir con una 

cinética de primer orden (Reinfelder et al., 1998; Wang, 2002; Conover, 1966): 

d�org / d� =
)* ∙ 01 · �food� - 
�e + ��. �org 

Donde Corg es la concentración de selenio en el cuerpo de la almeja (µg g-1, en peso seco), t 

es el tiempo de exposición (días), Cfood concentración de selenio en el alimento (µg g-1), 

AE es la eficiencia de absorción (%),  

)* =  �food −  �heces 

1 − �heces� ×  �food #  × 100 

IR (g día-1 g-1) es la relación de la ingesta calculada como la relación de clarificación 

multiplicada por la concentración del alimento, Ke es la constante de depuración (día-1) y g 

es la tasa de crecimiento (día-1). Checes, es la concentración del tóxico retenida en las heces 

En el estado estacionario obtendríamos el factor de transferencia trófica (TTF): 

TTF= 01 · )*
[�e+g]

 

�  Depuración del selenio 

La depuración se ajustó a un modelo exponencial de un solo componente (1), donde la 

concentración del agua es cero (CW=0), descrito por la ecuación: 

       �t =  �0 ∙ �5��6                          (1) 

Donde Ct y C0 son las concentraciones de Se (mg Se Kg-1) en el tiempo t y 0 de la 

depuración, respectivamente, y k2 es la constante de la velocidad de depuración. El valor 

de kd se determinó mediante una regresión lineal de mínimos cuadrados de ln C frente a t, 

y se puede calcular la vida media de eliminación (t1/2) a partir de:  

      �1/2 =  <E �
�2

  

O a un modelo exponencial de doble componente (2), descrito por la ecuación: 

Ct = C0s·�
5G9:·6� +  C0l·�
5G9<·6�    (2) 
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Donde C0s y C01 son las concentraciones de Se (mg Se Kg-1) a tiempo cero para una 

componte de vida media corta (s) y una de vida media larga (l), and ke es la constante de 

velocidad de depuración biológica (día-1). 

3.3.2. MORTALIDAD 

Se registró la mortalidad tanto en los cultivos de acumulación como en los de eliminación, 

considerándose almeja muerta, aquella que mostró ausencia del cierre de las valvas en 

respuesta refleja a un estímulo mecánico. Los individuos muertos fueron contados y 

retirados de los tanques inmediatamente. 

3.3.3. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS 

Para evaluar la condición fisiológica de las almejas durante el experimento de 

acumulación, se realizaron las mediciones de los siguientes parámetros: 

3.3.3.1. Tasa de aclaramiento  

La tasa de aclaramiento (TA) es el volumen de agua que limpia de partículas una almeja 

por unidad de tiempo (Gosling, 2002). 

La tasa de aclaramiento se cuantificó a los 0, 7, 14, 28 y 60 días de exposición colocando 

dos grupos de 10 almejas en vasos de plástico de 5 litros, que contenían agua de mar 

aireada y 36 células µL-1 de Isochrysis galbana, una baja concentración de algas para 

impedir la producción de pseudoheces (Foster-Smith, 1975). Un recipiente sin almejas 

actuaba como un control, para corregir el error por división celular del fitoplancton. A 

partir de los 15 minutos, se tomaron 10 ml de agua de mar a intervalos de 30 minutos 

durante 3 h de cada tanque, tomando 3 réplicas de cada lote. 

El agua se analizó en un contador de partículas (Coulter Counter Multisizer III, Beckman 

Coulter Inc, Brea, CA, USA) equipado con un tubo de abertura de 100 µm y ajustado para 

contar partículas entre 2,5 y 6 μm de diámetro. La tasa de aclaramiento (TA, L h-1 animal-1) 

se calculó mediante la ecuación (Coughlan, 1969): 

CR = (V / t · n) · ln (C1 / C2) 
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Donde V es el volumen del agua (5 L), n el número de almejas (10), t el intervalo de 

tiempo (0,5 h), C1 y C2 la densidad celular corresponde a la concentración inicial y al final 

de cada incremento de tiempo, respectivamente. Cualquier pequeño cambio en las 

concentraciones celulares del control, debido a la división celular o sedimentación, se 

restan de las tasas experimentales. 

3.3.3.2. Actividad enzimática 

Las concentraciones de proteínas, sustratos y actividades de enzimas relacionados con el 

estrés oxidativo en tejidos de almeja se llevaron a cabo mediante espectrofotometría con 

kits comerciales adaptados a moluscos y a microplacas, según lo descrito por Torres et al. 

(2002) y Bebianno y Barreira (2009). Fueron medidas las actividades enzimáticas de la 

glutatión S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18), glutatión peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y 

glutatión peroxidasa Se-dependiente (Se-GPx); la peroxidación lipídica (LPO); y las 

concentraciones de glutatión reducido (GSSG), glutatión oxidado (GSH) y proteínas 

totales. 

Para la determinación espectrofotométrica de todos estos parámetros se usaron microplacas 

de 96 pocillos con fondo plano (VWR International, USA) y un lector de placas Tecan 

Sunrise (TECAN, Salzburgo, Austria,) con el software específico Magellan v2.5 para 

Windows. 

�  Preparación de los extractos 

Homogeneizado para enzimas GST, GPx y GPx-Se 

El hepatopáncreas y la branquia de almeja se homogenizaron con sonda de ultrasonidos 

(VibraCell VC-300, Sonics & Materials Inc., Newtown (CT), USA), a partir de 2 

individuos (140-600 mg de hepatopáncreas y 370-1260 mg de branquia), en frío (0-4 °C), a 

una relación 1:4 masa del pool de tejido/volumen de “buffer” de extracción. 

El “buffer” de extracción para las preparaciones enzimáticas estuvo compuesto de Tris-

HCl (hidroxymetilamina) 20 mM (Prolabo, 55), EDTA (ácido etilendiamino-tetraacético) 1 

mM (Sigma ED2SS), sucrosa 0,5 mM (Fluka 84100), KCl (cloruro de potasio) 0,15 M 

(Sigma P5405), DDT (ditiotreitol) 1 mM (Sigma D0632), enrasado a 100 mL con agua 

Milli-Q. 
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El homogenizado resultante fue centrifugado inicialmente a 500 g durante 15 minutos a 4 

°C en una centrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R, Eppendorf Ibérica, Madrid). El 

sobrenadante obtenido fue nuevamente centrifugado a 1200 g durante 45 minutos a 4 °C. 

El sobrenadante final fue la muestra a analizar. 

Homogeneizado para LPO y proteínas:  

El hepatopáncreas y la branquia de la almeja se homogenizaron, individualmente (20-130 

mg), en frío (0-4 °C), a una relación 1/10 masa de tejido/volumen de PBS 100 mM (PBS 

tablets, Gibco, Life Technologies, CA, USA) y se añadió la disolución antioxidante (0,5 

M) a una relación 10:1 masa de tejido/volumen de antioxidante. Posteriormente, se 

centrifugó a 3000 g, 10 minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada. El sobrenadante final 

se utilizó para medir tanto proteínas como LPO. 

La disolución antioxidante (0,5 M) estuvo compuesta por una mezcla de BHT (Sigma 

1378) y acetonitrilo (Sigma 34967) (1:11, m/v), que se centrifugó a 3000 g, 3 minutos a 4 

°C en una centrifuga refrigerada para evitar pipetear el precipitado. 

�  Análisis enzimáticos 

Glutatión peroxidasa (c-GPx, EC 1.11.1.9). 

 La actividad enzimática se determinó mediante un Kit Bioxytech GPx-340, que realiza 

una medida indirecta de la actividad de c-GPx. El glutatión oxidado (GSSG), producido 

por reducción de un peróxido orgánico por c-GPx, es restituido a su estado reducido por la 

enzima glutatión reductasa (GR). La oxidación de NADPH a NADP+ está acompañada de 

una disminución de la absorbancia a 340 nm (coeficiente de extinción 6220 M-1 cm-1), 

proporcionando un medio espectrofotométrico para monitorizar la actividad de la enzima 

GPx.  

Se utilizó un kit de control (Bioxytech Cellular Glutathione Peroxidase Control), que 

permitió evaluar el rendimiento del ensayo, evaluar la recuperación de la actividad 

enzimática en las muestras y normalizar la actividad medida con GPx. Realizándose un 

estándar paralelo a las muestras con el control-GPx diluido en TRIS-HCl y EDTA. 
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Para el ensayo c-GPx, se añade el homogeneizado del tejido (15 µL) a una disolución que 

contiene glutatión, glutatión reductasa y NADPH. La reacción enzimática se inicia 

añadiendo el sustrato, hidroperóxido de terc-butilo, y se registra la absorbancia a 340 

durante 3 minutos, cada 30 segundos (la tasa de disminución de absorbancia 340 nm es 

directamente proporcional a la actividad GPx en la muestra). Posteriormente, y tras 

calcular la tasa neta de la muestra sustrayéndole la tasa observada para un blanco (agua), se 

trasforman los resultados A340 min-1 de la muestra en NADPH consumido (nmol min-1 

mL-1) usando la siguiente relación: 1 mU/mL = 1 nmol NADPH min-1 mL-1 = (A340 min-1) 

0,00622-1.  

Los resultados fueron expresados en unidades de actividad en la muestra original por ml 

(mU mL-1). El rango de ensayo con este protocolo es 0,035 a 0,15 A340 min-1, esto 

corresponde a aproximadamente 5,6 a 24 mU ml-1 de actividad enzimática. 

Glutatión peroxidasa-Se (c-GPx, EC 1.11.1.9) 

La actividad se determinó con los mismo kits y protocolos que en la GPx, pero utilizando 

un nuevo sustrato: KH2PO4/K2HPO4 65 mM (Sigma P-5655); azida de sodio (NaN3) 1 mM 

(Sigma S-8032); peróxido de hidrógeno (H2O2) 2 mM (Sigma S-216763) y agua Milli-Q. 

Por lo tanto, en el ensayo c-GPx, se añade el homogeneizado del tejido (15 µL) a una 

disolución que contiene glutatión, glutatión reductasa y NADPH, y la reacción enzimática 

se inicia añadiendo el nuevo sustrato para GPx-Se y se registra la absorbancia a 340 

durante 3 minutos, cada 30 segundos. 

Glutatión-S-Transferasa (GST, EC 2.5.1.18)  

La reacción catalizada por GST entre GSH y el sustrato de GST, CDNB (1-cloro-2,4-

dinitrobenceno) produce un dinitrofenil tioéter que puede detectarse por espectrofotometría 

a 340 nm, por lo que la actividad enzimática se determinó siguiendo el descenso de la 

concentración de este complejo GS-DNB (el coeficiente de extinción de GS-DNB a 340 

nm es 9,6 mM- 1 cm-1), por medio del kit BioVision GST Colorimetric Assay.  

La mezcla en la microplaca (en la misma proporción) fue un control positivo de GST, un 

control negativo (tampón de ensayo GST), homogeneizado-muestra (50 µL),  glutatión 

(GSH tamponado) y sustrato CDNB tamponado con dimetil sulfóxido (DMSO) (1:9, v/v). 
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Se realizó la lectura a 340 nm cada minuto durante 5 minutos (el límite de detección del kit 

empleado fue 1 mU mg-1). 

Peroxidación lipídica (LPO) 

La peroxidación de lípidos se estimó con el kit Bioxytech LPO-586, que se basa en la 

reacción de un reactivo cromógeno, N-metil-2-fenilindol (1), con malondialdehído (MDA) 

y 4-hidroxialquenales a 45°C. Una molécula de MDA o 4-hidroxialquenales reacciona con 

2 moléculas del cromógeno (1) para producir un cromóforo estable con absorbancia 

máxima a 586 nm. 

Se preparó una disolución de malondialdehído como acetal (TMOP) (20 μM), ya que el 

malondialdehído no es estable, y esta forma acetal puede hidrolizarse durante la etapa de 

incubación ácida a 45°C, generando MDA. A partir de esta disolución, se prepararon las 

concentraciones para realizar una curva estándar. 

Se prepararon además dos reactivos necesarios para este procedimiento: Reactivo 1 (R1), 

una mezcla de N-metil-2-fenilindol en acetonitrilo y metanol (3:1, v/v); y Reactivo 2 (R2): 

ácido metanosulfónico 15,4 M. 

A una alícuota del homogeneizado de la muestra (60 µL) se le añadió R1 (195 µL) y R2 

(45 µL), se agitó e incubó a 45°C durante 60 min. Posteriormente, estas muestras turbias se 

centrifugaron para obtener un sobrenadante claro (15000 g, 10 min a temperatura 

ambiente). Los sobrenadantes finales se transfirieron a la celda de la microplaca para su 

medición a 586 nm, con un blanco constituido por todos los reactivos a excepción del 

extracto y con los estándares (6 por duplicado). Los resultados son expresados en nmol de 

MDA por mg de proteínas (el límite de detección del kit empleado fue 0,1 nM mL-1). 

� Determinación de proteínas totales 

Ya que algunas actividades enzimáticas se determinaron respecto a la concentración de 

proteínas en tejido, se realizó la cuantificación de proteínas mediante el kit de proteínas 

QCA Total Protein Kit (QCA Analytics, Barcelona), basado en el método desarrollado por 

Peters (1968), con albúmina de suero bovino como estándar. Este procedimiento se basa en 

que en disolución alcalina, las proteínas forman con los iones Cu++ (reactivo de Biuret) un 
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complejo coloreado, de gran estabilidad (mínimo 3 horas) y cuantificable 

espectrofotométricamente.  

A una alícuota del homogeneizado de la muestra (20 µL) se le añadió el reactivo de Biuret 

que incluye el kit (1 mL), y además se añadió un blanco (1 mL del reactivo de Biuret) en la 

microplaca y un estándar (1 mL del reactivo de Biuret y 20 µL del estándar del kit), se 

agitó y se mantuvo 10 min a temperatura ambiente (20-25 ºC), realizándose posteriormente 

la lectura a 540 nm.  

3.3.3.3. Enterramiento 

La tasa de enterramiento (TE50) es el tiempo efectivo requerido para que el 50% de la 

población testada se haya enterrado completamente. El ensayo se realizó durante el 

experimento de eliminación de selenio (depuración), se colocaron los individuos en la 

superficie del sedimento y el número de almejas enterradas se registró durante 0-8 h a 

intervalos de 60 min y, posteriormente, a las 12, 24, 36 y 48 h. Después este registro se 

realizó diariamente hasta el final del ensayo. 

3.4.  PROCEDIMIENTO DE SEPARACIÓN SUBCELULAR 

La distribución subcelular de los tejidos se examinó en branquias y hepatopáncreas usando 

un procedimiento adaptado de Taylor y Maher (2012b). Los tejidos diseccionados se 

colocaron en viales de polipropileno, se congelaron y almacenaron a -80ºC hasta su 

procesamiento. 

Previamente al procesado de las muestras se realizó un ensayo para establecer un medio 

homogeneizador adecuado para llevar a cabo la separación subcelular, ensayándolo tanto 

en branquias como en hepatopáncreas. Para ello, se realizó una prueba con almejas 

cultivadas con 50 µg Se L-1 de SeMet durante siete días y distintos medios 

homogeneizadores descritos por Bonneris et al. (2005), Solokova et al. (2005) y Taylor y 

Maher (2012 b): Hepes con inhibidor de proteínas, Hepes sin inhibidor de proteínas y Tris-

HCl, siendo Hepes y Tris disoluciones tampón (Sigma-Aldrich), en una relación 1:5 para 

todos y para Tris-HCl se utilizó además una relación 1:2. 
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Una vez realizada la separación subcelular, siguiendo el procedimiento de Taylor y Maher 

(2012 b) descrito más adelante, se determinó en las fracciones de las mitocondrias y los 

lisosomas, tanto la actividad enzimática del ácido fosfatasa (CS0740, Sigma-Aldrich) 

como del citocromo c oxidasa (kits Citocromo c oxidasa CYTOCOX1, Sigma), que residen 

en los lisosomas y en las membranas mitocondriales, respectivamente.  

Posteriormente, a las fracciones obtenidas y a una muestra de las almejas (cuerpo completo 

liofilizado), se les realizó la especiación y la determinación de la concentración de SeMet, 

mediante hidrólisis enzimática, derivatización y SBSE-TD-GC-MS (ver en Apartado 

3.5.2.1), para ver si afectaba el medio homogeneizador a los resultados de la especiación 

de selenio,  

Además, se realizó un ensayo tomando como variables distintos tiempos y revoluciones en 

la ultracentrifigación (15 y 30 min a 5650 rpm; 15 y 30 min a 11300 rpm), a partir de 

almejas homogeneizadas con Hepes con inhibidor de proteasa, con el objetivo de mejorar 

la separación en la fracción de los lisosomas, ya que habían aparecido mitocondrias en 

todos los medios homogeneizadores estudiados.  

Una vez definido el protocolo de homogeneización, se comenzó el procesado de las 

muestras. El tejido se descongeló (en baño de hielo) y se cortó con tijeras en trozos 

pequeños. Se pesaron, aproximadamente 0,35 ± 0,09 g de branquia y 0,16 ± 0,06 g de 

hepatopáncreas (peso húmedo) por muestra, en tampón salino 5 (v/w) de medio 

homogeneizador con inhibidor de proteasa (30 mM HEPES, 62,5 mM NaCl, 62,5 mM 

KCl, 250 mM sucrosa, 5mM MgCl2, 0,1  mM fenilsulfonilfluoruro, 1 mM β-

mercaptoetanol enrasado a 100 ml con agua Milli-Q).  

Los tejidos se homogeneizaron (en baño de hielo) usando un homogeneizador (IKA® 

Ultra-turrax-T10, Labortechnick) equipado con una herramienta de dispersión (S10-UT) a 

9.500 rpm (Janke & Kunkel, Alemania). El tejido homogeneizado se sometió a 

centrifugación diferencial de acuerdo con el protocolo que se muestra en la Figura 3.6, 

utilizando una ultracentrífuga (Optima L-90K Ultracentrifuge, Beckman Coulter Inc., 

Brea, CA, USA).  
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Figura 3.6. Esquema del protocolo de separación subcelular realizado en branquia y hepatopáncreas 
(modificado de Taylor y Maher (2012 b)). 

Se agruparon dos orgánulos y una fracción enzimática (P3, P4 y P5, respectivamente) 

como fracciones activas biológicamente, mientras que el gránulo, P2, y el sobrenadante 

final, S5, se agruparon como fracción detoxificada biológicamente. El sobrenadante, S2 

quedó conteniendo desechos celulares.  

Se determinó el selenio total y la especiación de selenio en todas las fracciones obtenidas 

en la separación subcelular (P2, P3, P4, P5, S2 y S5). 

El estudio de la distribución subcelular se ha realizado en una dosis de cada una de las 

especies de selenio y a dos tiempos de exposición: Se(IV)-500 (14 y 30 días), SeMet-10 

(21 y 30 días), SeCys-10 (30 y 60 días) y Tiso-100 (21 y 30 días). 
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3.5.  ANÁLISIS DEL SELENIO TOTAL Y ESPECIACIÓN 

3.5.1. REACTIVOS 

Todos los productos químicos y reactivos utilizados fueron de calidad para análisis o de 

grado HPLC, de los laboratorios Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA) o Merck 

(Darmstadt, Alemania), excepto el etanol (CH3CH2OH) y el cloroformo (Cl3CH) que son 

de grado pesticida (Romil, Waterbeach, Cambrigde, UK).  

Las  disoluciones se prepararon con agua ultrapura (18,2 MΩ) obtenida mediante un 

sistema de purificación Elix con un equipo modelo Milli-Q Gradient System (Millipore 

Bedford, MA, USA). 

Las disoluciones patrón de las especies de selenio se prepararon a partir de reactivos 

sólidos en HCl 0,1 M, 1000 mg Se L-1 de Se(IV) y Se(VI) y 500 mg Se L-1 de SeMet, 

SeCys y SeMetSeCys. Se prepararon volúmenes de 100 mL de cada una de las 

disoluciones patrón de selenio, y se almacenaron en botes de polietileno a 4 °C durante 6 

meses. Las disoluciones de calibración se prepararon diariamente a partir de las 

disoluciones patrón. 

Lavado y acondicionamiento del material  

Todo el material de vidrio y plástico se lavó con agua corriente, posteriormente con 

detergente alcalino (Derquim, Panreac) y se enjuagó con agua destilada. Después, el 

material fue sumergido en una solución de HNO3 al 10% v/v por 24-48 h, enjuagándose a 

continuación con agua Milli-Q,  con el fin de eliminar cualquier interferente y se dejó secar 

al aire. 

3.5.2. TÉCNICAS PARA LA DETERMINACIÓN DE SELENIO 

3.5.2.1. SBSE-TD-GC-MS: Extracción por absorción sobre barra agitada – 

termodesorción – cromatografía de gases - espectrometría de masas  

Una alícuota (100 µL) de la disolución estándar de selenoaminoácidos o extracto de 

hidrólisis enzimática (ver en Apartado 3.5.4) de muestra se colocó en un vial de 20 mL, 

añadiendo 400 µL de un mezcla de agua:etanol:piridina (60:32:8) y una cantidad de 40 µL 
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de etilcloroformiato. Se tapó y se agitó la mezcla vigorosamente durante 60 segundos a 

temperatura ambiente. Se produjo desprendimiento de gas (dióxido de carbono). Después 

de la derivatización, la mezcla fue diluida en 1,5 mL de una disolución acuosa de NaCl 70 

g L-1, se añadió una barra de agitación recubierta con PDMS 10 mm x 1 mm (Twister) al 

vial y se tapó con un tapón septum de silicona recubierto de teflón. El proceso SBSE se 

llevó a cabo a temperatura ambiente (23 ± 1°C) durante 20 min mientras se agitaba a 900 

rpm. Después de la extracción, la barra de agitación se extrajo fácilmente con una pinza, se 

lavó con agua ultrapura, se secó con un paño libre de pelusa, y se colocó dentro de un tubo 

de vidrio de 6 cm de longitud para proceder a la desorción térmica (TD). El tubo de TD se 

colocó entonces en el sistema TD, donde la barra de agitación se sometía a desorción 

térmica en línea acoplada a cromatografía de gases-espectrometría de masas (TD-GC-MS). 

El sistema de termodesorción consistió en un TDS 2, equipado con un muestreador 

inyector automático TDS-A, y un sistema de temperatura de vaporización programable 

(PTV) CIS 4 de entrada (Gerstel), y acoplado a un cromatógrafo de gases (Agilent 6890N) 

con un detector de espectrometría de masa (5973 Agilent Technologies). 

La temperatura de desorción para el sistema TDS 2 fue programada para aumentar desde 

40 °C (durante 1 minuto) a 200 °C, con una velocidad de 60 °C min-1. Los compuestos 

desorbidos fueron crioatrapados a una temperatura de -5 °C, sobre un sistema PTV que 

consta de un liner con lana de cuarzo y dióxido de carbono líquido. El sistema PTV fue 

programado para incrementar la temperatura desde -5 a 300 °C (operación que duró 10 min 

a 12 °C s-1) y poder inyectar los compuestos crioatrapados dentro de la columna analítica. 

Una vez que los analitos fueron atrapados por medio del control de la temperatura, la 

cantidad total de muestra se sometió al análisis mediante GC-MS. Las separaciones se 

llevaron a cabo en una columna de sílice fundida HP-5MS (30 m × 0,25 mm, 1 µm de 

espesor, suministrado por J & W Scientific, Agilent Technologies). La temperatura del 

horno se programó para aumentar desde 40 a 300 °C con una rampa de 15°C min-1 y se 

mantuvo durante 10 min. Se utilizó como gas portador helio a un flujo constante de 1 ml 

min-1.  

El espectrómetro de masas fue operado en los modos de control de ion total (TIC) y en el 

modo de seleccionador de iones (SIM) con ionización electrónica (EI) (voltaje de 

ionización: 70 eV). Se utilizó un tiempo de análisis de 1,02 s para un rango de masas, m/z 

= 50-550. El modo SIM se utiliza para la cuantificación con un tiempo de retardo de 
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disolvente de 4,0 min. Cada compuesto se identificó utilizando tres iones característicos, 

un cuantificador (m/z 194 y 297, para SeMetSeCys y SeMet derivatizadas, 

respectivamente) y dos iones calificadores (m/z 210 y 283 para SeMetSeCys derivatizada y 

m/z 128 y 202 para SeMet derivatizada) y la intensidad relativa del calificador para 

cuantificar los iones (± 20%). Ellos fueron escogidos, de acuerdo con los espectros de 

masas característicos, obtenidos en modo de barrido completo. Esta prueba, junto con los 

tiempos de retención (que debe estar dentro de los 3 s de la norma correspondiente), se 

utiliza para garantizar que se llegó a la asignación correcta de pico en las muestras reales 

que fueron analizadas. El tiempo de permanencia se optimizó y se seleccionó 100 ms como 

el adecuado. Las ventanas de tiempo se seleccionaron igual al tiempo total del 

experimento. 

Las características analíticas se muestran en la Tabla 3.5: 

Tabla 3.5. Rango lineal, coeficientes de regresión lineal (R), límites de detección (LOD), límites de 
cuantificación (LOQ), repetitividad y reproducibilidad para SeMetSeCys y SeMet determinadas por el 
método SBSE-TD-GC-MS (SIM). 

Analito Tiempo 
(min) 

Rango 
lineal  
(ng Se) 

R LODa 
(ng Se) 

LOQ a 
(ng Se) 

Repetitividad 
(% RSD; n=5) 

Reproducibilidad 
(%RSD; n=5) 

20 
ng Se 

150 
ngSe 

450 
ng Se 

20 
ng Se 

150 
ng Se 

450 
ng Se 

SeMetSeCys 10,96 0- 450 0,9997 2,2 (0,4) 7,4 (1,5) 5,1 3,0 5,4 11,8 8,6 12,3 

SeMet 13,23 0-450 0,9997 2,8 (0,6) 9,1 (1,8) 6,2 4,3 5,6 12,2 9,0 11,4 

a En paréntesis mg Se Kg-1 

3.5.2.2. HPLC-TR- UV-HG-AFS: Cromatografía líquida de alta r esolución – 

termoreducción – ultravioleta - generación de hidruros - espectroscopia de 

fluorescencia atómica 

Para la determinación de las especies de selenio se empleó el acoplamiento instrumental 

HPLC-UV-TR-HG-AFS, basado en una bomba cuaternaria de cromatografía líquida de 

alta resolución JASCO 2089-PU Plus (JASCO International Co., Ltd., Hachioji, Tokio, 

Japón) ), equipada con válvula de 6 vías modelo 7125 (Rheodyne) y bucle de introducción 

de muestra de 200 µL,  acoplada a un sistema de termoreducción y generación de hidruro 

(PS Analytical, Ltd., Kent, Gran Bretaña) y posteriormente a un detector de fluorescencia 

atómica (PS Analytical, Ltd., Kent, Gran Bretaña) equipado con una super lámpara de 
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selenio (Photron) como se muestra en la Figura 3.7 Para la adición en continuo de los 

reactivos se utilizó una bomba peristáltica de 4 vías, Minipuls 3 (Gilson). 

Para la separación cromatográfica se emplearon dos tipos de columnas, trabajando en 

ambas en modo isocrático y empleando las fases móviles indicadas en la Tabla 3.6. 

- Columna de intercambio aniónico: PRP X-100 250 x 4,1 mm, 10 μm (Hamilton 

Company, Reno, Estados Unidos). 

- Columna de intercambio catiónico: PRP X-200 250 x 4,1 mm, 10 μm (Hamilton 

Company, Reno, Estados Unidos). 

Como sistema de termoreducción se empleó el dispositivo Speciation Heated Coil, modelo 

S570U100 (PS Analytical, Ltd., Kent, Gran Bretaña), que consiste en un bucle de tubo de 

teflón (3 m de longitud, 0,5 mm d.i.) enrollado sobre bloque calentado eléctricamente y un  

bucle de tubo de teflón (9 m de longitud, 0,5 mm d.i.) enrollado sobre lámpara de vapor de 

Hg de 9 W por los que circula la muestra y una disolución de KBr al 5% en HCl 6 M para 

reducir todas las especies a Se(IV). 

La generación de hidruros volátiles se obtiene por un flujo continuo de NaBH4 1,2 % (en 

NaOH 0,4 % (p/v) y se utiliza una corriente de argón como gas de arrastre hacia un 

separador gas-líquido y, posteriormente, hacia el detector de fluorescencia atómica con una 

corriente de Ar/H2. Entre el separador gas–líquido y el detector de fluorescencia atómica, 

se sitúa una membrana higroscópica (Perma Pure Products) para eliminar los restos de 

agua de la fase gaseosa. La señal analógica obtenida en el detector se convierte a digital, y 

esta se trata mediante un software adecuado de integración. 

 
Figura 3.7. Acoplamiento instrumental HPLC-TR-UV-HG-AFS (modificado de Sánchez-Rodas et al., 2013) 
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En la Tablas 3.6 y 3.7 se resumen, respectivamente, las condiciones y características 

analíticas del acoplamiento HPLC-TR -UV-HG-AFS para la especiación de selenio. 

Tabla 3.6. Condiciones del acoplamiento HPLC-TR-UV-HG-AFS para especiación de selenio. 

HPLC 

Columna 
Aniónica Catiónica 
Hamilton PRPX-100 HamiltonPRPX-200 
(25 cm x 4,1 mm, 10 μm) (25 cm x 4,1 mm, 10 μm) 

fase móvil  80 mM K2HPO4/KH2PO4 , pH 6 Pyridina 10 mM, pH1,5 
flujo bomba 0,8 mL min-1 1,0 mL min-1 
volumen de inyección  200 mL 

  Termoreducción (TR) 
 

temperatura  148ºC 
bucle de reacción  3 m, 0,5 mm d.i., PTFE 
reductor  KBr 5% (p/v) en HCl 6M 
flujo  0,8 mL min-1 1,0 mL min-1 

  Ultravioleta (UV)  
Temperatura 148ºC 
bucle de reacción  9 m, 0,5 mm i.d., PTFE 
reductor  KBr 5% (p/v) en HCl 6M 
flujo  0,8 mL min-1 1,0 mL min-1 

  Generación de hidruros (HG) 
 

reductor  NaBH4 1,2 % (en NaOH 0,4 % (p/v)) 
flujo bomba 0,8 mL min-1 1,0 mL min-1 
flujo de Argón  400 ml min-1 
flujo de aire (membrana 
higroscópica) 

2 L min-1 

  AFS 
 fuente de radiación  super lámpara de Se 

corriente 1ª y 2ª  20 mA y 25 mA 
ganancia del detector  100 
longitud de onda detección filtro de 190-210 nm 
flujo de Hidrógeno  50 mL min-1 

Tabla 3.7. Características analíticas del acoplamiento HPLC-TR-UV-HG-AFS para especiación de selenio.  

Especie de Se ecuación recta R2 
rango lineal LD RSD 

(mg Kg-1) (mg Kg-1) (%) 
Intercambio aniónico 
SeCys2 y= -70 + 610 x 0,9986 0,04 – 20 0,04 9,5 

SeMetSeCys y= -63 + 616 x 0,9994 0,04 – 16 0,04 6,6 

Se(IV) y = 40 + 1263 x 0,9994 0,02 – 15 0,02 8,4 

SeMet y= -160 + 327 0,9994 0,07 – 40 0,07 5,8 

Se(VI) Y= 16 + 252 x 0,9999 0,09 – 30 0,09 11,9 

Intercambio catiónico 
SeCys2

 y= 112+ 866 x 0,9996 0,10 - 20 0,10 7,2 

SeMetSeCys y= 69+ 196 x 0,9991 0,44 - 92 0,44 12,9 

Se(IV) y = 149 + 2070 x 0,9985 0,02 – 11 0,02 7,1 

SeMet y= -126 + 28x 0,9985 2,5- 320 2,5 8,9 

Se(VI) y = 180 + 406 x 0,9986 0,04 - 30 0,04 7,5 

LD: calculado como 3 veces la relación señal/ruido. 
RSD: calculada a partir de 4 inyecciones no consecutivas en 10 días. 
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3.5.2.3. FIA-TR-UV-HG-AFS: Analizador de inyección de flujo -termorreducción-

ultravioleta - generación de hidruros - espectroscopia de fluorescencia atómica  

Mediante esta técnica se llevó a cabo la determinación de selenio total. Las condiciones de 

este acoplamiento son similares que en el sistema de acoplamiento anterior (HPLC-TR- 

UV-HG-AFS), pero sin la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).  El límite de 

detección fue 0,4 mg Se Kg-1. 

3.5.2.4. ICP-MS: Espectrómetro de plasma de acoplamiento inductivo-espectrometría 

de masas 

La determinación de selenio total se llevó a cabo por espectrometría de plasma con 

detector de masa (ICP-MS) con celda de colisión (Agilent 7700 ICP-MS, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA). El plasma de argón se sustentó sobre una antorcha 

tipo Fassel empleando los flujos de 0,6; 0,5; y 15 L min-1 para los gases inyector, auxiliar y 

exterior, respectivamente, y una potencia de 1,9 kW. La muestra se introdujo mediante un 

nebulizador de flujo cruzado a un flujo de 1 ml min-1. Como gas de reacción se utilizó He a 

un flujo de 4,3 ml min-1. Los distintos parámetros operativos se ajustaron mediante una 

disolución de calibración constituida por Li, Y, Ce y Tl para obtener la máxima señal y la 

mejor precisión. Se empleó una disolución de selenio estandarizada para la preparación de 

las curvas de calibración. La cuantificación se llevó a cabo mediante la técnica del patrón 

interno, empleando una disolución de Ge. Los isótopos monitorizados fueron m/z 78 y 72 

para el Se y Ge, respectivamente. El límite de detección fue 0,03 mg Se Kg-1. 
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 Las condiciones de medida por ICP-MS se muestran en el cuadro siguiente (Figura 3.8): 

Figura 3.8. Condiciones del ICP-MS para el selenio total 

3.5.3. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO TOTAL DE SELENIO. 

La determinación de selenio total en las muestras de biota se realizó por un proceso de 

digestión. Se pesaron 0,05 g de muestra liofilizada en un reactor de teflón y se sometieron 

a digestión ácida añadiendo 2 ml de HNO3 y calentando en microondas (LG MS-924W/2) 

a 350 W durante 2 min. Una vez enfriado, se adicionó 1,5 mL de H2O2 y se calentó en  

microondas 2 min. Después de la digestión, se enrasó con agua destilada en un matraz 

aforado de 5 mL. En este digerido se midió el selenio por ICP-MS o FIA-UV-TR-HG-

AFS.  

En el sistema FIA-UV-TR-HG-AFS las sensibilidades de Se(VI), SeMet y SeMetSeCys 

son inferiores a la del Se(IV), pero durante el proceso de digestión de las muestras, las 

especies de selenio se oxidan a Se(VI), por lo tanto, para este acoplamiento instrumental, el 

Se(VI) debe transformarse a Se(IV) que es el único que genera hidruro volátil y es 

detectado por AFS, siendo necesario introducir una etapa que reduzca todas las especies 

presentes en la digestión a Se(IV). En esta etapa de reducción, se adiciona un volumen 

equivalente de una disolución de 5% de KBr disuelto en HCl 6 M a un alícuota del extracto 

ya digerido y se calienta a 95ºC durante 90 min en agitador (JP-Selecta MCG05EA). En 

Condiciones del plasma  Lentes iónicas  Cuadrupolo  

RF power :  1550 W  Extract 1:    0 V  AMU gain:  135  

RF matching  1,9 V  Extract 2:  -180 V  AMU offset:  125  

Sample depth:  8 mm  Omega bias:  -90 V  Axis gain:  1  

Torch-H:  0,6 mm  Omega lens:    7,8 V  Axis offset:  0,2  

Carrier gas:  1,18 L/min  Cell entrance:  -70 V  QP bias:  -15 V  

Dlution mode:  off  Deflect:    2  V  Detector  

Makeup gas:  0 L/min  Plate bias:  -70 V  Discriminador:  4,5 mV  

Optional gas:  0%  Octopolo  Analog HV:  1665 V  

Nebulizar pump:  0,1 rps  Octp RF:  170 V  Pulse HV:  1167 V  

Sample pump:  2,0 rps    Celda de colisión  

S/C temp  2 ºC  Octp bias:  -18 V  Reaction mode:  on  

  He gas:  4,3 mL/min 
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este extracto digerido y reducido se midió el selenio total por el sistema FIA-UV-TR-HG-

AFS.  

Este mismo procedimiento de digestión y reducción se llevó a cabo a un alícuota del 

residuo y de los extractos generados en la extracción para la especiación de selenio en las 

muestras de almejas. Posteriormente, todas las muestras obtenidas se conservaron a -20°C. 

3.5.4. EXTRACCIÓN Y DETERMINACIÓN DE ESPECIES DE SELENIO 

(ESPECIACIÓN) 

La extracción de las especies de selenio presentes en las muestras se realizó por medio de 

hidrólisis enzimáticas. Como enzimas se utilizaron la proteasa XIV, aislada de 

Streptomycus griseus (Sigma-Aldrich, Milwaukee (WI), USA) y la lipasa VII, según el 

método optimizado para la extracción de las especies de selenio por Mellano et al. (2013).  

Se pesaron en un vial de 15 mL, 0,05 g de muestra liofilizada, 15 mg de proteasa 

XIV:lipasa VII (2:1) y 3 mL de agua milli-Q. Posteriormente, se sometieron a la acción de 

la sonda de ultrasonidos con sonda de titanio de 3 mm de punta (Sonopuls HD 2070, 

Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin, Alemania), durante 2 minutos, a 50% de potencia y 

100% del ciclo de tiempo de encendido, manteniendo durante este proceso la muestra en 

frío (baño de hielo). Seguidamente, la muestra se centrifugó (Digicen 21-Orto Alresa, 

Madrid) durante 10 minutos a 5000 rpm. El sobrenadante se pasó a través de un filtro de 

jeringa de Nylon 0,45 µm (Sartorius) para su análisis de especiación por el sistema de 

acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-AFS.  

Al residuo generado tras la centrifugación se le añadieron 3 mL de NaOH (0,1 M) y se 

sometió de nuevo a la acción de la sonda de ultrasonidos, durante 2 minutos a 50% de 

potencia y 100% del ciclo de tiempo de encendido y manteniendo durante el proceso el 

residuo en frío (baño de hielo), filtrándose posteriormente a través de un filtro de jeringa de 

0,45 µm para su análisis de especiación por el sistema de acoplamiento HPLC-UV-TR-

HG-AFS. Todas las muestras obtenidas se conservaron posteriormente a -20 °C. 

En la Figura 3.9 se presenta un esquema del proceso que se le realiza a las muestras para 

determinar el selenio total y la especiación. 
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Figura 3.9. Esquema del proceso realizado a las muestras previo a la determinación del selenio total y 

especiación 

 

 

MUESTRA
liofilizada

Se  ESPECIACIÓN Se  TOTAL

HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA

0.05 g muestra
+

15 mg proteasas/lipasa
+

3 ml agua Milli-Q

SONDA ULTRASONIDO
2 min; 50% potencia
100% tiempo; en frío

CENTRIFUGACIÓN
10 min; 5000 rpm

SOBRENADANTE

FITRACIÓN
0.45 µm

SONDA ULTRASONIDO
5 min; 50% potencia
100% tiempo; en frío

CENTRIFUGACIÓN
10 min; 5000 rpm

FITRACIÓN
0.45 µm

DETECCIÓN
Especies inorgánicas de Se

(HPLC-UV-TR-HG-AFS)
(GC-MS)

DETECCIÓN
Especies orgánicas de Se

(HPLC-UV-TR-HG-AFS)
(GC-MS)

DIGESTIÓN
(microondas)

0.05 g muestra
+

1 ml de HNO3 (350W;3min)
+

1.5 ml H2O2 (350W;3 min)
+

Enrase a 5 ml Milli-Q

RESIDUO
+

3 mL NaOH 0,1 M

REDUCCIÓN Se(VI)

Alícuota del extracto
de muestra digerida

+
volumen equivalente 

KBr (5%) en HCl 6M

DETECCIÓN
Se total

(FIA-UV-TR-HG-AFS)

AGITACIÓN
95°C; 90 min; 

EXTRACTO

EXTRACTO

DETECCIÓN
Se total

(ICP-MS)

EXTRACCIÓN 
Se inorgánico
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3.6. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo a través del programa SPSS (versión 

13.0) para Windows (SPSS Inc. Chicago).  

Se calcularon los estadísticos descriptivos para las variables estudiadas: mortalidad, tasa de 

aclaramiento, acumulación de selenio, distribución del selenio y actividad enzimática.  

Se realizaron estudios de comparación de medias de cada tratamiento con respecto a sus 

controles y entre todos los tratamientos entre sí, mediante pruebas paramétricas (t-Student 

y ANOVA de una vía y/o dos vías) y no paramétricas (U de Mann-Whitney y Kruskal 

Wallis), y las pruebas post-hoc, test de Tukey y Duncan, previamente se comprobó la 

normalidad y la homocedasticidad de la distribución de datos (test de Levene). Se 

consideraron estadísticamente significativos los valores de p < 0,05.  
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ENSAYOS PRELIMINARES 

� Los resultados del ensayo preliminar realizado con almejas expuestas a selenito 

y selenato (500 µg Se L-1), como se detalla en el Apartado 3.1.1.2., mostraron  que no 

había diferencia significativa en la concentración de selenio total en el cuerpo completo de 

las almejas expuestas a selenato respecto al control (ANOVA, p=0.206), mientras que se 

observó un incremento en la concentración de selenio en el grupo de almejas con presencia 

de selenito en el medio de cultivo (ANOVA, p=0.00027). Por lo tanto, no se utilizó el 

selenato en los ensayos. 

� Respecto al ensayo para establecer el protocolo de homogeneización en el 

proceso de separación subcelular (Apartado 3.4.), los resultados de la determinación, en las 

fracciones de las mitocondrias y los lisosomas, de la actividad enzimática del ácido 

fosfatasa y del citocromo c oxidasa según el medio homogeneizador utilizado mostraron 

que la máxima actividad enzimática (citocromo c oxidasa) en la fracción de los 

mitocondrias aparece con el medio homogenizador Hepes con inhibidor de proteasa, no 

apareciendo lisosomas en esta fracción en todos los medios homogeneizadores estudiados  

(Figura 4.1.a). En cuanto a la fracción de los lisosomas, fue en el medio homogeneizador 

Hepes con inhibidor de proteasa en el que apareció más actividad enzimática (ácido 

fosfatasa), pero aparecieron mitocondrias en todos los medios homogeneizadores 

estudiados (Figura 4.1.b). Así mismo, en la especiación de las fracciones subcelulares de la 

muestra de 50 µg Se L-1 de SeMet de este ensayo, no se obtuvieron diferencias 

significativas (ANOVA, p=0.243) en la concentración de SeMet en las fracciones 

subcelulares para todos los medios estudiados, por lo que el medio homogeneizador no 

afectaba a los resultados de la especiación de Se. 

En el ensayo para optimizar la separación en la fracción de los lisosomas por medio 

de variaciones de tiempo y revoluciones de ultracentrifugación, no se obtuvieron resultados 

positivos, no consiguiéndose mejorar la separación. 
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Figura 4.1. Comparación de la separación subcelular en almejas (cultivadas con 50 µg Se L-1 de SeMet 
durante siete días) homogeneizadas con diferentes medios: a) Actividad citocromo c oxidasa (unida a 
membrana mitocondrial); b) actividad del ácido fostatasa (reside en los lisosomas) 

Por lo tanto, el proceso de separación subcelular se llevó a cabo con el medio 

homogeneizador Hepes con inhibidor de proteasa, realizándose la separación subcelular 

para la determinación de la distribución de selenio según el proceso descrito en Figura 3.6. 

� El estudio preliminar de enriquecimiento con selenio de la microalga Isochrysis 

galbana clon T-Iso, para utilizarla como alimento en los experimentos, se llevó con 

selenito y selenato a dos concentraciones (50 y 500 µg Se L-1), como se detalla en el 

Apartado 3.1.1.2. Los resultados mostraron que no existían diferencias significativas en el 

crecimiento de las microalgas entre los distintos grupos de cultivo con respecto al control 

(ANOVA, p=0,247).  Cuando se comparó la concentración de selenio en la biomasa de los 

distintos grupos de microalgas con respecto al control no se observó diferencias 

significativas en el grupo de microalgas de selenato (ANOVA, p=0.166), mientras que se 

observó un incremento en la concentración de selenio en la biomasa de microalgas con 

presencia de selenito (ANOVA, p=0.00002), siendo 29 y 38 veces mayor para el grupo de  

50 y 500  µg Se L-1 de selenito, respectivamente. Por lo tanto, la concentración de selenio 

en el grupo de microalgas cultivadas en presencia de 500  µg Se L-1 de selenito fue de 17,2 

± 1,13 mg Se Kg-1 de biomasa en peso seco, de los cuales 3,42 mg Se Kg-1 fue SeMet. En 
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base a los resultados obtenidos en el ensayo se encargó la producción y liofilización de la 

microalga. 

4.1. SELENITO A TRAVES DEL MEDIO ACUÁTICO (VÍA AGUA) 

4.1.1. MORTALIDAD 

4.1.1.1.  Selenito ambiental (5 y 20 μg L-1)  

Respecto a las almejas expuestas a la concentración de selenito ambiental (Se(IV) 5 y 20), 

la supervivencia fue ≥ 90%, no afectando estas dosis de selenito a la supervivencia en 

periodos de un mes (Figura 4.2). 

 

Figura 4.2 Evolución de la supervivencia acumulada en las almejas expuestas a dosis de selenito ambiental  
a través del agua. 

4.1.1.2.  Selenito a altas concentraciones (250 - 1000 μg L-1)  

En la Figura 4.3 se muestra la supervivencia acumulada de las almejas R. decussatus 

cuando se expone a distintas concentraciones de selenito (250-1000 μg L-1), donde se 

observa que los individuos expuestos a las dos concentraciones más altas, 1000 y 750 μg L-

1 de selenito, sobreviven 28 y 49 días, respectivamente.  

Las almejas expuestas a la concentración de 500 μg L-1 de selenito que sobreviven hasta 

los 60 días, se retiraron del experimento para incorporarlas al ensayo de depuración. El 

control y los individuos expuestos a la concentración de 500 μg L-1 de selenito 

sobrevivieron durante todo el periodo de exposición (120 días). 

50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

100

0 7 14 21 28

S
u

p
e

rv
iv

e
nc

ia
 (

%
)

Tiempo (días)

Control amb. SeIV-5 SeIV-20



4.1. Selenito a través del medio acuático (vía agua) 

88 

 

Figura 4.3 Evolución de la supervivencia acumulada en las almejas expuestas a distintas dosis de selenito a 
través del agua. 

4.1.2. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS 

4.1.2.1. Tasa de aclaramiento (TA) 

Respecto a la tasa de aclaramiento, no se observó diferencia significativa (ANOVA, 

p=0,683) a lo largo del tiempo para el grupo de almejas control, con un valor medio de 

0,799 ± 0,067 L h-1 por almeja (Figura 4.4).  

En los lotes expuestos al selenito, los distintos grupos de almejas que no presentaron 

diferencias significativas respecto al control durante el período de exposición fueron los 

expuestos a 250 y 750 μg Se L-1 (ANOVA, p ≥ 0.683), en cambio en las almejas expuestas 

a 500 y 1000 μg Se L-1 se observaron diferencias significativas (ANOVA, p=0.01; p=0.001 

respectivamente), presentando estas dosis un efecto claro sobre la tasa de aclaramiento, ya 

que disminuyó un 37 % y un 58 % a los 60 y 14 días con respecto al control, 

respectivamente.  
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Figura 4.4. Evolución de la tasa de aclaramiento en almejas expuestas a distintas dosis de selenito en el agua 
durante 120 días 

La tasa de aclaramiento que primero se vio afectada por el selenio, ya que disminuye antes 

que en cualquier otra, es la concentración de 1000 μg Se L-1 de selenito, que incluso 

desciende antes de que comience la mortalidad. Las almejas expuestas a 750 μg Se L-1  de 

selenito mantienen la tasa de aclaramiento alta durante más tiempo, pero comienza la 

mortalidad antes de que empiece a bajar. En los individuos expuestos a 500 μg Se L-1 de 

selenito, la tasa es tan alta como en las almejas expuestas a 750 μg Se L-1, pero no se 

mueren y no bajan la tasa de aclaramiento hasta los 60 días, momento en el que comenzó 

también su mortalidad, pero no tenemos información entre los días 30 y 60, no sabemos si 

la tasa de aclaramiento empezaría a bajar antes. Las almejas expuestas a 250 μg Se L-1  de 

selenito no se vieron afectadas ni por la mortalidad, ni por este efecto subletal, así como 

tampoco se apreció en los individuos del control. 

4.1.2.2. Actividad enzimática 

Para estudiar el estrés oxidativo en el lote de almejas tratadas con selenito se analizaron las 

alteraciones en la actividad de las enzimas antioxidantes GPx, GPx dependiente de Se y 

GST, así como el daño oxidativo según el nivel de peroxidación lipídica (LPO).  

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la actividad enzimática 

entre ambos tejidos, branquias y hepatopáncreas, durante todo el periodo de exposición, 

tanto en los individuos tratados como en los controles, siendo para las actividades glutatión 

peroxidasa (GPx) y la glutatión peroxidasa Se-dependiente (Se-GPx) mayores en las 
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branquias (ANOVA, p<0.020), y viceversa para la peroxidación lipídica (LPO) (ANOVA, 

p<0.021) y para la glutatión S-transferasa (GST), esta última para las dosis de selenito 

ambiental, ya que en dosis elevadas de selenito solo se realizó el estudio en 

hepatopáncreas, ya que la actividad en branquia estaba por debajo o cercano al límite de 

detección. 

� Selenito ambiental (5 y 20 μg L-1)  

La actividad GST en branquia estuvo por debajo del límite de detección del kit utilizado 

para su determinación (1 mU mg-1) en la mayoría de las muestras, por lo que no se pudo 

realizar el análisis estadístico. 

La actividad GPx en el hepatopáncreas se vio reducida significativamente por el selenito y 

el tiempo de exposición (ANOVA, p=0.000) (Figura 4.5 y Tabla 4.1). A los 8 días de 

exposición se observaron diferencias significativas (ANOVA, p=0.000) entre todos los 

tratamientos incluido el control, pero a los 30 días de exposición las diferencias solo se 

mantuvieron entre las almejas tratadas con Se y el control, siendo la actividad de la GPx 

menor significativamente en los individuos tratados con selenio (ANOVA, p=0.000).  

 
Figura 4.5. Evolución de la actividad GPx (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas en cada una 
de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y 20 μg Se L-1) durante el periodo de exposición 

En cambio en branquias, aunque inicialmente (8 días de exposición) hay diferencias 

significativas en la actividad GPx entre los individuos tratados y el control (ANOVA, 

p=0.011), al final del período de exposición no se aprecia diferencia significativa entre 

ellos (ANOVA, p = 0.549) (Figura 4.6).  
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Figura 4.6. Evolución de la actividad GPx (media ± error estándar; n = 10) en la branquia en cada una de las 
dosis del ensayo (control y selenito 5 y 20 μg Se L-1) durante el periodo de exposición. 

La actividad de la GPx-Se fue similar a la GPx, ya que el selenito y el tiempo de 

exposición afectaron significativamente a la actividad de esta enzima solamente en el 

hepatopáncreas (ANOVA, p=0.000) (Figura 4.7 y Tabla 4.1) siendo la actividad de la GPx-

Se menor en los individuos tratados con selenio. 

 
Figura 4.7 Evolución de la actividad GPx-Se (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas en cada 
una de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y 20 μg Se L-1) durante el periodo de exposición. 

La actividad GST en el hepatopáncreas presentó diferencias significativas respecto al 

selenito y el tiempo de exposición (ANOVA, p=0.000) (Figura 4.8 y Tabla 4.1), siendo 

también la actividad menor en los individuos tratados con selenio  
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Figura 4.8. Evolución de la actividad GST (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas en cada una 
de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y 20 μg Se L-1) durante el periodo de exposición. 

En hepatopáncreas, la actividad LPO presentó diferencias significativas respecto al selenito 

(ANOVA, p=0.016) y respecto al tiempo (ANOVA, p=0.041), siendo la actividad en los 

individuos tratados con selenio menor que en el control (Tabla 4.1). Así mismo, al final del 

periodo de exposición presentó diferencias significativas entre todos los tratamientos 

(Kruskal-Wallis, p=0.02), siendo el nivel de peroxidación lipídica menor en los individuos 

tratados con 5 μg Se L-1 de selenito (U Mann-Whitney, p=0.03), por lo tanto la exposición 

a largo plazo a una concentración de selenito ambiental de 20 μg Se L-1 de selenito afectó a 

las almejas, pero se mantuvieron con la actividad LPO inferior al control (Figura 4.9). 

 

Figura 4.9. Evolución de la actividad LPO (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas en cada una 
de las dosis del ensayo (control y selenito 5 y 20 μg Se L-1) durante el periodo de exposición. 
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Tabla 4.1. ANOVA de dos vías realizado para la actividad enzimática en hepatopáncreas según las dosis de 
selenito (0, 5 y 20 μg Se L-1) y a lo largo del periodo de exposición. 

� Selenito a altas concentraciones (250 - 1000 μg L-1)  

En los grupos de selenito a altas concentraciones, en algunos tratamientos, hubo mortalidad 

elevada, por lo que no se pudo llevar a cabo el tratamiento estadístico con ANOVA de dos 

vías a causa de la escasez de muestras, realizándose el estudio estadístico solo a los 45 días 

de la exposición. El ensayo con selenito a concentraciones de 1000 μg Se L-1 terminó a los 

14 días por lo que se ha tratado estadísticamente por separado. 

La actividad GPx y el nivel de peroxidación lipídica (LPO) de las concentraciones de 250, 

500 y 750 μg Se L-1 de selenito no presentaron diferencias significativas a los 45 días de 

exposición entre las distintas dosis y el control, ni respecto a la actividad inicial, en 

ninguno de los tejidos. 

La actividad GPx-Se presentó diferencias significativas respecto al selenito al final del 

ensayo de exposición, tanto en hepatopáncreas (ANOVA, p=0.000) como en branquia 

(ANOVA, p=0.026). En hepatopáncreas el grupo control y la concentración de 750 μg Se 

L-1 de selenito tuvieron una actividad menor a los 45 días que el resto de los tratamientos. 

La actividad GPx-Se en branquia mostró, en el análisis post-hoc de Duncan, que era 

significativamente mayor en las almejas expuestas a selenito 750 μg Se L-1 durante 45 días 

que el control y el resto de los lotes con selenio (Figura 4.10).  

Factores 
Grados de 
libertad 

GPx GPx-Se GST LPO 

F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. 

dosis 2 17,470 0.000 121,303 0,000 15,112 0,000 4,612 0,016 

t 2 35,184 0.000 155,339 0,000 16,173 0,000 3,469 0,041 

dosis * t 4 5,114 0.002 34,713 0,000 10,759 0,000 1,826 0,143 
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Figura 4.10. Actividad GPx-Se (media ± error estándar; n = 10) al final del periodo de exposición (60 días), 
en ambos tejidos, para cada una de los grupos del ensayo (control y selenito 250, 500 y 750 μg Se L-1). *Las 
letras diferentes presentan diferencias significativas al final del periodo de exposición) 

Estas diferencias en esta actividad enzimática de las almejas expuestas a 750 μg Se L-1 de 

selenito con los tratamientos de 250 y 500 μg Se L-1 en hepatopáncreas y con el resto de 

los tratamientos en la branquia, puede ser debida a que alcanzan el 100% de mortalidad 

cuatro días después. 

La actividad GST en el hepatopáncreas presentó diferencias significativas respecto al 

selenito (ANOVA, p=0.000), según los resultados del test post-hoc de Duncan, la actividad 

fue similar entre los individuos tratados con selenio (250, 500 y 750 μg Se L-1) y, al mismo 

tiempo, su actividad menor respecto al control (Figura 4.11). 

  
Figura 4.11. Actividad GST (media ± error estándar; n = 10) al final de la exposición en el hepatopáncreas 
de los grupos expuestos a selenito 250, 500 y 750 μg Se L-1  y el control.  

La actividad enzimática en branquia del grupo expuesto a 1000 μg Se L-1 de selenito no 

presentó diferencias significativas a lo largo del periodo de exposición en ninguna de las 

enzimas estudiadas, sin embargo, en hepatopáncreas, la actividad GPx-Se de este grupo fue 

diferente significativamente (ANOVA, p<0.018) a lo largo del periodo de exposición, 
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aunque a los 14 días de exposición, la actividad no presento diferencias respecto al inicio. 

En la actividad de GPx, GST y LPO, no presentó diferencias significativas (Figura 4.12). 

 

Figura 4.12. Actividad GPx-Se (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas a lo largo del periodo 
de exposición del grupo expuesto a 1000 μg Se L-1  de selenito  

En general, las actividades GPx y LPO en los individuos expuestos al selenito a través del 

agua y los controles no presentaron, en el conjunto de los experimentos realizados con 

selenito, diferencias a nivel de branquia, y tampoco presentaron diferencias significativas a 

nivel de hepatopáncreas, excepto en las dosis de selenito ambiental (5 y 20 μg Se L-1), con 

diferencias respecto al tiempo y la dosis, y con un grado de actividad enzimática en los 

individuos control mayor que en los individuos tratados con las dosis ensayadas de selenito 

para ambas enzimas. La actividad GPx-Se, en branquia y hepatopáncreas, presentó una 

gran variabilidad tanto entre los grupos de almejas tratadas con distintas dosis de selenito 

como en el control. 

4.1.3. ACUMULACIÓN DE SELENITO EN ALMEJA FINA 

4.1.3.1. Selenio total en la almeja fina cultivada con selenito 

� Acumulación de selenio en el cuerpo completo  

La exposición continua de selenito durante 120 días en la almeja Ruditapes decussatus 

mostró una acumulación significativa (ANOVA, p=0.000) de selenio en el rango de 

concentraciones de 250 a 1000 µg Se L-1, y dependió tanto del tiempo como del nivel de 

exposición como se observa en la Figura 4.13. Por el contrario, las almejas expuestas a 

selenito ambiental (5-20 µg Se L-1) de forma continua durante un mes, no presentaron 

acumulación al final del periodo experimental. 
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Figura 4.13. Concentración de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en el cuerpo completo de las almejas durante 
el experimento de acumulación de selenito. 

Las concentraciones de selenito en el agua de los cultivos se mantuvieron constantes a lo 

largo de todo el ensayo (ANOVA, p > 0.820).   

La concentración de Se en el cuerpo completo de las almejas control al inicio de la 

exposición fue de 1,7 ± 0,2 mg Kg-1 y permaneció constante durante todo el experimento 

(ANOVA, p=.0555).  

Para concentraciones de 750 μg Se L-1 de selenito en agua e inferiores, inicialmente se 

observó una absorción lineal y, posteriormente, se llegó a un estado estacionario en el que 

las concentraciones de Se mostraron variaciones menores, siguiendo modelos cinéticos de 

primer orden. La concentración de selenio predicha no difiere significativamente de los 

valores observados y los coeficiente de correlación del análisis de regresión son mayores 

que 0,985, indicando que la cinética es de primer orden, y por lo tanto, se puede calcular 

las relaciones constante de absorción y depuración, como se muestra en la Tabla 4.2.  

Tabla 4.2: Coeficientes cinéticos (± desviación estándar) para los experimentos de acumulación de Ruditapes 
decussatus expuesta a varias concentraciones de selenito durante 120 días. (Ku: constante de absorción; Kd: 
constante de eliminación). 
 

Concentración de 
exposición 
(µg Se L-1) 

BCF 
K d 

(día-1) 
K u 

(L·día-1·g-1) 

Coeficiente de 
correlación 

(R) 

250 67±10 0,083 ±0,020 0,0055 ±0,0005 0,985 

500 70±12 0,062±0,015 0,0043 ±0,0010 0,991 

750 68±12 0,063±0,006 0,0042±0,0004 0,994 
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Los factores de bioconcentración (BCFs) fueron 67 ± 10, 70 ± 12 y 68 ± 12 para las 

almejas expuestas a 250, 500 y 750 μg Se L-1 de selenito, respectivamente, no existiendo 

diferencias significativas (ANOVA, p=0.912). Sin embargo, para el grupo expuesto a 1000 

μg Se L-1 de selenito, la mortalidad de las almejas se produjo a los 30 días, antes de 

alcanzar el estado estacionario (Se (mg Kg-1) = 2,314 • t (días); R=0,945). 

La constante de absorción fue significativamente mayor en el grupo de almejas expuesta a 

una concentración de selenito de 250 µg Se L-1 que en los grupos expuestos a 500 y 750 µg 

Se L-1 (ANOVA, p=0.042), mientras que no existieron diferencias significativas en la 

constante de depuración entre las concentraciones (ANOVA, p=0.132). Así mismo, hay 

diferencias significativas entre la constante de acumulación y la de eliminación en todas las 

concentraciones testadas (ANOVA, p≤0.00029), siendo la constante de eliminación 15 

veces mayor que la de absorción. 

En general, para el selenito se observó un incremento de la concentración de selenio en el 

cuerpo completo cuando aumenta la concentración de selenito en el agua durante 30 días 

de exposición, como se muestra en la Figura 4.14 presentando un comportamiento lineal 

(R=0,997) sin llegar al estado estacionario, lo que permite predecir la concentración 

necesaria de exposición en el agua al selenito durante 30 días para obtener una 

concentración determinada en las almejas. 

 
Figura 4.14. Relación entre la concentración de Se (mg Se Kg-1; peso seco) en el cuerpo completo de 
Ruditapes decussatus y la concentración de selenito en el agua después de 30 días de exposición. 
 
 
 
 

[Se(cuerpo)] = 0,056 •[Se(agua)] + 1,6964
R² = 0,9969
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� Distribución tisular del selenio  

Cuando se determinó la concentración de selenio en los distintos tejidos de la almeja, se 

observó que presentaba el mismo comportamiento que para el cuerpo completo. La 

concentración de Se en los tejidos de las almejas control permaneció constante durante 

todo el experimento (ANOVA, p=0.0555).  No se observaron diferencias significativas en 

la concentración de Se en las branquias y hepatopáncreas del grupo de almejas control 

(ANOVA, p = 0.121), pero estas concentraciones fueron significativamente mayores que 

en manto, pie y resto de vísceras, siendo la branquia 1,8; 1,6 y 1,2 veces mayor, 

respectivamente (ANOVA, p ≤ 0.009). En la Figura 4.15 se muestra como varió la 

concentración de selenio en los distintos órganos durante los 120 días de la experiencia de 

acumulación de selenito en las almejas expuestas a 0, 250, 500, 750 y 1000 μg Se L-1 con 

renovación diaria.  

    

  

 
Figura 4.15. Concentración de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en los tejidos de las almejas durante el 
experimento de acumulación de selenito con distintas concentraciones; a) Manto; b) Pie; c) Vísceras; d) 
Branquias; e) Hepatopáncreas. (� 0 µg Se L-1, � 250 µg Se L-1; � 500 µg Se L-1; �  750 µg Se L-1; � 1000 
µg Se L-1)  
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La concentración de selenio predicha no difiere significativamente de los valores 

observados siguiendo modelos cinéticos de primer orden, y los coeficientes de correlación 

del análisis de regresión son mayores que 0,956, como se observa en la Tabla 4.3, en la que 

también se muestran las constantes de absorción (Ku) y eliminación (Kd), y los BCFs.  

Los resultados de los BCFs mostraron diferencias significativas entre los distintos tejidos 

(ANOVA, p = 0.0004), acumulándose la mayor cantidad de selenio en hepatopáncreas y 

branquias, con valores para el hepatopáncreas de 271±51, 287±48, 326±44, 328±89 en  las 

almejas expuestas a 250, 500, 750 y 1000 μg Se L-1, respectivamente, mientras que el pie 

es el órgano donde menos selenio se acumula, 25±3, 28±1, 31±4 y 28±2 en las almejas 

expuestas a 250, 500, 750 y 1000 μg Se L-1, respectivamente, presentando el siguiente 

orden de acumulación: 

Pie < Vísceras < Manto < Branquias < Hepatopáncreas 

En todos los órganos se mantuvieron constantes los distintos coeficientes según aumentó la 

concentración de exposición en el agua, siendo siempre la constante de eliminación mayor 

que la de absorción, con una relación entre ellas mayor en pie, manto y vísceras (35, 23 y 

24 veces respectivamente) que en branquia y hepatopáncreas (7 y 3 veces 

respectivamente), ya que estos tienen una menor tasa de eliminación. 
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Tabla 4.3. Coeficientes cinéticos (± desviación estándar) en los órganos para los experimentos de 
acumulación en Ruditapes decussatus expuesto a varias concentraciones de selenito durante 120 días. (Ku: 
constante de absorción; Kd: constante de eliminación). 
 

Concentración de 
exposición 
(µg Se L-1) 

BCF 
K d 

(día-1) 
K u 

(L·día-1·g-1) 

Coeficiente de 
correlación 

(R) 

Pie 
250 25 ± 3 0,190  ± 0,013 0,0048 ± 0,0006 0,956 

500 28 ± 1 0,105 ± 0,014 0,0030 ± 0,0080 0,969 

750 31 ± 4 0,092 ± 0,007 0,0029 ± 0,0003 0,996 

1000 28 ± 2 0,112 ± 0,008 0,0031 ± 0,0004 0,988 

Manto 
250 48 ± 6 0,160  ± 0,017 0,0077 ± 0,0007 0,977 

500 42 ± 5 0,106 ± 0,014 0,0044 ± 0,0006 0,988 

750 44 ± 4 0,083 ± 0,007 0,0037 ± 0,0006 0,980 

1000 44±4 0,090 ± 0,016 0,0039 ± 0,0006 0,990 

Vísceras 
250 46 ± 5 0,101 ± 0,069 0,0048 ± 0,0007 0,968 

500 47 ± 5 0,079 ± 0,004 0,0038 ± 0,0004 0,989 

750 43 ± 5 0,104 ± 0,005 0,0044 ± 0,0004 0,977 

1000 35 ± 4 0,119 ± 0,014 0,0041 ± 0,0006 0,995 

Branquias 
250 188 ± 25 0,030 ± 0,005 0,0055 ± 0,0008 0,996 

500 186 ± 40 0,035 ± 0,012 0,0046 ± 0,0009 0,989 

750 157 ± 21 0,029 ± 0,005 0,0044 ± 0,0006 0,988 

1000 161 ± 29 0,039 ± 0,008 0,0061 ± 0,0008 0,995 

Hepatopáncreas 
250 271 ± 51 0,016 ± 0,003 0,004 ± 0,0006 0,997 

500 287 ± 48 0,023 ± 0,003 0,0065 ± 0,0006 0,989 

750 326 ± 44 0,028 ± 0,004 0,0091 ± 0,0014 0,997 

1000 328 ± 89 0,030 ± 0,008 0,0093 ± 0,0010 0,991 

En general, se observó un incremento de la concentración de selenio en los distintos 

órganos de las almejas cuando se incrementó la concentración de selenito en el agua 

durante 21 días de exposición, como se muestra en la Figura 4.16 y presenta un 

comportamiento lineal (R > 0.958). 
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Figura 4.16. Relación entre la concentración de Se (mg Se Kg-1; peso seco) en el cuerpo completo de 
Ruditapes decussatus y la concentración de selenito en el agua después de 30 días de exposición. 

� Distribución subcelular del selenio  

Los resultados de la distribución subcelular de las almejas expuestas a 500 µg Se L-1 a dos 

tiempos de exposición, 14 y 30 días, mostraron que la recuperación del selenio en la 

fracción subcelular del tejido con respecto al total se encuentra entre el 107 y 110% para el 

hepatopáncreas y entre el 88 % y 117 % para las branquias (Tabla 4.4).  

Tabla 4.4: Concentración de Selenio total (mg Se Kg-1, peso seco) y la distribución de las fracciones 
biológicamente activo, detoxificado y núcleos y desechos celulares, en hepatopáncreas y branquias, en 
almejas expuestas con 500 µg Se L-1 de selenito durante 14 y 30 días. (LD: por debajo del límite de detección) 

Con respecto al contenido total en la distribución del Se (71,11 mg Se Kg-1), en el 

hepatopáncreas, entre el 28% y el 33% del contenido de selenio se encuentra 

biológicamente activo, mientras que en las branquias es un porcentaje más pequeño, entre 

el 4% y 13 %. La mayor parte del selenio se localiza en las fracciones biológicamente 

detoxificadas, rango comprendido entre el 35-50% y el 55-81% para hepatopáncreas y 

branquias, respectivamente (Figura 4.17). 
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Figura 4.17. Concentración de selenio (mg Se Kg-1, peso seco) en las fracciones de la separación subcelular 
de hepatopáncreas y branquias en almejas expuestas a 500 µg Se L-1 de selenito durante 14 y 30 días. 

4.1.3.2. Especiación de selenio en almeja fina cultivada con selenito 

Se realizó el estudio de la especiación en una dosis de cada una de las especies de selenio, 

realizándose en el selenito en 500 µg Se L-1. 

Los resultados de especiación en los extractos de la hidrólisis enzimática tanto en los 

cuerpos completos de almejas en los tejidos de las almejas cultivadas en presencia de 

selenito, mostraron la presencia SeMetSeCys y tres especies desconocidas, que eluían a 

9,9; 10,3 y 21,3 min mediante cromatografía de intercambio catiónico acoplado 

instrumental HPLC-UV-TR-HG-AFS.  

En cuanto al residuo de la hidrólisis enzimática tratado con hidróxido sódico, la especie 

que predominó fue Se(IV) llevando a cabo la separación por intercambio aniónico y 

usando el mismo acoplamiento instrumental.  
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Los resultados de especiación en los extractos de hidrólisis enzimática con proteasa/lipasa, 

tanto en el cuerpo completo como en los tejidos de las almejas cultivada en presencia de 

500 μg Se L-1 durante 60 días mostró la presencia de distintas especies de selenio (Figura 

4.18). 

 

 
Figura 4.18. Cromatogramas de especies de selenio en almejas cultivadas con 500 µg Se L-1 de selenito 
durante 60 días mediante extracción secuencial de proteasa/lipasa y NaOH 0,02 M con  HPLC-UV-TR-HG-
AFS: a) Intercambio aniónico; b): intercambio catiónico (H.E., hidrólisis enzimática; U: desconocido) 

� Especiación de selenio en el cuerpo completo  

El porcentaje de especies identificadas con respecto al total estuvo entre el 4 y 16 %, 

indicando que la mayoría del selenio presente en las almejas corresponde a especies 

desconocidas. 
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En la Figura 4.19 se muestra como varió la concentración de las distintas especies de 

selenio en el cuerpo completo de las almejas durante 60 días en la experiencia de 

acumulación de selenito en las almejas expuestas a 250, 500, 750 y 1000 μg Se L-1, para el 

caso de las especies desconocidas se a compararon las señales con el área del patrón de 

Se(IV). 

Se(IV) > SeMetSeCys  

La concentración de selenio predicha no discrepó significativamente de los valores 

observados siguiendo modelos cinéticos de primer orden y los coeficientes de correlación 

del análisis de regresión fueron mayores que 0,956, similares a las concentraciones 

obtenidas en selenio total.  

  

  

 
Figura 4.19. Concentración (mg Se Kg-1; peso seco) de especies de selenio en el cuerpo completo  de  
almejas mediante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el experimento de acumulación de selenito con distintas 
concentraciones y renovación diaria; a) Se(IV); b) SeMetSeCys; c) Compuesto desconocido U2; d) 
Compuesto desconocido U3; e) Compuesto desconocido U4. (� 250 µg Se L-1; � 500 µg Se L-1; �  750 µg 
Se L-1; � 1000 µg Se L-1)  
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� Especiación de selenio en los tejidos  

La especiación en los distintos tejidos de las almejas llevó a cabo en el grupo de almejas 

cultivadas en presencia de 500 μg Se L-1 de selenito a 14, 30 y 60 días de exposición.  

Los resultados fueron similares a los obtenidos en el cuerpo completo, en cuanto a las 

especies presentes. El Se(IV) y el compuesto desconocido U4 fueron las especies que 

estaban presentes en todos los tejidos, mientras que la SeMetSeCys, U2 y U3 solamente se 

encentraron presentes en el hepatopáncreas.  

De forma similar al resultado obtenido en el selenio total en los tejidos, el pie y el manto 

fueron los tejidos que presentaron menos concentración de especies, mientras que la más 

alta la presentaron branquias y hepatopáncreas, como se puede comprobar en la Figura 

4.20. 

 

 
Figura 4.20. Concentración de especies de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) y relación de área de especies 
desconocidas respecto al área de Se(IV), en los tejidos de almejas cultivadas en presencia de 500 μg Se L-1 de 
selenito a los 14, 30 y 60 días de exposición. 
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� Distribución subcelular del selenio en los tejidos 

Por último, se determinaron las especies de selenio en las distintas fracciones de la 

separación subcelular, tanto en las branquias como en el hepatopáncreas, de las almejas 

expuestas a 500 µg Se L-1 de Se(IV) durante 30 días.  

Los resultados mostraron que en la fracción de lisosomas no se detectó ninguna especie de 

selenio para los tejidos estudiados. 

En las branquias solamente se detectó Se(IV), encontrándose en mayor porcentaje en la 

fracción de los gránulos y no detectándose en los lisosomas, proteínas enzimáticas y 

núcleos y desechos celulares.  

En el hepatopáncreas, además de detectarse Se(IV), se detectaron otras especies 

desconocidas U2 y U4, liberándose el mayor porcentaje de Se(IV) en la fracción de los 

gránulos, mientras que la especies no identificadas, U2 y U4, se liberan en la fracción de 

núcleos y desechos celulares y en la fracción de proteínas enzimáticas, respectivamente, 

como se muestra en la Figura 4.21. Estos resultados, indicaron que la especie de selenio U4 

está biológicamente activa en el hepatopáncreas, mientras que el Se(IV) estaba 

biológicamente detoxificado.  
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Figura 4.21. Especies de selenio (%) extraídas de branquias (a) y hepatopáncreas (b) en almejas expuestas a 
500 µg Se L-1 de selenito durante 30 días en las fracciones de la extracción secuencial mediante hidrolisis 
enzimática-NaOH y determinación por HPLC-TR-UV-HG-AFS. 

4.1.4. ELIMINACIÓN/DEPURACIÓN DE SELENITO EN LAS ALMEJAS  

Los resultados del enterramiento (%) de las almejas, después de haber estado expuestas 

durante 60 días a 500 µg Se L-1 de selenito, se muestran en la Figura 4.22, donde se puede 

observar que la TE(50) se alcanzó a las 48 horas, enterrándose cerca del 100% a los 7 días.  

 
Figura 4.22. Evolución del enterramiento de las almejas durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber estado expuestas durante 60 días a 500 µg L-1 de selenito.  
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En cuanto a la supervivencia, en la Figura 4.23 se puede observar la evolución en la 

primera semana del ensayo de depuración, resaltando que las mortalidades se registraron 

en los días 3 y 5 de la depuración, manteniendo una supervivencia del 50 % a los 7 días. 

 

Figura 4.23. Evolución de la supervivencia (%) de las almejas durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber estado expuestas durante 60 días a 500 µg L-1 de selenito.  

� Eliminación del Se en el cuerpo completo  

Los resultados de la eliminación de selenito en el cuerpo completo de la almeja 

mantuvieron una curva exponencial con respecto al tiempo, siendo la concentración final 

de selenio de 2,94 ± 0,12 mg Se Kg-1 (en peso seco) (Figura 4.24), ajustándose a cinéticas 

de primer orden. Para su ajuste se han utilizado dos modelos cinéticos, de un 

compartimento (exponencial simple, ecuación 1) y de dos compartimentos (exponencial 

doble, ecuación 2). 

     Corg = C0·�
HIJ·K�    (1) 

Corg = A1·�
5GLM·6� +  A2·�
5GL�·6�    (2) 

 

Figura.4.24. Comparación del contenido de Se observado (•) y predicho en el cuerpo completo de las 
almejas durante el experimento de depuración mediante el uso de los modelos de depuración de 1 
compartimento y 2 compartimentos.  
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Los resultados mostraron que la concentración de selenio predicha no difiere 

significativamente de las concentraciones observadas, con coeficientes de correlación 

0,974 y 0,989, respectivamente, obteniéndose así tanto las constantes de eliminación (Kd, 

Kd1 y Kd2), como la vida media biológica  (t1/2) (Tabla 4.5). 

Tabla 4.5. Coeficientes cinéticos para los experimentos de depuración del selenito en R. decussatus. (A,1,2: 
concentración de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida 
media biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg 
Kg -1)) 

[Se]i 
Modelo de 1 

compartimento  
Modelo de 2 

compartimentos  

32,6 A 33,8 A1 31,7 

 K d 0,166 K d1 0,197 

 t1/2 4 (t1/2)1 3 

 R 0,974 A2 2,45 

   K d2 -0,004 

   (t1/2) --- 

   R 0,988 

� Eliminación del Se en los tejidos  

El mismo comportamiento se observó en los tejidos de las almejas. Los resultados se 

muestran en la Tabla 4.6 y Figura 4.25 y, comprobándose que el modelo cinético de dos 

compartimentos se ajusta mejor a los datos observados para todos los órganos, con 

coeficientes de regresión mayores de 0,992. Por otra parte, la vida media biológica (t1/2) es 

mayor en el modelo cinético de un compartimento para todos los órganos, excepto las 

vísceras. Además, se observa mediante el modelo cinético de dos compartimentos que el 

selenio persiste en hepatopáncreas y branquias 2 días, y en el pie y manto, 1 día. 
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Tabla 4.6. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, vísceras, branquias y hepatopáncreas durante el 
experimento de depuración del selenito en R. decussatus. (A,1,2: concentración de la almeja según la ecuación 
cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); R: coeficiente de 
correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1)) 

 Manto Pie Vísceras Branquias Hepatopáncreas 

1 compartimento 
[Se]i 20,3 11,7 22,2 75,9 106 

A 17,9 10,7 20,24 64,1 87,3 

K d 0,071 0,079 0,051 0,042 0,050 

t1/2 9 8 12 15 13 

R 0,974 0,981 0,985 0,935 0,889 

2 compartimentos 
[Se]i 20,3 11,9 22,2 75,9 106 

A1 5,49 3,18 3,67 30,2 61,7 

K d1 1,08 1,02 8.47 0,377 0,289 

(t1/2)1 1 1 1 2 2 

A2 14,78 8,68 18,5 45,1 43,7 

K d2 0,05 0,056 0,044 0,023 0,012 

(t1/2)2 12 11 15 28 51 

R 0,992 0,996 0,997 0,996 0,999 

 

 

 

 

Figura.4.25. Comparación del contenido de Se observado (•) y predicho en las almejas durante el 
experimento de depuración mediante el uso de los modelos cinéticos de 1 compartimento (línea continua) y 2 
compartimentos (línea discontinua). a) Manto; b) Pie; c) Vísceras; d) Branquias; e) Hepatopáncreas 
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� Especiación del Se  

Por último, se determinaron las especies de selenio presentes en el cuerpo completo, e 

igual que en acumulación, las especies que se encuentran en las muestras son Se(IV), 

SeMetSeCys y tres especies desconocidas U2,U3 y U4. Los resultados para todas las 

especies, tanto identificadas como desconocidas, se ajusta a un modelo cinético de primer 

orden (Tabla 4.7 y Figura 4.26). El tiempo de vida media, indica que la eliminación de las 

especies sigue la siguiente clasificación: 

SeMetSeCys < U4 <  U3 < U2=U5 

 

 

 
Figura 4.26. Comparación del contenido de especies de Se observado (•) y predicho en las almejas 
procedentes del  cultivo con selenito, durante el experimento de depuración mediante el uso de los modelos 
cinéticos de 1 compartimento (línea continua) y 2 compartimentos (línea discontinua). a) Se(IV); b) 
SeMetSeCys; c) U2; d) U3; e) U4 
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Tabla. 4.7. Coeficientes cinéticos para las especies presentes de Se durante el experimento de depuración del 
selenito en R. decussatus (A,1,2: concentración de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: 
constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: 
concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1)) 

 Se(IV) SeMetSeCys U2* U3* U4* 

1 compartimento 

[Se]i 1,56 1,38 0,418 0,279 2,30 

A 1,49 1,37 0,431 0,279 2,31 

K d 0,128 0,278 0,116 0,167 0,203 

t1/2 5 2 5 4 3 

R 0,987 0,997 0,988 0,866 0,998 

2 compartimentos 

[Se]i 1,56 1,38 0,418 0,282 2,31 

A1 1,23 -0,08 --- 10,13 -7,127 

K d1 0,089 0,278 --- 0,167 0,309 

(t1/2)1 7 2 --- 4 2 

A2 0,36 1,44 --- -9,855 9,427 

K d2 8,36 0,278 --- 0,167 0,277 

(t1/2)2 0 2 --- 4 2 

R 0,998 0,997 --- 0,865 0,999 

* Concentración obtenida a partir de la relación de señal con respecto al Se(IV) 

4.2. SELENOMETIONINA A TRAVÉS DEL MEDIO ACUÁTICO  

4.2.1. MORTALIDAD  

Los resultados de mortalidad de las almejas expuestas a distintas concentraciones de SeMet 

mostraron una mortalidad del 100 % para almejas expuestas a 50 y 25 μg Se L-1 de SeMet 

en el agua a los 7 y 30 días, respectivamente, mientras el grupo de almejas expuestas a 10 

μg Se L-1 de SeMet en el agua alcanzó el 50% de mortalidad a los 80 días de exposición 

(Figura 4.27). 
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Figura 4.27. Evolución de la supervivencia acumulada en las almejas expuestas a distintas dosis de SeMet a 
través del agua 

4.2.2. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS 

4.2.2.1. Tasa de aclaramiento (TA) 

Respecto a la tasa de aclaramiento, no se observaron diferencias significativas en el grupo 

de almejas expuestas a 5, 10 μg Se L-1 de SeMet y el control con respecto al tiempo y a la 

selenometionina (ANOVA, p ≥ 0,875) durante el periodo de exposición, mientras que para 

el grupo de almejas expuestas a 25 μg Se L-1 de SeMet se observaron diferencias 

significativas a los 14 días (ANOVA, p < .003), con  una disminución con respecto al 

control de un 37 % (Figura 4.28). 

 
Figura 4.28. Evolución de la tasa de aclaramiento en R. decussatus expuestas a distintas dosis de SeMet en el 
agua (5, 10 y 25 μg Se L-1) durante 120 días. 
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4.2.2.2. Actividad enzimática 

Se analizaron las variaciones en la actividad de las enzimas antioxidantes GPx, GPx 

dependiente de Se y GST, así como en el nivel de peroxidación lipídica (LPO), como 

consecuencia del estrés oxidativo en las almejas por la exposición a SeMet en el agua de 

cultivo. El ensayo con SeMet a concentraciones de 25 μg Se L-1 tuvo una alta mortalidad, 

por lo que se ha tratado estadísticamente por separado. 

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas a los 60 días de 

exposición en la actividad GPx y GPx-Se y en el nivel de peroxidación lipídica (LPO) 

entre el control y las concentraciones de 5 y 10 μg Se L-1 de SeMet, así mismo tampoco 

mostraron diferencias las actividades enzimáticas al final de la exposición respecto a la 

actividad inicial. 

La actividad GST en el hepatopáncreas presentó diferencias significativas al final del 

periodo de exposición respecto a la dosis de SeMet (ANOVA, p<.0003), aplicando un test 

post-hoc de Tukey se obtuvo que los individuos del control tenían una actividad enzimática 

mayor que los individuos tratados y, además, que entre ambas concentraciones de SeMet 

(5 y 10 μg Se L-1), los individuos tratados con la menor concentración, fueron los que 

tuvieron menor actividad GST. (Figura 4.29) 

 
Figura 4.29. Actividad GST (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas al final de la exposición, 
para el control y los grupos expuestos a 5 y 10 μg Se L-1 de SeMet.  
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SeMet, no presentó diferencias en la actividad respecto al resto de las enzimas, GPx , GPx-

Se y LPO. 

 
Figura 4.30. Evolución de la actividad GST (media ± error estándar.; n = 10) en el hepatopáncreas de las 
almejas expuestas a SeMet-25 durante el periodo de exposición. 
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Los resultados de selenio total en el cuerpo completo de las almejas expuestas a SeMet en 

un rango de concentraciones comprendido entre 5 y 50 µg Se L-1 durante 120 días, 

mostraron una acumulación acusada en todas las concentraciones estudiadas (Figura 4.31), 

observándose un comportamiento cinético de primer orden, con coeficientes de correlación 

superiores a 0,987 y obteniéndose las constantes de absorción,  depuración y los factores 
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Figura 4.31. Concentración de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en el cuerpo completo de las almejas durante 
el periodo de exposición a SeMet desde el agua de cultivo (� 0 µg Se L-1, � 5 µg Se L-1, � 10 µg Se L-1; �  25 µg 
Se L-1; � 50 µg Se L-1)  

Los resultados de los BCFs muestran una disminución significativa cuando aumenta la 

concentración de SeMet en el agua de cultivo (ANOVA, p =0,0001), siendo menor esta 

disminución entre las dosis más bajas (SeMet 5 y 10 μg Se L-1).  

La constante de absorción también presentó una disminución significativa cuando aumenta 

la concentración de SeMet en el agua de cultivo (ANOVA, p =0,00014), en cambio la 

constante de eliminación aumentó significativamente con la concentración de SeMet en el 

medio (ANOVA, p =0,00002). 

Además, en todas las concentraciones, la relación entre las constantes de acumulación y 

eliminación presentaron diferencia significativa (ANOVA, p<0.0027), siendo la Ku mayor 

que la Kd, disminuyendo la relación desde 16 a 2veces cuando aumenta la concentración 

de selenio en medio.  

Tabla 4.8. Coeficientes cinéticos (± desviación estándar) para Ruditapes decussatus durante el periodo de 
exposición (120 días) a varias concentraciones de SeMet desde el agua de cultivo. (Ku: constante de absorción; 
Kd: constante de eliminación). 
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5 16258±720 0,047±0,006 0,767± 0,067 0,998 

10 17640±376 0,032±0,002 0,563 ±0,021 0,994 

25 5110±115 0,135±0,006 0,691±0,013 0,987 

50 2092±256 0,232±0,046 0,478±0,045 0,998 
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En general, se observó un incremento en el contenido de Se en el cuerpo completo de las 

almejas cuando incrementa la concentración de selenometionina en el agua durante siete 

días de exposición (Figura 4.32), ajustándose a una ecuación de segundo grado (R=0,997):  

Corg =  −0,2982 +  4,8432 Cagua –  0,0633 Cagua� 

 
Figura 4.32. Relación entre la concentración de Se en el cuerpo completo de Ruditapes decussatus y la 
concentración de selenometionina en el agua después de 7 días de exposición (Gráfica de la ecuación  de 2º 
grado: Línea continua; con el incremento lineal: línea discontinua, también representado). 

� Distribución del Se en los tejidos 

Cuando se determinó la concentración de selenio total en los distintos tejidos de las 

almejas se observó el mismo comportamiento que para el cuerpo completo, es decir, se 

ajustaba a un modelo cinético de primer orden, R > 0,978 (Tabla 4.9 y Figura 4.33).  
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Tabla 4.9. Coeficientes cinéticos (± desviación estándar) en los tejidos para los experimentos de 
acumulación en Ruditapes decussatus expuesto a varias concentraciones de SeMet durante 120 días (Ku: 
constante de absorción; Kd: constante de eliminación). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados mostraron diferencias significativas en los BCFs para las concentraciones 

de SeMet (ANOVA, p=0,0001), siendo la SeMet acumulada por los distintos tejidos en el 

siguiente orden: 

Manto= Pie < Vísceras < Branquias < Hepatopáncreas 

Así mismo, y como en el cuerpo completo, la constante de acumulación disminuyó y la 

constante de eliminación aumentó en todos los tejidos con la concentración de SeMet en el 

medio, manteniéndose la constante de acumulación en todos los tejidos y concentraciones 

de SeMet mayor respecto a la constante de eliminación, siendo esta relación mayor en 

branquia y hepatopáncreas que en el resto de los tejidos (dismuyendo desde 40 a 10 veces 

y  de 17 a 3 veces con el aumento de SeMet en el medio, respectivamente), 

 

 

 

 

Concentración de 
exposición 
(µg Se L-1) 

BCF 
K d 

(día-1) 
K u 

(L·día-1·g-1) 

Coeficiente 
Correlación 

(R) 
Pie 

5 13351 ± 205 0,045 ± 0,003 0,601 ± 0,031 0,998 
10 8964 ± 17 0,041 ± 0,001 0,364 ± 0,003 0,995 
25 3097 ± 58 0,143 ± 0,010 0,442 ± 0,026 0,981 

Manto 
5 13931 ± 602 0,044 ± 0,003 0,6130 ± 0,015 0,994 
10 11304 ± 302 0,035 ± 0,001 0,396 ± 0,003 0,992 
25 3097 ± 580 0,143 ± 0,010 0,442 ± 0,026 0,981 

Vísceras 
5 17097 ± 145 0,048 ± 0,004 0,818 ± 0,066 0,997 
10 14964 ± 372 0,035 ± 0,002 0,522 ± 0,022 0,988 
25 4310 ± 127 0,157 ± 0,014 0,674 ± 0,046 0,978 

Branquias 
5 17032 ± 562 0,047 ± 0,001 0,807 ± 0,027 0,997 
10 33737 ± 872 0,036 ± 0,002 1,205 ± 0,049 0,991 
25 10983 ± 201 0,133 ± 0,005 1,458 ± 0,031 0,987 

Hepatopáncreas 
5 32615 ± 1154 0,049 ± 0,004 1,593 ± 0,083 0,995 
10 40147 ± 812 0,037 ± 0,001 1,502 ± 0,057 0,994 
25 10654 ± 530 0,125± 0,005 1,329 ± 0,005 0,985 
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Figura 4.33. Concentración de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en los tejidos de las almejas durante el 
experimento de acumulación de SeMet con distintas concentraciones; a) Manto; b) Pie; c) Vísceras; d) 
Branquias; e) Hepatopáncreas. (� 0 µg Se L-1; � 5 µg Se L-1; � 10 µg Se L-1; �  25 µg Se L-1)  

Por otra parte, la suma de la concentración de selenio en los distintos tejidos con respecto a 

la concentración de selenio en el cuerpo completo, expresado en porcentaje, se encontró 

entre el 96 y 109 %, teniendo en cuenta para realizar el cálculo el porcentaje en peso que 

representa cada tejido en la almeja, como se explicó en el Apartado 3.3.1.1 del Capítulo de 

Material y Métodos.  

En general, se observó un incremento en el contenido de Se en los tejidos de las almejas 

cuando incrementa la concentración de selenometionina en el agua durante siete días de 

exposición (Figura 4.34), ajustándose a una ecuación lineal a los 7 días  (R=0.975). 
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Figura 4.34 Relación entre la concentración de Se en el cuerpo completo de Ruditapes decussatus y la 
concentración de selenometionina en el agua después de 7 días de exposición. 

� Distribución subcelular del Se en los tejidos 

La separación subcelular se llevó a cabo en almejas expuestas a 10 μg Se L-1 de SeMet 

durante 21 y 30 días, tanto en hepatopáncreas como en branquias. Los resultados 

mostraron recuperaciones en el fraccionamiento subcelular del tejido con respecto a su 

concentración total del 90 y 106% para hepatopáncreas y el 94% y 113 % para branquias 

(Tabla 4.10). 

Tabla 4.10. Concentración (mg Se Kg-1, peso seco) de selenio total y la distribución en las fracciones 
biológicamente activa, detoxificada núcleos y desechos celulares, en hepatopáncreas y branquias, de almejas 
expuestas con 10 µg Se L-1 de SeMet durante 21 y 30 días 

 

 

 

 

En hepatopáncreas, entre el 12% y el 23% del contenido de selenio se encontró 

biológicamente activo, mientras que en branquias fue entre 5% y 16 %. La mayor parte del 

selenio, en ambos tejidos, se encontró en las fracciones biológicamente detoxificadas y en 

los núcleos y desechos celulares (76-96 %), mayoritariamente en proteínas estables y 

núcleos y desechos celulares (Figura 4.35).  
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    Núcleos y desechos celulares 103 111  91,0 37,4 
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Figura 4.35. Concentración de selenio (mg Se Kg-1, peso seco) en las distintas fracciones de la separación 
subcelular en órganos de almejas expuestas con 10 µg Se L-1 de SeMet durante 21 y 30 días: a) 
hepatopáncreas; b) branquias 

4.2.3.2. Especiación de selenio en almeja fina cultivada con selenometionina 

Los resultados de especiación en los extractos de hidrólisis enzimática con proteasa/lipasa, 

tanto en el cuerpo completo como en los tejidos, de las almejas expuestas a distintas 

concentraciones de SeMet a través del agua durante 120 días con renovación diaria, 

mostraron la presencia de distintas especies de selenio (Figura 4.36). Las especies 

identificadas mediante el acoplamiento instrumental HPLC-UV-TR-HG-AFS por 

intercambio aniónico fueron SeCys2, SeMetSeCys y SeMet y no se detectó ninguna 

especie desconocida, mientras que por intercambio catiónico se identificaron SeMetSeCys 

y SeMet y cuatro especies no identificadas (U1, U2, U3 y U4 que eluyeron a 5,7; 9,4; 11,5 

y 23,1 min).  
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Figura 4.36. Cromatogramas de especies de selenio en el cuerpo completo de almejas cultivadas con 10 µg 
Se L-1 de SeMet durante 21 días mediante extracción secuencial de proteasa/lipasa y NaOH 0,02 M con  
HPLC-UV-TR-HG-AFS: a) Intercambio aniónico; b): intercambio catiónico (H.E.: hidrólisis enzimática; Un: 
especies de selenio desconocidas) 

Por intercambio catiónico, no se observó pico al tiempo de elución de la SeCys2, mientras 

que por intercambio aniónico esta especie eluye en el tiempo muerto y, por lo tanto, puede 

ser otra especie de selenio.  

En el caso de la SeMet, la concentración de SeMet en los extractos por intercambio 

aniónico fueron mayores que por intercambio catiónico, esta discrepancia podría deberse a 

que por intercambio aniónico se eluyan otras especies al mismo tiempo que la SeMet, por 

lo tanto se utilizó una técnica alternativa para cuantificar la SeMet basada en el 

acoplamiento instrumental BSE-TD-GC-MS, confirmando que la concentración de SeMet 

obtenida por cromatografía de intercambio aniónico  estaba sobreestimada.  
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En cuanto al residuo de la hidrólisis enzimática tratado con hidróxido sódico,  mediante el 

acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-AFS por intercambio aniónico, se observó la presencia 

de Se(IV) y SeMet. 

El porcentaje de especies de selenio identificadas con respecto a la concentración de 

selenio presente en el cuerpo completo y en los tejidos expuestos a distintas 

concentraciones de SeMet, se encontró entre 31 y 66%, indicando que un porcentaje alto 

de las especies presentes en los extractos fueron desconocidas. 

� Especiación de selenio en el cuerpo completo  

En la Figura 4.37 se muestra como varió la concentración de las especies de selenio en el 

cuerpo completo con el tiempo de exposición. La concentración de las especies conocidas 

en los tejidos de almeja incrementa en el siguiente orden:  

SeMet > SeMetSeCys > Se(IV) 

Mientras que para las especies desconocidas incrementa en el orden: 

U2 > U3 > U2=U1 

Las concentraciones de las especies de selenio se ajustan a modelos cinéticos de primer 

orden con R > 0,737. 
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Figura 4.37. Concentración de especies de selenio (conocidas: mg Se Kg-1, peso seco; desconocidas: área 
especie / área Se(IV)) en los tejidos de almejas mediante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el experimento de 
acumulación de SeMet con distintas concentraciones: a) Se(IV); b) SeMet; c) SeMetSeCys; d) Compuesto 
desconocido U1; e) Compuesto desconocido U2; f) Compuesto desconocido U3; g) Compuesto desconocido 
U4. ( � 5 µg Se L-1, � 10 µg Se L-1; �  25 µg Se L-1)  

� Especiación de selenio en los tejidos  

La especiación en los distintos tejidos de las almejas se llevó a cabo en el grupo de almejas 

cultivadas en presencia de 10 μg Se L-1 de SeMet a 14, 30 y 60 días de exposición.  
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Las especies presentes fueron las mismas que para el cuerpo completo, siendo la SeMet 

(98%) y U4 (65%), las especies que se encuentraron en mayor concentración dentro de las 

especies conocidas y desconocidas, respectivamente. De forma similar que en el caso de 

selenio total en los tejidos, el pie y el manto fueron los tejidos que presentaron menor 

concentración de especies, mientras que la mayor la presentaron branquias y 

hepatopáncreas, como se puede comprobar en la Figura 4.38. 

 

 
Figura 4.38. Concentración de especies de selenio (conocidas: mg Se Kg-1, peso seco; desconocidas: área 
especie / área Se(IV)) en los distintos tejidos de las almejas expuestas a 10 μg de Se L-1 de SeMet 

� Distribución subcelular del Se  

La especiación en las distintas fracciones de la separación subcelular se llevó a cabo en las 

branquias y hepatopáncreas de almejas expuestas a 10 μg Se L-1 de SeMet durante 14 días, 

las especies identificadas fueron Se(IV), SeMet y U4 (Figura 4.39). 

En la branquias, el Se(IV) se encontró principalmente en los núcleos y desechos celulares, 

mientras que la SeMet y la especie desconocida U2 en la fracción de proteínas estables al 

calor (fracción biológicamente inactiva). 
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En el hepatopáncreas, el Se(IV) se encontró principalmente en los desechos celulares y 

núcleos, mientras que el 76% de la SeMet se encontró en la fracción de proteínas estables 

al calor (fracción biológicamente inactiva) y el 24 % en la fracción biológicamente activa 

(mitocondrias y proteínas enzimáticas), encontrándose la especie desconocida en la 

fracción biológicamente activa. 

 

 

Figura 4.39. Especies de selenio (%) extraídas en las fracciones subcelulares de almejas expuestas a 10 μg de 
Se L-1 de SeMet durante 14 días mediante hidrolisis enzimática-NaOH y HPLC-TR-UV-HG-AFS: a) 
hepatopáncreas y b) branquias  

4.2.4. ELIMINACIÓN/DEPURACIÓN DE SELENOMETIONINA EN LAS 

ALMEJAS  

El grupo de almejas expuestas a 10 µg Se L-1 de SeMet durante 60 días, posteriormente se 

mantuvo en sustratos de arena con agua de mar en circuito abierto durante 60 días para 

llevar a cabo un estudio de eliminación. Durante este experimento, se estudió el grado de 
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enterramiento de las almejas y la mortalidad. Los resultados se muestran en la Figura 4.40 

donde se puede observar que la TE50 se alcanzó entre las 48-72 horas.  

 
Figura 4.40. Evolución del enterramiento de las almejas (%) durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber estado expuestas durante 60 días a 10 µg Se L-1 de SeMet  

En cuanto a la supervivencia, en la Figura 4.41 se puede observar la evolución a lo largo de 

la primera semana del ensayo de depuración, en la que se aprecia una alta mortalidad a las 

72 h, comenzando de nuevo a partir del día cinco, alcanzando un 85% el séptimo día. 

 
Figura 4.41. Evolución de la supervivencia de las almejas (%) durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber estado expuestas durante 60 días a 10 µg Se L-1 de SeMet  

� Eliminación del Se en el cuerpo completo  

Los resultados de la eliminación de SeMet en el cuerpo completo de la almeja siguieron 

una curva exponencial con respecto al tiempo, siendo la concentración final de selenio de 

alrededor de 23,8 ± 2,4 mg Se Kg-1 (en peso seco) (Figura 4.42) y ajustándose a cinéticas 

de primer orden. 
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Figura 4.42. Comparación del contenido de Se observado (•) y predicho en las almejas durante el 
experimento de depuración mediante el uso de los modelos cinéticos de 1 compartimento y 2 compartimentos 
(mg Se Kg-1, peso seco).  

Los resultados mostraron que la concentración de selenio predicha no difiere 

significativamente de las concentraciones observadas usando modelos cinéticos de uno y 

dos compartimentos, con coeficientes de correlación de 0,992 y 0,996 respectivamente, y 

no llegando al estado estacionario. El tiempo de vida media biológica (t1/2) fue de 19 y 10 

días para los modelos cinéticos de 1 y 2 compartimentos, respectivamente, siendo 

necesarios 46 días para llegar al estado estacionario, indicando la gran persistencia del 

selenio en las almejas (Tabla 4.11). 

Tabla 4.11. Coeficientes cinéticos para los experimentos de depuración de SeMet en R. decussatus. (A,1,2: 
concentración de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); 
(t1/2), 1: vida media biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio 
de la detoxificación (mg Kg -1)) 

[Se]i 1 Compartimento  2 Compartimentos 

32,6 A 152  A1 104 

 K d 0,033  Kd1 0,1612 

 t1/2 19  (t1/2)1 10 

 R 0,991  A2 56,4 

    Kd2 0,0140 

    (t1/2)2 46 

    R 0,995 

� Eliminación del Se en los tejidos  

El mismo comportamiento se observó en los tejidos de las almejas. Los resultados se 

muestran en la Tabla 4.12 y Figura 4.43, y se puede comprobar que el modelo cinético de 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 10 20 30 40 50 60

S
e

le
n

io
  (

m
g 

 S
e

  K
g-1 )

tiempo (días)

1 Compartimento

2 Compartimentos



Capítulo 4. Resultados 

129 

dos compartimentos se ajusta mejor a los datos observados, con coeficientes de regresión 

mayores de 0,991 para todos los tejidos, excepto las vísceras que no se ajuntan a este 

modelo.  

Por otra parte, la vida media biológica (t1/2) es mayor en el modelo cinético de un 

compartimento para todos los tejidos, excepto para las vísceras, encontrándose el valor de 

la vida media en el rango comprendido entre 16 y 23 días, indicando la gran persistencia 

del selenio en los tejidos de las almejas.  

Cuando se usa el modelo cinético de dos compartimentos, al principio se observa una 

eliminación rápida de la SeMet, entre 2 y 6 días para todos los tejidos, excepto las vísceras, 

y posteriormente, la eliminación es lenta, llegando hasta 106 días para el manto. 

Tabla 4.12. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, vísceras, branquias y hepatopáncreas durante el 
experimento de depuración de la selenometionina en R. decussatus. (A,1,2: concentración de la almeja según la 
ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); R: 
coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1); (−): no se ajusta al 
modelo cinético)) 

 Manto Pie Vísceras Branquias Hepatopáncreas 

1 compartimento 

[Se]i 108 88 140 318 392 

A 97 73 127 260 321 

K d 0,071 0,030 0,036 0,027 0,040 

t1/2 17 21 17 23 16 

R 0,966 0,953 0,994 0,963 0,941 

2 compartimentos 

[Se]i 108 88 − 318 392 

A1 86 52 − 143 278 

K d1 0,105 0,301 − 0,200 0,245 

(t1/2)1 6 2 − 3 3 

A2 30 43 − 186 183 

K d2 0,006 0,019 − 0,017 0,020 

(t1/2)2 106 33 − 37 33 

R 0,999 0,994 − 0,990 0,991 
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Figura 4.43. Comparación del contenido de Se observado (•) y predicho en los tejidos de las almejas durante 
el experimento de depuración mediante el uso de los modelos cinéticos de 1 compartimento (línea continua) 
y 2 compartimentos (línea discontinua): a) Manto; b) Pie; c) Vísceras; d) Branquias; e) Hepatopáncreas. (mg 
Se Kg-1, peso seco). 

� Especiación del Se  

Por último, se determinaron las especies de selenio presentes en el cuerpo completo, y 

encontrándose las mismas especies que en acumulación, Se(IV), SeMetSeCys, SeMet y 

cuatro especies desconocidas U1, U2, U3 y U4.  

Los resultados para todas las especies, tanto identificadas como desconocidas, se ajustaron 

a un modelo cinético de primer orden (Tabla 4.13 y Figura 4.44). El tiempo de vida media 

indica que la eliminación de las especies siguió este orden: 

SeMetSeCys < U4 <  U1 < U2< SeMet < Se(IV) =U3 
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Tabla 4.13. Coeficientes cinéticos para las especies presentes durante el experimento de depuración del 
selenito en R. decussatus. (A,1,2: concentración de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes 
de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la 
almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1)) 

 Se(IV) SeMetSeCys SeMet U1* U2* U3* U4* 

1 compartimento 

[Se]i 0,773 3,58 67,1 0,095 0,418 0,379 2,31 

A 0,821 3,44 71,4 0,097 0,425 0,369 2,23 

K d 0,237 0,038 0.135 0,812 0,090 0,250 0,063 

t1/2 3 17 5 8 7 3 10 

R 0,959 0,944 0,960 0,990 0,992 0,992 0,994 

2 compartimentos 

[Se]i 0,776 3,58 67,1 0,095 0,418 0,379 2,31 

A1 0,460 0,003 35,38 -15,63 0,00002 0,405 0,99 

K d1 0,237 -0,17 0,135 0,153 -0,234 0,250 0,143 

(t1/2)1 3 0 5 4 0 3 4 

A2 0,36 3,61 36,02 15,72 0,431 -0,037 1,31 

K d2 0,237 0,05 0,135 0,152 0,096 0,250 0,037 

(t1/2)2 3 13 5 4 7 3 17 

R 0,959 0,974 0,975 0,996 0,996 0,992 0,999 

* Área relativa con respecto a Se(IV) 
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Figura 4.44. Comparación del contenido de especies de Se observado  (•)  y predicho en las almejas durante 
el experimento de depuración, mediante el uso de los modelos de cinéticos de 1 compartimento (línea 
continua) y 2 compartimentos (línea discontinua): a) Se(IV); b) SeMetSeCys; c) SeMet; d) U1 d) U2; e) U3; 
f) U4 
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4.3.  SELENOMETILSELENOCISTEINA A TRAVÉS DEL MEDIO 

ACUÁTICO 

4.3.1. MORTALIDAD  

Los resultados de mortalidad de las almejas expuestas a distintas concentraciones de 

SeMetSeCys mostraron mortalidad del 100% en el grupo de almejas expuesta a 25 y 10 μg 

Se L-1 de SeMetSeCys en el agua a los 21 y 49 días respectivamente (Figura 4.45). 

 
Figura 4.45. Evolución de la supervivencia acumulada en las almejas expuestas a distintas dosis de 
SeMetSeCys a través del agua 

Las almejas expuestas a la concentración de 5 μg L-1 de SeMetSeCys tenían una 

supervivencia del 75% a los 60 días de cultivo, y sobrevivieron hasta el final del periodo 

de exposición (120 días) al igual que el control.  

4.3.2. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS 

4.3.2.1. Tasa de aclaramiento (TA) 

Respecto a la tasa de aclaramiento, no se observaron diferencias significativas en el grupo 

de almejas expuestas a 5 μg Se L-1 de SeMetSeCys  (ANOVA, p> 0,875) con respecto al 

control, mientras que para el grupo de almejas expuestas a 10 y 25 μg Se L-1 de 

SeMetSeCys se observó una disminución de un 30 y 46% a los 28 y 14 días, 

respectivamente, con respecto al control (ANOVA, p < 0.021) (Figura 4.46).   
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Figura 4.46. Evolución de la tasa de aclaramiento en almejas expuestas a distintas dosis de SeMetSeCys en 
el agua durante 120 días 

La tasa de aclaramiento de la SeMetSeCys-25 disminuyó a los 14 días, momento en el solo 

sobrevivían un 30%, lo que denota que estaban ya muy afectadas por el selenio. 

4.3.2.2. Actividad enzimática  

Se analizaron las variaciones en la actividad de las enzimas antioxidantes GPx, GPx 

dependiente de Se y GST, así como en el nivel de peroxidación lipídica (LPO), como 

consecuencia del estrés oxidativo en las almejas por la exposición a SeMetSeCys en el 

agua de cultivo. Los resultados obtenidos mostraron que el control no presentó diferencia 

significativa en el periodo del ensayo (test t, p=0.334). El ensayo con SeMetSeCys a 

concentraciones de 25 μg Se L-1 tuvo una alta mortalidad, por lo que se ha tratado 

estadísticamente por separado 

En branquia, las almejas expuestas a SeMetSeCys no mostraron diferencias significativas 

en la actividad enzimática respecto al control para ninguna de las enzimas testadas.  

En hepatopáncreas, tampoco mostraron diferencias en  la actividad GPx y LPO respecto al 

control. La actividad GPx-Se presentó diferencias significativas respecto a la SeMetSeCys 

a los 30 días de exposición (ANOVA, p=0.0257), mostrando una mayor actividad 

enzimática en las almejas expuestas a 10 μg Se L-1 de SeMetSeCys respecto al control y a 

la dosis de 5 μg Se L-1 de SeMetSeCys (análisis post-hoc de Duncan) (Figura 4.47) 
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Figura 4.47. Actividad GPx-Se (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas de los grupos 
expuestos a los 30 días de exposición a SeMetSeCys 5y 10 μg Se L-1 y el control  

La actividad GST en el hepatopáncreas presentó diferencias significativas respecto a la 

SeMetSeCys (ANOVA, p=0.001), siendo, según los resultados del test post-hoc de Tukey, 

la actividad similar entre los individuos tratados con SeMetSeCys (5 y 10 μg Se L-1) y, al 

mismo tiempo, su actividad menor respecto al control (Figura 4.48). 

 
Figura 4.48. Actividad GST (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas de los grupos expuestos a 
los 30 días de exposición a SeMetSeCys 5 y 10 μg Se L-1 y el control  

La actividad enzimática en branquia del grupo expuesto a 25 μg Se L-1 de SeMetSeCys no 

presentó diferencias significativas a lo largo del periodo de exposición en ninguna de las 

enzimas estudiadas, así mismo, en hepatopáncreas, no presentó diferencias en la actividad 

de GPx y LPO, mientras que la actividad GPx-Se y GST de este grupo fue diferente 

significativamente (ANOVA, p=0,026 y ANOVA, p=0.001, respectivamente) a lo largo 

del periodo de exposición, confirmándose los mismos resultados que para el resto de 

tratamientos con SeMetSeCys, una mayor actividad GPx-Se en las almejas expuestas a 10 

μg Se L-1 de SeMetSeCys respecto al control y a la dosis de 5 μg Se L-1 de SeMetSeCys 
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(análisis post-hoc de Duncan), y la actividad GST similar entre los individuos tratados con 

SeMetSeCys (5 y 10 μg Se L-1) y, al mismo tiempo, su actividad menor respecto al control. 

4.3.3.  ACUMULACIÓN DE SELENOMETILSELENOCISTEINA  

4.3.3.1. Selenio total  

� Acumulación de Se en el cuerpo completo  

Los resultados de selenio total en el cuerpo completo de las almejas expuestas a 

SeMetSeCys en un rango de concentraciones comprendida entre 5 y 25 µg Se L-1 durante 

120 días se muestran en la Figura 4.49. Para el grupo de almejas expuestas a 5 µg Se L-1 de 

SeMetSeCys, incrementó la concentración de selenio en el las almejas durante los primeros 

14 días, llegando al estado estacionario. En el caso del grupo de almejas expuestas a 10 µg 

Se L-1 de SeMetSeCys  mostró una acumulación más acusada hasta los 21 días, donde 

alcanzó el estado estacionario. Y por último, en el grupo de almejas expuestas a 25 µg Se 

L-1 de SeMetSeCys, la concentración de selenio incremento rápidamente a las 48 horas y, 

posteriormente el incremento fue lento hasta llegar a la mortalidad del grupo a los 14 días. 

 
Figura 4.49. Concentración de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en el cuerpo completo de las almejas durante 
el experimento de acumulación de SeMetSeCys con renovación diaria  (� 0 µg Se L-1, � 5 µg Se L-1, � 10 µg 
Se L-1; �  25 µg Se L-1)  

En general, todas las concentraciones de SeMetSeCys estudiadas mostraron un 

comportamiento cinético de primer orden, con coeficientes de correlación superiores a 
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0,989, obteniéndose las constantes de absorción, depuración y los factores de 

bioconcentración, como se muestra en la Tabla 4.14. 

Tabla 4.14. Coeficientes cinéticos (± desviación estándar) para Ruditapes decussatus durante el periodo de 
exposición (120 días) a varias concentraciones de SeMetSeCys desde el agua de cultivo 

Concentración 
de exposición 

(µg Se L-1) 
BCF 

NO 
(día-1) 

NP 
(L·día-1·g-1) 

Coeficiente 
correlación 

(R) 

5 3460±296 0,211±0,024 0,722± 0,071 0,991 

10 3683±584 0,117±0,024 0,432 ±0118 0,989 

25 837±131 0,611±0,121 0,520±0,080 0,990 

Los resultados de los BCFs mostraron que no existía diferencias significativas en el grupo 

de almejas expuestas a 5 y 10 µg Se L-1 de SeMetSeCys (ANOVA, p=0,306), mientras que 

se observó una disminución significativa con 25 µg Se L-1 de SeMetSeCys en el agua 

(ANOVA, p=0,0001). 

Respecto a la constante de absorción, presentó una disminución significativa con el 

aumento de la concentración de 5 a 10 µg Se L-1 de SeMetSeCys en el agua (ANOVA, 

p<0.0006), y la constante de eliminación, un aumento significativo con 25 µg Se L-1 de 

SeMetSeCys (ANOVA, p=0,0001). 

La relación entre las constantes Ku y Kd presentó diferencias significativas en los grupos 

de almejas expuestas a 5 y 10 µg Se L-1 de SeMetSeCys en el agua (ANOVA, p<0.00004), 

siendo 4 veces mayor la Ku, mientras que no se observó una diferencia significativa con 25 

µg Se L-1 de SeMetSeCys (ANOVA, p=0,257). 

Por otra parte, la concentración total de selenio en el cuerpo completo incrementó en el 

contenido de Se de forma lineal cuando aumentaba la concentración en el agua a los 14 

días de exposición, ajustándose a una ecuación de segundo grado (R=0,9981) (Figura 

4.50):  

Corg =  −0,1097 +  3,5706 Cagua –  0,1097 Cagua� 

Con esta ecuación se puede predecir la concentración a la que es necesario exponer a las 

almejas durante 14 días para obtener una concentración determinada de selenio en el 

cuerpo completo la almeja, además, se puede observar que los individuos acumulan una 
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alta concentración de selenio cuando se expone a concentraciones de SeMetSeCys por 

encima de 25 µg Se L-1, alcanzando la saturación. 

 
Figura 4.50. Relación entre la concentración de Se en el cuerpo completo de Ruditapes decussatus y la 
concentración de selenometilselenocisteína en el agua después de 14 días de exposición (Gráfica de la 
ecuación  de 2º grado: Línea continua; con el incremento lineal: línea discontinua, también representado). 

� Distribución tisular del Se  

En este caso se observó el mismo comportamiento que para el tejido total, ajustándose a un 

modelo cinético de primer orden (R > 0,886) (Tabla 4.15 y Figura 4.51).  

Los resultados mostraron diferencias significativas en los BCFs para las concentraciones 

de SeMetSeCys (ANOVA, p=0,0001) y, acumulándose en el siguiente orden en los 

distintos tejidos:  

Manto= Pie < Vísceras < Branquias < Hepatopáncreas 
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Tabla 4.15. Coeficientes cinéticos (± desviación estándar) en los tejidos para los experimentos de 
acumulación en Ruditapes decussatus expuesto a varias concentraciones de SeMetSeCys durante 120 días 

Concentración 
de exposición 

(µg Se L-1) 
BCF 

K d 
(día-1) 

K u 
(L·día-1·g-1) 

Coeficiente 
Correlación 

(R) 

Pie 
5 2053 ± 368 0,198 ± 0,041 0,409 ± 0,080 0,958 

10 1480 ± 230 0,265 ± 0,052 0,392 ± 0,070 0,984 

25 581 ± 85 0,492 ± 0,048 0,292 ± 0,049 0,980 

Manto 
5 1855 ± 311 0,192 ± 0,013 0,346 ± 0,033 0,918 

10 998 ± 137 0,332 ± 0,079 0,314 ± 0,048 0,886 

25 450 ± 83 0,423 ± 0,117 0,190 ± 0,029 0,893 

Vísceras 
5 2649 ± 365 0,283 ± 0,013 0,750 ± 0,115 0,945 

10 2596 ± 378 0,480 ± 0,106 1,197 ± 0,023 0,964 

25 708 ± 137 0,840 ± 0,105 0,586 ± 0,075 0,981 

Branquias 
5 8489 ± 827 0,454 ± 0,054 2,551 ± 0,333 0,923 

10 5423 ± 872 0,225 ± 0,007 1,224 ± 0,147 0,998 

25 1789 ± 250 0,578 ± 0,0120 1,022 ± 0,225 0,991 

Hepatopáncreas 
5 21305 ± 1953 0,045 ± 0,005 0,955 ± 0,042 0,988 

10 32704 ± 4956 0,027 ± 0,007 0,912  ± 0,107 0,991 

25 2856 ± 394 0,332 ± 0,100 0,894 ± 0,192 0,985 

Los BCFs y la tasa de acumulación fueron mayores en hepatopáncreas y branquia. Al igual 

que en el cuerpo completo, los BCFs presentaron un fuerte descenso con 25 µg Se L-1 de 

SeMetSeCys en el agua; la constante de absorción presentó una disminución con el 

aumento de la concentración de selenio en el agua y la constante de eliminación tuvo un 

claro aumento con 25 µg Se L-1 de SeMetSeCys. 

La constante Ku fue mayor que la Kd en los grupos de almejas expuestas a 5 y 10 µg Se L-

1 de SeMetSeCys en el agua, mientras que con 25 µg Se L-1 de SeMetSeCys, la Ku fue 

mayor en branquia y hepatopáncrea, pero fue menor que la Kd en el resto de tejidos. 

Por otra parte, la suma de la concentración de selenio en los distintos tejidos con respecto a 

la concentración de selenio en el cuerpo completo, expresado en porcentaje, se encontró 

entre 86 y 113%, teniendo en cuenta para realizar el cálculo el porcentaje en peso que 

representa cada tejido en la almeja, como se explicó en el Apartado 3.3.1.1 del Capítulo de 

Material y Métodos.  
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Figura 4.51. Concentración de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en los órganos de las almejas durante el 
experimento de acumulación de SeMetSeCys con distintas concentraciones: a) Manto; b) Pie; c) Vísceras; d) 
Branquias; e) Hepatopáncreas. (� 0 µg Se L-1, � 5 µg Se L-1, � 10 µg Se L-1; �  25 µg Se L-1)  

En general, se observó un incremento en el contenido de Se en los órganos cuando 

aumenta la concentración en el agua a los 14 días de exposición, ajustándose a una 

ecuación de segundo grado (R=0,8443) (Figura 4.52). 
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Figura 4.52. Relación entre la concentración de Se en el cuerpo completo de Ruditapes decussatus y la 
concentración de selenito en el agua después de 14 días de exposición. 

� Distribución subcelular del Se en el cuerpo completo  

La separación subcelular se llevó a cabo en almejas expuestas a 10 μg Se L-1 con 

SeMetSeCys durante 14 y 30 días, tanto en hepatopáncreas como en branquias. Los 

resultados mostraron recuperaciones en el fraccionamiento subcelular del tejido con 

respecto a su concentración total del 98 y 108%  para hepatopáncreas y  del 85  y 109 % 

para branquias (Figura 4.53 y Tabla 4.16).  

Tabla 4.16: Concentración (mg Se Kg-1, peso seco) de selenio total y la distribución en las fracciones 
biológicamente activa, detoxificada y núcleos y desechos celulares, en hepatopáncreas y branquias, de 
almejas expuestas a 10 µg Se L-1 de SeMetSeCys durante 14 y 30 días (LD: por debajo del límite de 
detección) 

En hepatopáncreas, entre el 20 y el 25% del contenido de selenio se encontró 

biológicamente activo, mientras que en las branquias fue entre el 10 y el 18 %. La mayor 

parte del selenio, en ambos órganos, se encontró en las fracciones biológicamente 

detoxificadas y en los núcleos y desechos celulares (75-89 %), principalmente en proteínas 

estables y núcleos y desechos celulares. 
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   Núcleos y desechos celulares <LD 46,4 65,3  <LD 8,39 15,9 
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Figura 4.53. Concentración de selenio (mg Se Kg-1, peso seco) en las distintas fracciones de la separación 
subcelular en órganos de almejas expuestas con 10 µg Se L-1 de SeMetSeCys durante  14 y 30 días: a) 
hepatopáncreas; b) branquias 

4.3.3.2. Especiación de selenio en almeja fina cultivada con SeMetSeCys 

Los resultados de especiación en los extractos de hidrólisis enzimática con proteasa/lipasa, 

tanto en el cuerpo completo como en los tejidos de las almejas expuestas a distintas 

concentraciones de SeMetSeCys a través del agua durante 120 días, mostraron la presencia 

de distintas especies de selenio (Figura 4.54).  
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Figura 4.54. Cromatogramas de especies de selenio en almejas cultivadas con 5 µg Se L-1 de SeMet durante 
60 días mediante extracción secuencial de proteasa/lipasa y NaOH 0,02 M con  HPLC-UV-TR-HG-AFS: a) 
Intercambio aniónico; b): intercambio catiónico 

En la identificación de especies mediante el acoplamiento instrumental HPLC-UV-TR-

HG-AFS, por intercambio aniónico no se obtuvo una buena resolución en los picos 

cromatográficos de los compuestos, mientras que por intercambio catiónico se identificó 

SeMetSeCys y tres especies no identificadas (U2, U3 y U4 que eluyeron a 5,7; 9,4; 11,5 y 

23,1 min). En cuanto al residuo de la hidrólisis enzimática tratado con hidróxido sódico, 

mediante el acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-AFS por intercambio aniónico se observó la 

presencia se Se(IV). 

El porcentaje de especies de selenio identificado, con respecto a la concentración de 

selenio presente en el cuerpo completo y los tejidos expuestos a distintas concentraciones 
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de SeMet, se encontró entre 9 y 38%, lo que indica que un porcentaje alto de las especies 

presentes en los extractos fueron desconocidas. 

� Especiación de selenio en el cuerpo completo  

En la Figura 4.55 se muestra como varió la concentración de las especies de selenio en el 

cuerpo completo con el tiempo de exposición, incrementando la concentración de las 

especies conocidas en los tejidos de almeja en el siguiente orden:  

SeMetSeCys > Se(IV) 

Las concentraciones de las especies de selenio se ajustan a modelos cinéticos de primer 

orden (R> 0,708). 

 

Figura 4.55. Concentración de especies de selenio (conocidas: mg Se Kg-1, peso seco; desconocidas: área 
especie / área Se(IV)) en los tejidos de almejas mediante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el experimento de 
acumulación de SeMetSeCys con distintas concentraciones: a) Se(IV); b) SeMetSeCys; c) Compuesto 
desconocido U2; d) Compuesto desconocido U3; e) Compuesto desconocido U4. ( � 5 µg Se L-1, � 10 µg 
Se L-1; �  25 µg Se L-1)  

� Especiación de selenio en los tejidos  

La especiación en los distintos órganos de las almejas se llevó a cabo en el grupo de 

almejas cultivadas en presencia de 10 μg Se L-1 de SeMetSeCys a 14, 30 y 60 días de 

exposición, obteniendo las mismas especies presentes que para el tejido completo.  La 
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SeMetSeCys (76%) y U4 (67%) fueron las especies que se encontraron en mayor 

concentración,  dentro de las especies conocidas y desconocidas, respectivamente.  

De forma similar que en el caso de selenio total, el pie y el manto son los órganos que 

presentan menor concentración de especies, mientras que la mayor la presentan branquias 

y hepatopáncreas, como se puede comprobar en la Figura 4.56. 

 

 

Figura4.56. Concentración de especies de selenio (conocidas: mg Se Kg-1, peso seco; desconocidas: área 
especie / área Se(IV)) en los distintos tejidos de las almejas expuestas a 10 μg de Se L-1 de SeMetSeCys 

� Distribución subcelular del Se en los tejidos  

La especiación en las distintas fracciones de la separación subcelular se realizó en 

branquias y hepatopáncreas de almejas expuestas con 25 μg Se L-1 de SeMetSeCys  

durante 14 días, las especies identificadas fueron Se(IV), SeMetSeCys, U2 y U4 (Figura 

4.57), presentando una distribución similar en las distintas fracciones.  
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El Se(IV) se encontró principalmente en los desechos de núcleo celulares, la SeMetSeCys 

y la especie desconocida U2 en la fracción de proteínas estables al calor (fracción 

biológicamente inactiva) para ambos tejidos y, por último, la especie desconocida U4 se 

distribuyó dentro de la fracción biológicamente activa, localizándose principalmente en la 

fracción de lisosomas y microsomas (18-29%), así como en la fracción biológicamente 

detoxificada, localizándose en las proteínas estables al calor (71-82%). 

 

 
Figura 4.57. Especies de selenio (%) extraídas en las fracciones subcelulares de almejas expuestas con 25 μg 
de Se L-1 de SeMetSeCys durante 14 días, mediante hidrólisis enzimática-NaOH y HPLC-TR-UV-HG--AFS, 
en: a) hepatopáncreas y b) branquias.  

4.3.4. ELIMINACIÓN/DEPURACIÓN DE SELENOMETILSELENOCISTEINA  EN 

LAS ALMEJAS  

El grupo de almejas expuestas a 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys durante 60 días, 

posteriormente se mantuvieron en sustratos de arena con agua de mar en circuito abierto 

durante 60 días para llevar a cabo un estudio de eliminación. Durante este ensayo, se 

estudió el grado de enterramiento de las almejas y la mortalidad. Los resultados se 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Mitocondrias Lisosomas + 
Microsomas

Proteínas 
enzimáticas

Proteínas 
estables al calor

Gránulos restos núcleos 
celulares

ACTIVAS DETOXIFICADAS DESECHOS

E
sp

ec
ie

  d
e 

 s
el

en
io

  (
%

)

Se(IV)
SeMetSeCys
U-2
U-4

a)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Mitocondrias Lisosomas + 
Microsomas

Proteínas 
enzimáticas

Proteínas 
estables al calor

Gránulos restos núcleos 
celulares

ACTIVAS DETOXIFICADAS DESECHOS

E
sp

ec
ie

  d
e 

 s
el

en
io

  (
%

)

Se(IV)

SeMetSeCys

U-2

U-4

b)



Capítulo 4. Resultados 

147 

muestran en la Figura 4.58, donde se puede observar que la TE(50) se alcanzó a las 12 

horas.  

 
Figura 4.58.  Evolución del enterramiento de las almejas (%) durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber estado expuestas durante 60 días a 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys. 

Respecto a la supervivencia, se puede apreciar en la Figura 4.59 que la mortalidad a los 7 

días fue menor del 20%, por lo que no se apreció en 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys ningún 

efecto post-exposición, ni en mortalidad, ni en enterramiento. 

 
Figura 4.59. Evolución de la supervivencia de las almejas (%) durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber estado expuestas durante 60 días a 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys  

� Eliminación del Se en el cuerpo completo  

Los resultados de la eliminación de SeMetSeCys en el cuerpo completo de la almeja 

siguieron una curva exponencial con respecto al tiempo, con una concentración final de 

selenio en el tejido de 7,33 ± 0,81 mg Se Kg-1 (en peso seco) (Figura 4.60), ajustándose a 

cinéticas de primer orden.  
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Figura 4.60. Comparación del contenido de Se (mg Se Kg-1; peso seco) observado (•) y predicho en las 
almejas durante el experimento de depuración, mediante el uso de los modelos cinéticos  de 1 compartimento 
y 2 compartimentos.  

Los resultados mostraron que la concentración de selenio predicha no difiere 

significativamente con las concentraciones observadas usando modelos cinéticos de uno y 

dos compartimentos, con coeficientes de correlación 0,983 y 0,992 respectivamente, y no 

llegando al estado estacionario. El tiempo de vida media biológico, usando estos modelos 

cinéticos, fue de 19 y 33 días, respectivamente, indicando que el selenio es muy persistente 

en la almeja (Tabla 4.17) 

Tabla 4.17. Coeficientes cinéticos en el ensayo de depuración de SeMetSeCys en R. decussatus. . (A,1,2: concentración 
de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg-1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2),1: vida media 
biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se] i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg-1)) 
 

[Se]i 1 Compartimento  2 Compartimentos 

32,6 A 30,91  A1 14,4 

 K d 0,034  Kd1 0,275 

 t1/2 19  (t1/2)1 2 

 R 0,991  A2 21,4 

    Kd2 0,020 

    (t1/2)2 32 

    R 0,994 

� Eliminación del Se en los tejidos  

El mismo comportamiento se observó en los tejidos de las almejas. Los resultados se 

muestran en la Tabla 4.18 y Figura 4.61y se puede comprobar que el modelo cinético de 

dos compartimentos se ajusta mejor a los datos observados, con coeficientes de regresión 

mayores de R= 0,991 para todos los órganos.  
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Por otra parte, la vida media biológica (t1/2) es mayor en el modelo cinético de un 

compartimento para todos los tejidos. Cuando se usa el modelo cinético de un 

compartimento, el valor de la vida media se encuentra en el rango comprendido entre 4 y 

39 días en los tejidos, indicando una baja persistencia en algunos tejidos del selenio, como 

en el hepatopáncreas que persiste 4 días, y en otros órganos persiste mucho tiempo como 

en el manto. Cuando se usa el modelo cinético de dos compartimentos, al principio se 

observa una eliminación rápida del selenio, entre el primer y tercer día para todos los 

tejidos y, posteriormente, la eliminación es lenta llegando hasta 98 días para el manto. 

  

  

 

Figura 4.61. Comparación del contenido de Se (mg Se Kg-1; peso seco) observado (•) y predicho en las 
almejas procedentes del cultivo con SeMetSeCys, durante el experimento de depuración mediante el uso de 
los modelos cinéticos de 1 compartimento (línea continua) y 2 compartimentos (línea discontinua). a) Manto; 
b) Pie; c) Vísceras; d) Branquias; e) Hepatopáncreas 
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Tabla 4.18. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, vísceras, branquias y hepatopáncreas durante el 
experimento de depuración de la SeMetSeCys en R. decussatus. (A,1,2: concentración de la almeja según la 
ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); 
R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1)) 

� Especiación del Se en el cuerpo completo en la eliminación  

Por último, se determinaron las especies de selenio presente en el cuerpo completo, e igual 

que en acumulación, las especies que se encontraron en la muestras son Se(IV), 

SeMetSeCys y tres especies desconocidas  U2, U3 y U4.  

Los resultados para todas las especies, tanto identificadas como desconocidas, se ajustan a 

un modelo cinético de primer orden (Figura 4.62 y Tabla 4.19). El tiempo de vida media, 

indica que la eliminación de las especies es rápida y siguen este orden: 

U2 <  U4 < U3= Se(IV) < SeMetSeCys 

 

 

 Manto Pie Vísceras Branquias Hepatopáncreas 

1 compartimento 

[Se]i 11,7 15,9 22,2 60,0 177 

A 8,66 13,5 19,1 50,7 179 

K d 0,033 0,071 0,037 0,023 0,158 

t1/2 39 9 17 28 4 

R 0,804 0,919 0,967 0,938 0,984 

2 compartimentos 

[Se]i 11,7 15,9 22,2 60,0 177 

A1 6,40 9,11 6,06 20,0 157 

K d1 0,339 0,350 0,677 0,337 0,210 

(t1/2)1 2 2 1 2 3 

A2 5,3 6,79 16,1 39,9 24,5 

K d2 0,007 0,021 0,028 0,015 0,018 

(t1/2)2 98 30 23 43 35 

R 0,999 0,997 0,997 0,994 0,991 
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Tabla 4.19. Coeficientes cinéticos para las especies presentes durante el experimento de depuración del 
SeMetSeCys en R. decussatus. (A,1,2: concentración de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: 
constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración 
de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1)) 

 

 Se(IV) SeMetSeCys U2* U3* U4* 

1 compartimento 

[Se]i 0,518 4,29 1,66 0,478 4,77 

A 0,526 4,12 1,57 0,484 4,29 

K d 0,224 0,342 0,134 0,235 0,164 

t1/2 3 2 5 3 4 

R 0,989 0,974 0,978 0,951 0,918 

2 compartimentos 

[Se]i 0, 518 4,29 1,66 0,478 4,77 

A1 0,262 2,50 1,26 0,336 2,18 

K d1 0,224 1,35 0,092 0,235 1,87 

(t1/2)1 3 1 7 3 14 

A2 0,264 1,79 0,393 0,148 2,34 

K d2 0,224 0,116 7,74 0,235 9,79 

(t1/2)2 3 6 0 3 1 

R 0,989 0,999 0,996 0,951 0,999 

                                  * Área relativa con respecto a Se(IV) 
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Figura 4.62 Comparación del contenido de especies de Se (mg Se Kg-1; peso seco) observado (•) y predicho 
en las almejas durante el experimento de depuración mediante el uso de los modelos de depuración de 1 
compartimento (línea continua) y 2 compartimentos (línea discontinua). a) Se(IV); b) SeMetSeCys; c) 
SeMet; d) U1 d) U2; e) U3; f) U4 
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4.4. Isochrysis galbana clon T-Iso A TRAVÉS DE LA DIETA 

4.4.1. MORTALIDAD  

Los resultados de mortalidad de las almejas alimentadas con distintos porcentajes de Tiso 

enriquecida con selenio en la dieta mostraron una mortalidad de un 35 % para la mayoría 

de las dosis y el control (Figura 4.63) 

 
Figura 4.63 Evolución de la supervivencia acumulada en las almejas con distintas dietas de Tiso enriquecida 
con selenio 

4.4.2. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS 

4.4.2.1. Tasa de aclaramiento (TA) 

En la tasa de aclaramiento no se observaron diferencias significativas entre todos los 

grupos de almejas y para todas las dietas estudiadas (ANOVA, p=0,950) durante todo el 

periodo de exposición (Figura 4.64)    
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Figura 4.64 Evolución de la tasa de aclaramiento en R. decussatus con distintas dietas de Tiso enriquecida 
con selenio durante 120 días. 

4.4.2.2. Actividad enzimática 

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas a los 60 días de 

exposición en la actividad GPx, y LPO entre el control y las distintas dietas del ensayo con 

Tiso, en ninguno de los dos tejidos (ANOVA, p>0.297).  

La actividad GPx-Se presentó diferencia significativa a los 60 días de exposición respecto 

a la dieta (ANOVA, p=0.000), siendo la actividad enzimática mayor en el control tanto en 

branquia como en hepatopáncreas (Figura 4.65).  

  

Figura 4.65. Actividad GPx-Se (media ± error estándar; n = 10), en hepatopáncreas y branquia, a los 60 días 
de exposición para el control y los grupos expuestos a distintas dosis de Tiso enriquecida con selenio en la 
dieta. (Las letras diferentes sobre las barras representan diferencias significativas). 

La actividad GST en el hepatopáncreas presentó diferencias significativas (ANOVA, 

p<0.000) al final del periodo de exposición entre el control y los grupos alimentados con 

dietas de 0, 50 y 100% de Tiso.  
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Figura 4.66. Actividad GST (media ± error estándar; n = 10) en el hepatopáncreas al final de la exposición, 
para el control y los grupos alimentados con Tiso enriquecida con selenio. *Las letras diferentes presentan 
diferencias significativas  

4.4.3. ACUMULACIÓN DE SELENIO A TRAVÉS DE LA DIETA  

4.4.3.1. Selenio total  

� Acumulación de Se en el cuerpo completo  

Laa concentraciones de selenio total, SeMet y Se(IV) en la microalga Isochrysis galbana 

clon Tiso fueron 109; 10,6 y 27,1 mg Se Kg-1 de microalgas en base seca, respectivamente. 

Las concentraciones de selenio total y especies presentes en las distintas dietas ensayadas 

para las almejas se muestran en la Tabla 4.20.   

Tabla 4.20. Concentración de selenio total y especies (mg Se almeja-1; mg Se Kg-1 (de almejas); en peso 
seco) presentes en las dietas ensayadas para las almejas con Isochrysis galbana clon T-Iso enriquecida con 
selenio  

Tiso 
enriquecida Total Se(IV) SeMet 

(% en dieta) (µg Se almeja1) (mg Se Kg-1) (µg Se almeja-1) (mg Se Kg-1) (µg Se almeja-1) (mg Se Kg-1) 

0 0,021 0,042     

25 0,546 1,092 0,053 0,872 0,135 1,744 

50 1,092 2,184 0,106 2,184 0,270 4,368 

75 1,639 3,278 0,160 4,368 0,405 8,736 

100 2,185 4,37 0,213 6,556 0,540 13,112 

Los resultados de selenio total en el cuerpo completo de las almejas alimentadas con 

microalgas Tiso enriquecida con selenio en un rango de concentraciones comprendida 

entre 0 y 4,369 µg Se Kg-1en la dieta durante 120 días se muestra en la Figura 4.67 
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Figura 4.67 Concentración total de selenio (mg Se Kg-1; peso seco) en el cuerpo completo de las almejas 
alimentada con Tiso enriquecida con selenio con respecto al tiempo (� 0 µg Se L-1, � 1,09 µg Se Kg-1 Tiso, � 
2,18 µg Se Kg-1 Tiso; �  3,28 µg Se Kg-1 Tiso; � 4,37 µg Se Kg-1 Tiso). 

En las dietas estudiadas se observó un incremento significativo en la concentración de 

selenio en el cuerpo completo de las almejas (ANOVA, p=0.00001), ajustándose el 

incremento de la concentración de selenio en la dieta a modelos cinéticos de primer orden 

(R>0,871). Asimismo, las distintas dietas con Tíso enriquecida con selenio presentaron 

diferencia significativa al final del experimento (ANOVA, p=0.00001).  

Los parámetros que describe el modelo cinético considerando la entrada de selenio a través 

del alimento se muestra en la Tabla 4.21. 

Tabla 4.21. Coeficientes cinéticos para Ruditapes decussatus durante el periodo de exposición (120 días) 
alimentada con distintas concentraciones de Se-Tiso. 

Concentración 
alimento 
(µg Se g-1) 

N\ 
(día-1) 

NP 
(L·día-1·g-1) 

AE 
(%) 

IR 
(g ·día-1 ·g-1) 

TTF 
 

1,092 0,129 0,627 69 0,702 3,75 

2,185 0,061 0,327 78 0,700 8,95 

3,277 0,046 0,251 68 0,712 10,52 

4,370 0,031 0,227 69 0,742 16,53 

Los resultados muestran que la eficiencia de absorción se encuentra entre el 68% y el 78% 

en las almejas alimentadas concentraciones de selenio. La relación de la ingesta incrementa 

con la concentración de selenio en alimento, mientras que la constante de eliminación 

disminuye. En cuanto a la tasa de crecimiento, no se observó cambio de crecimiento de las 

almejas durante el experimento. Por último, el factor de transferencia trófica incrementa 

con la concentración de selenio en el alimento. 
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Por otra parte, la concentración total de selenio en almejas alimentadas con microalgas 

enriquecidas con Se incrementó de forma lineal cuando aumentaba la concentración de 

total de selenio en la dieta a los 60 días del tratamiento, con un coeficiente de regresión de 

0,982  (Figura 4.68). 

 
Figura 4.68 Concentración total de selenio en el cuerpo completo de almejas con respecto a la concentración 
de selenio en la dieta microalgal durante 60 días   

� Distribución tisular del Se en el cuerpo completo  

En la figura se muestra la concentración total de selenio en los tejidos de la almeja con 

respecto al tiempo, observándose que se ajustó a un modelo cinético de primer orden 

(R>0,802).  
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Figura 4.69 Concentración de selenio total (mg Se Kg-1; peso seco) en los tejidos de las almejas 
incorporándolo en distintas concentraciones a través de la dieta durante 60 días: a) Manto; b) Pie; c) 
Vísceras; d) Branquias; e) Hepatopáncreas. (� 0 µg Se L-1, � 1,09 µg Se Kg-1 Tiso, � 2,18 µg Se Kg-1 Tiso; �  

3,28 µg Se Kg-1 Tiso; � 4,37 µg Se Kg-1 Tiso)  

Por otra parte, la concentración de selenio en los distintos órganos incrementó en el 

siguiente orden:  

Pie = Manto < Vísceras < Hepatopáncreas = Branquias 

Además se observó una buena correlación entre la concentración de selenio total en los 

tejidos y el selenio en la dieta (R > 0,979) (Figura 4.70)  
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Figura 4.70 Relación entre la concentración de Se en el cuerpo completo de Ruditapes decussatus y la 
concentración de selenio en la dieta después de 60 días de exposición 

� Distribución subcelular del Se en el cuerpo completo  

La separación subcelular se realizó en almejas alimentadas con 4,370 μg Se Kg-1 de Tiso, 

durante 21 y 30 días, tanto en hepatopáncreas como en branquias. Los resultados 

mostraron recuperaciones entre 109 y 111%  para el hepatopáncreas y entre  93%  y 108 % 

para las branquias en el fraccionamiento subcelular del cuerpo completo con respecto a su 

concentración total (Figura 4.71y Tabla 4.22).  

Tabla 4.22: Concentración (mg Se Kg-1, peso seco) de selenio total y la distribución en las fracciones 
biológicamente activa, detoxificada y núcleos y desechos celulares, en hepatopáncreas y branquias, de 
almejas alimentadas con 4,370 μg de Se Kg-1, durante 21 y 30 días 

 

 

 

 

Para ambos tejidos, el contenido de selenio biológicamente activo fue menor del 6%, 

encontrándose en la fracción biológicamente detoxificadas, núcleos y desechos celulares, 

repartido principalmente entre las proteínas estables (76 -48 %) y en los núcleos y 

desechos celulares (17-46%).  
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   Se activo biológicamente  1,78 1,56  1,47 1,76 

   Se detoxificado biológicamente  18,9 21,0  25,3 28,1 

   Núcleos y desechos celulares 11,3 19,4  5,90 6,14 
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Figura 4.71 Concentración de selenio (mg Se Kg-1, peso seco) en las distintas fracciones de la separación 
subcelular en órganos de almejas alimentadas con 4,370 μg de Se Kg-1, durante 21 y 30 días, a) 
hepatopáncreas; b) branquias 

4.4.3.2. Especiación de selenio en almejas alimentadas con Tiso enriquecida  

Los resultados de especiación en los extractos de hidrólisis enzimática con proteasa/lipasa, 

tanto en el cuerpo completo como en los tejidos de las almejas alimentadas con distintas 

dietas de microalgas Tiso enriquecidas con selenio durante 60 días, mostró la presencia de 

distintas especies de selenio (Figura 4.72). Las especies identificadas mediante el 

acoplamiento instrumental HPLC-UV-TR-HG-AFS por intercambio aniónico no tuvieron 

una buena resolución en los picos cromatográficos de los compuestos, mientras que por 

intercambio catiónico se identificó SeMetSeCys y cuatro especies no identificadas U1, U2, 

U3 y U4, que eluyeron a 5,7; 9,4; 11,5 y 23,1 min. En cuanto al residuo de la hidrólisis 

enzimática tratado con hidróxido sódico mediante el acoplamiento HPLC-UV-TR-HG-

AFS por intercambio aniónico solo se observó la presencia de Se(IV), 577 μg Se Kg-1, en 

almejas alimentadas con  4,370 μg Se Kg-1 a los 60 días.  
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Figura 4.72 Cromatogramas de especies de selenio en almejas alimentadas con microalgas Tiso  
enriquecidas con 4,370 μg de Se Kg-1 durante 60 días mediante extracción secuencial de proteasa/lipasa y 
NaOH 0,02 M con  HPLC-UV-TR-HG-AFS: a) Intercambio aniónico; b): intercambio catiónico 

El porcentaje de especies de selenio identificadas, con respecto a la concentración de 

selenio presente en el cuerpo completo y en los tejidos expuestos a distintas dietas de Tiso 

enriquecidas con selenio, se encontró entre 6 y 29%, indicando que un porcentaje alto de 

las especies presentes en los extractos fueron desconocidas. 

� Especiación de selenio en el cuerpo completo  

En la Figura 4.73 se muestra como varía la concentración de las especies de selenio en el 

cuerpo completo con el tiempo de exposición. Las concentraciones de las especies de 

selenio se ajustan a modelos cinéticos de primer orden con R > 0,708. 
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Figura 4.73 Concentración de especies de selenio (conocidas: mg Se Kg-1, peso seco; desconocidas: área 
especie / área Se(IV)) en el cuerpo completo de la almeja mediante HPLC-TR-UV-HG-AFS durante el 
experimento de acumulación de SeMetSeCys con distintas concentraciones; a) SeMetSeCys; b) Compuesto 
desconocido U1; c) Compuesto desconocido U2; d) Compuesto desconocido U3; e) Compuesto desconocido 
U4. (� 0 µg Se L-1, � 1,09 µg Se Kg-1 Tiso, � 2,18 µg Se Kg-1 Tiso; �  3,28 µg Se Kg-1 Tiso; � 4,37 µg Se 
Kg-1 Tiso)  

� Especiación de selenio en los tejidos  

La especiación en los distintos tejidos de las almejas se realizó en el grupo de almejas 

cultivadas en presencia de 4,37 μg Se L-1 de Se-Tiso a 14, 30 y 60 días de exposición. Las 

especies presentes son las mismas que para el cuerpo completo. La SeMet (76%) y U4 

(67%) son las especie que se encuentra en mayor concentración dentro de las especies 

conocidas y desconocidas, respectivamente. De forma similar que en el caso de selenio 

total, el pie y el manto son los tejidos que presentan menor concentración de especies, 
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mientras que branquias y hepatopáncreas presentan la mayor concentración, como se puede 

comprobar en la Figura 4.74 

 

 

Figura 4.74 Concentración de especies de selenio (conocidas: mg Se Kg-1, peso seco; desconocidas: área 
especie / área Se(IV)) en los distintos tejidos de las almejas alimentadas con microalgas Tiso enriquecidas 
con 4,370 μg de Se Kg-1 a los 14, 30 y 60 días de exposición. 

� Distribución subcelular del Se en los tejidos  

La especiación en las distintas fracciones de la separación subcelular se llevó a cabo en 

branquias y hepatopáncreas de almejas alimentadas con microalgas Tiso enriquecidas con 

4,370 μg Se Kg-1 durante 60 días, las especies identificadas fueron Se(IV), SeMetSeCys, 

U2 y U4 (Figura 4.75), presentando una distribución similar en las distintas fracciones, 

encontrándose entre la fracción biológicamente inactiva y los núcleos y residuos celulares.  
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El Se(IV) se encontró principalmente en los desechos de núcleo celulares, la SeMetSeCys 

y la especie desconocida U4 en la fracción de proteínas estables al calor (fracción 

biológicamente inactiva), para ambos tejidos, y por último, la especie desconocida U2 se 

distribuyó en la misma proporción entre la fracción de proteínas estables al calor y los 

núcleos y los residuos celulares. 

 

 

Figura 4.75 Porcentaje de especies de selenio (%) extraídas en las fracciones subcelulares de almejas 
alimentadas con microalgas Tiso enriquecidas con 4,370 μg de Se Kg-1 durante 60 días mediante hidrolisis 
enzimática-NaOH y HPLC-TR-UV-HG--AFS en: a) hepatopáncreas y b) branquias. 

4.4.4. ELIMINACIÓN/DEPURACIÓN DE SELENIO EN LAS ALMEJAS 

ALIMENTADA CON MICROALGAS ENRIQUECIDA CON SELENIO 

El grupo de almejas alimentadas con 4,370 μg Se Kg-1 durante 60 días, se mantuvieron en 

sustratos de arena con agua de mar en circuito abierto durante 60 días para llevar a cabo un 

estudio de eliminación. Durante este experimento, se estudió el grado de enterramiento de 
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las almejas y la mortalidad. Los resultados se muestran en la Figura 4.76 donde se puede 

observar que el 50% de las almejas se enterraron a las 12 horas. 

 

Figura 4.76 Evolución del enterramiento de las almejas durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber sido alimentadas durante 60 días con la microalga Tiso enriquecida con 4,370 
μg de Se Kg-1 

En cuanto a la supervivencia, en la Figura 4.77 se puede observar como evolucionó en la 

primera semana del ensayo de depuración, siendo las mortalidades de un 4%. 

 

Figura 4.77 Evolución de la supervivencia de las almejas (%) durante la primera semana del periodo de 
depuración, después de haber sido alimentadas durante 60 días con la microalga Tiso enriquecida con 4,370 
μg de Se Kg-1 

� Eliminación del Se en el cuerpo completo  

Los resultados de la eliminación de selenio total en el cuerpo completo de la almeja 

siguieron una curva exponencial con respecto al tiempo, siendo la concentración final de 
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selenio 2,60 ± 0,30 mg Se Kg-1 (en peso seco), ajustándose a modelos cinéticos de primer 

orden (Figura 4.88).  

 

Figura. 4.88 Comparación del contenido de Se (mg Se Kg-1; en peso seco) observado (•) y predicho en las 
almejas durante el experimento de depuración mediante el uso de los modelos de depuración de 1 
comportamiento y 2 comportamientos.  

Los resultados mostraron que la concentración de selenio predicha no difiere 

significativamente con las concentraciones observadas, con coeficientes de correlación 

0,918 y 0,999, usando modelos cinéticos de uno y dos compartimentos, respectivamente, 

ajustándose mejor los resultados con el modelo de dos compartimentos (Tabla  4.23). El 

tiempo de vida media biológica es de 8 y 23 días usando modelos cinéticos de 1 

compartimento y 2 compartimentos, respectivamente, mostrando que el selenio 

incorporado a través del alimento fue más persistente para la eliminación cuando se 

ajustaba al modelo cinético de dos compartimentos. 

Tabla 4.23. Coeficientes cinéticos para los experimentos de depuración de almejas alimentadas con la 
microalga Tiso enriquecida con 4,370 μg de Se Kg-1. (A,1,2: concentración de la almeja según la ecuación cinética 
(mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica (días); R: coeficiente de correlación; 
[Se]i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1)) 

 

[Se]i 
Modelo de 1 

compartimento 
Modelo de 2 

compartimentos 

36,5 A 22,6 A1 14,2 

 K d 0,082 K d1 0,568 

 t1/2 8 (t1/2)1 1 

 R 0,918 A2 12,8 

   K d2 0,027 

   (t1/2) 23 

   R 0,999 
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� Eliminación del Se en los tejidos  

El mismo comportamiento se observó en los tejidos de las almejas, los resultados se 

muestran en la Tabla 4.24 y Figura 4.89 donde se puede comprobar que el modelo cinético 

de dos comportamientos se ajustó mejor a los datos observados, con coeficientes de 

regresión mayores de 0,996 para todos los órganos. Por otra parte, la vida media biológica 

(t1/2) es mayor en el modelo cinético de un compartimento para todos los tejidos, 

encontrándose el valor de la vida media en el rango comprendido entre 7 y 27 días. 

Cuando se usa el modelo cinético de dos compartimentos, al principio se observa una 

eliminación rápida del selenio, entre 1 y 4 días para todos los tejidos, y posteriormente, la 

eliminación es lenta, llegando hasta 80 días para las vísceras y las branquias. 

Tabla 4.24. Coeficientes cinéticos para el manto, pie, vísceras, branquias y hepatopáncreas durante el 
experimento de depuración de las almejas alimentadas con la microalga Tiso enriquecida con 4,370 μg de Se 
Kg-1. (A,1,2: concentración de la almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); 
(t1/2),1: vida media biológica (días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio de la 
detoxificación (mg Kg -1)) 

 Manto Pie Vísceras Branquias Hepatopáncreas 

1 compartimento 

[Se]i 13,6 11,3 23,9 49,5 44,9 

A 11,0 10,18 19,1 42,5 39,1 

K d 0,058 0,080 0,024 0,039 0,085 

t1/2 11 8 27 16 7 

R 0,906 0,967 0,880 0,917 0,871 

2 compartimentos 

[Se]i 13,6 11,3 23,9 49,5 44,9 

A1 7,15  6,31 12,2 32,5 30,61 

K d1 0,453  0,246 0,238 0,172 0,30 

(t1/2)1 1 3 3 4 2 

A2 6,45 4,79 11,56 17,8 14,52 

K d2 0,022 0,028 0,008 0,008 0,01 

(t1/2)2 29 23 80 80 60 

R 0,997 0,996 0,998 0,996 0,995 
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Figura. 4.89 Comparación del contenido de Se (mg Se Kg-1; en peso seco) observado (•) y predicho durante 
el experimento de depuración de las almejas alimentadas con la microalga Tiso enriquecida con 4,370 μg de 
Se Kg-1, mediante el uso de los modelos cinéticos de 1 compartimento (línea continua) y 2 compartimentos 
(línea discontinua). a) Manto; b) Pie; c) Vísceras; d) Branquias; e) Hepatopáncreas 

� Especiación del Se  

Por último, se determinaron las especies de selenio presente en el cuerpo completo, e igual 

que en acumulación, las especies que se encuentran en la muestras son Se(IV), 

SeMetSeCys y cuatro especies desconocidas U1, U2, U3 y U4. Pero la especie 

desconocida U1, solo se detectó en el muestreo inicial de la depuración, siendo su señal 

tres veces menor que la de U3 y U4, y 6 veces menor que U1. 

Los resultados para todas las especies, tanto identificadas como desconocidas, se ajusta a 

un modelo cinético de primer orden (Figura 4.90 y Tabla 4.25). 

U3 < U4 = Se(IV) < SeMetSeCys < U2 
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Tabla 4.25. Coeficientes cinéticos para las especies presentes durante el experimento de depuración de las 
almejas alimentadas con la microalga Tiso enriquecida con 4,370 μg de Se Kg-1. (A,1,2: concentración de la 
almeja según la ecuación cinética (mg Kg -1); Kd,d1,d2: constantes de eliminación (días-1); (t1/2), 1: vida media biológica 
(días); R: coeficiente de correlación; [Se]i: concentración de la almeja al inicio de la detoxificación (mg Kg -1); (−): no se 
ajusta al modelo cinético) 

 Se(IV) SeMetSeCys U2* U3* U4* 

1 compartimento 

[Se]i 5,77 2,11 0,661 0,392 0,385 

A 5,79 2,09 0,494 0,392 0,370 

K d 0,228 0,107 0,024 0,958 0,224 

t1/2 3 6 27 1 3 

R 0,999 0,991 0,786 0,997 0,979 

2 compartimentos 

[Se]i − − 0,661 − 0,385 

A1 − − 0,288 − 0,273 

K d1 − − 0,006 − 0,112 

(t1/2)1 − − 102 − 4 

A2 − − 0,370 − 0,112 

K d2 − − 0,350 − 8,73 

(t1/2)2 − − 2 − 0 

R − − 0,997 − 0,998 

* Área relativa, con respecto a Se(IV) 
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Figura 4.90 Comparación del contenido de especies de Se (mg Se Kg-1; en peso seco) observado y predicho 
en las almejas durante el experimento de depuración mediante el uso de los modelos de depuración de 1 
comportamiento (línea continua) y 2 comportamientos (línea discontinua). a) Se(IV); b) SeMetSeCys; c) U2; 
d) U3; e) U4 
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5.1. BIOACUMULACIÓN DE SELENIO 

5.1.1. PARÁMETROS FISIOLÓGICOS  

Aunque el selenio es un elemento esencial para los moluscos, presente en proteínas y 

enzimas, es también tóxico cuando las concentraciones son demasiado altas para los 

requerimientos del animal, en nuestros ensayos fue tóxico para las almejas con el Se(IV) a 

través del agua con una LC50 (96h) de 885 μg Se L-1, y además, en periodos largos de 

exposición a través del agua alcanzaron un 100% de mortalidad a partir de las 

concentraciones de 25 μg Se L-1 de SeMet y de 10 μg Se L-1 de SeMetSeCys, sin verse 

afectadas por la exposición al selenio a través de la dieta con Se-Tiso. En la bibliografía no 

se describen experiencias de mortalidad para organismos marinos con este elemento. 

Únicamente una especie dulceacuícola, el pez luna-Blugill Lepomis macrochirus, ha sido 

objeto de estos trabajos, constatándose que expuesto a 30 μg Se L-1 de selenito alcanza un 

100% de mortalidad (Hermanutz et al., 1992).  

En nuestro trabajo, se observó que la SeMetSeCys fue más tóxica que la SeMet para las 

almejas, ya que alcanzaban el 100% de mortalidad con una concentración en el agua 

menor. Aunque no se disponen de datos de moluscos expuestos a este compuesto, 

resultados similares de mayor toxicidad de SeMetSeCys respecto a SeMet se han 

observado en el pez cebra (Danio rerio) expuesto a 80 µg Se L-1 de SeMet y SeMetSeCys 

(Dolgova et al., 2016). 

En general, la tasa de aclaramiento se vio afectada por el selenio en las almejas expuestas a 

través del agua, apreciándose una disminución en las concentraciones más altas respecto al 

control a partir de los 7 días, alcanzando una disminución entre el 37-58 % para Se(IV)-

1000, SeMet-25 y SeMetSeCys-25 a los 14 días. No viéndose afectando el grupo de 

almejas expuesto a Se-Tiso. Resultados similares obtuvieron Fournier et al (2005a) en la 

almeja asiática (C. fluminea) con la exposición a la SeMet (50 µg Se L-1), ya que indujo 

una fuerte disminución de su tasa de aclaramiento, en cambio respecto al selenito, los 

resultados fueron distintos a los obtenidos en este trabajo, provocando la exposición un 

incremento de la tasa de aclaramiento al doble con ambas concentraciones testadas (50 y 

500 µg Se L-1). 
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En general, la actividad GST en los individuos expuestos al selenito a través del agua, en 

todas las especies y dosis contrastadas (5-1000 µg Se L-1), fue menor que la actividad en 

las almejas control. Se han obtenido resultados similares en moluscos gasterópodos, con 

disminución en la actividad de GST cuando Nucella lapillus fue expuesto al sulfato de 

cobre pentahidrato (Cunha et al., 2007). El caracol Hexaplex (Murex trunculus) ha 

mostrado también una disminución en la actividad de GST cuando se expone al cadmio. La 

disminución de la actividad de GST después de la exposición a metales pesados puede 

deberse a la acción directa del elemento sobre la enzima o a la inhibición de GST por las 

especies reactivas de oxígeno (ROS) extra (Shumilla et al., 1998). Esto se debe a que la 

GSH tiende a quelarse con el metal pesado antes de que este reaccione con las 

metalotioneínas, que también pueden causar indirectamente la disminución de la actividad 

de GST. Los metales también pueden causar agotamiento del sustrato de GSH uniéndolo u 

oxidándolo (Canesi et al., 1999). 

El aumento de la actividad Se-GPx en presencia de selenio se observó en las almejas 

expuestas al selenito y a la SeMeSeCys, este aumento para combatir el estrés oxidativo 

durante fagocitosis y/o metabolismo fisiológico, ya se ha descrito en mamíferos y algunas 

especies de peces (Speier et al., 1985; Watanabe et al., 1997; El-Bayoumy, 2001; Liu et 

al., 2004). En moluscos marinos se ha estudiado el efecto del Se sobre la inducción de la 

Se-GPx frente a los efectos tóxicos de la exposición a mercurio (Chatziargyriou y 

Dailianis, 2010). Esto se demostró al comprobar un aumento de la actividad de Se-GPx en 

cultivos celulares tratados con selenio, por lo que se confirmó la teoría de que el Se juega 

un importante papel como co-factor para el incremento de la actividad Se-GPx. En nuestro 

trabajo se obtuvo un patrón similar, aumentando los valores de Se-GPx en los tratamientos 

con Se, por lo que se puede afirmar que en la almeja fina la alimentación con Se intensifica 

la actividad de Se-GPx. En ese sentido, según nuestros resultados con los enzimas 

antioxidantes, se puede afrimar que la actividad Se-GPx es el principal mecanismo para 

combatir el estrés oxidativo derivado de la exposición a dosis elevadas de selenio en R. 

decussatus. 
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5.1.2. BIOACUMULACIÓN DE Se A TRAVÉS DEL AGUA 

5.1.2.1. Selenio total en el cuerpo completo 

Respecto a las concentraciones de selenio total en el cuerpo completo obtenidas en R. 

decussatus durante el experimento, en general, mostraron un aumento de la concentración 

de selenio acumulado cuando aumentaba la concentración de exposición. Esta relación 

también ha sido observada por otros autores, en Corbicula fluminea expuesta a SeMet a 

través del agua (Adam-Guillermin et al, 2009), así como en la correlación positiva 

encontrada entre los niveles de Pb, Cd, Ni y Co en la ostra Crassoarea corteziensis y los 

niveles en el medio marino (Paez-Osuna y Marmolejo-Rivas, 1990)  

Una de las suposiciones importantes del modelo de BCFs es que refleja las condiciones de 

equilibrio entre la exposición y las concentraciones en el organismo, que se verifica para 

exposiciones en laboratorio (BCFs), aunque en condiciones naturales (BAFs) pueden no 

cumplirse este supuesto (MacGeer et al, 2003). Teniendo en cuenta las distintas especies 

suministradas a través del medio acuático, cabe destacar las diferencias entre ellas respecto 

a los factores de bioconcentración como se observa en la Figura 5.1. Los valores de BCFs 

más elevados al comparar las distintas especies de selenio administradas nos indican una 

mayor capacidad del organismo para acumularla, con una mayor facilidad de entrada en el 

organismo de esa especie determinada. 

 

Figura 5.1 Comparación de los valores de BCF entre los diferentes tratamientos usados en las almejas 
expuestas a distintas concentraciones de  selenito, SeMet y SeMetSeCys en el agua de cultivo durante 120 
días.  
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La especie de selenio que menos se acumula es el selenito, que presenta los valores más 

bajos de BCFs. Estos valores en R. decussatus para el selenio son menores y más 

constantes que los referidos en trabajos realizados sobre exposición a metales, como se 

puede observar en los valores de BCF con un rango entre 29 y 604, en la exposición al 

cobre, cadmio o plomo a través del agua (Blasco y Puppo, 1999; Freitas et al., 2014).  

Los compuestos orgánicos presentaron respecto a las almejas expuestas al selenito, una 

mayor acumulación de selenio, con BCFs mayores, y siendo además mayores para SeMet 

que para SeMetSeCys. En estas especies se refleja una relación inversa entre los factores 

de bioconcentración BCFs y la concentración de exposición a través del agua, decreciendo 

el BCF cuando aumenta la concentración en el agua. Esto es consecuente con el análisis 

realizado por McGeer et al. (2003) sobre la relación de BCFs (en laboratorio) y la 

concentración de metales en medio acuático. Existen múltiples mecanismos 

potencialmente responsables de una relación inversa entre el factor de acumulación y la 

concentración de exposición, los cuales son específicos del metal y de las especies 

(DeForest et al., 2007). Estos mecanismos incluyen la regulación activa, la influencia de 

las concentraciones naturales y la cinética de absorción con saturación a concentraciones 

elevadas (White y Rainbow, 1982; Borgmann y Norwood, 1995 y Simkiss y Taylor, 1989). 

En este trabajo, la concentración de Se aumenta con la exposición, aunque la acumulación 

interna no aumenta tan rápidamente como los niveles de exposición y, por lo tanto, se 

confirma un grado significativo de control sobre la acumulación de Se. Esto ha sido 

descrito por otros autores con respecto a otros elementos traza, como el Cu o el Zn en 

algunos organismos marinos y/o de agua dulce (Alsop y Woos, 2000; McGeer et al., 

2003).  

Las constantes de eliminación del selenito fueron significativamente más altas, 15 veces 

mayores que las de acumulación para todas las concentraciones testadas, lo que implicó 

una eliminación muy rápida del selenio. En cambio, en las especies orgánicas siempre fue 

significativamente menor que la constante de absorción, en ambas especies y para todas las 

concentraciones testadas, excepto para 25 μg Se L-1 de SeMetSeCys, donde ambas 

constantes fueron iguales. Estas diferencias en la dinámica de eliminación del selenio 

revelaron una regulación diferente de la R. decussatus ante la exposición a las distintas 

especies de selenio. Dichas diferencias son similares a las que se observan entre distintos 

elementos esenciales, como refieren Borgmann et al. (1993) para el anfípodo Hyalella 
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azteca, en el que observaron diferencias en los coeficientes cinéticos entre los metales 

esenciales Cu y Zn, con una Kd mucho mayor en el Zn. Por lo tanto, la almeja podría 

regular activamente la carga de Se en el tejido a las concentraciones de selenito disuelto 

equilibrando la excreción y absorción, o en el caso de bajas exposiciones de Se(IV) 

disuelto, la diferencia entre las tasas de absorción y excreción es tan pequeña que no hay 

acumulación neta significativa. Esto último podría haber ocurrido en las almejas expuestas 

a 5 y 20 μg Se L-1 de selenito, en las que el selenio acumulado estuvo por debajo del límite 

de detección. 

La constante de absorción para el selenito fue del mismo orden de magnitud que la descrita 

por Wang (2001) para la almeja japonesa (Ruditapes philippinarum), (0,009 L g-1 d-1), y 

menores que para los mejillones Perna viridis (0,019 L g-1 d-1) y Septifer virgatus (0,031 L 

g-1 d-1). Sin embargo, la constante de absorción obtenida para la SeMet (0,478 L g-1 d-1) fue 

mucho mayor que la obtenida por Adam-Guillermin (2009) para la almeja asiática C. 

fluminea (0,0115 L g-1 d-1). En ambas especies de selenio orgánico, la constante de 

absorción fue siempre mayor que la de eliminación, pero presentó una disminución 

significativa al aumentar la concentración de selenio en el medio, llegando a ser esta 

relación solo del doble para la SeMet y no existir para SeMetSeCys, por lo tanto la 

eliminación del selenio en las almejas expuestas a ellas fue más lenta que en Se(IV).  

La bioacumulación refleja diferentes estrategias de desintoxicación (Wallace y Luoma, 

2003), mientras que algunos organismos son reguladores y evitan que los metales entren o 

los expulsan eficientemente una vez que se han absorbido, otros son acumuladores que, por 

ejemplo, sintetizan ligandos que se unen a los metales. Los acumuladores tienden a 

presentar cargas elevadas en el cuerpo, que es generalmente el caso de los bivalvos. Los 

resultados obtenidos por Adam-Guillermin et al. (2009) para C. fluminea confirman esta 

hipótesis, ya que las constantes de velocidad de absorción para la SeMet fueron 

significativamente más altas que las constantes de velocidad de depuración, lo mismo que 

se observó para la almeja fina expuesta a SeMet a través del agua en este trabajo.  

Esta elevada bioconcentración de SeMet puede estar ligada a tasas de absorción muy alta 

y/o a que la entrada de selenio deriva en su transformación en especies orgánicas, y podría 

explicarse por una bioacumulación inadvertida de SeMet directa a proteínas en lugar de 
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metionina, hecho que se ha demostrado en otras especies de bivalvos que la acumulan a 

través de un sistema de transporte activo (Stewart, 1978). 

La relación observada entre niveles de exposición-cantidad de selenio acumulado y la 

respuesta fisiológica de la almeja pone de manifiesto que concentraciones elevadas de 

selenito, selenometionina o selenometilselenocisteina en el agua aumenta la cantidad de 

selenio activo biológicamente y provoca daños fisiológicos en las almejas. 

5.1.2.2. Selenio total en los tejidos 

La acumulación de selenio en los tejidos tiene un comportamiento similar al expuesto para 

el organismo completo, siendo la acumulación mayor en hepatopáncreas y branquia, con 

sus valores de BCFs mayores que en el resto de los tejidos para todas las especies de 

selenio testadas (Figura 5.2).  

La diferente absorción de un elemento por distintos órganos o tejidos se interpreta como el 

resultado de la actividad fisiológica específica de cada uno. El uso más importante de estos 

modelos cinéticos es el cálculo de la concentración en el órgano crítico (es decir, el órgano 

más sensible) bajo diversas condiciones de exposición, mientras que las concentraciones de 

elemento en otros órganos o tejidos proporcionan una indicación de los efectos adversos  

(Elder et al., 2015). 
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Figura 5.2 Comparación de los BCFs en los diferentes tejidos de las almejas expuestas a distintas 

concentraciones de  selenito, SeMet y SeMetSeCys en el agua de cultivo durante 120 días.  

La distribución del Se entre los diversos tejidos está determinada por su superficie de 

adsorción, por lo tanto las branquias con una gran superficie y las propiedades químicas de 

las mucosas que las cubren es responsable de la captura de metales en forma disuelta y en 

forma de partículas presentes en el agua que fluye a través de la cavidad del manto 

mostrando un mayor grado de acumulación (Cunningham, 1979; Amiard-Triquet et al, 

1986). Así mismo, la elevada concentración encontrada en el hepatopáncreas se debe 

además de a la absorción directa, al hábito de alimentación por filtración de las almejas. 

La acumulación de selenio en los distintos tejidos al final de la exposición fue en el 

siguiente orden:  

Manto= Pie < Vísceras < Branquias < Hepatopáncreas 

La distribución de Se en los tejidos de otros bivalvos también tuvo una clara 

diferenciación, aunque varió en algunos respecto al tejido que más acumulaba, siendo en el 

mejillón de agua dulce Unio mancus (Italia), branquia > hepatopáncreas > manto = pie > 

vísceras = músculo abductor (Polettini et al., 2015); en el berberecho Anadara trapezia 

(Australia), branquias > hepatopáncreas ≥ hemolimfa (Taylor y Maher, 2012 a) o  

branquias > gonadas-intestino > manto > pie (Jolley et al., 2004); en la almeja Puditapes 
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philippinarum (China), viscera≈branquia > manto > gónadas > músculo (Zhang et al., 

1990) y en la ostra Ostrea edulis (Inglaterra), la glándula digestiva contenía la mayor 

concentración de Se, mientras que el músculo aductor y el pie contenían la más baja 

(Wrench, 1979).  

En los tejidos de las almejas expuestas a las distintas especies de Se, como se puede 

observar en la Figura 5.2, hubo una disminución en los BCFs según aumenta la 

concentración de exposición en el agua, excepto en el caso del selenito que mantuvieron 

sus valores más constantes. Los compuestos orgánicos presentaron respecto a las almejas 

expuestas al selenito, una mayor acumulación de selenio en los tejidos, con BCFs mayores, 

y siendo además mayores para SeMet que para SeMetSeCys. 

La evolución de los coeficientes cinéticos fue similar al expuesto para el cuerpo completo, 

pero resaltando que en branquias y hepatopáncreas fue siempre mayor la constante de 

absorción y menor la de eliminación que en el resto de los tejidos para todas las especies y 

concentraciones de selenio (excepto en SeMetSeCys que la de eliminación fue similar al 

resto de tejidos), lo que demuestra que estos tejidos fueron capaz de acumular selenio más 

rápido que el resto. 

Resultados similares a los nuestros obtuvieron Fournier et al. (2005 a) en estudios sobre la 

bioacumulación en la almeja asiática dulceacuícola C. fluminea, a partir de selenio disuelto 

como selenito, selenato o selenometionina, siendo la SeMet disuelta la especie más 

bioacumulada a nivel de órganos, después el selenato y el selenito, y siempre más en 

branquias que en vísceras, manto o músculo. 

5.1.3. BIOACUMULACIÓN DE Se DESDE LA DIETA 

Los altos resultados obtenidos en la eficiencia de absorción de Se  (> 68 %) en las almejas 

R. decussatus alimentadas con Tiso enriquecidas con distintas concentraciones de Se 

fueron similares a los obtenidos por otros autores en otras especies de almejas como M. 

balthica, R. philippinarum, M. mercenaria, Potamocorbula amurensis o C. fluminea  

alimentadas con Thalassiosira pseudonana I. galbana o Phaeodactylum tricornutum 

enriquecidas con selenio radioactivo 75Se (Zhang et al., 1990; Luoma et al., 1992; 

Reinfelder et al., 1997; Lee et al., 2006) y en otros bivalvos como ostras C. rivularis o  S. 
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glomerata (Ke y Wang et al, 2001), mejillones, Mytilus edulis, Perna viridis (Wang et al., 

1995; Schlekat et al., 2002). 

Por otra parte, la relación de ingesta en R. decussatus en este trabajo son del mismo orden, 

aunque algo mayores que los obtenidos para otros bivalvos  (Luoma et al., 1992; Zhang, 

1990; Reinfelder et al, 1997; Ke y Wang, 2001; Lee et al., 2006), mejillones Mytilus 

edulis, Perna viridis (Wang et al., 1995; Schlekat et al., 2002). Dichas diferencias pueden 

deberse a que se trata de especies diferentes. 

En cuanto a la constante de eliminación, los valores son similares a los obtenidos por otros 

autores en bivalvos cuando las almejas se alimentan con las microalgas a concentraciones 

por encima de 2,18 µg Se g-1 (Luoma et al., 1992; Reinfelder et al., 1997). 

Los valores de TTF obtenidos en el presente trabajo, comprendido entre 3,7 y 16, se 

encuentran dentro del rango de otros bivalvos (Tabla 5.1) (Zhang et al, 1990; Luoma et al, 

1992; Reinfelder et al, 1997; Ke y Wang, 2001; Lee et al 2006), mejillones, Mytilus edulis, 

y Perna viridis (Wang et al, 1995; Schlekat et al., 2002) y al tener un valor mayor que 1 

indica que hay biomagnificación (Reinfelder et al, 1998) 

Todo esto indica la alta biodisponibilidad (acumulación) de selenio desde las partículas 

ingeridas (alimento) a los invertebrados. También, se ha observado este comportamiento 

en estudios ambientales en la bahía de San Francisco con la almeja M. balthica (Luoma et 

al., 1992). 

En general, esto revela que el selenio se concentra más en los tejidos de las almejas que en 

las microalgas de las que se alimenta y se puede justificar por sus elevadas eficiencias de 

asimilación y bajas velocidades de eliminación  
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Tabla 5.1. Coeficientes cinéticos para Ruditapes decussatus durante el periodo de exposición (120 días) 
alimentada con distintas concentraciones de Se-Tiso y de otras especies de moulscos bivalvos. 

5.1.4. DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DEL SELENIO 

La distribución subcelular de selenio en los bivalvos puede ser diferente dependiendo de la 

especie del bivalvo, especie de selenio, vía de entrada y del propio tejido. En este trabajo 

se evaluó la distribución subcelular del selenio en branquia y hepatopáncreas en almejas R. 

decussatus expuestas a 500 µg Se L-1 de selenito, 10 µg Se L-1 de SeMet, 10 µg Se L-1 de 

SeMetSeCys y alimentada con 4,37 µg Se Kg-1 de Se-Tiso. En la bibliografía existen 

algunos estudios sobre la distribución subcelular de selenio en otros bivalvos (Taylor y 

Maher. 2012 y 2014; He y Wang, 2013). 

Las recuperaciones de selenio en las fracciones subcelulares con respecto a la 

concentración total en el tejido fueron cuantitativas para las almejas expuestas a las 

distintas especies de selenio a través de agua o a través del alimento. Similares resultados 

fueron obtenido por Adam-Gullermin et al. (2009), mientras que otros autores no 

obtuvieron recuperaciones cuantitativas (31-75%) (Taylor y Maher. 2012 y 2014). 

Especies 
Alimento 

(microalga) 
AE 
(%) 

IR 
(g ·día-1 ·g-1) 

K e 

(día-1) TTF Referencia 

R. decussatus I. galbana 68 - 78 0,70 - 0,74 0,031-0,129 3,75 - 16,5 En este trabajo 

P. amurensis 

Cryptomonas sp,  
P. tricornutum, 
Synechococcus sp,  
Thalassiosira sp.  

36 - 80 0,25 0,025 3,6  -  8,0 
Schlekat et al., 2004 
Lee et al., 2006 

C. fluminea 
Phaeodactylum 
tricornutum 

29 - 81 0,05 0,010 1,45 - 4,05 Lee et al., 2006 

M. balthica T. pseudonana 22 - 86 0,25 0,012 -0,030 4,5 - 11,2 Luoma et al., 1992 

R. philippnarum 
S. costatum,  
C. muelleri,   
P.  tricornutum 

52 - 70 0,25 0,013 10  - 13,5 Zhang et al., 1990 

M. mercenaria 
I. galbana, T. 
pseudonana 

92 0,25 0,010 23 
Reinfelder et al., 
1997 

C. virginica 
I. galbana,  
T. pseudonana 45 - 70 0,25 0,069 1,6 - 2,5 

Reinfelder et al., 
1997 

M. edulis 

Phytoplankton,  
I. galbana,  
T. pseudonana 

31 - 72 0,27 0,022 3,8 - 8,8 
Want et al., 1996; 
Reinfelder et al., 
1997 
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Un porcentaje alto de selenio se detectó en la fracción biológicamente detoxificada en las 

branquias de las almejas expuestas con las distintas especies de selenio y alimentada con 

Se-Tiso, mientras que en hepatopáncreas se distribuye principalmente entre esta fracción y 

los núcleos y desechos celulares. Estos resultados difieren de los obtenidos por Taylor y 

Maher (2012) para el Se en branquias y hepatopáncreas de A. trapezia, y en el cuerpo 

completo en T. deltoidalis donde obtienen que el selenio se asociaba a los núcleos y 

desechos celulares (Taylor y Maher, 2014). 

En general, como se observa en la Figura 5.3, comparando la distribución subcelular en 

branquias y hepatopáncreas de los individuos alimentados durante 30 días con las distintas 

especies de Se a través del agua y de la dieta, se apreció en branquia una mayor fracción 

detoxificada biológicamente, y menores fracciones activas biológicamente y de núcleos y 

desechos celulares. 

El selenio de la fracción biológicamente detoxificada se asocia principalmente a las 

proteínas estables al calor. Esto aún no ha sido descrito en organismos marinos, pero en 

mamíferos hay estudios que sugieren que el selenito induce las metalotioneínas (Chen y 

Wanger, 1994). La mayoría del selenio no asociado con las selenoproteínas de la familia de 

la glutatión peroxidasa se encontraría unido a selenoaminoacidos y otros compuestos de 

selenio de bajo peso molecular análogos a metalotioneínas actuando como almacén y 

transporte de proteínas y, por lo tanto, serían intermediarios en la síntesis de 

selenoproteínas (Akesson y Srikumar, 1994). Por consiguiente, esta fracción puede 

representar una reserva de selenio detoxificado. 
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Figura 5.3. Comparación de la distribución (%) de selenio en cada fracción subcelular de R. decussatus 
después de 30 días de exposición a las distintas especies de selenio. Las fracciones subcelulares son: 
gránulos, núcleos y desechos celulares (núcl. + des. cel.), proteínas estables al calor (prot. est. al calor), 
mitocondria (mit.), lisosomas y microsomas (lis. + micr.) y proteínas-enzimas (prot.(enzimas)). n= 2. (Se AB: 
fracción activa biológicamente en tonos rojos, y Se DB: fracción detoxificada biológicamente en tonos 
verdes, en el diagrama). 
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El selenio asociado a los gránulos supuso solo entre 1-2% en las branquias y 

hepatopáncreas de las almejas para todos los tratamientos. Estos resultados son similares a 

los obtenidos en insectos por Dubois y Hare (2009), sin embargo son menores a los 

obtenidos por otros autores en otros organismos marinos (Zhang y Wang, 2006; Taylor y 

Maher. 2012 y 2014). 

Por otra parte, un porcentaje entre el 5 y 46% de selenio total se distribuyó en la fracción 

de desechos celulares, siendo mayor en hepatopáncreas que en branquias. Según Wallace 

et al. (2003), los desechos celulares son los más funcionales ya que contienen fragmentos 

de tejido, membranas celulares y otros componentes celulares de función desconocida Por 

ejemplo, la unión del metal a las membranas celulares podría resultar tóxica, sin embargo, 

la unión a fracciones menos sensibles dentro de los desechos celulares podría impedir la 

unión a componentes sensibles de la célula (Lucu & Obersnel, 1996).  

El selenio biológicamente activo se encuentró entre el 4% y el 28% para ambos tejidos, 

siendo el porcentaje menor para los tejidos de las almejas alimentadas con SeTiso. Estos 

resultados son similares a otros autores (Taylor y Maher. 2014; Dubois y Hare, 2009), 

mientras que son inferiores a los obtenidos por Taylor et al. (2012) para el Se en la almeja 

arca Anadara trapezia. Un porcentaje alto del selenio activo biológicamente se encuentra 

en las mitocondrias, donde tiene lugar la reducción del oxígeno y la producción de la 

energía celular a través de la enzima glutatión peroxidasa, siendo el selenio un componente 

esencial de esta enzima, sin embargo, el selenio puede ser tóxico por encima de la 

concentración que se requiere (Palace et al., 2004). 

El porcentaje de selenio en la fracción de lisosomas y microsomas fue inferior al 10% para 

todos los tratamientos, donde el componente microsomal de las células induce la 

fragmentación del retículo endoplasmático, que es responsable de transportar y sintetizar 

proteínas, por lo tanto el selenio en esta fracción se asocia más con los microsomas que 

con los lisosomas, lo cual podría ser indicativo de su esencialidad aunque podría 

igualmente tener también implicaciones para su toxicidad (Bonneris et al., 2005).  

En la fracción de proteínas enzimáticas el porcentaje de selenio fue bajo, menor del 10%, 

excepto en la branquias de las almejas expuestas con SeMetSeCys que es el 20%, en esta 

fracción se encuentran enzimas, proteínas de bajo peso molecular y otras moléculas que 
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son sensibles a metales estando el selenio asociado con proteínas complejas (Wallace et 

al., 2003).  

Por otra parte, el porcentaje de selenio citosólico, siendo la suma del selenio de la fracción 

de proteínas enzimáticas y proteínas estables al calor, se encontró entre 41-49% y 67-80% 

para las branquias y hepatopáncreas de todos los tratamientos, respectivamente. Estos 

resultados son similares a los obtenidos por Adam-Guillernmin et al. (2009) en branquias 

de bivalvos y mayores que los obtenidos por otros autores (Taylor y Maher. 2012) 

Por último, algunos autores (Wallace y Luoma., 2003 y Wallace et al, 2003) han mostrado 

que la distribución de metales y metaloides en el alimento (presa) altera directamente la 

transferencia trófica a los depredadores. 

La distribución subcelular de un compuesto dentro de un organismo además de servir para 

interpretar su toxicidad o tolerancia, también se puede utilizar para la evaluación de su 

transferencia trófica a sus depredadores. Los compuestos que se encuentran unidos a la 

fracción no detoxificada (lisosomas, mitocondrias, enzimas) son más biodisponibles a los 

depredadores que los compuestos unidos a la fracción detoxificada. En este sentido 

Wallace y Luoma (2003) propusieron el concepto de la fracción de metal biodisponible 

tróficamente (TAM) combinando orgánulos, proteínas enzimáticas y proteínas estables, e 

indicaron que alrededor de 100% del TAM debe ser asimilado por el depredador. Los 

resultados de este trabajo muestran que la biodisponibilidad trófica de selenio se encuentra 

entre el 70-80% y 50-53% en hepatopáncreas y branquias, respectivamente, para todos los 

tratamientos de este estudio. 

Pero sobre la biodisponibilidad dentro de la distribución subcelular hay puntos de vista 

contradictorios. En la revisión efectuada por Wang (2013), sobre los estudios relizados en 

los últimos años para examinar la utilidad de la TAM en la predicción de la transferencia 

trófica de metales, según sus observaciones los resultados suelen ser más cautelosos que 

ciertos (Rainbow et al., 2011). Por ejemplo, la definición de la TAM excluye los restos 

celulares y las fracciones gránulos, pero los estudios utilizando fracciones purificadas han 

demostrado que los metales en estas dos fracciones pueden estar también biodisponible a 

los depredadores (Zhang y Wang, 2006; Cheung y Wang, 2005).  
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Sin embargo, puede tener sentido que cada una de estas fracciones se diferencien en el 

grado de biodisponibilidad y que la TAM sea más biodisponible cuando en ambas hay 

selenio.  

5.2. Eliminación del selenio 

La tasa de enterramiento y la mortalidad en la depuración mostró que los grupos que 

presentaron mejores condiciones fueron las almejas expuestas previamente a la T-Iso y a la 

SeMetSeCys, con una mortalidad durante la primera semana del 4 y 20%, respectivamente, 

y una TE(50) para ambas de 12 h, siendo las que alcanzaron el proceso de depuración en 

peor estado las expuestas previamente a SeMet, con un 85% de mortalidad y una TE(50) 

entre las 48-72 h. 

La eliminación de Se bifásica que se observó en los modelos cinéticos, tanto en el cuerpo 

completo como en los tejidos de las almejas expuestas a 500 µg Se L-1 de selenito, 10 µg 

Se L-1 de SeMet, 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys y alimentadas con 4,37 µg Se Kg-1 de Se-

Tiso, indicó la existencia de dos conjuntos metabólicos de Se dentro de las almejas. Esto se 

ha llegado a justificar en otros organismos como un conjunto de Se inorgánico (menos 

persistente) y otro de Se orgánico (más persistente) (Kleinow and Brooks, 1986 a; b), 

llegando a demostrar que la SeMet (que puede ser representativa del conjunto orgánico) 

tiene un tiempo de vida media más largo que las formas inorgánicas.  

Por otra parte, como se muestra en la Figura 5.4, la eficiencia de retención no varió entre 

los distintos tratamientos, reteniéndose en la almejas entre el 9 y 24%  del Se inicial al final 

de la fase de depuración (60 días). Cuando la entrada de selenio fue a través del alimento, 

se observó que la eficiencia de retención de selenio a los 8 días de depuración en las 

almejas era aproximadamente el 33 %, similares a los obtenidos en otros bivalvos (19-

45%) por otros autores (Wang et al., 1996; Reinfelder et al., 2001; Ke y Wang, 2001; 

Alquezar et al., 2007). 
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Figura 5.4. Retención de selenio durante de 60 días de depuración en R. decussatus expuesta a 500 µg Se L-1 
de selenito, 10 µg Se L-1 de SeMet, 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys y alimentadas con 4,37 µg Se Kg-1 de Se-
Tiso (coeficiente de regresión, R> 

La vida media biológica de selenio en el compartimento de corto plazo fue entre 1 y 3 días 

en el cuerpo entero de las almejas de los distintos tratamientos estudiados en este trabajo, 

excepto para las almejas expuestas a 10 µg Se L-1 de SeMet, que es 10 días indicando un 

alto porcentaje de retención (alrededor del 62%). En el caso de los tejidos, la vida media 

biológica de selenio se situó entre 1 y 6 días para todos los tejidos.  

La vida media biológica de selenio en el compartimento a largo plazo fue entre 23 y 46 

días para las almejas expuestas a especies de selenio orgánicas y alimentadas con Se-Tiso. 

En concreto, para las almejas alimentadas con Se-Tiso, la vida media biológica fue de 23 

días, y tal como se ha descrito en otros bivalvos (10-35 días) por otros autores (Wang et 

al., 1996; Reinfelder et al., 2001; Ke y Wang, 2001; Alquezar et al., 2007). En el caso de 

los tejidos, la vida media biológica en el compartimento de larga vida fue 3 veces mayor en 

el manto (98-106 días) que en los otros tejidos en almejas expuestas a especies de selenio 

orgánicas, mientras que en las almejas expuestas a Se(IV) fueron dos veces mayor en el 

hepatopáncreas (51 días) que en las branquias. Para las almejas alimentadas con Se-Tiso, la 

vida media biológica efues 2,5 veces mayor en las branquias, hepatopáncreas y vísceras 

(60-80 días) que en el manto y pie. Okazaki y Panietz (1981) obtuvieron, en ostras, que el 

tiempo de vida media biológica fue entre 108-164 días, 65-171 días y mayor de 300 días, 

en manto, hepatopáncreas y branquias respectivamente. 
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5.3. Especiación del selenio 

Según nuestro estudio, en los experimentos de incoporación del selenio a través del agua y 

del alimento, se identificaron tres especies conocidas Se(IV), SeMet, SeMetSeCys y 4 

especies desconocidas (U1, U2, U3, U4).  

La concentración de SeMet en el tejido de las almejas se encontró por debajo del límite de 

detección en todos los grupos de almejas expuestas al selenio a través del agua, excepto 

para los grupos expuestos a SeMet, indicando que el mecanismo metabólico del selenio en 

animales no puede sintetizar SeMet por medio de otras especies. Estos resultados son 

similares a los obtenidos por otros autores en organismos acuático como la trucha arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss) cuando se alimenta con levadura enriquecida con selenito (Godin 

et al., 2015)  

Para las almejas expuestas con SeMet, el 46 % de selenio total fue identificado como 

SeMet. Además, se observa una buena correlación entre la concentración de SeMet en el 

agua y en el cuerpo entero de la almeja (R=0,839). Similares resultados han sido obtenidos 

por Godin et al. (2015) confirmando la conclusión de Whanger et al. (2002) sobre la 

significancia de la SeMet, encontrándose principalmente intacta después de la ingestión, 

según Waschulewski y Sunde (1988) en el caso de dietas con bajo contenido en metionina 

como las dietas compuestas por plantas, y en el presente trabajo la dieta es solamente 

SeMet. Tampoco se observó la presencia de SeMet en las almejas alimentadas con Tiso 

enriquecida con selenio (la dieta 4,37 mg Kg-1 microalgas contiene 1,1 µg Se kg-1de 

SeMet). Este resultado puede explicarse por el hecho de que la concentración de SeMet 

biodisponible cuando el aporte de SeMet es 46 ± 6 % (respecto a la concentración de 

selenio total) se encuentra por debajo del límite de detección (2,5 mg Kg-1). Esta especie ha 

sido identificada por otros autores en organismos acuáticos como salmones (Salmo salar) 

(Bryszewska y Mage, 2015); mejillones (Mytilus edulis) (Bryszewska y Mage, 2015), 

artemias (Fan et al., 2002) en medios naturales incorporado mediante microalgas o agua, o 

en bagres africanos (Clarias garepinus) alimentados con ajos enriquecidos con selenio 

(Schram et al., 2008). 

La concentración de Se(IV) se situó por debajo del límite de detección en el grupo de almejas 

alimentadas con Tiso enriquecida con selenio, mientras que se detectó la presencia de Se(IV) en 

los otros grupos de almejas, presentando correlación entre la concentración expuesta y la 
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concentración encontrada en el cuerpo completo, R>0,968. Por lo tanto, la presencia de Se(IV) 

en los grupos de almejas expuesta a las especies orgánicas puede indicar que las almejas 

transformaron parte de las especies orgánicas a Se(IV  

Otras de las especies identificadas en los tejidos durante este estudio ha sido la 

SeMetSeCys. Esta especie está escasamente documentada en organismos marinos, 

centrándose la mayoría de los estudios en plantas como el brócoli (Sindelarovaa et al., 

2015). La presencia de esta especie en todos los grupos de almejas indica que las almejas 

pueden transformar el selenito y la SeMet en SeMetSeCys, siendo del mismo orden de 

magnitud. En peces, únicamente Schram et al. (2008) alimentando bagres africanos 

(Clarias garepinus) con ajos enriquecidos con selenio, han descrito la presencia de 

SeMetSeCys en el músculo.  

En el grupo de almejas expuestas con SeMetSeCys, se identificó entre el 10% y el 15 % 

del selenio total como SeMetSeCys, además se registró una buena correlación entre la 

concentración de SeMetSeCys en el tejido con la concentración expuesta (R>0,894), esto 

puede indicar que una parte de la SeMetSeCys ingerida por las almejas es estable. 

Sin embargo, en los tejidos de las almejas no se detectó la presencia de SeCys. Estos 

resultados difieren de los encontrados en la bibliografía, donde la mayoría de los estudios 

de especiación en organismos marinos han descrito la presencia de SeCys (Schram et al., 

2008; Pedreo et al., 2011). 

Por último, se detectaron especies desconocidas U1, U2, U3, U4, las cuales también han 

sido detectadas por Mazej et al. (2008) en plantas, usando el mismo tipo de separación 

cromatografica (intercambio cationico) y técnica instrumental (AFS). Estas especies 

desconocidas representan el 93, 86, 52 y 90% con respecto a la concentración de selenio 

total para almejas expuestas a Se(IV), SeMet, SeMetSeCys y alimentadas con Tiso 

enriquecida con selenio, respectivamente.  

En la bibliografía no se ha encontrado hasta la actualidad, estudios de especiación de 

selenio en separación subcelular, y los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que 

las especies de selenio en las branquias y hepatopáncreas de las almejas expuestas con 

selenito y alimentadas con Tiso enriquecida se encuentran entre fracciones biológicamente 

desactivadas y desechos celulares. Sin embargo, en el hepatopáncreas de las almejas 
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expuestas a SeMet, el 100, 25 y 4 % de la especie descoconocida U4, SeMet y Se(IV) 

respectivamente se encuentra en las fracciones biológicamente activas. En el caso de las 

branquias y hepatopáncreas de almejas expuestas al SeMetSeC ys, la especie desconocida 

U4 se encuentra en la fracción biológicamente activa. Por lo tanto, la especie desconocida 

U4 al encontrarse en la fracción biológicamente activa, es la especie más biodisponible 

seguido por SeMet y en menor proporción Se(IV) (Wallace y Luoma, 2003) 
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A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se pueden establecer las 

siguientes conclusiones: 

1. La supervivencia de las almejas fue afectada por la concentración y especie de 

selenio a la que se expusieron, obteniéndose un 100% mortalidad a los 28, 7 y 21 

días de exposición con 1000 µg Se L-1, 50 µg Se L-1 y 25 µg Se L-1 de selenito, 

SeMet y SeMetSeCys, respectivamente. Sin embargo, la mortalidad para los grupos 

de almejas alimentadas con microalgas enriquecidas con selenio fue del 35%. 

2. La tasa de aclaramiento varió en los grupos de almejas expuestos a concentraciones 

más altas de Se(IV), SeMet y SeMetSeCys con respecto al control. Sin embargo no 

afecta al grupo de almejas alimentadas con Se-Tiso. 

3. La actividad enzimática Se-GPx fue el principal mecanismo para combatir el estrés 

oxidativo derivado de la exposición a dosis elevadas de selenio en R. decussatus 

4. El contenido de selenio en el cuerpo de las almejas y de los distintos tejidos (manto, 

pie, vísceras, branquias y hepatopáncreas) de las almejas se ajustó a modelos 

cinéticos de primer orden, para todas las concentraciones y especies de selenio 

estudiadas. 

5. Los factores de bioconcentración (BCFs) incrementaron en el siguiente orden: 

Se(IV) < SeMetSeCys < SeMet. La relación Kd/Ku fue mayor a 1 para las almejas 

expuestas a selenito, y menor a 1 para las almejas expuestas a especies orgánicas, 

indicando que R. decussatus regula de forma diferente el selenio dependiendo de la 

especie a la que esté expuesta. 

6. Para las almejas alimentadas con Se-Tiso, la AE, IR, Ke fueron entre 68-78%; 0,70-

0,74 g·d-1·g-1; 0,031-0,129 d-1, respectivamente para todas las concentraciones de 

selenio estudiadas. Los factores de transferencia trófica se encontraron en el rango 

entre 3,75 y 16,5, indicando biomagnificación. 

7. La distribución de selenio en los distintos tejidos incrementó en el siguiente orden: 

pie = manto < vísceras < branquias < hepatopáncreas 

8. En la separación subcelular, un rango entre el 35 y 81 % del contenido de Se total 

de las branquias y hepatopáncreas se encontró en las fracciones biológicamente 
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detoxificadas, mientras que menos del 28 % del selenio se encontró en la fracción 

biológicamente activa. La biodisponibilidad trófica del selenio (TAM) fue entre 70-

80% y 50-53% en hepatopáncreas y branquias. 

9. El contenido de selenio en las almejas expuestas a 500 µg Se L-1 de selenito, 10 µg 

Se L-1 de SeMet, 5 µg Se L-1 de SeMetSeCys y 4,37 µg Se Kg-1 de Se-Tiso se 

ajustó a modelos cinéticos de uno y dos compartimentos. La eficiencia de retención 

de R. decussatus se situó entre 9 y 24% del Se inicial al final de la etapa de 

depuración para todos los tratamientos. 

10. Para el compartimento a corto plazo, la vida media biológica de selenio se encontró 

entre 1 y 3 días en el cuerpo completo de las almejas de los distintos tratamientos 

estudiados en este trabajo, excepto para las almejas expuestas a 10 µg Se L-1 de 

SeMet, que fue 10 días. Para los tejidos, la vida media biológica de selenio se 

encontró entre el 1 y 6 días. 

11. Para el compartimento a largo plazo, la vida media biológica de selenio se encontró 

entre 23 y 46 días para las almejas expuestas a especies de selenio orgánicas y 

alimentadas con Se-Tiso. Para tejidos, la vida media biológica es mayor de 60 días, 

y distinta dependiendo del tejido y la especie de selenio utilizada en la exposición. 

12. En especiación se detectó la presencia de tres especies conocidas de selenio 

(Se(IV), SeMet, SeMetSeCys) y 4 especies desconocidas (U1, U2, U3,U4) en el 

cuerpo completo, tejidos y fracciones subcelulares. 

13. El porcentaje de especies conocidas se halló en el rango entre 4-16, 7-27, 31-66 y 

6-29 % en las almejas expuestas a selenito, SeMet, SeMetSeCys y alimentadas con 

Se-Tiso, respectivamente.  

14. SeMetSeCys fue detectada en todos los grupos de almejas; Se(IV) en los grupos de 

almejas expuestas a Se(IV), SeMet y SeMetSeCys; y solamente se detectó SeMet 

en el grupo almejas expuestas a SeMet. 

15. En la separación subcelular, las especies de selenio detectadas se encuentran en las 

fracciones biológicamente detoxificadas en almejas expuestas a selenito y 

alimentada con Se-Tiso. Sin embargo, el 25% de SeMet en almejas expuestas a 
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SeMet y la especie desconocida U4 en almejas expuestas a SeMet y SeMetSeCys 

se encuentra en la fracción biológicamente activa. 
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CAPÍTULO 8 

ANEXOS 

Los artículos que  forman parte del capítulo 8 “Anexos” han sido retirados de  la  tesis 
debido  a  restricciones  relativas  a  los  derechos  de  autor.  En  sustitución  del  artículo 
ofrecemos  la  siguiente  información:  referencia  bibliográfica,  enlace  a  la  revista,  y 
resumen. 
 
‐ Mellano, F., Bujalance, M., Giráldez, I., Ruiz Azcona, P., Sánchez Rodas, D., Morales, E. 

(2013). Determination of selenomethionine and seleno‐methyl‐selenocysteine in biota 

by ultrasonic‐assisted enzymatic digestion and multi‐shot stir bar sorptive extraction–

thermal desorption–gas chromatography–mass spectrometry. Journal of 

Chromatography A, 1300, 151‐158. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.029  

Enlace al texto completo del artículo  (solo para miembros de la UHU): 
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.029 

RESUMEN: 

A method based on stir bar sorptive extraction (SBSE) and thermal desorption (TD)–gas 
chromatography–mass  spectrometry  (GC–MS)  has  been  optimized  for  the 
determination  of  seleno‐methyl‐selenocysteine  (SeMetSeCys)  and  selenomethionine 
(SeMet)  in  biota  samples. Aliquots  of  freeze‐dried  tissue,  a mixture of  protease XIV‐
lipase and water were sonicated for 2 min. After extraction, the extract was separated 
by  centrifugation  and  subjected  to  derivatization  and  SBSE–TD–GC–MS.  The 
parameters  affecting  derivatization,  absorption  and  desorption  steps  were 
investigated.  The optimized  conditions  consist of  a derivatization with 40 μL of ethyl 
chloroformate (ECF) in 400 μL of a water:ethanol:pyridine (60:32:8) mixture, followed 
by dilution  to 1.5 mL of  70 g NaCl L−1  in water  at neutral  pH and an extracƟon  step 
using  10 mm × 1 mm  PDMS  stir  bar,  stirring  at  800 rpm  for  20 min  at  room 
temperature (23 ± 1 °C). Three stir bars were used for the extraction of three different 
aliquots  of  the  same  sample  and  then  placed  in  a  single  glass  desorption  liner  and 
simultaneously  desorbed  for  GC–MS  analysis.  The  desorption  step  required  the 
following  conditions:  300 °C  (desorption  temperature),  6 min  (desorption  time), 
50 mL min−1 (vent flow) and −5 °C (cryotrapping temperature). The method provided 
precise  (8.1%)  and  accurate  results  in  the mg Se kg−1  range  (using  the  selected‐ion 
monitoring‐SIM  mode)  against  certified  reference  material  SELM‐1  yeast,  with 
recoveries higher than 80% for spiked algae and clams samples. 
 
 
 
 
 
 
 
 



‐ Giráldez,  I., Ruiz Azcona, P., Vidal, A., Morales, E.  (2015). Speciation of selenite and 
selenoamino  acids  in  biota  samples  by  dual  stir  bar  sorptive  extraction‐single 
desorption‐capillary  gas  chromatography/mass  spectrometry. Microchemical  Journal, 
122, 197‐204. https://doi.org/10.1016/j.microc.2015.05.007 
 
Enlace al texto completo del artículo  (solo para miembros de la UHU): 
https://doi.org/10.1016/j.microc.2015.05.007 
 
RESUMEN: 
A  method  of  speciation  of  selenite  (Se(IV)),  selenomethionine  (SeMet)  and 
selenomethylselenocysteine (SeMeSeCys) has been developed in clams. It is based on 
dual  stir  bar  sorptive  extraction  (dual‐SBSE)  coupled  to  thermal  desorption  (TD)  and 
capillary  gas  chromatography mass  spectrometry  (GC–MS) operating  in  selected  ion‐
monitoring mode (SIM). Samples are extracted by ultrasonic probe assisted enzymatic 
hydrolysis.  Se(IV)  is  derivatized  to  piazselenol  and  selenoamino  acids  to  the  N‐
isobutoxycarbonyl methyl ester derivatives and diluted with water prior to SBSE. The 
optimised method  consists  of  a  dual  SBSE  extraction  performed on both  derivatized 
extracts.  After  extraction,  the  two  stir  bars  are  placed  in  a  single  glass  thermal 
desorption  liner  and  simultaneously  desorbed.  The  method  showed  good  linearity 
(R > 0.999), high sensitivity (limits of detection of 0.008, 0.070 and 0.180 ng as Se for 
Se(IV),  SeMet,  SeMeSeCys,  respectively),  reproducibility  (better  than  13%)  and 
recoveries  (higher  than  85%).  The  accuracy  of  the  analytical method  applied  to  the 
determination of SeMet was studied in the certified reference material SELM‐1 yeast, 
and  no  significant  differences  were  found  between  the  determined  value 
(1419 ± 115 mg Se kg− 1) and the certified value (1364 ± 70 mg Se kg− 1). The method 
was  applied  to  the  speciation  analysis  of  selenium  in  clams  exposed  to  waterborne 
Se(IV)  (750 μg Se L− 1),  SeMeSeCys  (10 μg Se L− 1)  and  SeMet  (10 μg Se L− 1)  for  two 
months. 
 
 
 
 
 
 










