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Resumen animales terrestres se relaciona directamente

) o en el consumo de alimentos contaminados.
Lasregiones en donde se presentala mineria .. o, .
Objetivo: evaluarla contaminacién por mercurio

aluvial de manera informal implican elevados . -
en su forma divalente (Hg*) en muestras de

niveles de mercurio en el entorno y, a su vez,

) o pescado, cerdo y pollo de la region minera del
graves afectaciones en la salud publica. El ’

municipio El Bagre, Antioquia. Metodologia:

mercurio divalente se encuentra en solucion
Se recolectaron muestras de cerdo, polloy

acuosa en rios y lagos, por tanto, las altas o
y 14805, P ' pescado en doce sitios rurales de El Bagre,
Antioquia. La cuantificacion del mercurio

divalente (Hg**) se realiz6 a través de un

concentraciones de mercurio en los peces se
debenalacantidad dereacciones que se pueden
generar en el entorno, por el contrario, para
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cromatografo de gases Trace 1300 acoplado
aun espectrometro de masas Thermo Fisher
TSQ 8000 de triple cuadrupolo (GC-MS).
Resultados: se encontraron diferencias en
términos estadisticos en la concentracion de
mercurio divalente en matrices de proteinay
lalocalidad. La proteina de cerdo no mostré
resultados significativos. En cuanto a la matriz
pollo se encontré la mayor concentracion
(288,63+1004,3 pg/g) y variabilidad (CV:
347,95%). En la matriz pescado se encontrd
la mayor concentracion promedio en 5,037
pg/gy la menor en 0,702 pg/g, es decir que
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la concentracion de mercurio divalente en
pollo es mucho mayor en comparaciéon con
la encontrada en pescado. No obstante, el
comportamiento no es generalizado en todas
las localidades. Conclusion: en las matrices
proteicas se encontraron concentraciones
elevadas de mercurio divalente que se
relaciona conlalocalidad de la muestra, pues
existe la presencia de mineriailegal. Ademas,
se evidencia un riesgo latente en el ambito
de la toxicologia de los seres vivos.

Palabras clave: mercurio divalente,
mercurio, proteina, mineria,

Determination of divalent mercury
in meat proteins that constitute
the diet of the inhabitants of 12

localities in a mining municipality

of the Bajo Cauca subregion,
Antioquia

Abstract

It has been identified that the regions
where informal alluvial mining occurs have
had high levels of Mercury, thus, a serious
problem for public health. In other words,
Divalent Mercury has been found in aqueous
solutions in rivers and lakes; therefore,
high concentrations of mercury in fish
have been presented due to the number of
reactions that have been generated in the
environment; by contrast, terrestrial animal
hasbeen directly related to the consumption
of contaminated food. Then, the objective
has been evaluating mercury contamination
inits divalent form (Hg2+) in samples of fish,
pork, and chicken from the mining region
of the municipality of El Bagre, Antioquia.

With this in mind, as described in this
methodology has presented samples, which
were taken from individual animals such as
pork, chicken, and fish, from twelve rural
sitesin El Bagre, Antioquia. As far, quantifying
divalent mercury (Hg2+) was performed
using a Trace 1300 gas chromatograph
coupled toaThermo Fisher TSQ 8000 triple
quadrupole mass spectrometer (GC-MS).
Results showed Statistical differences found
in the concentration of divalent mercury
in protein matrices and locality. The pork
protein did not show significant results.
In the case of chicken matrix; was found
the highest concentration (288.63£1004.3
ug/g) and variability (CV: 347.95%). Added
to that, in fish matrix, the highest average
concentration was found at 5.037 pg/g and
thelowestat 0.702 pg/g, i.e.the concentration
of chicken was higher than the fish. However,
the behavior was not generalized in all
locations. As a result of these findings, high
concentrations of divalent mercury were
foundin the protein of matrices, which were
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related to the location where the sample was
taken; since there has been the presence of
illegal mining. In addition, a latent risk was
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evidenced in the field of toxicology of living
beings.

Keywords: divalent mercury, mercury,
protein, mining.

Determinacao de mercurio
divalente em proteinas de carne
que constituem a dieta dos
habitantes de 12 localidades de um
municipio mineiro na sub-regiao
Bajo Cauca, Antioquia

Resumo

As regides onde a mineracao aluvial
ocorre informalmente implica altos niveis
de merclrio no meio ambiente e, por sua vez,
graves efeitos na satde publica. O mercirio
divalente é encontrado em solucaoaquosaem
rios e lagos, portanto, as altas concentragoes
de merclrio nos peixes se devem ao nimero
dereacoes que podem sergeradas no entorno,
ao contrario, para os animais terrestres esta
diretamente relacionado com o consumo de
alimentos contaminados. Objetivo: avaliar
acontaminagao por merclrio em sua forma
divalente (Hg*") em amostras de peixe, porco
e frango daregidao mineira do municipio de El
Bagre, Antioquia. Metodologia: Amostras de
carnede porco, frango e peixe foram coletadas
em doze areas rurais de El Bagre, Antioquia.
O mercirio divalente (Hg?*) foi quantificado
usando um cromatografo gasoso Trace 1300

acoplado a um espectrometro de massa
triplo quadrupolo Thermo Fisher TSQ 8000
(GC-MS). Resultados: foram encontradas
diferencas em termos estatisticos na
concentracao de mercirio divalente nas
matrizes proteicas e na localidade. A
proteina de porco ndo apresentou resultados
significativos. Em relagdao a matriz de frango,
foram encontradas as maiores concentragoes
(288,63£1004,3 pg/g) e variabilidade (CV:
347,95%). Na matriz de peixes, a maior
concentracao média foi encontrada em
5,037 pg/g e a menor em 0,702 pg/g, o que
significa que a concentragdo de mercUrio
divalente em frango é muito maior em
relacdo a encontrada em peixes. No entanto,
o comportamento nao é generalizado em
todas as localidades. Conclusdo: foram
encontradas altas concentracoes de mercdrio
divalente nas matrizes proteicas, o que esta
relacionado a localizagao da amostra, pois
ha presenca de mineracaoilegal. Além disso,
ha evidéncias de um risco latente no campo
da toxicologia dos seres vivos.

Palavras-chave: merclrio divalente,
merclrio, proteina, mineira.

REVISTA PRODUCCION + LIMPIA-Vol. 17 No 2 - julio/diciembre - 2022 / N. Cadavid
Determinacion de mercurio divalente en proteinas carnicas que constituyen la dieta de los pobladores de 12 localidades en un municipio
minero de la subregion del Bajo Cauca, Antioquia



Introduccion

El mercurio es un metal liquido a
temperatura ambiente Hg® ,, tiene una
densidad de13,534g/cm*y en su aplicabilidad
de ciencia basica, se us6 para medir la presion
atmosférica, debido a su presion hidrostatica.
Este elemento tiene la capacidad de cambiar
de estado fisico como el gaseoso, debido a
su presion de vapor alta, lo que significa
que puede ser inhalado por animales y el
ser humano (Clayden, et al., 2013; Kim et
al., 2021). Enfocandonos en animales de
consumo por el ser humano e incluso en
el mismo humano, no es la Ginica manera
en la que se da su ingreso a circulacion,
puesto que puede ser ingerido a través de
alimentos, cuerpos de agua y por contacto
con actividades como la mineria.

El mercurio tiene dos estados de
oxidacion, los cuales son el Hg" y el divalente
Hg?", pero debido a sus caracteristicas de
potencial de oxidacidon-reduccion (redox)
de (+0,85 V), ese valor positivo, favorece
el estado divalente dentro del soma del
ser vivo (Navarro, 2008; Zhang, 2006). Si
la via de ingreso es inhalatoria, el mercurio
entradirectamentea circulaciony puede ser
oxidado por una enzima oxidorreductasa,
como algunas catalasas (CAT), pasandolo
a su estado divalente y, aunque asi no
pueda acceder a los tejidos, si puede ser
transportado por una métalo-proteina
y bioacumulado en rifiones y en higado
(Maso et al.,, 1995). Las métalo-proteinas
son aquellas proteinas que necesitan de un
cofactor para sufuncionalidad, este cofactor
cominmente es un metal y los metales
divalentes M(ll), son los mas frecuentes
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en estos sistemas vivos (Finkelstein, 2009;
Huang et al., 2021; Malmstrom y Neilands,
1963; Xiao et al., 2022).

El mercurio en los organismos tiene
diferentes consecuencias, dependiendo de
laforma —especie - en la que se manifieste.
En la presente investigacion, se toma como
protagonista el mercurio divalente, el cual
es considerado como el responsable de casi
todos los compuestos quimicos organicos
e inorganicos del mercurio y tiene un papel
fundamental en la toxicologia de este
elemento a lo largo de las cadenas troficas
(Clarkson y Magos, 2006).

El mercurio divalente (Hg*") seencuentraen
solucién acuosa en rios o lagos, luego que las
lluvias de escorrentialoviertenalos cuerpos de
agua, las bacterias presentes en estos medios
acuosos, utilizan diversas vias de conversion
del mercurioinorganico, en mercurio organico
a partir de la metilacion, produciendo
metilmercurio como la forma mas frecuente
(CH,Hg"), sin olvidar que las alquilaciones se
pueden seguir dando, obteniendo compuestos
alquilicos o arilicos de mercurio, a partir de las
enzimas metiltransferasas o porrutascomola
de metilcobalamina (Vitamina B,,) (Hsu-Kim
etal,, 2013;Huangetal., 2021; Zhou etal., 2014).

Actualmente, en Antioquia, el 51,6 %
de la mineria aluvial atn es informal,
lo que puede implicar altos niveles de
contaminacion por mercurio en el entorno
y, en consecuencia, graves afectacionesala
salud publica (Tarra et al., 2022) . Segln
Garciaet.al. (2015),en el 2012, se realizaron
analisis de orina en habitantes de Segovia,
municipio minero cercano a El Bagre y se
encontraron niveles altos de mercurio, con
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probabilidad de desarrollar sintomas clinicos
de mercurialismo. El estudio realizado por
Koplik et. al. (2014), a través del cual se
extrajeron diferentes especies de mercurio
de varias muestras de alimentos, concluy6
que se pudo recuperar menos del 70% del
mercurio total presente en carney visceras de
animales terrestres, lo que hizo suponeralos
investigadores que en este tipo de proteina
se manifiesta, en mayor medida, el mercurio
inorganico divalente y no como ocurre con
los peces, cuya especie predominante es el
metilmercurio. Con relacion a lo anterior,
Cardoso et. al. (2017) concluyeron que en
los peces, definitivamente, el metilmercurio
tiene una accion mas invasiva, agresiva
y afin, que el mercurio inorganico, por lo
cual, en muchos casos, la bioacumulacion
del mercurio divalente en peces se desprecia.
Sin embargo, tal como lo afirma Tang et. al.
(2019), la toxicidad del mercurio depende,
en gran medida, del entorno en el que se
encuentre el animal; es asi como la salinidad,
el pHy el oxigeno disuelto son caracteristicas
propias delaguay del suelo que pueden hacer
mas biodisponible o no el mercurio.

Qing et. al. (2022), encontraron que las
elevadas concentraciones de mercurio en
peces se deben a la cantidad de reacciones
que puede generar este elemento en el
entorno natural, mientras que, para los
animales terrestres, las concentraciones
de mercurio si se relacionan directamente
con el consumo dietético de alimentos
contaminados. En otras palabras, si en una
zona se encuentra mercurio constante en
animales de rio, por ejemplo, sera dificil
conocer su causa directa; sin embargo, si se
encuentran concentraciones en animales
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terrestres, es mas facil comprobar la hipétesis
de una contaminacion puntual y directa
en el area. En este sentido, si el ganado de
una zona resulta afectado por mercurio,
probablemente sea porque el suelo donde
estuvo tenia ciertas concentraciones del
elemento, o losindividuos se contaminaron
por ingesta de agua o alimentos. De esta
misma forma, puede ocurrir contaminacion
toxicologica en la poblacion expuesta, no solo
por el consumo de carne, sino porlalechey,
en el caso delas gallinas, los huevos podrian
ser también un foco de biomagnificacién
(Qing et. al, 2022).

El presente estudio, por tanto, tiene
como objetivo evaluar la contaminacion
por mercurio en su forma divalente
(Hg?*) en muestras de pescado, cerdo y
pollo de la region minera del municipio El
Bagre, Antioquia. Los estudios en el tema
son incipientes, y es necesario tener un
acercamiento de la exposicion a otras formas
quimicas del mercurio en los pobladores,
ademas de evaluarse alimentos de mayor
consumo local en el area de estudio.

Metodologia

Area de estudio

Las muestras fueron recolectadas en
docesitios rurales del municipio de El Bagre,
Antioquia, localizado entre las coordenadas
geograficas longitud 74° 48’ 0” Oy latitud
7° 34 59”7 N (Figura 1). El municipio de
acuerdo con el censo nacional del 2018,
habitan 54.685 personas, de los cuales el
64% residen en el cascourbanoyel36% en
las zonas rurales. El Bagre hace parte de |a
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subregion del Bajo Cauca en el departamento
de Antioquia, Colombia. Cuenta con una
extension de tierra de 1580,24 km?y gran
parte del territorio es destinado para la
explotacién de oro por titulos mineros
formalizados y actividad minera informal.

Disefno experimental y tamano de la
observacion

El estudio fue contemplado en un disefio
cuantitativo de tipo experimental y muestreo
probabilistico aleatorio simple para la
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seleccién de las 12 localidades. El tamafio
de muestra fue de 384 matrices, recolectadas
en componentes de 30 muestras en cada
una de las 12 localidades de observacion y
estasasuvezdistribuyéndose en 6 matrices
de muestras de cerdo y 12 muestras de
pescadoy pollo, respectivamente. El tamafio
de la muestra fue estimado con un nivel de
confianza del 95 %, potencia estadistica
del 80 %, frecuencia anticipada del 50 %,
precision absoluta del 5 %y efecto del disefio
de 1 para muestras aleatorias.

Figura 1. Puntos de muestreo en las localidades del municipio minero El Bagre, Antioquia

Fuente: Elaboracion propia.

Tratamiento delas matrices proteicas

Setomé las partes comestibles del cerdo,
polloy pescado. La cantidad de muestra fue
entre 502200 gramos. Las muestras fueron
dispuestas en bolsas ziploc herméticas
y estériles, rotuladas y conservada en

congelacion hasta ser enviadas al Laboratorio
de Trazabilidad, Unilasallista Corporacion
Universitaria, en Caldas, Antioquia. Luego
se procedid a suhomogeneizacion (musculo
+ piel) en una licuadora de alimentos de
alta velocidad (Black Decker®); los tejidos
se almacenaron en tubos cénicos en
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refrigeracion a (-4 °C £ 2). hasta el analisis
de cada muestra.

Cuantificacion delmercurio divalente
(Hg2+)

Reactivos y soluciones

Se utiliz6 cloruro de metilmercurio al
95 9% (m/m) (Dr Ehrenstorfer), cloruro
de mercurio (ll) al 95,5% (ClHg), solucion
estandar certificado de mercurio 1000mg/L
y cloruro de propilmercurio como estandar
interno (El) adquiridos de la marca Merck;
acido clorhidricoal 37% (m/m) (HCl) y el acido
aceético glacial (CH,COOH) (Merck); trihidrato
de acetato de sodio (CH,COONa.3H,0)
(Panreac); el acido nitrico (HNO,) al 65%
(m/m), el hidroxido de potasio (KOH), el
metanol (MeOH), el tetrafenilborato de
sodio (Na[B(CH,),]) (TPB) y el heptano se
adquirieron de Merck; CH,(CH,).CH, acetato
de cobre (II) monohidratado al 98% (m/m)
(Cu(CH,C00)2.H,0) (AcCu) del proveedor
Alfa Aesar, material de referencia certificado,
CRM 1946 (Lake Superior Fish Tissue) —
(NIST). Para la preparacion de todas las
soluciones acuosas se utiliz agua ultrapura
(resistividad de 18 MQ cm™), purificada en
el laboratorio.

Se prepararon las siguientes soluciones:
una solucién al 25 % (m/v) de hidroxido
potasico metandlico disolviendo hidroxido
potasico en metanol, una solucion al 1 %
(m/v) de TPB en agua purificada. Se preparé
una solucion de acetato de cobre 40 mM
disolviendo una cantidad apropiada de la
sal enagua purificada. Se preparé tampén de
acetato desodio (250 mM) disolviendo una
cantidad adecuada de acetato de sodio en
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agua, cuyo pH se ajustd a 4,5 mediante goteo
deacidoacético. Para preparar las soluciones
madre de cloruro de metilmercurio, cloruro
de mercurio y cloruro de propilercurio se
disolvié en metanol la cantidad apropiada
de cada sal. De cada una de las soluciones
madre se hicieron diluciones hastaalcanzar
las concentraciones de trabajo.

Método de extraccion

Aproximadamente 2,5 g de muestra
se pesaron exactamente en un tubo de
centrifuga de 50 mL al que se agregaron
10,0 mL de solucién de KOH/CH,OH al
25 % (m/v) y 14 pL de solucion de cloruro
de propilmercurio (Estandar Interno). La
mezcla se agit6 15 min en un vortex a 3000
rpmy posteriormente fue llevadaa un bafio
de ultrasénido por 15 min a 25 Hz y una
frecuencia del 99 % a 25 °C. Se realizaron
ocho ciclos de sonicacion, hasta que la
muestra se disolvio por completo.

La mezcla se ajusté para que tuviera un pH
de 7,0 con acido acético. Luego, se almacen6
a 4 °C durante 10 min. Posteriormente se
agregaron alamezcla1,0 mLde unasolucion
al 1% (m/v) de TPB, 10,0 mL de solucién
tampodn acetato pH4,5; se aforé con solucion
de acetato de cobre (aproximadamente 10
mL) y finalmente se tap6 el tubo y se agito
vigorosamente durante Imin, luego la mezcla
fue centrifugada a 5000 rpm, por 15 min, a
20 °C.Pasado este tiempo, se tomaron 4,0
mL del sobrenadante y fueron depositados
en un tubo de centrifuga de 15 mL al que
se agregaron 2,0 ml de hexano; 1,0 mL de
solucion de cobre; 0,5 mL de unasolucion al
1% (m/v) de TPB, esta mezcla fue sometida
a agitacion manual durante 1 min, seguido
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de centrifugacion a 5000 rpm durante 15
min, a 20 °C. A continuacion, se tomo el
sobrenadanteysellevoaunvialdeTmL para
serinyectado en el equipo. El procedimiento
se utilizo6 para el blanco y las muestras de
pescado, polloy cerdo.

Método de deteccion

La cuantificacién de Hg?*" se realizd
utilizando el cromatégrafo de gases
Trace 1300 acoplado a un espectrometro
de masas Thermo Fisher TSQ 8000 de
triple cuadrupolo (GC-MS). El volumen de
inyeccion fue controlado por la jeringa del
muestreador automatico, que fue controlado
por una computadora que ejecuta el
software ChemStation (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.). Se utilizé una curva
de calibracion externa para la cuantificacion
delanalito. La separacion cromatografica de
Hg?* selogro utilizando una columna capilar
Thermo no polar HP-5MS (30 m x 0,25 mm
de diametrointerior, 0,25 ym de espesor de
pelicula) (5 % de fenilmetilsiloxano, 95 %
de dimetilpolisiloxano) y helio (pureza
>99,999 %) a un caudal constante de 1 mL
min~'. Las temperaturas de la interfaz GC-
MSy de la fuente de iones se establecieron
en 270 °C y 220 °C, respectivamente.
Se utiliz6 un programa de gradiente de
temperatura; manteniendo a 80 °Cdurante
0,5min seguido de unaumentoal5°Cmin™
hasta llegar a 270 °C y permanecer a esta
temperatura durante 1 min. Utilizando el
modo de barrido completo y la ionizacién
de electrones, se registré un espectro de
masas que oscilaba entre 50 y450 m/z (a 70
eV). Al usar el modo de monitoreo de iones
seleccionados (SIM), se monitorearon un
objetivo y un ion calificador, manteniendo
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un tiempo de permanencia de 0,2 s para
cada ion. Los iones controlados para Hg?*
fueron m/z 279y 256 (controlado entre los
minutos 6,80y 8,50). El tiempo de retardo
del disolvente se fij6 en 3 min. La inyeccion
de muestra (1 pL) serealizd en modo splitless
atemperaturade 270 °Cy la cuantificacién
del analito se basé en el area del pico.

Validacion del método

Los parametros de la verificacion para
el mercurio divalente fueron, limite de
cuantificacion (LOQ), selectividad, exactitud
(sesgo/precision), intervalo de trabajo
(linealidad), identidad, incertidumbre y
robustez.

Analisis estadistico

El sistema de datos Xcalibur se utiliz6 para
el analisis de datos. Las concentraciones
se expresaron como media * 2 desviacion
estandar (DE). El analisis de varianza de
una via se realiz6 en Microsoft Excel 365,
considerando p <0,05. El analisis de la
informacion para las concentraciones
de mercurio divalente con respecto a
la localidad y la matriz proteina (Cerdo,
Pescadoy Pollo), se consideré en dos fases,
la primera se baso en el analisis descriptivo
de lavariable respuesta (concentracion de
mercurio divalente) con respecto a cada
uno de los factores de contraste (localidad
y proteina), en funcién de los diferentes
niveles que componen cada factor. Los
estadisticos descriptivos que hicieron
parte del analisis fueron la media, la
mediana, la desviacion estandar, la varianza
y el coeficiente de variacion. La segunda
fase comprendi6 un analisis inferencial
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comparativo no paramétrico de Kruskal-
Wallis, debido al comportamiento altamente
variable de la respuesta por la presencia
de datos atipicos, y al desbalance que se
tiene en el nimero de observaciones que
se obtuvieron en cada nivel de los factores
analizados. Finalmente, se [levaron a cabo
pruebas post hoc no paramétricas como el
test de rangos de Wilcoxon.

Resultados

Los resultados para la matriz cerdo no
mostraron ninglin comportamiento dado que
todos los valores fueron inferiores al limite
de cuantificacion en todas las localidades (<
0,037 pg/g). Las mayores concentraciones
promedio de mercurio divalente se encontro
enelpollo (288,63+1004,3 pg/g),lo queindica
que, con respecto al pescado (1,87+0,932
pg/g), existe una diferencia de concentracion
de 154 veces, aproximadamente. De igual
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forma, se observé que la mayor variabilidad
se presenta en el pollo (CV:347,95%)), lo cual
podriaatribuirse a las marcadas diferencias
que exhiben las localidades con respecto
a la concentraciéon de mercurio divalente
(Hg?*) en esta matriz; por ejemplo, en
promedio, la mayor concentracion de Hg?*
seencuentraenlalocalidad de Santa Isabel
(1767,3 pglg), mientras que Pizarrita no
reportd concentraciones cuantificables en
esta matriz y Coroncoro registr6 un valor
de 0,028 pg/g. Lo anteriorindudablemente
establece la presencia de concentraciones
atipicas en la matriz, las cuales se registraron
precisamente enlalocalidad de SantaIsabel,
donde se encontraron concentraciones
de hasta 6930,96 pg/g. La tabla 1 muestra
los estadisticos descriptivos de tendencia
central y dispersion para la concentracion
de mercurio divalente medido en pescado
y pollo para cada una de las localidades de
estudio.

Tabla 1. Analisis descriptivo de la concentracion de mercurio divalente por proteinay localidad.

Pescado Pollo
Localidad

X Me S CV (%) X Me S CV (%)
Alto Berrugoso 504 092 801 159,02 36,86 3735 20,09 54,52
Villa Grande 0,70 0,92 0,42 60,34 98722 941,35 578,74 58,62
Santa Isabel 094 093 0,02 1,95 176730 112,68 3030,61 171,48
Borrachera 473 0,94 6,38 145,51 219,51 210,36 204,69 93,25
Sardina 2,61 096 335 12853 96,65 74,49 9113 94,28
Luis Cano 0,93 0,93 0,006 0,69 100,94 103,76 68,01 67,38
Los Aguacates 2,49 0,95 2,81 12,55 17723 142,53 166,11 93,72
La Bonga 093 093 0,02 2,01 6819 0,04 121,77 178,58
Pindora 092 093 0,02 1,77 5,02 0,04 10,69 212,87
Pizarrita 092 093 0,01 139 - - - -

REVISTA PRODUCCION + LIMPIA-Vol. 17 No 2 - julio/diciembre - 2022 / N. Cadavid
Determinacion de mercurio divalente en proteinas carnicas que constituyen la dieta de los pobladores de 12 localidades en un municipio
minero de la subregion del Bajo Cauca, Antioquia



-Produccién +Limpia-

Pescado Pollo
Localidad
X Me S CV (%) X Me S CV (%)
Las Dantas 0,93 0,93 0,005 0,58 4,59 0,04 10,63 231,75
Coroncoro 0,93 0,93 0,005 0,49 0,03 0,04 0,02 60,30
Total 1,87 0,93 3,54 188,88 288,63 25,41 1004,30 347,95
X: Media aritmética, Me: Mediana, S: desviacion estandar,

CV (%):Coeficiente de variacién

Fuente: Elaboracion propia.

Para el caso del pescado, se presentd
un coeficiente de variacion alto, las
concentraciones presentaron alta
variabilidad, sin embargo, un nivel de
concentracion significativamente distinto al
establecido en la proteina del pollo. En este
caso, se evidenci6 la mayor concentracion
promedio de Hg* en la localidad de
Alto Berrugoso (5,037 pg/g) y la menor
concentracion promedio en Villa Grande
(0,702 pgl/g). Las Figuras 2y 3 muestran los

graficos de dispersion parala concentracion

de mercurio divalente en pescado y pollo,
respectivamente; en ellas se puede observar
la diferencia de escala manejada para
cada matriz de proteina, evidenciando
que la concentracién en pollo es mucho
mayor que en pescado. Sin embargo, el
comportamiento no es generalizado en
todas las localidades, puesto que algunas
muestran bajas concentraciones promedio
tanto en pescado como en pollo (Pindora,
Pizarrita, Las Dantas y Coroncoro).

Figura 2. Concentracién de mercurio divalente (Hg?") en pescado para cada localidad

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Concentracion de mercurio divalente (Hg?") en pollo para cada localidad

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con los resultados obtenidos,
el analisis inferencial comprende,
Unicamente, dos niveles en la matriz proteina
(pescadoy pollo), mientras que para el factor
localidad, se consideré latotalidad evaluada
(12). Las concentraciones de mercurio
divalente fueron diferentes estadisticamente
con respecto al tipo de proteina y a la
localidad (valor p <0,0001 para ambas,
respectivamente). Para el caso del tipo de
proteina, el analisis descriptivo permitio
intuir una mayor concentracion en el pollo
que en el pescado, lo cual se pudo corroborar

con el analisisinferencial, en el cual la prueba
post hoc corrobor6 este comportamiento;
porlotanto, se puede concluir que la proteina
que mayor concentracion de Hg? present6 es
el pollo, mientras que el pescado presenta un
valor medio de 1,847 pug/gyen el cerdono fue
detectada.Enloquerespectaalaslocalidades
de observacion, Pindora, Pizarrita, Las
Dantasy Coroncoro presentaron las menores
concentraciones de Hg?*, estadisticamente
significativas, respecto a Villa Grande, Santa
Isabel, Borrachera, Sardina, Luis Canoy Los
Aguacates (tabla 2).
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Tabla 2. Diferencias post hoc de rangos de Wilcoxon de la concentracién de mercurio divalente

entre las localidades.

o

& € E 5 2 % 5 o i} i

Localidad g S = -g g 50 § -§ .g r§

: EEI S0 B
Villa Grande 1,000 - - - - - - - - - -
Santa Isabel 1,000 1,000 - - - - - - - - -
Borrachera 1,000 1,000 1,000 - - - - - - - -
Sardina 1,000 1,000 1,000 1,000 - - - - - - -
Luis Cano 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - - - - - -
Los Aguacates 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 - - - - -
La Bonga 0,445 0,152 0,058 0,02255 0,02572 0,841  0,00431 - - - -
Pindora 0,056 0,056 0,00057 0,00106 0,00031 0,02346 0,00010 1,000 - - -
Pizarrita 0,00912 0,00709 0,00008 0,00004 0,00001 0,00076 0,00000 1,000 1,000 - -
Las Dantas 0,068 0,03204 0,00002 0,00015 0,00006 0,01016 0,00001 1,000 1,000 1,000 -
Coroncoro 0,00653 0,00695 0,00001 0,00002 0,00000 0,00257 0,00000 0,852 1,000 1,000 1,000

Valores en color azul, estadisticamente significativos con un 1C95% valor p <0,005.

Fuente: Elaboracién propia.

Discusion

La toxicidad del mercurio es bien conocida
eincluye principalmente dafios neurologicos,
inmunologicos, hematologicosy renales, que
dependen de la dosis, laforma quimicayla
via de exposicién (Carocciet al.,2016; Nabi,
2014; Vazquez et al., 2014). La mayoria de
las personas estan expuestas al mercurio por
viaoral, porlo que se considera que el tracto
gastrointestinal es el punto de entrada de
este elemento toxico al torrente sanguineo,
afectando su distribuciényacumulacion en
los 6rganos diana (Vazquez et al., 2014).
Los estudios in vivo han encontrado que el
mercurio inorganico solo se absorbe del
2 al 38 %, mientras que la absorcién de
metilmercurio es mucho mayor, mas del 80%

(EFSA (European Food Safety Authority),
2012). El estudio de las formas individuales
delas especies de metilmercurio en matrices
alimentarias es muy relevante debido a que,
como se ha demostrado previamente en otros
estudios las diferentes especies mercuriales
presentan efectos toxicos diversos. Por
ejemplo, se ha encontrado que el mercurio
divalente (Hg?") incrementa la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo
que conllevaa un mayor estrés oxidativo que
altera los mecanismos de muerte celulary
la mortalidad en peces (Yole et al., 2007;
Zhanget al., 2016).

Por lo general, se ha establecido que la
mayor proporcion de mercurio en proteinas
animales, como el pescado y el pollo se

REVISTA PRODUCCION + LIMPIA-Vol. 17 No 2 - julio/diciembre - 2022 / N. Cadavid
Determinacion de mercurio divalente en proteinas carnicas que constituyen la dieta de los pobladores de 12 localidades en un municipio
minero de la subregion del Bajo Cauca, Antioquia



encuentra en forma de metilmercurio. En
un estudio realizado en pollos de engorde
se encontro que el metilmercurio presenta
una mayor biodisponibilidad (20,7 %)
comparada con el mercurio divalente (1,3 %);
apesar de esta bajabiodisponibilidad, se han
observado que el Hg?* puede bioacumularse
en los rifiones, el higado y en el musculo,
siendo este Gltimo el que mayor distribucion
presenta (72 %) (Cabafiero et al., 2005).

De acuerdo a los resultados obtenidos
en el promedio para muestras de pollo
y pescado, se puede observar que las
concentraciones Hg?*en pollo son 154 veces
mayores a las encontradas en pescado ( Ver
tabla1), esto probablemente puede deberse
al tipo de alimentacion que este ingiriendo
los pollos y a que su desarrollo se dio en
campo abierto, dado que al encontrarse
libres picotean el suelo en busca de animales
invertebrados, como gusanosy lombrices, y
durante este proceso pueden ingerir plantas
y restos de tierra que pueden tener altas
concentraciones de mercurio inorganico y
otros contaminantes; lo que conlleva a que
se presente bioacumulacion de este toxico
en los pollos o gallinas. En este sentido
Overmeire y otros (2006) realizaron un
estudio donde evaluaron la concentracion
de diferentes toéxicos entre ellos mercurio
en huevos de gallinas organicos criados al
aire libre, concluyendo que presentaban
altos niveles de contaminantesy que podrian
presentar un riesgo para la salud publica.
Recientemente, Holt (2021) hace un llamado
a replantear el requisito de la crianza de
gallinas ponedoras de huevos organicos a
campo abierto, debido a que las gallinas
tienden a presentar una mayor mortalidad
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y a enfermarse con mas frecuencia, ademas
de estar expuestas a metales pesados
como el mercurio, comparado con gallinas
criadas en condiciones de confinamiento, lo
que se traduce en una mayor acumulacion
de tbxicos tanto en huevos como partes
comestibles de la aves de corral. Por su parte,
Kiny colaboradores (2019) observaron que
laacumulacion de Hg?* en pechuga e higado
en pollos de engorde era dosis-dependiente,
por lo cual a una mayor ingesta de mercurio
inorganico mayor bioacumulacion se va a
dar en 6rganosy tejidos.

Ademas se sabe que el mercurio divalente
Hg* .., interactla muy bien con el azufre,
ya que en su forma mineral se encuentra
en el cinabrio de la forma HgS  (Oji, 1998),
por lo que, al encontrar una proteina que
tenga aminoacidos como la cisteina libre,
podria interactuar con su grupo funcional
tiol (-SH) y asi distribuirse, favoreciendo la
acumulacion del mercurio en forma divalente
o sobre expresando el transportador para
detoxificar en membrana, tardando 60 dias
o mas dentro del cuerpo (Lee et al., 2017,
Singh & Kumar, 2020). Realizando un rastreo
dentro de las células para saber cuales son
las proteinas o péptidos, se encontré que
las metalotioneinas (MT) y el tripéptido de
glutation con su grupo funcional cisteina
(GSH) pueden interactuar con esta forma
de mercurio (Wang et al., 2014). Ademas,
una bacteria gran positiva Lysinibacillus
sphaericus, aislada de los suelos y que
tiene una maquinaria enzimatica, la cual
detoxifica el mercurio de su arquitectura
celular mediada por accion de la enzima
Mercurio reductasa (MerA), la cual es una
oxidorreductasa que toma el mercurio
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divalente Hg* vy lo reduce a Hg®  (Vega-
Paez et al., 2019), y al tener una presién de
vaporalta, en fase gaseosa, permite atravesar
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facilmentelas membranasy ser excretada de
la célula (Singh y Kumar, 2020).

Figura 4. Estructura mercurio reductasa de la bacteria Lysinibacillus sphaericus con ID: 5X1Y
(Bafana etal., 2017). Esta enzima fue resultado experimentalmente por la técnica de difraccién de
rayos X a una resolucion de 3,48A (Bafana et al., 2017).

Fuente: Elaboracion propia.

En el entendimiento del efecto del
mercurio y en la orientaciéon de los
sistemas celulares para proponer el
modelo del mercurio, la coenzima Flavin
Adenin Dinucleotido (FAD) tiene un papel
fundamental en la actividad redox, ya que
a partir de las especies generadas en su
oxidacion FAD+ o su reduccion FADH,, se
mantiene el equilibrio electronico a través
del flujo de electrones (e), los cuales van
a fluir para reducir al mercurio divalente y
detoxificar las células (Kumar et al., 2017).

En los vertebrados existen unos
complejos proteicos que tiene como
principal funcionalidad, enlazar metales
pesados que puedan generar dafios a nivel
celular, mediados por mecanismos de

inflamacion, radicales libres, oligomerizacion
de proteinas y neurodegeneracién motora
o cognitiva (Park y Zheng, 2012; Rice et al.,
2014). Esta familia de proteinas son las
metalotioneinas (MT), que se encuentran
en casi todos los animales, ya que es una
proteina altamente conservaday que tiene
un tamafio superior a 60 aminoacidos,
localizada en el citoplasma celular y que
enlaza al zinc como cofactor para facilitar
los mecanismos de transcripcién, en donde
intervienen los dedos de Zinc (UniProt, 2010;
Wangetal., 2014). Esta familia de proteinas
MT tiene 4 isoformas, denominadas MTI,
MT2, MT3y MT4, las cuales tienen una alta
cantidad de cisteinas dentro de su estructura
primaria, usando al grupo funcional tiol (-SH)
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con el azufre como un donador de su par de
electrones, coordinando asi los diferentes
metales (Krezel & Maret, 2021). En base a
lo anterior, al realizar una comparacién a
partir de la composiciéon aminoacidica de
las MT, seleccionando la isoforma que se
tiene de esta proteina, para las especies
homélogas del presente estudio, se uso la
secuencia primaria de la metalotioneina
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MT1A, modelando su interaccién con las
especies Homo sapiens (Humano), Bos
Taurus (Bovino), Sus scrofa (Cerdo), Gallus
gallus (Gallo) y Oncorhynchus mykiss (Trucha)
(Apweiler et al., 2014; Consortium, 2012);
con el objetivo de ver que tan conservada es
esta proteina desde los dominios de enlace
ametales pesadosy lacantidad de cisteinas
en su estructura (figura 5).

Figura 5. Alineamiento de la secuencia primaria de las proteinas MT1A en color Zappo.

Fuente: Elaboracion propia.

Como se puede observar en la Figura 5,
esta proteina es muy conservada entre las
especies de consumo evaluadas (pollo,
pescadoy cerdo) ylosaminoacidos cisteina
que se encuentran en amarillo, segin el

codigo de colores en Zappo, generado por los
alineamientos de las secuencias primarias
de las especies comparadas con el software
de Jalview, en donde se puede observar a
partir del Logomat (Letras consenso), que
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las cisteinas presentan mayor tamafo, esto
debido a que se conservan como regiones
importantes entre las especies, las cuales
interactuarian con el mercurio inorganico
(Waterhouse et al.,, 2009). Segln los
resultados del analisis en las secuencias
primarias, estos van en relaciéon con las
bioacumulaciones encontradas en los
alimentos proteicos, principalmente pollo
y pescado, ya que, al estar en contacto por
inhalacion o ingestion, si las cantidades de
mercurio aumentan, estas proteinas podrian
sobre-expresarse, lo que favoreceria la
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retencion de este metal en el interior celular,
ya que las metalotioneinas se encuentran
en el perisplasma celular. En la Figura
6, se presenta la imagen de MT1A como
metaloproteina de raton (Mus musculus),
resuelto por resonancia magnética nuclear
(NMR) de solidos para 50 conférmeros;
la cual se encuentra enlazando un metal
pesado que puede ser posiblemente el
mercurio divalente (Hg?*), lugar que podria
ocupar en la formacién de los compuestos
organometalicos.

Figura 6. Estructura de la metalotioneina MT1 de ratdn Mus musculus con ID:1DFS (Zangger et
al., 2008): A) Representacion en cintas de MT1 como posible mecanismo de interaccién con el
mercurio divalente; B) Representacion en superficie de MT1 de raton.

Fuente: Elaboracion propia.

Se puede observar el papel de las cisteinas
en la coordinacion del metal, como se
muestraen la Figura 6A, en donde se favorece
la interaccion con el mercurio divalente,
lo que podria inducir la bioacumulacién
a través de la interaccion del metal en las
diversas matrices proteicas estudiadasy lo

que podria explicar las altas concentraciones
promedio de Hg* encontradas en el pollo
(288,63%£1004,3 pg/g). De igual forma,
como se muestra en la Figura 6B, se pueden
observar los bolsillos que presenta esta
proteina, por donde puede difundir el
metal e interactuar con las cisteinas de la
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cadena lateral de los aminoacidos en su
estructura, lo que se puede relacionar con
el aumento de valores de bioacumulacion,
debido a la alta exposicion por ingesta,
contacto o inhalacion. Ademas, se observo
que hay unas concentraciones menores en el
pescado, posiblemente a que la mayor parte
del mercurio en pescados y productos de
pescaderia esta en forma de metilmercurio
(EFSA (European Food Safety Authority),
2012).

Conclusiones

Las matrices proteicas de polloy pescado
evidencian concentraciones de mercurio
divalente relacionandose con la ubicacion
delosasentamientos de mineriailegaly,asu
vez, presencia de mercurio en el entorno. Por
consiguiente, estos resultados son el reflejo
de la presencia de mercurio en el medio en
especial de las matrices proteicas que son
parte de la cadena alimenticia, lo que podria
sugerir un riesgo latente en la toxicologia de
los seresvivosylasinteracciones del mercurio
en el medio ambiente, especialmente en
suelosy cuerpos de agua.
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