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RESUMEN

Los metales pesados son compuestos toxicos para los seres vivos debido a su

capacidad de bioacumulacion, lo que provoca serios problemas en los ecosistemas.
Entre ellos, el mercurio se destaca como uno de los contaminantes mas téxicos debido a
su alta capacidad para causar problemas de salud en las especies expuestas. La técnica
de referencia mas utilizada para la deteccion de metales pesados es la
espectrofotometria de absorcion atdomica, que se basa en la absorcién de energia
radiante por atomos en su estado fundamental. Sin embargo, esta técnica se caracteriza
por largos tiempos de espera para obtener resultados y por los altos costos asociados a
la adquisiciéon y mantenimiento de equipos, asi como a los reactivos necesarios.
El objetivo de la presente investigacion es utilizar herramientas biotecnolégicas para
optimizar los procesos y mejorar la deteccion de metales pesados, como el mercurio.
Para ello, se desarroll6 un dispositivo biolégico capaz de identificar este compuesto
mediante la ingenieria de una secuencia genética destinada a la produccion de una
proteina marcador. El proceso se realiz6 en bacterias aisladas del golfo de Guayaquil, las
cuales fueron sometidas a una transformacién quimica para permitir su manipulacion
genética. Tras completar la transformacioén, se evalud la capacidad selectiva la cual se
observé un punto de inflexion a partir de 0,04 ppm en la concentracion de cloruro de
mercurio (HgCl;), Sin embargo, no se detecté la produccion de la proteina GFP en
presencia de cadmio (Cd), cromo (Cr), plata (Ag) y plomo (Pb). Se evalué la sensibilidad
de las bacterias frente a diferentes concentraciones 0.5 a 3,25 ppm de mercurio (Hg) la
cual se obtuvo una deteccién de mercurio (Hg) mediante la produccion de la proteina
verde fluorescente (GFP).

Palabras clave: Metal pesado, Biosensor, Mercurio, Modificacion genética.



ABSTRACT

Heavy metals are toxic compounds for living beings due to their ability to
bioaccumulate, which causes serious problems in ecosystems. Among them, mercury
stands out as one of the most toxic pollutants due to its high capacity to cause health
problems in exposed species. The most widely used reference technique for the detection
of heavy metals is atomic absorption spectrophotometry, which is based on the
absorption of radiant energy by atoms in their ground state. However, this technique is
characterized by long waiting times for results and by the high costs associated with the
acquisition and maintenance of equipment, as well as the necessary reagents. The
objective of this research is to use biotechnological tools to optimize processes and
improve the detection of heavy metals, such as mercury. To do this, a biological device
was developed capable of identifying this compound by engineering a genetic sequence
aimed at the production of a marker protein. The process was carried out on bacteria
isolated from the Gulf of Guayaquil, which were subjected to a chemical transformation to
allow their genetic manipulation. After completing the transformation, the selective
capacity was evaluated, which showed a tipping point from 0.04 ppm in the concentration
of mercury chloride (HgCI&#8322;), however, the production of the GFP protein was not
detected in the presence of cadmium (Cd), chromium (Cr), silver (Ag) and lead (Pb).The
sensitivity of the bacteria to different concentrations 0.5 to 3.25 ppm of mercury (Hg) was
evaluated, which was detected by mercury (Hg) through the production of green
fluorescent protein (GFP).

Keywords: Heavy metal, Biosensor, Mercury, Genetic modification.
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INTRODUCCION

Los metales pesados son elementos metalicos con propiedades distintivas de alta
toxicidad y densidad, que persisten en el medio ambiente debido a la falta de
mecanismos metabdlicos especificos para su degradacién. Aunque estos metales estan
presentes en concentraciones naturales generalmente bajas, lo que limita su impacto
ecoldgico, ciertos metales como el mercurio (Hg), la plata (Ag), el cromo (Cr) y el plomo
(Pb) representan una amenaza significativa incluso en niveles minimos (Oggero et al.,

2021).

El mercurio, un metal pesado que destaca por su notable toxicidad, volatilidad y
resistencia a la biorremediacion. Aunque se encuentra en bajas concentraciones en la
naturaleza, el mercurio ha causado impactos negativos significativos, particularmente en
los ecosistemas acuaticos afectados por la contaminacién derivada de actividades
mineras. En estos entornos, el mercurio se incorpora a la cadena trofica y se acumula en
organismos marinos como el atun. Dado que el mercurio se une firmemente a las
proteinas en los peces, no puede ser eliminado mediante métodos convencionales de
limpieza o coccion. Esta acumulacién presenta graves riesgos para la salud humana,

afectando en particular al sistema nervioso (Panduro et al., 2020).

La exposicion al mercurio a través del consumo de pescado contaminado
representa un riesgo considerable para las mujeres embarazadas, dado su potencial
para interferir con el desarrollo embrionario, causar efectos adversos durante la infancia y

la adolescencia. El mercurio puede atravesar la barrera hematoencefalica del feto,



afectando el desarrollo neurolégico desde etapas tempranas, pudiendo desencadenar
trastornos neurolégicos como el autismo, déficit de atencion y trastornos del lenguaje (De

Oliveira Dantas et al., 2022).

Para abordar estos desafios, se han desarrollado métodos avanzados para la
deteccion y cuantificacion de metales pesados en alimentos, como la espectrometria de
masas, la digestioén acida seguida de espectrometria de absorcion atémica con vapor frio
(CVAAS), la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).
Aunque estas técnicas son altamente precisas, confiables, sus altos costos, tiempos de
analisis prolongados pueden retrasar la disponibilidad de productos en el mercado y
limitar su aplicacion en pequefias empresas y en crecimiento (Limbeck et al., 2017b). Es
por esta razon que es importante el desarrollo de otras metodologias para la deteccion de

mercurio.



OBJETIVOS

Objetivo general

Disefiar un biosensor mediante transformacion bacteriana para la identificacion

cualitativa de mercurio.

Objetivos especificos

I.  Identificar y seleccionar secuencias genéticas que permitan la deteccion de
mercurio (Hg) mediante busqueda en bases de datos, y disefiar un sistema genético
reportero.

II.  Generar bacterias quimio competentes y transformarlas con el plasmido
que posee el casete genético que responde a la presencia de mercurio.

1. Evaluar el biosensor usando diferentes concentraciones de mercurio

HIPOTESIS

El disefio de un biosensor basado en plasmidos bacterianos modificados
genéticamente permitird la deteccion de mercurio (Hg), mostrando una respuesta
detectable en presencia de mercurio (Hg) a través de la proteina verde fluorescente
(GFP).

Variable independiente: Niveles de concentracion de mercurio.

Variable dependiente: Niveles de concentracion de la proteina reportera



MARCO TEORICO

Metal pesado

Los metales pesados son elementos quimicos que estan presentes en todo el
planeta, algunos son usados como materia prima para la elaboracion de productos como
abonos, pilas, fluorescentes, combustibles para el transporte, y otros son esenciales para
mantener la vida al participar en varias funciones biolégicas en concentraciones trazas

que equivale a menos de 100 ppm (Thai et al., 2023).

Los metales pesados como el cobalto (Co), el cobre Cu), hierro (Fe), niquel (Ni),
manganeso (Mn) y zinc (Zn) son considerados esenciales para la vida, usados como
micronutrientes en pequenas cantidades, mientras que el cadmio (Cd), el mercurio (Hg) y
el plomo (Pb) son perjudiciales para los seres vivos, siendo categorizados como no
esenciales para la vida (Bhat et al., 2022). Los metales pesados se consideran una
amenaza para el medio ambiente y la salud de los seres vivos (Figura 1), debido a su

capacidad de bioacumulacion y dificil proceso de eliminacién (Xie, 2024)
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Figura 1. Clasificacion de los metales pesados que son perjudiciales para la salud y su
método de deteccion en alimentos. La determinacién de metales pesado se puede
realizando nuevos métodos como espectrometria de absorcién atémica, fluorescencia de rayos
X, entre otras. (Lai et al., 2023)

Fuentes de metales pesados

Los metales pesados afectan distintos ecosistemas, acuaticos y terrestres,
principalmente suelos, debido a actividades antropogénicas que provocan contaminacion
en la naturaleza y los seres vivos, alterando el equilibrio indispensable para la vida

(Guerrero et al., 2020).

Segun Nnaji et al. (2023) las fuentes de emision por metales pesados se clasifican

en naturales y antropogénicas (Figura 2):

o Naturales: deposicion atmosférica, erupciones volcanicas, formacion del
suelo, meteorizacion de rocas, rocas sedimentarias.
o Antropogénicas: desechos metalicos, gasolina, pinturas con plomo,

aplicacion de fertilizantes, pesticidas, lodos de depuradora, estiércol animal, etc.



Figura 2. Fuentes naturales y antropogénicos de contaminacion por metales pesados y
su desembocadura desde los rios hacia el océano. Las fuentes naturales de metales
pesados incluyen los desechos arrastrados por el viento, incendios forestales, erupciones
volcanicas, procesos biogénicos y sal marina. Mientras que las causas antropogénicas de la
contaminacién por metales pesados incluyen operaciones mineras, pesticidas, fertilizantes y
el uso de herbicidas (Zaynab et al., 2022).

Mercurio (Hg)

El mercurio es un elemento quimico de numero atdmico de 80 que se encuentra en
estado liquido de color gris plateado (Taux et al., 2022). En la naturaleza se encuentra
presente como mercurio elemental (Hg), inorganico (Hg+2, Hg+) y mercurio organico
(MeHg) y es considerado un metal altamente téxico para los seres vivos, causando
graves problemas de salud como: dafo a nivel neuronal debido al estrés oxidativo y

aumento de glutamato en el espacio extracelular (Vennam et al., 2019).

Se caracteriza por una alta densidad de 13,534 g/cm?, baja compresibilidad y
elevada tension superficial. Pertenece al grupo Xll y al periodo 6 de la tabla periédica, con
un punto de fusion de -38,83 °C y un punto de ebullicion de 356,73 °C (Antonia & Rosa,

2018).



Limites maximos permisibles de mercurio (Hg)

Segun el Reglamento (CE) n° 1881/2006 de la Comision, los limites maximos
permisibles de mercurio total son de 0,002 mg/L para agua de consumo humano, 0,001
mg/L para aguas de uso agricola y 0,01 mg/l para agua de uso pecuario (Capriotti et al.,

2010). De acuerdo con la norma NTE INEN 1108 (Anexo 2), los limites maximos
permitidos de mercurio en sustancias organicas para consumo humano son de 0,006

ppm (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2021).

Contaminacién por mercurio (Hg)

Las principales causas de contaminacion por mercurio son debido a procesos
industriales y naturales como: volcanes, la minera de oro y plata, la fabricacién de
cemento, quema de basura y empresas que aun usan el carbon como materia prima para
el funcionamiento de sus maquinas, estos procesos liberan contaminantes al medio
ambiente que luego terminan en contacto con los seres vivos debido a que los residuos
obtenidos por estas empresas llegan a desembocar a los rios donde los peces y otras

especies acuaticas son los animales mas afectados (Pant et al., 2024).

El mercurio en su estado volatil puede llegar a depositarse en los suelos y en
aguas mediante diferentes vias de transferencia, siendo estos sitios muy expuestos a la
contaminacidon y en donde los seres vivos estan presentes y en comparacion a otros
metales pesados, su proceso de eliminacion en el ecosistema conlleva varios procesos
muy sofisticados que requiere de tecnologia como: la oxidacién, reduccién y absorcién

para que el mercurio llegue a ser nocivo para los seres vivos (Pavithra et al., 2023).



Toxicidad del mercurio (Hg)

El mercurio es un elemento considerado altanamente toxico para la vida, llegando
a provocar diferentes tipos de enfermedades como insuficiencia organica, deformaciones
en los fetos y en especial ataca el sistema nervioso central, debido que altera las
funciones celulares, inhibiendo las proteinas y enzimas que son producidas por las
células, las cuales son modificadas hasta un procedo de muerte celular (Dack et al.,
2022). En el cuerpo humano el mercurio ingresa y se transporta por el torrente sanguineo
hacia diferentes 6rganos pasando por el cerebro hacia la medula espinal, las neuronas
periféricas hasta llegar a su destino final que son los ganglios autbnomos que son un
conjunto de cuerpo neuronales ubicados fuera del Sistema Nervioso Central, en donde
se almacena y se adhiere fuertemente causando diferentes sintomas (Paduraru et al.,

2022)

Figura 3. Estado liquido del mercurio presente naturalmente en el ambiente. La imagen
muestra mercurio liquido en una superficie reflectante, donde un gotero libera pequenas
gotas plateadas que se agrupan en formas esféricas por su alta tension superficial. El fondo
oscuro resalta el brillo metalico del mercurio, ideal para ilustrar sus propiedades fisicas o
aplicaciones cientificas (Navas-Jaramillo, 2024).



Ciclo de mercurio (Hg)

El metilmercurio (MeHg+) es un compuesto organico que esta unido a un carbono,
siendo la forma mas biodisponible en la tierra (Dack et al., 2021). Se produce por la
biometilacion del mercurio organico por microrganismos acuaticos presentes en los
océanos, llegando acumularse en los peces, los cuales representan una parte principal

de la cadena alimentaria de los seres vivos (Figura 4) (Ke et al., 2019).

El metilmercurio (MeHg+) representa una grave preocupacion tanto para la salud
humana como para los ecosistemas debido a su naturaleza como una neurotoxina
potente derivada del mercurio organico (Hg Il), que se absorbe facilmente en la corriente

sanguinea (Gionfriddo et al., 2024).
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Figura 4. Ciclo del mercurio de forma natural o antropogénica y su transformacién a
metilmercurio presente en peces del océano. El mercurio suele estar biodisponible e
ingresar a la red alimentaria como Metilmercurio, que puede magnificarse a medida que
asciende por la cadena alimentaria. La forma natural del mercurio que se excreta fuera del
area industrial es el mercurio inorganico, iones de mercurio (1) y mercurio elemental. El
mercurio elemental Hg®, existe en forma de liquido volatil procedente del flujo suelo-aire y
otras liberaciones antropogénicas. Este mercurio puede convertirse de Hg? mediante
oxidacién y eventualmente residira en el suelo o en el agua, para posteriormente convertirse
en metilmercurio mediante un proceso de metilacion por accion de bacterias anaerobicas
reductoras de azufre (Siddiqgi, 2019b).
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Existen algunas bacterias que tienen la capacidad de tolerar y desintoxicar el
mercurio presente en el ambiente como Escherichia coli, Bacillus o Streptomyces,
demostrando un papel importante en el ciclo del mercurio a través de procesos de
oxidacién o bioacumulacion que se dan por la actividad hidroperoxidasa-catalasa (Bietto
et al., 2023). La resistencia a mercurio se encuentra presente principalmente en bacterias
Gramnegativas y esto se debe a la presencia del operén merR, siendo una de las
primeras estrategias de defensas contra el mercurio y/o compuestos relacionados

(Somayaiji et al., 2022).

Operon mer

El operén mer es un conjunto de genes que funcionan de manera coordinada para
conferir resistencia al mercurio en bacterias, lo que resulta esencial para su capacidad de
supervivencia en entornos contaminados. (Registry of Standard Biological Parts [Jessica
Tarnowski], 2014). El operén mer desempefa un papel fundamental en la conversion y
neutralizacion del metilmercurio mediante la enzima MerB y en la detoxificacion del
mercurio inorganico a través de MerA. Ademas, incluye varios genes que codifican
proteinas transportadoras de membrana, como MerC, MerE, MerF, MerG, MerP y MerT,

todos ellos esenciales para la resistencia bacteriana al mercurio (Bhat et al., 2024).

Gen merR
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La familia de merR permite la sensibilidad a un sin nUmero de metales, que dan
lugar a la capacidad de construir sistemas de deteccion para dichos metales, debido al
control estricto de la transcripcion por medio de los factores transcripcionales (Ghataora

et al., 2023).

Se distinguen por la formacién de complejos abiertos y de la activacion de factores
transcripcionales que actuan en promotores con un espaciador de 19bp que ocurre
durante la unién al metal, distinguiendo su alta conservacion en el domino de unié al ADN
y baja similitud de aminoacidos en el dominio de union al efector C-terminal (Pellizza et al
., 2022). La proteina del operon merR es un factor de transcripcién que regula la
resistencia a mercurio y se encuentra constituido por un dominio de union N-terminal, una
hélice de dimerizacién central y un dominio de unién al ligando C-terminal (Fang & Zhang,
2021). Se caracteriza por su funcionalidad represora y activadora presentando una
estructura cuartanaria independientemente de la presencia de iones de mercurio y/o

compuestos asociados al mismo (Jung & Lee, 2019).

Gen merA

El gen merA es esencial para la reduccion de mercurio en bacterias, ayudando a
transformar iones mercuriales toxicos en formas menos dafiinas convirtiendo el ion
mercurico (Hg?") en mercurio elemental (Hg®), menos téxico y mas volatil (Trojanska et al
., 2022). Este proceso es esencial para la detoxificacién del mercurio en microorganismos
y plantas. En la fitorremediacién, se utiliza en plantas transgénicas para eliminar el
mercurio de suelos contaminados. Combinada con la enzima MerB, que transforma

mercurio organico en mercurio inorganico, MerA facilita la reduccion vy liberacion del
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mercurio, permitiendo que las plantas acumulen menos mercurio téxico y produzcan

alimentos mas seguros (Li et al., 2020).

Figura 5. Proyeccion en 3D de MerA. Estructura individual de la proteina MerA compuesta por

dos subunidades idénticas (homodimeros), con un peso molecular de 125 kDA. (Shearer et al.,

2023)

Gen merB

El gen merB, que abarca 16 kilo bases, codifica una liasa esencial para la
eliminacién de compuestos toxicos como el metilmercurio facilitando la conversién del
compuesto altamente nocivo, en mercurio (Hg?*) mediante la ruptura de enlaces carbono-
mercurio a través de un proceso conocido como protedlisis (Figura 6), dicha enzima
MerB, es parte del sistema de resistencia a mercurio (Mer) en algunas bacterias y juega

un papel crucial en la desintoxicacion de mercurio organico (Takanezawa et al., 2019).
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Figura 6. Diagrama que ilustra la reaccién catalitica de la enzima MerB. Mecanismo
de accion de la enzima MerB, que cataliza la descomposicién del metilmercurio (CHz;Hg*) en
mercurio inorganico (Hg**) y metano (CH,), contribuyendo a la desintoxicacion celular

(Takanezawa et al., 2023).

Técnicas de medicion de mercurio (Hg)

Se han desarrollado técnicas como la espectrometria de absorcidon atomica (AAS),
la espectrometria de emisién 6ptica de plasma acoplada inductivamente (ICP-OES),
Microscopia electronica de barrido (SEM) para la deteccidn y medicion de mercurio,
debido a su alta toxicidad y a la necesidad de detectar concentraciones minimas que

pueden variar significativamente (Chirita ef al., 2023).

Espectroscopia de Absorcion Atdmica vapor frio (VC-AAS)

La espectroscopia de absorcion atdomica vapor frio es un método altamente
sensible yselectivo para la deteccion de mercurio en diversas muestras complejas.
Aprovecha la presion de vapor del mercurio a temperatura ambiente para reducir sus
iones a mercurio gaseoso, que luegoes arrastrado por un gas inerte hacia una célula de
absorcion de cuarzo. Esta técnica permite unaintroduccion eficiente del mercurio en

estado gaseoso a la fuente espectral, midiendo a 253,7 nmy logrando detectar
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concentraciones extremadamente bajas, incluso en subpug L-1 o ng L-1, lo quela hace
ideal para analisis de rutina en laboratorios.Espectroscopia de Absorciéon n Até mica con

generacion n de hidruro (HG- AAS)

Espectroscopia de Absorcidon Atdmica con generacion de hidruro (HG-AAS
CVG-HR-CS-QTAAS)

Es un método extremadamente sensible y selectivo para la deteccion de mercurio

en muestras complejas. Este método se destaca por su capacidad de aprovechar la
presion devapor del mercurio a temperatura ambiente, permitiendo la reduccién de iones
de mercurio a suforma gaseosa. Después, este mercurio se transporta por un gas inerte
hacia una célula deabsorcion de cuarzo, donde mide a 253,7 nm. La técnica es ideal para
detectar concentracionesmuy bajas de mercurio, lo que la hace util para analisis de rutina
en laboratorios. Ademas, su altasensibilidad y la posibilidad de evitar interferencias no
espectrales lo hacen especialmentevalioso en el analisis de matrices complejas (Chirita

et al., 2023).

Espectrometria de emisidon éptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES)

Para un monitoreo adecuado de los niveles de macro, micro y oligoelementos en

alimentos como los citricos, es vital realizar mediciones analiticas de forma regular.
Cualquier variacion que supere los limites criticos puede causar alteraciones importantes
en el sistema fisioldgico. Las técnicas de analisis mas recomendadas para este propdsito
son ICP-MS e ICP-OES, debido a su alta sensibilidad, selectividad y capacidad para

realizar analisis de varios elementos simultaneamente (Sloop et al., 2022).
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Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica poderosa utilizada
para examinar las superficies de los materiales con gran precision. Esta metodologia ha
evolucionado para incluir capacidades avanzadas mediante la integracion de detectores
de transmision, como los de microscopia electronica de transmisiéon (STEM). La
combinacién de SEM y STEM permite no solo obtener imagenes detalladas de la
topografia superficial, sino también realizar analisis detallados de la composiciéon quimica
de las muestras. En el caso de la deteccion de mercurio, esta técnica resulta muy util, ya
que puede identificar de manera precisa la presencia de este metal en concentraciones
muy bajas y estudiar su distribucion en distintas matrices, ofreciendo informacién valiosa

para la evaluacion de contaminantes en materiales diversos (Sun et al., 2020).

Biosensor

Es un dispositivo usado como estrategia analitica donde su estructura se basa en
un elemento biomimético unido a un sistema de transductores que emitiran la sefal que
se desea cuantificar de un contaminante, se clasifican en: biosensores de células libre,
células completas, no especificos y los especificos (Huang et al., 2023). Su principal
funcionamiento es la deteccion de un analito de interés que se unira al sitio especifico del

sensor biologico para su inmovilizacion (Velasco-Garcia & Mottram, 2003).

Los biosensores contemplan 4 partes importantes para su desarrollo: el receptor
que es encargado de unirse a la muestra, un interfaz que ayuda en la conexion entre el

receptor y el transductor, un transductor que se encarga de traducir la informacion
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recibida en senales eléctricas, que luego pasara por un procesamiento de datos que

permitira dar un resultado adecuado para la interpretacion (Figura 7) (Song et al., 2021).

-\).3
#=

Analito Elemento Catalizador Trasductor Procesador de sefial
Sensor
biolégico

Figura 7. Estructura principal de un biosensor para detectar un analito de interés. Un
biosensor esta compuesto por varios elementos clave: una estructura de medicion que es
fundamental para la deteccidn del analito de interés, un sensor bioldgico que facilita esta
deteccion, y un catalizador que acelera el proceso. La sefal obtenida es luego traducida
y enviada al procesador de sefales para generar una respuesta (Aguilar-Tapia & Zanella,
2018).

Como nos indica Naresh & Lee, 2021 un biosensor debe contar con las siguientes

caracteristicas:

e Selectividad: Caracteristica importante que nos permite analizar un analito
especifico en presencia de otros elementos que no se desea analizar.

e Sensibilidad: Refiere a la capacidad de detectar un analito especifico,
referente a la minima cantidad de concentracion que puede estar presente
en una muestra.

e Linealidad: Contribuye en la precision de los resultados obtenidos de una
muestra, cuanto mayor sea la linealidad, mas preciso sera el resultado

obtenido.
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e Tiempo de respuesta: Es el tiempo necesario para la realizacién del
diagnostico.

o Reproducibilidad: Se caracteriza por la capacidad de producir respuestas

iguales, cuantas veces sea necesaria en una muestra y se acerca al valor
real, destacando la precision y exactitud durante el procedimiento.

e Estabilidad: Es el rango de vulnerabilidad que afecta en el resultado de las
pruebas realizadas por el biosensor, debido a la presencia de factores

fisico, ambientales dentro y fuera del biosensor.

Constructo del biosensor

Vector plasmidico

Los plasmidos son usados ampliamente en el area de biotecnologia e ingenieria
genética como herramientas para el desarrollo de varios productos, y se dieron a conocer
por primera vez en el papel de propagacion de la resistencia a los antibioticos y son
considerados elementos extracromosomicos encargados de la diferenciacién entre

especies (Rouches et al., 2022).

Son muchos medios de transporte implicados en la transferencia de genes entre
organismos, su estructura es casi idéntica a la de su cromosoma y se encuentra
constituida por una cadena bicentenaria circular o lineal que permite adquirir habilidades
durante su evolucion, que en algunos casos no son necesarias para ciertos organismos

(Briones, 2023).
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La mayoria de los plasmidos son usados para estudio de nuevas estructuras
genéticas capaces de producir nuevas proteinas, en comparacion a sus progenitores,
estas estructuras plasmidicas cuentan con secciones que son modificadas para la
identificacion o expresiéon de genes de interés, como son: un origen de replicaciéon “ori”,
un marcador de resistencia a un antibiético y un origen de insercion de ADN exdgeno

(Figura 8) (Timmons & Densmore, 2020).

Para construir una secuencia plasmidica, debe constar de dos partes principales:
un esqueleto y un casete de expresion en el que estaran presentes secuencias
promotoras que regulan el proceso de traduccion, sitio de union a ribosomas y los genes
que permitiran obtener una proteina de interés, y un terminador que detendra el proceso

de traduccién del plasmido (Boye et al., 2022).

EcoRl
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Figura 8. Estructura de un vector con las regiones de resistencia antibiético, origen de
replicacion y sitio de restriccion. El plasmido pUC de 2686 bp fue aislado a partir de E.coli
que posee un sitio multiple de clonacion de 54bp con 13 sitios de corte para enzimas de
restriccion. Ademas, este plasmido posee resistencia a ampicilina e incorpora el operén
lacZ. (Gautam, 2022).

Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein — GFP)

Las proteinas fluorescentes son un grupo de proteinas utilizadas como etiquetas

fluorescentes debido a su variabilidad genética que permite obtener una escala de
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colores desde azul hasta rojo, su estructura esta constituida de una seccion de barril
cilindrico, compuesto por 11 cadenas B, y un croméforo formado dentro del barril § (Zhou
et al., 2020).

Hoy en dia existen variedad de tipos de biosensores que son usados para la
deteccion de analitos, uno de ellos son los biosensores basados en proteinas
fluorescentes (FP) que permiten una amplia regién espectral de colores, y debido al uso
de luz de excitacion por longitud de onda es considerado un riesgo menor porque permite
la reduccion de la fototoxicidad y la autofluorescencia durante la deteccion de los analitos

(Zhang & Ai, 2020).

La proteina verde fluorescente (Figura 9) fue descubierta a inicios de la década de
1960 por el quimico Osamu Shimomura, proveniente de la medusa Aequorea victoria la
cual es considerada un organismo poco comun (Ashworth et al., 2022). Tiene un peso de
alrededor de 26,9 kDa y constituido por 238 aminoacidos (aa), su nucleo se encuentra
situado en el centro de un barril 3 de 11 hebras, formando un complejo que permite la

union de aminoacidos Ser65-Tyr66-Gly67 durante la reaccion (Yang et al., 2019).
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Figura 9. Estructura 3D y quimica de la proteina verde fluorescente GFP. (a) Estructura
tridimensional de la proteina GFP, visualizando el sitio activé de croméforo. (b) Estructura
quimica del cromoéforo de la proteina GFP aislada de Aequorea victoria. (¢) Estructura
quimica del cromoéforo de la proteina GFP modificada con treonina en la posicién 65 para una
mejor visualizacion del cromoforo en presencia de luz azul (Krasowska et al., 2021).

Células competentes

Las células competentes son células que tiene la capacidad de absorber material
genético de su exterior, mediante un proceso de transformacion natural como;
conjugacion y traduccion, y transformacion artificial como: electroporacion o quimica
usando cloruro de calcio, haciendo que las células tengan la capacidad expresar la
informacion genética adquirida (iGEM [International Genetically Engineered Machine],

2019).

e Electroporacién: La electroporacion es una técnica de transformacion en la que se

aplica un campo eléctrico a las células, lo que provoca la apertura de microporos
en sus membranas incrementando notablemente la permeabilidad de la
membrana celular, permitiendo la entrada de macromoléculas extraiias como el

ADN. Este método se centra en alterar el genoma nuclear (Mosey et al., 2021).

e Quimio-competencia: Usando una mezcla de sales e intervalos de cambios de

temperatura entre 37 °C y 42 °C por medio de choques términos, las células son
inducidas abrir los poros presentes en la membrana celular permitiendo lograr

adquirir el material genético presente en la solucién, convirtiendo estas células en
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células competentes capaces de expresas la informacion genética adquirida luego

del proceso (Deshmukh et al., 2022).
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MARCO METODOLOGICO

Lugar de desarrollo de la investigacion

La investigacion se realiz6 en los laboratorios de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Guayaquil-Ecuador, en el km 19,5 via la Costa.

Zona de muestreo

La eleccion de las zonas de muestreo se debe a la alta concentracion de mercurio
presente en el estero salado ubicado en el golfo de Guayaquil-Ecuador. Segun Calle et al
. (2018) las concentraciones excedian el limite maximo permisible de mercurio, en el cual
a partir del 2008 se contabilizaron concentraciones de mercurio de 2.76 £ 1.88 mg kg-1
dw, 2009 de 2.40 + 1.60 mg kg—-1 dw, y en el 2014 las concentraciones de mercurio se

encontraban en 1,03 £ 0,32 mg kg-1 ps.

La metodologia de muestreo es no probabilistica por criterio, donde se
recolectaron muestras de los 3 puntos como se muestra en la Tabla 1, tomando una unica

muestra en los diferentes puntos antes mencionados para los analisis microbiolégicos.

Tabla 1. Descripcion de los lugares de muestreo considerados en la investigacion

Puntos Lugar de muestreo Coordenadas

P1 Puente velero -2.1887692718156897 -79.90094316204073
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P2 Puente 5 de Julio -2.1860246943946464 -79.8984648064553

P3 Puente Urdesa -2.177053910507212, -79.90355841150205

Fuente: (Autores,2024)
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Figura 10. Puntos de muestreo en el Estero Salado en Ecuador. Se seleccionaron tres
puntos de muestreos en el Golfo de Guayaquil, especificamente Puente “El velero”, Puente

“5 de Junio” y Puente “Urdesa” (Autores,2024).

Recoleccion de la muestra

La muestra se recolect6 invertidamente, con la tapa hacia abajo, sumergiéndola
en el agua para la recoleccion directa de la muestra y se colocaron en una hielera para su

transporte al laboratorio de la Universidad Politécnica Salesiana sede Guayaquil-

Ecuador.
En base a la Norma NTE INEN 2176:2013 (Anexo 5) se usaron recipientes de

plastico de la mejor calidad con tapa tipo tornillo, bandas elasticas de silicona libres de
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contaminantes toxicos y microorganismos, las botellas plasticas que se lavaron con

detergente y con agua destilada para la recoleccion (Garcia-Avila et al., 2020).

Segun lo establecido por la Norma NTE INEN 1105:1983, la esterilizacion de los
utensilios usados para la recoleccién de la muestra y el aislamiento fueron autolavados a

una temperatura de 120°C por 15 minutos (Gonzalez-Osorio et al., 2022).

Aislamiento e identificacion

Aislamiento

Después de recolectar las muestras, se unificaron para obtener un volumen final
de 600 mL, que se utilizé como solucién madre con el objetivo de obtener un recuento
significativo de microorganismos. A partir de esta solucién madre, se realizaron
diluciones seriadas con un factor de dilucion de 1:10, desde 10" hasta 107'°,
manteniendo la homogeneidad durante el proceso. Luego, se inocularon por duplicado
en medio de cultivo Mueller-Hinton (MH) (Titan Media, MeDILWO01, USA) y se utilizaron
placas CompactDry® EC (Shimadzu Diagnostics Corporation, Tokyo, Japan) para la
deteccion de Enterobacterias totales (colonias de color rojo/rosa) y Escherichia coli.
(colonias azules). Posteriormente, las muestras se incubaron en una incubadora de la
marca (BO55F, Elos Breed) a 37°C durante un periodo de 24 a 48 horas. Tras la

incubacion, se procedio al conteo de colonias (Alderman & Smith, 2001).

Identificacion macroscépica
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Una vez pasado el tiempo de incubacidén se observd con un estereoscopio las
caracteristicas morfolégicas de las colonias como; el tamafio (Puntiforme, pequena,
mediana, grande), forma (circular, fusiforme, rizoide, filamentosa, irregular), tipo de borde
(entero, rizoide, filamentoso, ondulado, lobulado, rizado), transparencia (opaca,
transparente), brillo (sin brillo, con brillo), color (no pigmentadas, pigmentadas), textura
(lisa, rugosa), elevacion (plana, elevada, convexa, pulvinada, umbilicada), consistencia

(dura, suave, mucoide).

Identificacion microscoépica

Se prepard un frotis sobre una placa portaobjeto que se sometié a la tincion de
Gram. Primero, se aplico cristal violeta (Quimical Scientipic Diagnostic,
CRIVIONOV18/25) durante 60 segundos, seguido por una aplicacion de solucién de
Lugol durante 60 segundos. Luego, se traté la muestra con una mezcla de alcohol-
acetona durante 10 segundos. Finalmente, se anadié safranina (LOBA CHEMIE
OVT.LTD., 50240) durante 30 segundos. Entre cada paso, se lavd la muestra con agua
destilada para eliminar los reactivos. La observacidon microscopica se realizé con un
objetivo de 100x para determinar si las bacterias eran Gram positivas o Gram negativas

(Tripathi & Sapra, 2023).

Después de la observacion microscopica de las colonias aisladas en el medio
Mueller-Hinton, que presentaron un bajo nivel de crecimiento microbiano, se realizé una
resiembra en medio MacConkey (Merck Millipore,1002050500, Alemania) para la

obtencién de bacterias Gramnegativas.
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Pruebas de identificacion bioquimicas

En base a Villota-Calvachi et al. (2022) se realizaron las pruebas bioquimicas de:
catalasa, citrato, urea, TSI (Sulfuro - Indol - Movilidad), SIM (Sulfuro - Indol - Movilidad), |
isina y que nos permitira identificar qué tipo de microorganismo se encuentra presente en

el medio de cultivo.

Prueba de catalasa

La prueba de catalasa se realizd con perdxido de hidrogeno (Merck,
mfcd00011333, Alemania) donde se coloco 1 gota de H,O; en un portaobjeto y con un
asa se inoculo la bacteria de investigacion, en el cual se podra observar si existe o no

formacion de burbujas.

Prueba del citrato

Se realizo en tubos inclinados con medio de citrato (Condalab,1014, Espaina) con
ayuda de un asa en punta se tomo una colonia y se inoculo en forma de estria en el pico
del medio inclinado, posteriormente de llevo a incubar a 35°C durante 24 a 48 horas con

la tapa semiabierta.

Prueba de urea

Se realizo en tubos inclinados con medio de urea (Condalab, 2180, Espafia) con
ayuda de un asa en punta se tomé una colonia y se inoculo en la superficie del agar
inclinado posteriormente se insertd el asa en la base del medio. Se llevo aincubara 35 °C

con la tapa semiabierta durante 24 a 36 horas.
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Prueba de SIM

Se realizo en tubos rectos con medio semisélido de SIM (Condalab,1514, Espafia)
con ayuda de un asa de punta se selecciono una colonia aislada y se introdujo de manera
recta hasta la mitad del medio. Se llevo a incubar a 35 °C con la tapa semiabierta durante
18 a 24 horas, luego se adiciono 4 gotas del reactivo de Kovacs para la observacion de

produccién de indol.

Prueba de lisina

Se realizo en tubos inclinados con medio lisina (Condalab,1208, Espafa) con
ayuda de un asa de punta se selecciond una colonia asilas y se inoculo en la base del
medio con 3 pinchadas seguido se realizé6 una siembra en estria en la superficie del

medio. Se llevo a incubar a 35 °C con la tapa semiabierta durante 24 a 36 horas.

Prueba TSI

Se realizo en tubos inclinado con medio TSI (Condalab, 1046, Espafa) con ayuda
de un asa en punta se selecciona una colonia aislada y se pica el fondo de la base y se
realiza una extension en estria en la superficie del medio. Se llevo a incubar a 35 °C con

la tapa semiabierta durante 24 horas.
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Diseno del inserto mediante herramientas bioinformaticas

Para la elaboracion del constructo se realizé una busqueda en la base de datos en
el NCBI (National Center for Biotechnology Information) y iGEM (International Genetically
Engineered Machine), para la simulacion grafica del constructo se la realizo mediante el
programa Tinkercell (Version: 1.2.926, BSD License), y el desarrollo del inserto junto con
el vector se la realizo mediante el programa SnapGene (Version: 7.2.1, EE.UU.). Una vez

realizado el inserto se mando a sintetizar a la compafiia MACROGEN Inc Korea.

El inserto esta disefiado en dos regiones. La primera region esta estructurada por
un promotor constitutivo, seguido de un RBS, el gen merR y su terminador. La segunda
region esta estructurada por un promotor PmerT, la secuencia RBS, y el gen de la
proteina reportera GFP (Green Fluorescent Protein) y el terminador como se detalla en la

Tabla 2.

El vector backbone usado es el pSB1C3 (Novoprolabs, V012415, USA)

estructurado por un gen de resistencia a cloranfenicol (CmR), sitio de restriccion y un

origen de replicacion (ori) como se indica en la figura 11. (Grawe et al., 2019).

Tabla 2. Caracteristicas de las regiones del inserto
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Region Secuencias reguladoras Caédigo de la secuencia
Promotor constitutivo J23104

1era Region | RBS B0034
Gen merR y Terminador K1758340
Promotor PmerT K346002

2da Regidn RBS B0034
Proteina reportera GFP y terminador K1789003

Fuente: (Autores, 2024).

PstI (20)
his operon terminator

Taqll (115)
BsrBI (146)

AfIIII - Pcil (213)
NspI (217)

BioBrick prefix
(2049) EcoRI

(1943) AatIil
(1941) Zral
(1940) BsaHI
(1912) BsaAl
(1889) MsIL

DrdI (321)

(1706) Tsol
(1705) Pwvull

BciVI (416)

(1605) BspEI
(1588) BsrDI

Haell (461)
Bse¥YI (517)
PspFI (521)
ApalI (527)

PLASMIDO

(1516) AclI 2070 bp

(1485) BpmI

(1377) BsmBI - Esp31
(1376) PFIMI*

(1370) PasI

(1338) MscI

(1300) BtgI - NcoI - StyI
(1293) Sspl
(1153) EcoRV

(1149) Banll - Sacl
(1147) Eco53kI

AlwNI (629)

Acul (761)

Figura 11. Estructura plasmido pSB1C3. El pSB1C3 es una estructura plamidica que en su
interior contiene el gen CmR el cual transmite la resistencia al cloranfenicol, contiene EcoRI y Pstl
que son puntos de cortes en el plasmido, ademas tiene un origen de replicacion es un pMB1

(Shehata, 2018).
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Clonamiento

Digestion del inserto

En un tubo Eppendorf de 0.5 mL, se agregaron 7 pL del inserto, 1 uL de la enzima
FastDigest EcoRI (#FD0274, Thermo Scientific, United States), 1 yL de la enzima
FastDigest Pstl (#FD0614, Thermo Scientific, United States), 2 uL del buffer FastDigest a
una concentracion de 10X, y se aforé con 9 uL de agua libre de nucleasa de la marca
Thermo Scientific (#R0581, Thermo Scientific, USA) hasta obtener un volumen de 20 L.
La mezcla se homogeneizé suavemente con una pipeta, evitando la formacién de
burbujas y se llevo a vortex durante 1 minuto. Posteriormente, se llevo a incubacion a 37
°C durante 15 minutos en un termociclador (miniPCR BIO, QP-1000-16, USA). Para

inactivar las enzimas se incubé a 80 °C durante 5 minutos.

Digestién del plasmido pSB1C3

En un tubo Eppendorf de 0.5 mL, se agregaron 8 pL del inserto, 1 uL de la enzima
FastDigest EcoRlI, 1 pyL de la enzima FastDigest Pstl, 2 uL del buffer FastDigest a una
concentracion de 10X, y 1 uL de fosfatasa alcalina termosensible (#EF0651, Thermo
Scientific, USA). Luego, se aforé con 7 uL de agua libre de nucleasas hasta obtener un
volumen de 20 pL. La mezcla se homogeneiz6 suavemente con una pipeta, evitando la
formacion de burbujas, y se llevd a vortex durante 1 minuto. Luego se incubo a 37 °C
durante 15 minutos en un termociclador de la marca miniPCR® mini16. Posteriormente

se incubd a 80 °C durante 5 minutos.
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Verificacion de digestion

Para se realiz6 un gel de agarosa al 1% (#CM02852, ABclonal, Germany) con 3 pL
de bromuro de etidio (#J66192.03, Thermo Scientific, USA), el cual se gelificd en la
camara de electroforesis de la marca BlueGel™ (QP-1500-01, BlueGel™, EE. UU). En el
primer pocillo se colocd 3 uL del marcador de peso molecular (ladder) Opti-DNA de 100
pb (#G106, abm, EE. UU), luego en el segundo pocillo 25 pL de la muestra del inserto y
en el tercer pocillo 25 yL del vector, previamente preparados en la digestion. La

electroforesis se corrié durante 1 a 2 horas a 70 voltios.

Purificacién
Para el proceso de purificacion del inserto y el vector se us6 el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (A6750, Promega, USA). Luego de la observaciéon de las

bandas del inserto y el vector en el gel de agarosa, se realizaron los cortes de las bandas

y se trasfirié a un tubo eppendorf de 1.5 ml registrando el peso del gel para cada uno.

Se agrego la solucion de union de membrana (A9281, Promega, EE. UU) en una
proporcion de 1 pL por 1 mg de porcion de gel de agarosa y se realizé vortex, luego se
llevé a incubaciéon entre 50-65 °C durante 10 minutos hasta que la porcion del gel se

disuelva por completo.

En un conjunto de minicolumna SV se transfirié la mezcla de gel disuelto e incubo
durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugo a 14 000 rpm durante 1 minuto.

Se retird la minicolumna SV del conjunto y se desecho el liquido del tubo recolector. En
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un nuevo tubo recolector se coloco la minicolumna con 700 pL de solucion de lavado de
membrana y se centrifugo a 14 000 rpm durante 1 minuto. Se repitio el proceso anterior
con 500 pL de solucion de lavado de membrana, centrifugando a 14 000 rpm por 5

minutos.

Posteriormente se transfirid la minicolumna SV a un tubo eppendorf limpio de 1,5
ml con 50 pL agua libre de nucleasas (#R0581) dentro de la minicolumna SV, se incubo a
temperatura ambiente durante 1 minuto y posteriorm2ente se centrifugo a 14 000 rpm
durante 1 minuto. Finalmente se desecha la minicolumna SV obteniendo el producto final

en el tubo eppendorf.

La obtencion del producto final del inserto y vector purificado, se verifico mediante
una cuantificacién de la concentracién y calidad del ADN empleando Thermo Scientifics
NanoDrop 2000c Spectrophometer, agregando 2 pyL de la muestra en el lector y

obteniendo 23.1 ng/ pL del inserto y 20.3 ng/ uL del vector respectivamente.

Ligacién

Una vez purificados el inserto y el vector, se llevé a cabo el proceso de ligacién con
la enzima Ligasa de ADN T4 (5U/ pL) (Thermo Scientific™, EL0014, USA). Para el
calculo de los volumenes requeridos del inserto y del vector, se usé el programa
nebiocalculator (SOFTWARE, VERSION 1.15.7, NEW ENGLAND BIOLABS), donde se
ingreso las concentraciones y los pares de bases del inserto en relacion molar 7:1 sobre

el vector, obtenido los resultados se preparoé la solucion con 2,5uL del vector, 12 uL del

inserto, 2 L de 10x ADN T4 tampén de ligasa, 0,4 U (Thermo Scientific, EL0016, USA) y
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3,5 yL de agua libre de nucleasas, obteniendo un volumen final de 20 yL. Posteriormente
la mezcla se llevo a vortex y se incubd durante 1 hora a 22 °C. Finalmente, la ligasa se

inactivé mediante un tratamiento térmico a 65 grados centigrados durante 10 minutos.

Bacterias quimio competentes.

Las bacterias previamente asiladas e identificadas fueron sometidas a tratamiento
de quimio competencia, donde se inoculo una colonia de la bacteria en 15 mL medio en
caldo de Luria Bertani (LB) (Condalab,1551, Espafa) previamente autoclavado, al cual
se le afiadi6 0,525 mL de sulfato de magnesio estéril a una concentracion de 35 mM y
0,375 mL glucosa al 1% esterilizado mediante filtrado por membrana de jeringa, luego se
llevé a incubacion a 37°C con agitacion y con el equipo de Thermo Scientifics NanoDrop

2000c Spectrophometer se midié el OD600 hasta un valor de entre 0,4 y 0,6.

Posteriormente se procedié a enfriar el cultivo a 4°C durante 15 minutos,
transfiriendo 2 mL del cultivo a un tubo Eppendorf y centrifugando a 14 000 rpom durante
45 segundos. Se retird el sobrenadante y se le agregaron 700 pl de buffer CCMBO helado
(10 m/L de 10 mM KOAc, 11,8 g/L de 80 mM CaCl,*2H.0, 4 g/L de 20 mM de
MnCI2*2H20, 2 g/L de 10 mM de MgCl,*6H.O y 100 ml/L de 10% glicerol). La mezcla se
homogenizo con ligeros movimientos de pipeteo, evitando la formacion de burbujas, y se
incubd en frio sobre hielo entre 12 a 15 minutos. Luego, se centrifugé nuevamente a 14
000 rpm durante 45 segundos y se colocd en un bloque de enfriamiento para retirar el
sobrenadante. Finalmente, se resuspendié el pellet en 100 ul de buffer CCMBO frio,

obteniendo asi las células competentes.
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Transformacion bacteriana

Para el proceso de transformacion, se usaron 100 uL de células competentes con
1 L del plasmido del biosensor luego de la fase de ligacidén. La mezcla se incubd en hielo
durante 20 a 30 minutos. Posteriormente, se realizé un choque térmico a 42°C durante 1

minuto, seguido de una incubacion en hielo durante 5 minutos.

Después de la incubacion en hielo, se afiadiéo 1 mL de medio Super Optimal Broth
SOB (Condalab, 1541, Espafa). La mezcla se incubé a 37°C durante 1 hora, se
centrifugo y se desecho6 950uL del sobrenadante, luego el sedimento se resuspendio con
el sobrenadante restante. Se usaron placas Petri con medio LB (Condalab ,1552,

Espafia) con el antibidtico cloranfenicol para la siembre del biosensor.

Para la siembra en las placas Petri, se afiadio10 pyL del microorganismo en cada
placa y se distribuyeron con perlas de vidrio sobre el medio para homogeneizar la
muestra. Después se retiraron las perlas y se llevé a incubacion a 37 °C por 24 horas.
Luego del crecimiento de la bacteria transformada se selecciond una colonia y se inoculo
en 250 ml de medio caldo Lurian Berthani durante 16 horas hasta lograr obtener un OD
600 de entre 0,4 a 0,5 logrando alcanzar la mitad de su fase de crecimiento para

posteriormente evaluar el biosensor.

PCR de colonia
Se realizé una PCR de colonia para verificar el vector transformado usando una
PCR Master Mix (9PIM750, Promega, EE. UU), donde se agrego 2,5 uL de los primers

Forward y Reverse (Tabla 3) luego se colocé con un asa las colonias seleccionadas
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dentro del tubo y se llevé a un termociclador a 95°C por 15 minutos para el proceso de
lisis celular, retiro los tubos del termociclador y se agregé la solucion de PCR Master Mix.
Las condiciones de amplificacion fueron utilizadas para la amplificacién: 95°C por 270
segundos, seguida por 30 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion
95°C por 30 segundos, hibridacion a 53°C por 30 segundos y extension de 68°C por 60
segundos. Luego de realizar el numero de ciclos sefialados, la etapa de extension final se
realizd a 68°C por 300 segundos. El producto de PCR se verifico por medio de una
electroforesis con gel de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio. La corrida se

realizé por una hora, utilizando 3 yL del marcado de peso molecular.

Tabla 3. Secuencias de los primers Forward y Reverse.

Primer Secuencia Tm GC% Longitud

Forward 5-TTCACGAACTTTACGCGCAC-3’ 59.77°C 50% 20bp

Reverse = 5-CGTTTCTACCAGCGCAAAGG-3  59.83°C 55% 20bp

Fuente: (Autores, 2024)

Analisis del biosensor

Sensibilidad
Para determinar la capacidad que tiene el biosensor de detectar el mercurio, se

evaluaron las siguientes concentraciones: 0,5; 0,75; 1; 1,5; 1,75; 2; 2,25; 2,50; 2,75; 3;

3,25 ppm partiendo de Cloruro de mercurio al 5%. En una placa multipocillos se agregé
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120 pl de medio caldo Luria Bertani (LB, 1552, Condalab) con biosensor en fase de
crecimiento.

Para la primera fila se agreg6é por triplicado las concentraciones antes
mencionadas hasta un volumen de 150 pL dejando las 3 primeras columnas como el
control o blanco y posteriormente se realizé una micro dilucion con 30 uL desde la fila A
hasta la fila H. Una vez que los pocillos estuvieron en un volumen final de 130 uL se llevo
a incubacién con agitacion a 37° por 16 horas. Pasado las 16 horas se llevé al lector de
microplacas para la lectura de la absorbancia con una longitud de onda de entre 405 y

450nm.

Especificidad

Para conocer la capacidad de selectividad del biosensor, se evaluaron diversos
compuestos como: cloruro de mercurio, nitrato de plata, nitrato de plomo, nitrato de
cadmio y cloruro de cromo en concentraciones de 1; 5; 5; 5; 5; 5 ppm. En una placa
multipocillos se agregd 120 uL de medio caldo Luria Bertani (LB, 1552, Condalab) con

biosensor en fase de crecimiento.

Para la primera fila se agregd por duplicado las concentraciones antes
mencionadas hasta un volumen de 150 pL dejando las 2 ultimas columnas como el
control o blanco y posteriormente se realizé una micro dilucién con 30 uL desde la fila A
hasta la fila H. Una vez que los pocillos estuvieron en un volumen final de 130 uL se llevo
a incubacién con agitacion a 37° por 16 horas. Pasado las 16 horas se llevo al lector de
microplacas para la lectura de la absorbancia con una longitud de onda de entre 405 y

450nm.
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Analisis estadistico del biosensor

El analisis del biosensor se realiz6 mediante el software Statgraphics (Centurion,
Version 19, USA). Donde se realiz6 una ANOVA multifactorial para comparar la
especificidad del biosensor con varios metales pesados como: Plomo, Cadmio, Cromo,
Plata y Mercurio y ANOVA simple para la sensibilidad del biosensor con diferentes

niveles de concentracion.
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RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

El analisis de crecimiento bacteriano en diferentes diluciones mostro una
disminucién progresiva en el recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC)
tanto en el medio Mueller Hinton (MH) como en CompactDry EC (Tabla 4). En el medio
MH el recuento inicial sin diluir resulto TNTC (Too Numerous To Count, demasiado
numerosos para contar), mientras que las diluciones sucesivas 1:100, 1:1.000, 1:10.000

y 1:100.000 registraron 340, 180, 32 y 6 UFC respectivamente.

El medio CompactDry EC, el recuento de Enterobacterias totales se detecté un
patrén similar al observado en el medio MH con 286 UFC en la dilucion 1:100 y una
disminucion a 3 UFC en la dilucidon 1:100.000. En contraste, el recuento de Escherichia
coli solo detecto crecimiento bacteriano en las diluciones 1:100 y 1:1000 con 46 y 8
colonias, respectivamente. Estos resultados demuestran que el medio Mueller Hinton es
eficiente para el crecimiento bacteriano, de igual manera, el medio CompactDry EC fue
capaz de detectar el crecimiento de bacterias coliformes y E.coli, por lo tanto, con ambos
meétodos se pudieron aislar bacterias que podrian ser utilizadas para el desarrollo del

biosensor.



Tabla 4. Recuento del crecimiento microbiano

39

N° Placa Factor de Mueller Hinton CompactDry EC
dilucion UFC/ml Coliformes Escherichia coli
1 1:10 TNTC TNTC 46
2 1:100 340 286 8
3 1:1.000 180 171 SIN CRECIMIENTO
4 1:10.000 32 34 SIN CRECIMIENTO
5 1:100.000 6 5 SIN CRECIMIENTO
Fuente: (Autores, 2024)
Una vez identificadas las diluciones con menor carga microbiana, se

seleccionaron las colonias con caracteristicas morfoldgicas diferentes a las demas, las

cuales se le asignaron un rétulo como se observa en la Tabla 5. Estos resultados

muestran una diversidad fenotipica de las colonias bacterianas aisladas.

Tabla 5. Colonias seleccionadas segun su caracteristica morfolégica

Colonia Factor de dilucién Caracteristicas morfolégicas

A 1:1.000 Colonia oxida el medio de cultivo con color rojo — rosado,
textura rugosa

B 1:100.000 Colonia pigmentada de color amarillo, textura lisa

C 1:100.000 Colonia pequena no pigmentada blanco hueso, textura
lisa, consistencia suave

D 1:100.000 Colonia pequena no pigmentada blanco hueso, textura
lisa, consistencia mucoide

Fuente: (Autores,2024).
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La tincion de Gram realizadas a las colonias aisladas evidencio que en la colonia A
existen bacterias con forma bastones y coloracién rojo carmesi caracteristico del reactivo
safranina, lo que indica la presencia de bacterias gramnegativas. La colonia B mostré una
forma de bastones de color rojo carmesi con una disposicion mas densa, indicando
presencia de bacterias bacilos gramnegativo. La colonia C presenté una forma de
bastones de color rojo carmesi caracteristico de bacterias bacilos gramnegativos y
esferas azules caracteristico de bacterias cocos grampositivos. La bacteria D mostré una
morfologia de bastones con coloracion carmesi denotando presencia de bacilos

Gramnegativos (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de tipo de bacterias por su coloracién morfolégica.

Colonia Gram Gram
Positivo Negativo

A 0% 100%

B 0% 100/

Cc 30% 70%

D 0% 100%

Fuente: (Autores, 2024)
Una vez realizado la tincion de gram a las colonias previamente seleccionadas, se
realizd una siembra por estrias de agotamientos en medio MacConkey, el cual es un

medio diferencial para bacterias de tipo Gramnegativas. Pasado las 24 horas de
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incubacion a temperatura de 37°C se observd colonias puras y en algunos casos
aisladas, donde la colonia A se observd un crecimiento de colonias diminutas con
caracteristicas mucosas y translucidas. La colonia B se observo colonias aisladas de
color rojo y redondas. La colonia C se observé un cambio de color a amarillo en el medio
con colonias mucoides y de forma irregular. La colonia D se observo colonias aisladas

colonias aisladas redondas y de tipo mucoides.

Identificacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas realizadas a las colonias A, B, C y D dieron como
resultados microorganismos como Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes y
Escherichia coli, en un lapso de entre 18 a 24 horas de incubacion a 37°C. Donde se
puedo observar las diferencias de reacciones en los medios Lisina, SIM, Urea, Citrato y

TSI permitiendo interpolar los microorganismos presentes en el Medio MacConkey.

Tabla 7. Resultados de la identificacidon bioquimicas de las colonias

Pruebas Colonia
bioquimicas A B Cc D
TSI * A/A A/A AJA A/A
GAS ++ + ++ +
H.S - - - -
CITRATO + - + J+
UREA +/- - - +/-
SIM + + + +
INDOL - + - -
LISINA + + + +
CATALASA + + + +
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BACTERIA Enterobacter Escherichia Enterobacter Enterobacter

cloacae coli aerogenes cloacae

Fuente: (Autores,2024).
* Nota: interpretacion siglas en medio de TSI (“A” acido-amarillo; “K” alcalino rojo) y
posicion (Bisel/Taco), simbologia (“+” positivo, “- “negativo).

Disefo del Biosensor

Mediante la busqueda de secuencias en base de datos internacionales como el
NCBI y iGEM se construyd un inserto genético con el objetivo de expresar la proteina
GFP. El inserto de 1470 bp contiene sitios de restriccion para permitir su clonacién. La
caracteristica principal del inserto es que el gen GFP flanqueado por secuencias
promotoras y terminadoras, aguas arriba del gen GFP se localiza el gen merR, el cual
codifica para un regulador transcripcional, gracias a esta organizacion de los genes y de
los elementos reguladores la expresion de GFP esta bajo el control del producto de

merR. (Figura 12).

Ecil (859) BsiHKAI - Bsp12861 (1220)
| * -
NspI (89) Earl - Sapl - BspQI (621) MIul - AfIIII (935) MFIL* - BStYL (1240)
i
FspI (90) BsaHI (380) BanI (775) BbsI (1014) BpmI (1295)
MsII (404) BsrGI (1320)
BglI (131) Acc65I | Drafff (1113
(6) BsrDI Nrul (145) BseRI (436) KpnI (779) ':vun( e 4)4) Bmrl (1388)
(0) Start| BtsI - Btsal (197) ‘ AvrII (474) BspEI (835) | BclI* (1150) ‘ End (1470)
| | | | [ | [ | |
250 500 750 1000 1250
4EeTTes—— > | superoider GF? > >0
| pmerT | T7Te terminator
RBS BBa_J23104 rrnB T1 terminator

Figura 12. Simulacién del inserto en programa SnapGene.

Fuente: (Autores,2024)

Con la ayuda del programa Tinkercell, se desarrollé la reaccion de interaccion del

biosensor con la molécula de mercurio (Figura 13).
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K346002 Beazt

123104 B0034 k1758240 UAA

K1789003

Figura 13. Simulacién del inserto en programa Tinkercell

Fuente: (Autores,2024)

El primer estado en que se encuentra el biosensor consiste en cuando la proteina
MerR que es sintetiza por el operon K1758240 interactua con el sitio de restriccion del
promotor K346002, haciendo que el proceso de transcripcion de la proteina GFP
sintetizada por el operon K1789003 este inhibido, considerando que no existe respuesta
alguna del biosensor. El segundo estado del biosensor se activa cuando en presencia de
moléculas de mercurio la proteina MerR sintetiza por el operdn k175820 se inactiva,
debido a que el mercurio se situa en el sitio activo de la enzima, provocando que no se
una al sitio de restriccion del promotor K346002, permitiendo el proceso de transcripcion
de la proteina GFP sintetizada por el operén K1789003, y por lo tanto existe respuesta del

biosensor la cual se detecta gracias a la presencia de la proteina GFP.
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Generacion del biosensor.

Para poder realizar el proceso de clonamiento, tanto el inserto como el plasmido
pSB1C3 fueron tratados con las enzimas de restriccion EcoRI y Pstl, la evaluacién de
dichos cortes se realizé en gel de agarosa al 0,1%. Como se observa en la Figura 14 el
inserto presenté un peso molecular de valor de 90 ng/5 ul con un tamafo de 1470 bp,
mientras que el vector tuvo un peso molecular de valor de 35 ng/5 pl con un tamafo de
2070 pb. Posteriormente, las bandas fueron purificadas y se procedid a realizar el

proceso de clonning, en donde se ligaron el inserto y el plasmido pSB1C3.

Figura 14. Visualizaciéon de peso molecular y corte de banda del inserto y vector previo a
la purificacion.

Fuente: (Autores,2024)
Una vez obtenida la construccion recombinante, se procedié a transformar las
células de E. coli, la cual fue aislada e identificada del sedimento (colonia B).

Previamente, estas células bacterianas fueron sometidas a un tratamiento de
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quimiocompetencia para incrementar su permeabilidad y facilitar la entrada del ADN

plasmidico, siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos.

Para la verificacion del clonning se realizé una PCR de colonias segun el protocolo
descrito en la metodologia, donde se seleccionaron tres colonias al azar y el producto de
PCR se visualizé en un gel de agarosa donde se obtuvieron las bandas del vector con
1470 pb, indicandonos que esta presente el plasmido dentro de la bacteria aislada

(Figura 15).

Figura 15. Gel de electroforesis de la PCR en colonia

Fuente: (Autores,2024)

Analisis del biosensor

Para la evaluacion del biosensor se realiz6 un analisis estadistico de la

especificidad y sensibilidad del biosensor con diferentes metales pesados y niveles de
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concentracion de cloruro de mercurio (HgCl.) con ayuda del lector de placa, se realizaron
las micro diluciones y se cuantifico el nivel de absorbancia que la proteina GFP que logra

emitir aplicando una longitud de excitacion de entre 405 a 450 nm.

METALES PESADOS
—=— CADMIO
—— CROMO
—=— MERCURIO
—+— PLATA
—<— PLOMO

ABSORBANCIA
[TTT T I I [TTIT[TTIT[TITT]
|||||||||||||||I||||I|||||

0,000064 0,00032 0,0016 0,008 0,04 0,2 1 5
CONCENTRACION (PPM}

Figura 16. Diagrama de curva de Absorbancia (ABS) vs Metales pesados (ppm)

Fuente: (Autores,2024).

La Figura 16 nos indica la relacion de absorbancia del biosensor debido a la
proteina GFP y la concentracion de metales pesados: Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Plata
(Ag), Mercurio (Hg) y Plomo (Pb), donde se observa un punto inflexiéon a partir de 0,04
ppm cuando el biosensor comienza a producir la proteina reportera GFP en presencia de
cloruro de mercurio y no se observa presencia de la proteina reportera GFP en los
metales pesados restantes. Existiendo una diferenciacion en la especificidad del

biosensor al mercurio.
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Sensibilidad del biosensor
El nivel de sensibilidad del biosensor se evaludé hasta una concentracion de 3,25

ppm de cloruro de mercurio al 5% realizando micro diluciones en niveles de

concentracion iniciales de 0.5, 0.75, 1, 1.5, 1.75, 2, 2.25, 2.5, 2.75, 3, 3,25 ppm.

Prueba de normalidad

Ho: Los datos siguen una distribucién normal

Hi: Los datos no siguen una distribucién normal

Tabla 8. Valor de P de las variables de concentraciéon y absorbancia.

TEST STATISTIC P VALUE
SHAPIRO WILK CONCENTRACION 0,489018 6,66134E-16
ABSORBANCIA 0,613050 7,03881E-14

Fuente: (Autores, 2024)
p concentracién es menor de alfa: 0,05

p absorbancia es menor de alfa: 0,05

Se concluye que no existe una distribucion en la concentracion y la absorbancia

correspondiente al biosensor (Figura 16)
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Comparison of Medians

Median of sample 1: 0,005

Median of sample 2: 0,0574

Mann-Whitney (Wilcoxon) W-test to compare medians
MNull hypothesis: median1 = median2
Alt. hypothesis: median1 NE median2

Average rank of sample 1: 76,1591
Average rank of sample 2: 100,841

W=49580 P-value=0,00131904
Reject the null hypothesis for alpha = 0,05.

Figura 17. Prueba de Mann-Whitney realizo en el simulador de Statgraphis.

Fuente: (Statgraphis, 2024)

Al conocer que nuestros datos obtenidos por el biosensor sobre el nivel de
absorbancia emitida por la proteina GFP, no existe una distribucién normal entre los
niveles de concentracién y los niveles de absorbancia, se realiza un analisis de las
medianas de ambos factores para determinar la aceptacion de nuestra hipétesis. Donde

el valor de “p” dio como resultado 0.00131904, siendo menor que nuestro nivel de
significancia que equivale al 95 % de confianza. Esta comparacién entre el valor de “p” y
nivel de significancia, nos permite dar énfasis en que se acepta nuestra hipotesis
alternativa de la investigacion donde: “El disefio de un biosensor basado en plasmidos
bacterianos modificados genéticamente permitird la deteccidn de mercurio (Hg),

mostrando una respuesta detectable en presencia de mercurio (Hg) a través de la

proteina verde fluorescente (GFP).
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Figura 18. Diagrama de curva de Absorbancia (ABS) vs Cloruro de Mercurio (ppm).

Fuente: (Autores,2024)

La Figura 18 nos muestra la relacion entre las concentraciones de cloruro de
mercurio (HgCI2) y el nivel de absorbancia emitida por la proteina GFP que el biosensor
sintetiza. El biosensor bacteriano tuvo la capacidad de detectar mercurio en limite inferior
de 0,04 ppm y fue capaz de expresar la proteina reportera GFP hasta un nivel mas alto de

concentracion como se observa en la Figura 19.

1.0

[ 1] 0.5 ppm
0.75 ppm
0.5+ 1 ppm
1.5 ppm

ABS

1.75 ppm
2 ppm

004t -4 F--cb--- -

2.25 ppm

OSTITITTT I I IO 2.5 ppm

2.75 ppm
Concentration (ppm) 3 ppm
3.25 ppm

CONTROL

Figura 19. Niveles de absorbancia con respecto a la intensidad de color que la proteina
GFP con relacion a los niveles de concentracion de cloruro de mercurio.

Fuente: (Autores,2024).
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DISCUSION

Hoy en dia los microorganismos son usados para el desarrollo de nuevas
herramientas moleculares, debido a su facilidad de manipulacion genética y rapido
crecimiento que algunos microorganismos tienen como por ejemplo las bacterias gram
negativo en el cual se destaca su membrana externa por su capacidad de transferencia
de moléculas grandes y proporcionar un entorno adecuado para las proteinas que son
sintetizas durante el proceso de traduccion. A diferencia de las bacterias gram positivas
que carecen de una membrana que las envuelvan, permitiendo la secrecidon de las
proteinas y metabolitos que son sintetizados, siendo estas facilidades de obtener por

métodos de purificacién.

Se ha descrito que en bacterias que prosperan en ambientes contaminados con
mercurio se encuentra presente el operon mer. Este contiene genes que confieren
resistencia al mercurio y es regulado por la proteina MerR, que funciona como un
represor-activador. En ausencia de mercurio, MerR mantiene la expresion génica bajo
control, evitando la produccion innecesaria de proteinas (Ghosh et al., 2018). Sin
embargo, cuando los iones de mercurio (Hg?*) estan presentes, MerR experimenta un
cambio conformacional que desencadena la transcripciéon de genes necesarios para la

detoxificacion del mercurio (Wang et al., 2021).

El gen merR y su promotor han captado un interés creciente en la biotecnologia y
la biologia sintética debido a su potencial en la creacidn de biosensores para detectar me-
tales pesados, especialmente mercurio. Este interés se debe a la capacidad del gen

merR para responder a la presencia de iones metalicos, regulando la expresion de genes
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que permiten la deteccién y detoxificacion de estos contaminantes (Zhang et al., 2021;
Ghosh et al., 2018). A continuacion, se examinan las caracteristicas y aplicaciones del
gen merRy su promotor en el desarrollo de biosensores, basandonos en investigaciones

recientes (Barkay et al., 2003; Miller et al., 2007).

El promotor merR es especialmente eficiente en la deteccidn de iones mercurio,
mostrando una respuesta rapida y especifica a su presencia. Esta alta especificidad y ca-
pacidad de respuesta hacen que el operon merR sea un excelente candidato para el de-
sarrollo de biosensores destinados a detectar mercurio en diversos entornos, como agua,
suelos y alimentos (Zhang et al., 2022; Lee et al., 2021). Esta precision es esencial para
detectar concentraciones muy bajas de mercurio, como las que se encuentran en el ran-
go nanomolar, cruciales para la vigilancia de ambientes contaminados (Zhang et al.,
2021). Los biosensores basados en MerR son capaces de identificar niveles extremada-
mente bajos de mercurio, lo cual es vital dado el riesgo que representan incluso peque-

Aas cantidades de este metal (Ghosh et al., 2018).

Por otra parte, el promotor MerR puede ser vinculado a genes reporteros como la
proteina verde fluorescente (GFP) o luciferasa, lo que permite la creacion de biosensores
que generan sefales visibles en presencia de mercurio. Esta capacidad de emitir sefiales
detectables facilita una monitorizacion rapida y en tiempo real, algo especialmente util
para aplicaciones en campo, donde la rapidez y la precision son fundamentales (Wang et
al., 2021; Zhang et al., 2022). La efectividad de los biosensores basados en el sistema
MerR se basa en dos caracteristicas esenciales: su estabilidad y su capacidad de res-

puesta rapida. El operon merR mantiene una estabilidad significativa incluso en condicio-
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nes ambientales variables, lo cual es crucial para la confiabilidad de los biosensores que
emplean este sistema. Esta combinacion de caracteristicas hace que el sistema MerR
sea particularmente adecuado para aplicaciones que requieren una respuesta inmediata,

como la vigilancia ambiental en tiempo real (Zhang et al., 2021).

El biosensor desarrollado tiene un limite de deteccién de mercurio (HgCl,) de has
ta 0,04 ppm, lo que representa una mejora significativa en comparacion con otros biosen-
sores bacterianos reportados con un limite de deteccién de aproximadamente 0,1 ppm
con un biosensor similar en Escherichia coli. La diferencia en la sensibilidad podria de-
berse a avances en el disefio del plasmido o ajustes en las condiciones experimentales,
como la calibracién de la longitud de onda en el ensayo de fluorescencia (Kang et al.,
2020). La capacidad del biosensor para responder a una amplia gama de concentracio-
nes de mercurio, verificada mediante mediciones de absorbancia precisas, resalta su uti-
lidad en entornos con niveles variados de contaminacion. Esta caracteristica es vital para
la vigilancia ambiental, donde los niveles de contaminantes pueden variar considerable-

mente (Chen et al., 2019).

A pesar de las numerosas ventajas que ofrece el operédn merR y su promotor en la
creacion de biosensores, su implementacion presenta ciertos desafios. Uno de los princi-
pales problemas es la posibilidad de respuestas no especificas ante otros metales que
podrian inducir la expresion del operdn, aunque con una menor eficacia en comparaciéon
con el mercurio. Aunque MerR muestra una alta especificidad para el mercurio, existe un
riesgo menor de respuesta cruzada con metales como el cadmio, lo cual podria compro-

meter la precisidon del biosensor (Ghosh et al., 2018). No obstante, el biosensor desarro-
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llado en esta investigacidon muestra una notable capacidad para detectar mercurio sin re-
gistrar respuestas significativas a otros metales pesados como cadmio, cromo, plata o
plomo, encontrando una selectividad para mercurio en sus biosensores. La capacidad de
detectar mercurio con alta precision indica una ventaja en la diferenciacién del mercurio
frente a otros contaminantes, esencial para evitar falsos positivos (Ghosh et al., 2018)

(Zhang et al., 2021).

Para garantizar la validez de los resultados del biosensor, se han utilizado analisis
estadisticos rigurosos. La prueba de normalidad y el analisis de medianas confirmaron la
efectividad del biosensor en la deteccién de mercurio. El valor p (0.00131904), que es in-
ferior al nivel de significancia del 95%, respalda la efectividad del biosensor en diferentes
concentraciones de mercurio.Este enfoque estadistico se utiliza para validar la efectivi-
dad de sus biosensores. La inclusion de analisis estadisticos es crucial para la validacion
cientifica y la potencial aplicacién comercial de nuevas tecnologias (Huang et al., 2020).
En comparacién con otros estudios, el biosensor desarrollado muestra una capacidad
competitiva tanto en sensibilidad como en especificidad, lo que lo hace adecuado para
aplicaciones de monitoreo ambiental. La alta sensibilidad para detectar mercurio a nive-
les bajos es especialmente relevante para cumplir con las regulaciones ambientales que
requieren deteccion precisa de contaminantes (Li et al., 2021). La combinacién de alta
sensibilidad y especificidad es ideal para biosensores portatiles de deteccion rapida, lo
que podria revolucionar las practicas de evaluacion de la calidad del agua en el campo

(Chen et al., 2020).
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CONCLUSION

El biosensor que sintetiza la proteina reportera GFP, demuestran una alta
especificidad en la deteccidon de mercurio en presencia de otros metales pesados
como el cadmio, cromo, plomo y plata, permitiendo también destacar el limite
inferior de 0.04 ppm de concentracion que el biosensor permite comenzar la

expresar la proteina reportera GFP.

El biosensor desarrollado tiene una alta sensibilidad ya que detecta el mercurio a

concentracion de 0,04 ppm.
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RECOMENDACIONES

Realizar diferentes analisis en alimentos utilizando el biosensor, con el fin de
evaluar su efectividad y determinar el tiempo de deteccidn en matrices
alimentarias. Es fundamental llevar a cabo pruebas, ensayos para estandarizar el
procedimiento para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Desarrollar métodos para utilizar el biosensor de forma comercial. Este enfoque
debe facilitar su uso y asegurar su efectividad en diferentes contextos.

Comparar los resultados obtenidos con el biosensor con los de otras metodologias
establecidas, con el objetivo de evaluar la exactitud de la deteccién de la proteina

GFP y fortalecer la validez del biosensor en aplicaciones futuras.
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FPRESIDENCIA DE LA REPUBLICA

MNORMA DE CALIDAD AMBIENTAL Y DE
DESCARGA DE EFLUENTES : RECURSO
AGUA

LIBRO W1 AMEXO 1

0 INTRODUCCION
La presente norma tacnica ambsental es dictada bajo el amparo de la Ley de Gestidn
Ambsental v del Reglamentz a la Ley de Gestidn Ambisntal para la Prevencidn y Control
de la Contaminacidn Ambiental y se somete a las disposiciones de ésios, es de
aplicaciin oblgatoria y rige en todo el termterio nacional

La presents norma técnica determing o establaca:

a} Los limites permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas en cuenpos
de aguas o sistemas de akcantarillado;

b} Los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos; y,

) Méatodos y procadimiantos para determinar la presencia de contaminantas en el
agua.

1 OBJETO

La norma tiene como objetivo la Prevencidn y Control de la Contaminacion Ambiental. en
Iz ralativo al recurso agua.

El objetivo principal de la presents norma es proteger |a calidad del recurso agua para
salvaguardar y praservar la integridad de las personas, de los ecosisternas y sus
interrelaciones y del ambienta en general.

Las acciones tendientes a preservar, conservar o recuperar |a calidad del recurso agua
deberan realizarsa an kos términos de la presanta Moma.

2 DEFINICIOMES
Para el propbsito de esta norma se consideran |as definiciones establecidas en &l

Reglamento a la Ley de Gestidn Ambiental para la Prevencion v Control de la
Contaminacitn Ambsental, y las que 8 continuaciin s& indican:

2.1 Agua costera

LIERO V1 ANEXNC1 286

Fuente: (Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes, n/f).
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ANEXO 2: Reglamento (ce) no 1881/2006 de la comision de 19 de diciembre de 2006

por el que se fija el contenido maximo de determinados contaminantes en los productos

alimenticios.

20,1 2200

CEJ

Diaric Oficial de la Unién Buropea

L 364/5

REGLAMENTO (CE} N" 18B1{2006 DE LA COMISION
de 19 de diciembre de 2006

por el gque e fja el o Hi! ixi de determinados contami es en los productos
alimenticios
[Texxo pemtinente a efeccos del EEE)

L COMISIZN DE LAS COMUNIDADES EURDPEAS,

Viste o Tratade constitutive de la Comunidad Europea,

Visto el Reglamente (CEE} n® 315{93 del Consejo, de & de
febrere de 1993, por el que s establecen procedimientes co-
mumitarios en reladdn con los contaminantes presentes en bos
productos alimenticios {11, ¥, en pamticular, su anticulo 2, apar-
tada 3,

Considerando lo siguiente:

[F]

131

14

H Replamenta [CE) n® 466/2001 de la Comisicn, de & de
marze de 2001, por el que s fija el contenide miximoe
de determinados contaminantes en los productos alimen-
ticiox %], ha sido mod#ficado sustanciabments en muchas
ocasiones. Es necesario volver a modificar el contenide
mixime de determinados contaminantes a fin de tener
en cuenta la nueva informadian v la evoluddn del Codex
Alimentarius. Al mismo tempo, debeda darificarse o
texio cuando sea pertinente. Por consiguente, debe sus-
titwirse el Reglamento (CE) o 466/2001.

En interés de la salud piblic, resulta esendal mantener
el contenida de los contaminantes en niveles aceptables
desde el punto de vista toxioolfgicn.

Vistas las disparidades existentes entre b lepislicones de
los Estados miembros y las distorsiones de la competen-
cia gue estas pusden acarrear, es necesario tomar medidas
a escala commnitaria para alpunos contaminantes a fin de
garantizar la unidad del mercado, respetando al mismo
tiempo el principio de proporcionalidad.

H l:m:lt-:mdu mixieme debe tnl:lhl.:nem a um nivel estricto

e —— - .

151

L1}

171

consideran cancerigenus genotéaicos o en los casos en
los que b exposiciin actual de la pobladdn o de los
grupas vubnerables de la poblacion s aproxime 2 la
ingesta tederable o la supere, deben establecerse conteni-
dos miximos tan bajos como sea razonablemente pasible
{as low as reasonably achisvable, ALARA). Estos plintea-
mientos garantizan gue los explotadores de empresas
alimentaras apliquen, en b Iﬂdl de lo posible, meds
das para prevenir y redudr la contaminacion, con e fin
de proteper la salud piblic. Ademis, es aprapado para
la proteccién de la salod de los lactantes ¥ los nifios de
conta edad, un grupe vulnersble, establecer kos contend.
dos mizimos mis bajos gue pueden conseguimee me-
dianbe una seleccion estricta de s materias primas wili-
zadas para la producddn de aimentos para lactantes ¥
nifbas de conta edad. Esta seleccion estricta de las materias
primas también ex apropiada para la produccion de al-
gunos alimentos especificos tales como o sabvado para o
comsuma humano directo.

A fin de permitir que se apliguen contenidos miximos 2
productos desecados, dihuidos, transformados ¥ compues-
tos, cuando oo s hayan establecido contenidos minimos
comumitarios especificos, los explotadores de empresas
alimentarias deben proporcionar bos factores specificos
de concentracion v dilucion acompafiados por los datos
experimentales adecuados gue justifiquen el factor pro-
puesta,

A fin de garantizar una protecddn eficaz de la sabud
pitblica, los ductos que comtengan  contaminanbes
QuEe superen ﬂu;a:unbenidn: miximas no deben comer-
cializaree como tales, ni tras =0 mezxla con ofros pro-
ductos alimenticios, mi wtilizarse como ingrediente en
otros alimentos.

Esti demostrado que b selecdidn v otros tratamientos
fisicos permiten reducir € contenido de aflatozinas de
las y:nli.hs de cacahuetes, frutos de ciscam, frutos secos
¥ maiz. Con el fin de minimizar ks repercusiones sobre
el comercio, s comveniente permitir contenidos de afla-
tominas mis elevados en los productos que no se dest-
nan al consume humane diredo o como ingTedieuI.-e de
prm‘lunlns alimenticios. En estos casos, los contenidos

maximes de aflatoxings deben thlecerse teniendo en
cuenta b d'nctmdld de bas tratamienics m.:rbcu:!n.nd.us a
Lo de oo e de -l I

Fuente: (Reglamento y la comision, 2006)
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ANEXO 3: FDA GRAS Letter 934

:ﬁ ﬂus FOOD & DRUG |
ATWIHIAT lf-l {162 |

Claire L. Krager, Fhly, DABT
Mansging Parimer

Spherin Consulting Group, Inc
11521 Farklaws Dirive, Saite 310
Rockville, M} anlna

B UEAS MNoteee Mo, LM 0o0g38

Dezar Dr. Eruger:

Thee Fioned amdl Deg Admindstration (FIA, we) completed our evaloation of GRM
G0 et voan e bindttedd om beball of CABLIO Biotech (Waham ) Co., Lid (CABIO), We
recemved this notice an Apel i, 2020 ask] filed it on Jaly 30, 206, CABTD subenitted
amendments to the notice on August 7. 2020, October 14, 202, Kovember 11, 2ozo,
March 2, 2o, March s, 2021 and Jurse 4, 2021 that darified the jdentity, cemposition,
intended uses, prodisetion arganism, manufacharing process, and stohiliny of the
ingredient, arxd amemled Fatty acid amd microbial specificativns,

The subvject of the notiee i algal oil from Sehdzoshyirum sp straln CABLO-A-2
nlaining 35% docosahemen ole acd falgal oil [z35% DEAJ], for we as an ingredienk
in the food categories listed in =1 CFR 184 1472(al(y) {Menbaden ofly at bevels ap 1o 20%
af the levels specifed, oclu@ing produsts wndiee UTSDA jurisdiction, and as the scde
sdded souree of IHA in any given food so that the total dictary exposurne to
DHA will be no more than 1.5 g/persan (pl/day (d), CABIO alsg intends to nse algal oil
[=25% DEA) as an ingredient in cow milk- and spy-hased, nun-exemgpt infant formula
for term infamts ot o maximam level of cos™ (ww) of dotal St as DEA in combiation
with & aali and guitable ssuree of arachidomc scid (AR at 3 mbtio ranging from i:1 o
1:2 DHA to ARA. The notics indormes os of CARI's view that these uses of algal il
[=35% DEA) are GEAS through stienlific procedures,

Uur wse of the terme, “algal ofl {=35% DHAL in this better is nok our recomeesd atbon of
that lerm as an appropeiate commson o usual name for declaring the substance in
scrordanee with FIuw's labeling requirements. Under 21 CFR 1014, sach ingredient
mugEl be dheelared By B comumon or ususl name, In additian, 21 CFR 102.5 outlines
gereeral priceiples to wse when establishing commeon or wsual names for
noeEtanderdized ods, Iernes associated with labeling and the common or weaal name
of & foud imgredient are under the purview of the Offoe of Mustrition and Fosxl Labeling
[O0FLY in the Cemter for Food Safety and Applied Keirition (CFSAN]. The Office of
Fieod Additive Salety ({OFAS) disd not consslt with ONFL reganding tbe appropeiate
coermos o wsnal name for *slgal ol (=35% DHAL"

L5, Food and Dvisg Adm indatrasian

Csrar Tor Freosd Safarty & Apgd becd Murirition
B0 Carmipass Dirive

Colkege Park, M 0740

wrarwr Tl e por

Fuente: (Food Drug Administration, 2020).
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ANEXO 4: FDA GRAS Notice 822

4 BN U s. FOOD & DRUG

Jahn Endres. K[

AIBME Life Scienees, Ine.
28a0 E, Madisan, Suite 302
Seattle, WA o812

Re: GRAS Notire No. GEN ooofas

Dear [, Enedres:

The Food and Drug Adminlsirsthon (FDA, we) completed our evabaation of GRN
o2z, We recrivesd the notioe thal you submitted on behalf of Laarus Lakbs Lid,
{Laurzs Labs) on Movember 26, 2008, and fiked it on December 19, 2o 8. Laares Lahs
suhmitted amendments bo the potice on March 24, 2009 amd May 23, 2009 that incleded
clarifieaticn of the identity of the starting material, additional hateh analyses, updated

dietary sxposure estimates, additianal narrative regarding the results of foxdendogical
Elud:tu. arul Eata arud information sapporting the non-genotoxicity of curcumin.

The subject of the notice hmrmhﬁrmmminhmnnuimﬁi:mh food
categories and at levels specified in Table 1, The notice informa us af Laurus Labs’ vies
that this use of svnthethe curcumin s GRAS throagh sclemtific procedurnes,

Tabde 1. Food eategories and imbended maximum use levels of simthetic cursamin,

Foesl calegury 1tae bevel
(g v g
Pats and ik X
Meal sebslitutes, moinky lgume protsns 2
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with legumes &= major ingredeene; soups with mmum}um bars;
paacaikes; durk-green vogrelahle soups; vrgeriakl s white pustabe:
m&mmm.h[-l:ﬂurﬂ,l Pﬂh}ﬂlﬂﬂlﬂlﬂ'lﬂﬂlhﬂﬂ-ﬂh}

dar nalud o1 jelbume, jama, preseerves; coackens and
:Eum roskies, cakes, ples, hrumﬂuump dishes

Frgurt; e, cetands, and other milk 4 finfish; nther n
und'l-dg::l.hmm pm]tryﬂﬂ' s, willhes, l'rtnehl.ul.ﬂ_tmdiﬂ fruh
Irml s andd I;:llrl.l.nud_lrlp-t-dmuld..rhq-

Mk desperts, froden; boes of popsickes; Gorvoned milk ared milk Srinks, regolar and 15
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Divfind puizas, lemtils, aeed mixiures; potale niscipe oibur ooshid vigelall e, ol with ¥
saupes, batiers, cosseroles; mf&c teay muiribon drinks; other fonctsonal beverages;
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Fuente: (Food Drug Administration, 2019)



ANEXO 5: NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2176:2013

COL: B1A.777-620,113 - CIIL; 4100
1o 15080010 e AL 106203

Merma Tégnlea AGLIA, WTE IMEM
Ecuatoriana CALIDAD DEL AGUA, HITE20M3
Violuntaria MUESTRED. TECHICAS DE MUESTRED Mﬂ;ﬁ;‘;ﬁliﬂ

1. OBJETO
1.1 Esta noma astablecs guias sobre las téonices de musesireo usadas para obtenar kos dabos

racesanos an s andlss de conlrod de calidad, de Bs aguas nalurales, aguas contaminadas ¥ aguas
ragimIalas para 54 canaclanzandn

2. ALCAMCE
2.1 Esta norma se aplica a las ldcnicas de mussireo pansrales.

2.2 No s aplica a los procedimisntos para siaconas especialas da mussinas.

3. DEFINICIONES
31 Para &l propésito de asla norma, se aplican las siguisnbes defircones:

111 Mueglrs compuesls. Es la fomada por dog o mas muesires o submuesicas, mezcladas an
proporciones conocidas, de la cual se puede oblaner un resullado promedio de una caraclenstica
saterrninads, Las proporcienas para la mezela sa basan an ks medickanas dal tempo v al fuje

11.2 Muestra mslanfdnea, punlval individval. Es [a muesira lomada al azar [con relacidn al iempo
i igar oe un walurmen de agua)

31.3 Equipo de muesiren: Es ol equipo usado para ablener una muesira de agua, para el andlisis de
verias caraciarishicas prededinidas,

1.4 Muesirep. Es el proceso de tlomar una porcitn, ko mis repraseniativa, de un volumean de agua
para el andlisis da varas canacterisicas dafinidas,

4. MSPOSICIONES GENERALES

4.1 Tipos de muestra. Son necesarios para indicar la calidad del agua, fodos los datos analilicos
chlenidas medianie B determinacién de pardmalros comoc ks concenlracionss de malerial
Inarganico, minerales o quimicos diswakos. gases disualios, matana organica disualia y mataria en
suspensitn an el agua a en ol sedimenlo en un Sampo ¥ lugar especificos o a inbervaks de Sampa y
e un lugar en paicular.

41,1 Cleras pardmabs, como 88 concentrecdones de geses disualos daban medirss “In st
para abtener resullados exaclos. 3e debe lener en coenta que oS procesos para conssrear la
muastra e real@ara an los cases aspacificos (var NTE IMEN 2169

4.1.2 Se recomienda separar las muestras gue van a ser usadas en los andlisis quimicos,
micrabichdgicos ¥ boldgices, debklo a que el proceso y el equipn para la recolecckin y mana de las
miasiras a5 difarents,

4.1.3 La= lécnicas de muesirea varian da acusrdo a situaciones especificas. Lot diferenies lipos de
muesiren son dascriies an & capdulo 5

4.1.4 Es necesaris diferenclar &l missiran para agua estencads ¥ &) MusEsTen pana agua cormenta,

Fuente: (Food Drug Administration, 2019)

75



76

ANEXO 6: Tabla de resultados de absorbancia sobre la especificidad del biosensor

cuantificado por equipo de lector de placa Elisa.

9:00 am
HgCl2 AgNO3 Pb(NO3)2 Cd(NO3)2 CrCI3 CONTROL
Concgntraci ABS Concgntraci ABS
on on
(ppm) (ppm)
1,00 0,58 0,55 5,00 472 475 263 285 107 100 47 468 081 0,81
0,20 0,79 0,79 1,00 368 378 229 203 163 170 1,88 188 087 0,86
0,04 0,86 0,85 0,20 144 188 172 107 144 144 082 082 088 0,86
0,01 0,82 0,84 0,04 064 055 097 091 130 135 057 058 088 086
0,00 0,88 0,88 0,01 056 057 087 08 08 083 054 053 08 086
0,00 0,85 0,90 0,00 054 056 0086 08 077 076 079 0,78 086 0,86
0,00 0,88 0,88 0,00 084 08 088 086 082 08 083 084 085 087
0,00 0,87 0,87 0,00 0,84 084 089 08 08 08 08 08 087 086
11:00 am
Concgntraci ABS Concgntraci ABS

on on
(ppm) (ppm)
1,00 0,65 0,66 5,00 484 476 242 258 110 1,03 477 489 088 0,85
0,20 0,80 0,81 1,00 377 388 213 199 165 174 199 197 085 0,86
0,04 0,81 0,84 0,20 146 19 172 107 146 145 084 083 085 0,84
0,01 0,88 0,87 0,04 067 059 09 09 143 148 057 056 085 085
0,00 0,93 0,86 0,01 059 060 087 084 094 062 053 052 083 084
0,00 0,89 0,88 0,00 057 056 084 084 075 075 0,79 0,77 083 0,83
0,00 0,90 0,87 0,00 082 082 083 08 079 077 081 081 081 085
0,00 0,89 0,88 0,00 0,86 08 089 088 08 08 084 083 085 0,88

Fuente: (Autores,2024)



ANEXO 7:Tabla de resultados de absorbancia de la proteina GFP sintetiza por el
biosensor en presencia de varios metales pesados y cuantificado por equipo de lector

de placa Elisa.

9:00 AM
HgCl2 Concentraci6 AgNO3 Pb(NO3) Cd(NO3)2 CrCI3 CONTROL
Concentracién ABS (p:m) ABS Aés ABS ABS Concentracio ABS
(ppm) n
1,00 0,25 5,00 -3,92 -1,93 -0,23 -3,88 (I(’)%f(f)l) 0,81
0,20 0,07 1,00 -2,87 -1,29 -0,80 -1,02 0,00 0,86
0,04 0,02 0,20 -0,79 -0,53 -0,57 0,05 0,00 0,87
0,01 0,04 0,04 0,28 -0,07 -0,45 0,30 0,00 0,87
0,00 -0,01 0,01 0,30 0,00 0,02 0,33 0,00 0,86
0,00 -0,01 0,00 0,31 0,00 0,09 0,07 0,00 0,86
0,00 -0,02 0,00 0,02 -0,01 0,05 0,02 0,00 0,86
0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,87
11:00 AM
HgCl2 Concentraci6 AgNO3 Pb(NO3) Cd(NO3)2 CrCI3 CONTROL
Concentracion ABS (p:m) ABS Ags ABS ABS Concentracio ABS
(ppm) n
1,00 0,21 5,00 -3,91 -1,64 -0,20 -3,96 (g%rg) 0,86
0,20 0,05 1,00 -2,97 -1,20 -0,84 -1,13 0,00 0,85
0,04 0,02 0,20 -0,83 -0,55 -0,60 0,01 0,00 0,85
0,01 -0,03 0,04 0,22 -0,08 -0,61 0,29 0,00 0,85
0,00 -0,06 0,01 0,24 -0,02 0,05 0,31 0,00 0,83
0,00 -0,05 0,00 0,26 -0,01 0,08 0,05 0,00 0,83
0,00 -0,05 0,00 0,01 0,00 0,05 0,02 0,00 0,83
0,00 -0,02 0,00 0,01 -0,02 0,03 0,03 0,00 0,87

Fuente: (Autores,2024)
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ANEXO 8: Tabla de la placa 1 sobre los resultados de absorbancia de sensibilidad a

concentraciones de 0-0,5-0,75-1 ppm del biosensor cuantificado por equipo de lector de

placa Elisa.
09:00 AM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PP ABS PP ABS PP ABS PP ABS
M M M M
A 000 o089 08 087 050 0,74 074 0,76 075 058 052 05 100 043 0,44 047
B 0,00 090 o087 08 010 083 o081 082 0,15 0,79 0,74 0,76 0,20 0,78 0,76 0,82
C 0,00 o089 o087 086 002 084 082 084 003 079 0,75 080 0,04 0,76 0,80 0,82
D 0,00 094 08 08 000 084 084 084 00 08 084 083 0,01 081 0,82 0,86
E 000 091 o082 081 000 082 082 0,79 000 081 081 083 000 082 0,8 0,89
F 0,00 09 091 083 000 08 082 08 000 08 082 082 000 083 086 0,90
G 0,00 098 092 088 000 08 089 o087 000 087 089 088 000 0,89 09 0,94
H 0,00 097 093 08 000 087 084 09 o000 083 0081 08 000 084 08 0,93
11:00 AM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PP ABS PP ABS PP ABS PP ABS
M M M M
A 0,00 09 o088 08 050 0,79 0,78 o080 0,75 066 060 063 1,00 050 049 0,63
B 000 091 o087 08 010 082 o080 0081 0,15 0,78 0,75 0,76 0,20 0,78 0,77 0,82
C 0,00 o089 o087 08 002 084 082 084 003 079 0,75 0,79 0,04 0,75 0,79 0,84
D 0,00 091 o084 084 000 084 084 08 00 08 084 083 001 082 0,82 0,85
E 0,00 090 08 084 000 083 083 0081 000 082 082 083 0,00 083 0,84 0,86
F 0,00 093 09 083 000 08 083 08 000 08 082 083 000 083 08 0,87
G 0,00 094 089 087 o000 o087 08 08 000 08 087 08 000 08 086 0,91
H 0,00 094 092 088 000 08 08 087 000 08 084 08 000 08 08 0,94

Fuente: (Autores,2024)



ANEXO 9: Tabla de la placa 2 sobre los resultados de absorbancia de sensibilidad a

79

concentraciones de 1,5-1,75-2-2,25 ppm del biosensor cuantificado por equipo de lector

de placa.
09:00 AM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PP ABS PPM ABS PP ABS PPM ABS
A 1!\20 058 04 044 175 03 0,37 0,37 2!\30 0,32 03 03 225 032 0,35 0,34
B | 0,30 0,78 0:,57 0,76 0,35 0?7 0,74 0,73 040 0,73 0?7 0,72 045 0,72 0,73 0,72
C | 0,06 0,86 0?8 0,80 0,07 0‘,18 0,79 0,81 0,08 0,79 0:,57 0,80 0,09 0,76 0,80 0,80
D | 0,01 0,89 0?8 0,84 0,01 O(,)8 0,83 0,81 0,02 0,83 0?8 0,83 0,02 081 083 0,86
E | 0,00 0,91 0?8 0,84 0,00 0?8 0,82 0,81 0,00 0,82 01,8 0,81 000 082 085 0,85
F | 0,00 0,91 0?8 0,84 0,00 0?8 0,82 0,82 0,00 0,82 01,8 0,83 0,00 082 085 0,87
G| 0,00 091 0?8 0,86 0,00 0?8 0,83 0,82 0,00 0,84 0?8 0,83 0,00 0,85 0,84 0,88
H | 0,00 0,91 0?8 0,87 0,00 OA:8 0,84 0,84 0,00 0,85 0?8 0,83 0,00 080 0,85 0,91
! ‘ 11:00 AM ?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PP ABS PPM ABS PP ABS PPM ABS
A 1!\20 073 04 048 175 03 0,38 0,35 2!\30 0,32 04 043 225 032 045 045
B | 0,30 0,84 0?7 0,75 0,35 06,57 0,73 0,73 0,40 0,71 0?7 0,72 045 0,71 0,73 0,74
Cc | 0,06 0,88 06,38 0,78 0,07 0?7 0,77 0,79 0,08 0,77 0?7 0,78 0,09 0,75 0,78 0,80
D | 0,01 0,89 0(,)8 0,82 0,01 0?8 0,81 0,80 0,02 0,82 0?7 0,82 0,02 080 080 0,85
E | 0,00 0,9 0:,38 0,83 0,00 0?8 0,81 0,80 0,00 0,81 0?8 0,80 0,00 0,80 0,82 0,84
F | 0,00 0,91 0:,38 0,83 0,00 01,8 0,81 0,81 0,00 0,82 0(,)8 0,81 0,00 0,79 0,82 0,85
G| 0,00 0,94 0‘,18 0,85 0,00 01,8 0,81 0,82 0,00 0,82 01,8 0,81 0,00 0,83 0,82 0,87
H | 0,00 0,94 0;8 0,88 0,00 OZB 0,86 0,85 0,00 0,86 0;8 0,84 0,00 082 085 0,94

Fuente: (Autores,2024)
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ANEXO 10: Tabla de la placa 3 sobre los resultados de absorbancia de sensibilidad a

concentraciones de 2,5-2,75-3-3,25 ppm del biosensor cuantificado por equipo de lector

de placa.
09:00 AM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PP ABS PP ABS PP ABS PP ABS
M M M M
Al 25 029 028 026 275 021 021 023 300 019 0,19 0,19 325 0,95 0,16 0,16
B| 050 0,75 0,76 0,76 055 0,73 0,76 0,75 060 068 0,70 0,71 0,65 063 0,64 0,66
c| o010 084 08 08 0,11 0,79 0,79 0,79 0,212 0,79 080 080 0,3 0,78 0,80 0,82
p| 002 09 08 08 002 084 082 083 002 084 08 082 003 083 084 0,87
E| 000 o088 08 08 000 08 08 084 000 008 0086 085 0,01 085 086 0,88
F| 000 089 08 o087 000 084 084 084 000 08 08 087 000 0,8 0,87 0,88
G| 000 091 089 089 0,00 o086 08 08 0,00 088 087 08 000 086 087 0,89
H| 000 09 092 09 000 087 089 091 000 093 09 090 0,00 0,85 0,87 0,89
11:00 AM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PP ABS PP ABS PP ABS PP ABS
M M M M
Al 25 03 036 032 275 021 020 024 300 0,19 0,20 0,19 325 0,94 0,18 0,18
B | 050 0,77 0,78 0,78 055 0,74 0,77 0,78 060 0,72 0,75 0,77 065 0,73 0,73 0,78
c| o010 o087 0,79 082 0,11 082 o081 08 0,12 082 083 083 0,23 0,85 0,87 0,91
p| 002 093 089 087 002 08 08 08 002 008 088 085 0,03 087 089 0,96
E| 000 09 o087 088 0,00 08 08 08 0,00 088 088 089 0,01 089 089 0,9
F| 000 092 08 08 000 08 086 0086 000 08 087 09 0,00 089 0,91 0,95
G| 000 093 09 089 0,00 o087 08 087 000 089 091 091 000 09 093 0,97
H | 000 100 094 092 000 091 094 097 000 099 097 100 0,00 0,95 098 1,03

Fuente: (Autores,2024)
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