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1. RESUMEN.-

El mercurio (Hg), es considerado uno de los contaminantes mas relevantes en el
ambiente a nivel mundial. Pese a que existen diversos métodos para identificarlo, tales
como la Absorcion Atomica, Microscopia Electronica de Barrido, entre los principales;
estos presentan varias desventajas en su metodologia, entre ellos el costo econémico que
implica la adquisicion de equipos y reactivos necesarios. Por lo que una alternativa es la
aplicacion de la biotecnologia misma que conjuga los “principios cientificos y de
ingenieria a la transformacion de materiales por accion de agentes bioldgicos,
microorganismos principalmente, con el fin de proveer a nuestra sociedad de bienes y
servicios.” (Blanch, 2010). El objetivo de la presente investigacion fue la elaboracion de
un biosensor bacteriano para la deteccion de Mercurio en agua mediante la modificacion
de la bacteria Escherichia coli. Para modificarla se insert6 el plasmido pTOP Blunt V2,
mismo que le otorga a E. coli resistenia a la ampicilina. El plasmido se sintetizé usando
los genes de lux y mer, productor de luminicencia y resistencia al Hg respectivamente.
Para la insercion del plasmido y transformacion de la bacteria se aplicé la técnica de
Electroporacion, que las somete a impulsos eléctricos controlados. Una vez transformadas
se cultivaron en agar LB y se comprobo su tolerancia a Hg en concentraciones de 0,006;
0,012; 0,024 y 0,048 ppm. Para evaluar la eficiencia del biosensor, se cuantifico la
absorbancia de Hg mediante Espectofotometria midiendo la absorvancia del medio de
cultivo, concluyendose la mediciones por espectrofotometria y por absorcion atomica
fueron similares a la comparacion de las concentraciones, entre si, resultando en un error
promedio de 0,52%. Demostrando la alta eficiencia para la medicion de las

concentraciones del metaloide.

Palabras clave: Escherichia coli, Plasmido, Biosensor bacteriano, Concentracion, Mercurio y

Espectrofotometria.



2. ABSTRACT .-

Mercury (Hg) is considered one of the most important environmental pollutants worldwide
and although there are several methods to identify it such as Atomic Absorption, Scanning Electron
Microscopy, among the main ones, these have several disadvantages in their methodology, added
to the economic cost that implies the acquisition of necessary equipment and reagents. So an
alternative is the application of biotechnology itself that combines the “scientific and engineering
principles to the transformation of materials by action of biological agents, mainly
microorganisms, in order to provide our society with goods and services.” ( Blanch, 2010). The
objective of the present investigation was the elaboration of a bacterial biosensor for the detection
of Mercury in water by means of the modification of the bacterium Escherichia coli. To modify it,
plasmid pTOP Blunt V2 was inserted, which gives E. coli ampicillin resistance. The plasmid was
synthesized by the lux and mer genes. For the insertion of the plasmid and transformation of the
bacteria, the Electroporation technique was applied, which subjected them to controlled electrical
impulses. Being transformed, they were cultured on LB agar and tested for tolerance to Hg in
concentrations of 0.006; 0.012; 0.024 and 0.048 ppm. To evaluate the efficiency of the biosensor,
the absorbance of Hg was quantified by microplate spectrophotometry of the solution of bacteria
in nutrient medium. It was concluded that the biosensor is efficient for the determination of Hg
concentrations, thanks to the analysis of microplate spectrophotometry which determined
concentrations similar to those expressed by the Atomic Absorption Spectroscopy of the nutrient
medium absent from the biosensor, the comparison of the concentrations resulted in an average

error of 0.52%. Demonstrating high efficiency to determine metalloid concentrations.

Key Words: Escherichia coli, Plasmid, Bacterial Biosensor, Concentration, Mercury and

Spectrophotometry.



3. INTRODUCCION.-

El equilibrio entre la utilizacion y preservacion de los recursos naturales, para el desarrollo
del ser humano como sociedad, se ha convertido de vital importancia en la actualidad.
Paralelamente, los avances cientificos y tecnoldgicos, que se han venido dando desde varias
décadas atras, han facilitado métodos para conseguir este equilibrio. Uno de ellos es la aplicacion
de la biotecnologia que conjuga los “principios cientificos y de ingenieria a la transformacion de
materiales por accion de agentes bioldgicos, microorganismos principalmente, con el fin de

proveer a nuestra sociedad de bienes y servicios.” (Blanch, 2010)

Por lo que es imperioso utilizar la biotecnologia en procesos pequefios que puede hacer una
gran diferencia si se suman varios de ellos, uno de esos procesos es la deteccion, con minimo
impacto al ambiente, de ciertas substancias o elementos que deteriorar la calidad natural del
ambiente, como por ejemplo la deteccion de metales pesados. Mismos que generan una gran

problematica al momento en el que se encuentran en el agua.

El (Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente del Gobierno ,

s.f.) Se refiere a los metales pesados de la siguiente forma:

“Existen varias maneras de definir el término “metal pesado”, una de ellas es referida al peso atomico y
definiria un metal pesado como un elemento quimico comprendido entre 63.55 (Cu) y 200.59 (Hg); otra
manera se refiere a los metales de densidad entre 4 g/cm? hasta 7 g/cm3 y también hay otra clasificacion

referida al nllmero atémico.”

A pesar de que no todos los metales de densidad alta son especialmente téxicos en
concentraciones normales siendo que inclusive existen aquellos que son necesarios para el ser
humano. Empero existe un sin nimero de metales pesados que se los reconoce por su tendencia a
representar serios problemas medioambientales. Este es el caso del mercurio (Hg). (Ministerio de

Agricultura y Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente del Gobierno , s.f.)

El mercurio es uno de los metales pesados mas comunes dentro de estudios de
contaminacion ambiental asi lo piensan en su investigacion, (Gaioli, Amoedo, & Gonzaéles, 2012)
quienes mencionan que debido a su toxicidad ambiental y sus efectos sobre la salud humana;
actualmente el mercurio es considerado, uno de los mas relevantes contaminantes ambientales a
nivel mundial. Considerando la contaminacién por este elemento, se han desarrollado varias
técnicas y tecnologias, para la determinacion de concentraciones en ambiente, tanto agua como
suelo. Uno de ellos y el mas utilizado es el de Absorcién Atdmica que ha sido estandarizado por
un equipo de quimicos australianos dirigidos por Alan Wash.



El problema de este método, en base a la metodologia expuesta en el informe de validacion
de mercurio en agua tratada de la Universidad Tecnoldgica de Pereira, muestra que se debe realizar
una curva de calibracion, para mediante esta estandarizar o validar lo datos de las muestras que se
desea analizar. Teniendo la desventaja que para la determinacion adecuada, se debe utilizar
mercurio para conocer el estandar de la muestra, siendo este analisis un generador de mercurio,
que dependiendo de su disposicion final, sea de tratamiento o no, cualquiera de los dos expresa
procesos en los que se producira residuos, tanto del componente en si como residuos tipicos de

tratamiento de aguas. (Universidad Tecnologica de Pereira).

Siendo un limitante, el tema econémico, puesto que la adquisicion de estos equipos y el
tratamiento de sus residuos es bastante elevada. Otra investigacion que corrobora lo mencionado
es la de (Rojas De Astudillo, y otros, 2008).

Dentro del mundo tecnologico y vanguardista, “el estudio afirma haber desarrollado una
lamina que, introducida en el agua durante 5 minutos, torna color rojo si detecta presencia de
mercurio.” (EL MUNDO, 2013), siendo el més eficaz respecto a tiempo pero con considerables
limitaciones, puesto que lamina solo determina mercurio no su concentracion dentro del medio. Las
actividades humanas, en basqueda de su subsistencia, generan sustancias nocivas para el ambiente.
Estas representan la mayor fuente de contaminacion conocida, puesto que naturalmente también
se generan sustancias que pueden afectar al medio, pero la cantidad y la naturaleza de las mismas
no son consideradas riesgosas, 0 al menos no en consideracion a las generadas por el ser humano.
Esto se debe a que si bien los contaminantes de origen natural pueden generar dafios de gran
magnitud a los ecosistemas, su periodo de degradacion es corto; siendo esta la diferencia con las
sustancias artificiales que por su composiciéon, como asevera Bautista “ingresaran a las redes
troficas y a lo largo de los niveles troficos se incrementara la concentracion de la sustancia”.

(Bautista Zuiiiga, 1999)

Objetivo General
Elaborar un kit en base a biosensores bacterianos para la deteccion de Mercurio mediante

el uso de una bacteria competente

Objetivos Especificos
1. ldentificar la proteina de sobreexpresion al mercurio, mediante la técnica “SDS PAGE”
para la formacion del constructo.
2. Construir la cepa bacteriana de E. Coli mediante electroporacion para la deteccion del

mercurio.



3. Evaluar el biosensor usando diferentes concentraciones de mercurio y comprobarlo con
una técnica analitica.

4. Socializar los resultados de la investigacion mediante una conferencia al personal del
ministerio del ambiente, SENESCYT, y personal interesado en el desarrollo de estas

tecnologias.

Hipdtesis
Ho (Hipdtesis nula): Es posible desarrollar un biosensor competente para la deteccion de

diferentes concentraciones de mercurio mediante la transformacion de bacterias resistentes al

metal.

Ha (Hipotesis alternativa): No es posible desarrollar un biosensor competente para la deteccion
de diferentes concentraciones de mercurio mediante la transformacién de bacterias resistentes al

metal.
Variable dependiente

Absorbancia

Variable independiente

Concentracion del mercurio



4. ESTADO DEL ARTE

4.1. Mercurio (Hg)

4.1.1. Descripcion

El mercurio es un metal pesado, a temperatura ambiente es liquido de color blanco plateado,
su numero atémico es 80 y su peso atdmico 200 (Anexo 1). Su mineral principal es el cinabrio.
(Londofio, Londoiio, & Fabian., 2016). Existen valores acerca de la cantidad de mercurio en
diferentes medios de la tierra siendo en los océanos donde existen las mayores reservas del
elemento, este se lo encuentra en cantidades de 10’ g formando parte de Sulfuro de Mercurio
(HgS) principalmente; en la biota terrestre se presentaria en cantidades de 10! g de estos 10® g
serian contenidos en la atmosfera, y se encuentra 107g en fuentes hidricas terrestres. Estos datos

no toman en cuenta la cantidad existente dentro de minas. (Gaona, 2004)

4.1.2. Fuentes

Encontramos mercurio en diferentes medios, en su forma natural. Lo podemos encontrar
formando parte de la corteza terrestre, y sus vias de transporte a través del ambiente son agua y
aire. Se encuentra en la atmoésfera en estado gaseoso debido a “la actividad volcénica, los incendios
forestales, el movimiento de masas de agua, la erosion de rocas y procesos biologicos.” (Poulin &
Gibb, 2008)

Respecto de las fuentes antropogénicas (Poulin & Gibb, 2008) respaldados por
investigaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), comentan que: “Las fuentes
antropogenas comprenden las operaciones de mineria, los procesos industriales, la combustion de
combustibles fosiles, la produccion de cemento y la incineracion de residuos sanitarios, quimicos

y municipales.”

4.1.3. Toxicidad

La exposicién al mercurio elemental e inorganico puede darse debido al contacto con
materiales para la determinacion de temperatura tanto ambiental como corporal que presentan
mercurio en sus componentes, se consideran también este grupo a las amalgamas utilizadas en

odontologia.



Existe también la posibilidad de que los organismos sean expuestos a mercurio por su
interaccion con ambientes o ecosistemas contaminados debido a actividades que incluyen o extraen
mercurio. Esta ultima viene ligada a la exposicion de mercurio organico, ya que la vida que se
desarrolla en estos medios, forma parte de la cadena trofica, que termina en el ser humano, siendo
los principales involucrados microorganismos, flora y fauna. Todo esto debido a la bioacumulacion

y la macroacumulacion que se da por la dinamica de este elemento. (Poulin & Gibb, 2008)

4.1.4. Limites maximos Permisibles

Los limistes méaximos permisible de mercurio es de 0,006 ppm para el consumo humano

de acuerdo a la normativa vigente NTE INEN 1108. (Anexo 2)

4.2. Biosensores

4.2.1. Introduccion

Segun (Garcia, et al., 2012) los biosensores son un sistema analitico compuesto por: un
biorreceptor de material bioldgico, normalmente inmovilizado por enzimas, organulos celulares,
anticuerpos, 0 células completas como algas o bacterias, cuya funcién es servir como sensor
bioldgico del elemento a ser analizado. Este material bioldgico estad acoplado a un sistema
transductor, que detecta la sefial bioquimica y la transforma en una sefial dptica. Se puede apreciar

mediante el grafico de la misma publicacion lo explicado:

Receptor bidégico

W = analito

Figura 1 Esquema basico de un biosensor. Fuente: (Garcia, et al., 2012)



Varias publicaciones destacan que el éxito del biosensor dependera de su resistencia al
analito que estudiamos, por lo que se debe evaluar la capacidad de nuestro biorreceptor de asimilar
la sustancia toxica que buscamos determinar. Asi lo corroboran (Jiménez & Leon, 2009) que
mencionan que “las caracteristicas fisico-quimicas del analito de interés son las determinantes para
la eleccion del material bioldgico/biomimético, mientras que el tipo de elemento de

reconocimiento es el que determina el sistema transductor”.

Otra referencia que corrobora lo expresado anteriormente es lo que mencionan Garcia, et
al., (2012) en su publicacion menciona que la clave para que un biosensor pueda funcionar con
éxito dependerd de la actividad celular, la cual debe ser suficientemente sensible a la presencia de
un determinado contaminante en la muestra a analizar, pero que no se vea afectado (insensible por

las caracteristicas fisico-quimicas) generales de dicho medio.

4.2.2. Caracteristicas

El biosensor ideal es descrito por (Castro, et al., 2007) de la siguiente manera:

e Los biosensores son portatiles y de facil manejo

e Tiene un bajo costo de produccion, operacion y mantenimiento

e Alta sensibilidad para ciertos analitos como los xenobioticos con efectos sobre la salud,
incluso a concentraciones de partes por billon (ug/L).

e Selectividad Alta, para que el dispositivo interaccione exclusivamente con el compuesto
de interés y no con otros. Mediante elementos de reconocimiento especificos.

e Confiabilidad Alta, los sistemas de transduccion se disefian de manera que no puedan ser
alterados (o lo sean minimamente) por la muestra.

e El tiempo de vida largo

e Es capaz de medir en tiempo real o muy corto, posibilitando una actuacion rapida,
controlando parametros importantes de manera inmediata y automatica. (Castro, Luna, &
Villalobos, 2007).

4.2.3. Estructura del operon mer

Los operones mer varian en estructura, estan constituidos por genes que codifican las

proteinas funcionales para transporte ( merT , merPy /o merC, merF); regulacion (merR ),y



reduccion ( merA ). En algunos casos, conocida como resistencia al mercurio de amplio espectro,
se requieren genes merB adicionales para conferir resistencia a muchos organomercuriales, como
metilmercurio y fenilmercurio, al hidrolizar el enlace C-Hg antes de la reduccion de Hg ?*. En
general, los genes merB adicionales se encuentran aguas abajo del gen merA en el operén mer
(Osborn, Bruce, Strike, & Ritchie, 1997)

mer operon

EESE e Ce=m]
= HEPC - ) —

“mero |

Figura 2 El oper6n mer incluyendo los reguladores (merR y merD), transportadores (merP y merT),
mercurico reductasa (merA) y organomercurial liasa (merB). Fuente: (Asakiewicz, Schaefer, & Barkay, 2003)

Hay dos clases de resistencia al mercurio: el espectro estrecho especifica la resistencia al
mercurio inorganico, mientras que el espectro amplio incluye la resistencia a los
organomercuriales, codificados por el gen merB. El gen regulador merR se transcribe a partir de
un promotor que esta orientado divergentemente desde el promotor para los otros genes mer. MerR
regula la expresion de los genes estructurales del operdn tanto de manera positiva como negativa.
La resistencia se debe a que Hg?* se absorbe en la célula y se administra a la flavoenzima mercurica
reductasa dependiente de NADPH, que cataliza la reduccion de dos electrones de Hg?* a Hg°

volatil y de baja toxicidad. (Asakiewicz, Schaefer, & Barkay, 2003)

4.3. Mercurio y Resistencia Antibidtica

La contaminacion por mercurio puede contribuir a una mayor resistencia a los
antibidticos. La expresion combinada de resistencia a los antibioticos y mercurio puede ser causada
por la seleccion, como consecuencia del mercurio presente en un ambiente. Los operones de
resistencia al mercurio, que a menudo se encuentran en plasmidos conjugativos y transposones,
proporcionan un sistema modelo adecuado para el estudio de la transferencia horizontal de genes

en poblaciones naturales de bacterias. Los sistemas de resistencia de plasmidos bacterianos



(gen mer) para mercuriales y organomercuriales son los mejores entendidos de tales sistemas en

los niveles bioquimicos y genéticos moleculares. (McArthur & Tuckfield, 2000)

4.4. Técnicas de medicion de mercurio

4.4.1. Espectroscopia de Absorcion Atomica con generacion de hidruro (HG-
AAS)

El mercurio tiene un efecto toxico aun en pequefias concentraciones, por lo cual es
necesario saber en términos cuantitativos su presencia. Para esto es importante el uso de la técnica
de Espectroscopia de Absorcion Atdmica con generacion de hidruro (HG-AAS) por su elevada
precision, bajos limites de deteccion y confiabilidad. (Luna, Rodriguez, Quevedo, & Cabrera,
2007)

Esta técnica es las mas utilizado para determinar mercurio, (Chaves, 2016); el acoplamiento
de un generador de hidruros aporta la sensibilidad requerida. La sensibilidad maxima se adquiere
cuando el analito se encuentra en un estado de oxidacion particular. Por esta razén: el blanco, las
muestras y los estandares deben ser tratados previamente para llevar a todo el analito al estado de

oxidacion apropiado. (Perkin, 2000)

El limite de deteccion del mercurio es de 10 ® mg.I es necesario reducir el Hg i6nico a Hg
metalico volatil. El principio de este método es la produccién mediante reacciones quimicas
previamente determinadas, de metal en forma atdmica o de vapores volatiles de hidruro metélico.
Para la determinacion de mercurio, el vapor producido es atomizado por una célula dispuesta en
una zona calentada por la llama de acetileno, aire en el caso de hidruros o sin la necesidad de
calentar. (Martin, 2017)

El vapor metalico es ionizado por un espectrofotometro de absorcion atdmica y por medio
de la temperatura, dando como resultado la cuantificacion del cation por medio de la lectura de su
linea espectral caracteristica. (Martin, 2017)

4.4.2. Microscopia Electronica de Barrido

Método utilizado por (Rojas De Astudillo, y otros, 2008) es el de Microscopia Electronica
de Barrido (MEB) que consiste en afiadir la muestra a una cinta conductora de carbono de doble
adhesion y colocar pintura de carbon para mejorar la conductividad de la muestra y la porta
muestra, se hace evaporar el carbon amorfo . Posterior se analiza con un microscopio electronico

de barrido, esto se observa mediante electrones retro dispersados (BSE) y micro anélisis de Rayos
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X (EDS). Viéndose en el método la cantidad de equipos y compuestos quimicos que se necesitan
para la determinacion del elemento, volviendo a los impedimentos econdmicos y el riego de

contaminacion.

4.5. Biosensores para detectar Mercurio (Estudios)

Existen investigaciones previas donde han desarrollado estudios sobre biosensores capaces

de detectar Mercurio, algunos de los casos se detallaran a continuacion:

Un grupo de investigadores del Consejo Nacional de Investigadores Cientificas y Técnica
(CONICET) de Rosario (Argentina) realizaron un biosensor que permite detectar metales tdxicos
como el mercurio, plomo y cadmio en el agua, siendo estos muy toxicos para el ambiente y la salud
humana segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Este dispositivo consiste en usar una
bacteria modificada en este caso Escherichia coli, que al entrar en contacto con los metales toxicos
produce una luz fluorescente. La sensibilidad del biosensor es tan alta que permite detectar estos
metales a niveles de partes por billon., cantidades comparables a los niveles maximos permisibles
en el agua potable recomendado por la OMS. Una de las desventajas de este biosensor que al
momento que se realiza el analisis del agua, el biosensor no es capaz de identificas cual de los tres
metales contiene la muestra. A pesar de esto, los investigadores mencionan que planean elaborar
un dispositivo a futuro que permita evaluar las muestras directamente en el lugar de la toma de la
muestra. (CONICET, 2005)

Coria & Toro (2012) Elaboraron un biosensor para detectar mercurio en suelo
contaminado, en su investigacion menciona que el gen lux fue fusionado con el gen mer para
inducir mercurio, y posteriormente ser introducido en la bacteria en Escherichia Coli (CM2624),
las cepas resultantes emiten luz cuando se encuentran en presencia de iones de mercurio. Para la
elaboracion de este biosensor se trabajo con la fusion de proteinas GST-SmtA, donde se auto-
ensamblo una mono capa de acido tioctico sobre el electrodo de Au. (electrodo de referencia:
Ag/AgCl). (Coria & Toro, 2012)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de desarrollo de la investigacion

Esta Investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia y
Reproduccion de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad

Catolica del Ecuador Sede Ibarra.

5.2. Metodologia

5.2.1. Disefio Experimental
Para la presente investigacion se realizé un disefio completamente al azar, corroborando la
normalidad de los datos, la homogeneidad de varianza mediante la prueba de Levene y la prueba
comparativa por pares de Scheffe. Se consideré un control donde la concentracion de mercurio
seriade 0, y para el limite maximo permisible de 0,006 ppm de concentracion de metal se considero
como el 100% y se partié de esto para elevar la concentracion al 200%, 400% y 800% como se

puede observar en la tabla 1.

Tabla 1.
Descripcion de Tratamientos considerados en la investigacion
Tratamientos % de Concentracion de Hg Concentracion de Hg
Control 0% 0 ppm
T1 100% 0,006 ppm
T2 200% 0,012 ppm
T3 400% 0,024 ppm
T4 800% 0,048 ppm

Nota. Datos obtenidos por: Santacruz, M.2018 (Autor)

5.2.2. Desarrollo de la experimentacion

Para la obtencién de resultados y determinacién de datos de la variable dependiente que
busca la presente investigacion se necesitdé la ejecucion de diversos procedimientos que se

describen a continuacion:
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5.2.2.1. Caracterizacion de Proteinas resistentes al Mercurio

Se obtuvieron, del laboratorio de Biotecnologia y Reproduccién de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador Sede Ibarra, la cepa de Escherichia coli, misma se describe en
la tesis: “Identificacion de Proteinas de membrana de bacterias aisladas en un medio enriquecido
con Mercurio (Hg) mediante la técnica de SDS Page para la Remocion del Metaloide”. Se
emplearon cepas cultivadas en caldo LB Borth del fabricante LAB a Neogen Company (Luria
Bertani) ®, el cual presentaba una concentracion afiadida de 0,006 ppm de Hg y sin
concentraciones del metaloide para comparar el crecimiento bacteriano. Después del periodo de

crecimiento de 24 horas y se procedio a la extraccion de las proteinas.

5.2.2.2. Extraccion de proteinas de membrana totales
Inicialmente para la elaboracion del constructo competente, se realizé la extraccion e
identificacion de proteinas de membrana resistentes al metal estudiado. Este procedimiento es
descrito por (Daza, y otros, 2016). Para lo que se obtuvo pellets mediante la Centrifuga Thermo
Scientific™ Sorvall™ 8/8R a 3000 g a una temperatura de 4°C, con la finalidad de que los procesos

bacterianos se vuelvan mas lentos de lo habitual.

Como paso inicial se resuspendié sedimento bacteriano en 1 ml de buffer TEN (buffer
estandarizado por Thermo Scientific™ para el protocolo de extraccion de proteinas), mismo que
estd compuesto por 50 mM de Tris HCL, de pH 8.0; 10 mM EDTA y 100 mM NaCl; 2mg/ml de
lisozima y 9 ml de agua a 4°C. Para lograr una consistencia homogénea entre el sedimento
bacteriano y las soluciones se agitd en vortex de Lab International Inc. hasta conseguirlo.
Posteriormente se incub6 por 30 minutos en hielo. Finalizado el tiempo de incubacidn se procedio
mediante el ultra sonido WiseClean® a romper las células presentes en la solucion, para esto se
coloco durante 30 minutos a vibracién en ultrasonido, seguido por 30 minutos a -30°C dentro del

refrigerador, este par de procesos se repitié durante 3 veces.

Seguido se afiadié a la solucion 100 pl/ml de DNA asa 'y MgCl, 10 mM, de igual forma se
homogeneiz6 mediante vortex, se incub6 por 20 minutos en hielo y se centrifugd a 30000 x g
durante una hora en la criocentrifuga Thermo Scientific™ a 4°C de temperatura. Al finalizar este
proceso se obtuvo y se conservo el sedimento el cual contiene la preparacion de membranas totales,

el sobrenadante que fue eliminado.
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5.2.2.3. Andlisis de proteinas mediante la técnica SDS-PAGE
La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, conocida
por sus siglas “SDS-PAGE” es una metodologia de separacion de proteinas basado en el peso
molecular de las mismas. Esta técnica se la llevo a cabo en una camara de electroforesis horizontal
cargada con buffer TAE 1X, mismo que esta compuesto por 40 mM Tris-acetato y 1ImM EDTA
de pH 8.3 a 25°C. Se utiliza un casete en el que se coloca el gel y permite que se sumerja en la

solucion descrita.
El procedimiento es el siguiente:

Se comenzd por la elaboracién del gel de acrilamida/bisacrilamida que tiene la funcién de
construir una red compleja por la cual las proteinas se desplazan al momento de la aplicacion de
carga eléctrica; este se preparo de tal forma que contenga un gradiente de desnaturalizacion mismo
que presentaba concentracion baja de 10% en la parte inicial del gel, e iria en aumento hasta una
concentracion 40% en la parte final del gel. Se utilizaron soluciones stock que se detallan en la
tabla 2.

Tabla 2.

Preparacion de las soluciones stock de SDS - PAGE.
Soluciones Stock 10% 40%
Acrilamida/Bisacrilamida 20 ml 9ml
SDS (1X) - 7.5 ml
Agua destilada - 13.5 ml
TEMED 20 pl 10 pl
APS 200 pl 300 pl

Nota. Recuperado de “Identificacion de proteinas de membrana de bacterias aisladas en un medio

enriquecido con arsénico (as) mediante la técnica de SDS PAGE para la remocion del metaloide”. Navarrete,
A, (2017)

De cada solucion stock se utilizd 20 ml, contenidos en tubos conicos tipo “FALCON”
enrollados con papel aluminio con la finalidad de evitar de prevenir que las soluciones tengan

reaccion a la luz a fin de evitar su solidificacion debido a su naturaleza fotosensible.

Cabe resaltar adicion de un detergente anfipatico denominado SDS el cual cumple con la
desnaturalizacion de las proteinas de interés con la finalidad de que estas rompan su estructura
tridimensional y se vuelvan lineales, conjunto el detergente les otorga una carga negativa logrando

la separacion segun su peso molecular.

14



Habiendo colocado las soluciones stock ya descritas se dejo que estas se polimericen hasta
lograr la consistencia del gel durante 40 minutos. Prosiguiendo, mediante la utilizacion de una
jeringa de marca Hamilton®, en el primer pocillo del gel se colocé 5 pl del indicador de peso
molecular BenchMark™ Protein Ladder, a continuacion fueron colocandose en los pocillos
restantes 13 pl compuestos de: 10 pl de cada muestra de proteina afiadido 3 pl de Blue/Orange

Loading Dye 6x, como buffer de carga.

Habiéndose colocado las muestras se tapd la camara de electroforesis, y se conecto los
electrodos a la fuente energia. Para la corrida de la electroforesis se seted a voltaje de 140 voltios

y 500 Amperios, esta corrida se la dejo durante dos horas y diez minutos.

Al concluir el tiempo de corrida se procedio a tefiir el gel mediante la utilizacion de 15 ml
de azul Coomassie G-250, se esparcio la mezcla mediante jeringa quirdrgica estéril para esparcirla
y se dej6 en reposo por 60 minutos en cuarto oscuro. Al finalizar se procedio a lavar el tinte del
gel con agua destilada para colocarlo en el transiluminador UV LabNet™ Inc. con la finalidad de
observar las bandas que formo la electroforesis de las proteinas. Estas bandas se fotografiaron con
la camara digital SONY® DSC-HX400V de 20.4MP a fin de registrar los patrones de bandas que

generd cada muestra para su subsiguiente analisis informatico.

5.2.2.4. Elaboracién del plasmido
Para la fabricacion del plasmido se buscé en la base de datos de genes de NCBI (National
Center for Biotechnology Information) las secuencias de: luxA, el cual permite la emisién de

luminiscencia y el operon mer, el cual otorga la resistencia al mercurio.

Mismas que se sintetizaron mediante MACROGEN Inc Korea, lo que proporciono como
resultado del plasmido pTOP Blunt V2.

5.2.2.5. Insercidn del plasmido por electroporacion

5.2.2.5.1. Preparacion de material

Previo a la transformacién de las células competentes se prepararon 6 cajas petri con agar
LB BD® LB Agar Miller (Luria-Bertani), escogido por presentar los nutrientes suficientes para
permitir el desarrollo de Escherichia Coli, se calculd la cantidad de agar necesario mediante las
indicaciones del fabricante las cuales indican que la cantidad de agar para disolver es de 40 gr por
cada 1000 ml de solucidn. Por tanto, se calcul6 para que en cada una las cajas se dispensara 20 ml,

siendo asi un total de 120 ml de solucion preparar, para lo cual se necesit6 4.8 gramos de agar. Se
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homogeneiz6 en un frasco boeco para su posterior esterilizacion mediante autoclave ican CLAVE

conjuntamente con las cajas Petri.

Habiéndose culminado el proceso de esterilizacion se traslado el material e insumos a una
camara de flujo misma dentro de una habitacion previamente esterilizada con Tego 51, cloro
(CLOROX) y alcohol etilico al 95%, de igual forma se lo hizo con la cdmara de flujo la cual
ademas de la limpieza mencionada se mantuvo bajo luz UV durante 30 minutos. Con la finalidad

de mantener la asepsia durante todo el proceso.

Se esperd que el Agar LB disminuya su temperatura a por lo menos 37°C, misma que suele
presentarse a los 20 minutos. Esta temperatura es adecuada para la adicion de ampicilina Ampibex
250 mg, la cual debe presentar en solucion la concentracion 100 pl por cada ml. Se determind esta
cantidad de adicion considerando que la ampicilina presenta una concentracion de 250.000 mol,

se utilizé el siguiente célculo:

Cl1xV1=C2+V2

C2xV2
C1

100 % 120
~ 250000

V1 =0.048 ml
Donde:

C1: es la concentracion que presenta la ampicilina de 250.000 mol

V1: es el volumen de ampicilina de concentracion 250.000 mol que debemos tomar para obtener
la concentracion adecuada para la investigacion.

C2: es la concentracion de amplicilina deseada de 100 ul por cada ml

V2: es el volumen total del Agar LB

Se transformé los iniciales 0.048 ml a tomar de ampicilina a facilitar el absorber la misma

mediante las micropipetas, por lo que el volumen final a tomar es de 48 pl.
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Una vez que se afiadio la ampicilina, se procedié a dispensar el Agar LB en las cajas petri,
cuidando que el volumen sea el de 20 ml por caja mediante una probeta previamente esterilizada.
Esperamos hasta que el agar se solidifique para afiadir X-Gal Thermo Scientific™ este se prepara
a partir de 40 mg en un ml de agua destilada del cual se dispenso 40 pl por cada caja petri, cuidando

que se distribuya homogéneamente.

5.2.2.5.2. Transformacion fisica

Para la transformacion fisica se utilizé el método de electroporacion descrito por (Gonzales,
Brooks, Pukatzki, & Daniele, 2016) el cual recomienda que las células competentes deben
mantenerse en temperatura de -80°C, esto se lo hizo en congelador Thermocientific™, por lo cual
para proceder con la transformacion, se aumentd gradualmente la temperatura de estas
colocandolas en un refrigerador cuya temperatura es de 4°C a fin de que el estrés provocado por
el cambio de temperatura sea minimo, asegurando la viabilidad de las bacterias durante el proceso.

Por lo que este proceso se realizé de igual forma con el plasmido de MACROGEN.

En un tubo eppendorf con capacidad de 10 a 100 pl, se tomd mediante micropipeta 20 pl
de células competentes y 5 ul de plasmido. Esta mezcla se coloco por un lapso de 2 a 5 segundos
en una micro centrifuga con la finalidad que esta mezcla se homogenice. Se dejo reposar la mezcla

en hielo.

Paralelamente se prepard y seteo el equipo de electroporacion Neon Device, el cual debe
ser seteado a 2500 voltios durante 4 milisegundos y dos pulsaciones, esto especificado por
(Gonzales, Brooks, Pukatzki, & Daniele, 2016) quienes mencionan que esta configuracion es
adecuada para la transformacion en Eschericha coli. Respecto a los dispositivos que necesita el
equipo se conectd el Neon Pipette Station en el cual se coloca la Neon Tube, que es una cubeta
especial para esta transformacion, misma en la cual se vierten 3 ml de Electrolytic Buffer que
cumple la funcion de tampodn electrolitico. Estos generan el medio eficiente para realizar la
transformacion del plasmido a las células competentes. Es importante que este medio mantenga

una temperatura de 2 a 4°C especificado en el protocolo del equipo de (Invitrogen, 2014).
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A continuacion mediante la Neon Pipette se tomd 10 pl de la mezcla del plasmido y las
células competentes, se cuidd que al succionar esta mezcla mediante las Neon Tips, no existan
espacios de aire o burbujas, esto debido a que son factores que no permiten que se dé una eficaz
transformacion. Se llevo la Neon Pipette a la estacion previamente preparada y se dejé correr el
equipo, el cual tarda pocos segundos en completar la transformacion, esto cuando se evito los

factores ya mencionados, de lo contrario se tuvo que repetir el proceso con una nueva mezcla.

La mezcla transformada se colocé en 1 ml de S.0.C médium de Thermocientific™
dispuestos en un tuvo falcon de mayor capacidad. Este se dejé incubar durante una hora a 50 rpm
(revoluciones por minuto) a una temperatura de 37°C en la Incubadora Shaking NB-
205LN_BIOTEK® con la finalidad de contrarrestar el estrés al que se sometié a las células
competentes en el proceso de la transformacion. Habiéndose cumplido el tiempo de incubacion, se
dispenso 100 ul de la mezcla células-S.0O.C. en las cajas Petri preparadas, se sell6 con parafilm y
se las llevé a incubacion durante 48 horas para esperar resultados, cuidando que la temperatura no

rebase los 37°C.

5.2.2.5.3. Transformacion celular y preparacion del biosensor a diferentes
concentraciones

Al haberse transcurrido las 48 horas de la incubacion, se observo las caracteristicas de las
UFC’s (Unidades Formadoras de Colonias), siendo el color de estas el indicador de una adecuada

insercion del plasmido cuando son colonias blancas o lo contrario cuando las colonias son azules.

Se selecciono tres de las colonias de color blanco considerando las mejores caracteristicas
morfoldgicas tales como su forma, tamafio, borde, consistencia y estructura; para ser sembradas
en caldo con concentraciones de Hg. Se trabajo con concentraciones de: 0; 0,006 ppm (limite
méaximo permisible para consumo humano); 0,012 ppm; 0,024 ppm y 0,048 ppm.

Para ello en un frasco boeco se prepard caldo LB (Luria Bertani) de LAB a Neogen
Company LB Broth, (Luria Bertani) ®, del cual segun las indicaciones del fabricante se debe
disolver 25 gr por cada 1000 ml de solucion, siendo asi que se disolvié 0,75 gr en 30 ml de agua
destilada UltraPure™ DEPC buscando que se disuelva completamente de forma homogénea. Este

se dispensd en 3 tubos de ensayo, 10 ml en cada uno, se tapardn son algodon y se llevo al Autoclave
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ican CLAVE para esterilizarlos, seteandola a 121°C a 1.5 atmdsferas de presion durante 45

minutos.

Tanscurrida la esterilizacidn, se sembré en los tubos las tres UFC’s ya seleccionadas. Esto
se realizd buscando un ambiente estéril mediante la limpieza de la mesa de trabajo y la emision de
calor del mechero de bunsen, buscando controlar la posible contaminacién de los tubos. Estos
tubos se encubaron a 37°C por 24 hora, posteriormente se comprob6 su crecimiento mediante la
presencia de turbidez como indicador. Se prepararon 3 nuevos tubos esteriles en los cuales se buscd
que exista 0,006 ppm de concentracién de Hg, y a estos se les adiciono 1 ml de los tubos sin
concentracion de Hg y se repitio el proceso de incubacion y se guardd los tubos iniciales en

refrigeracion para detener los procesos metabdlicos naturales de las bacterias.

A las 24 horas se revisé el crecimiento de los tubos incubados y se comprob6 mediante el
transiluminador UV LabNet™ Inc. la presencia o no de luminiscencia comparandola con los tubos
refrigerados. Al notarse diferencia se prepararon nuevos tubos para concentraciones de 0,012;

0,024 y 0,048 ppm cumpliendo con el disefio las repeticiones por cada tratamiento.

5.2.2.6. Andlisis de Mercurio por metodologia de Espectrofotometro de
microplacas.

Con la finalidad de la determinacion de absorbancia y concentracién de Hg se utilizo la
UltraCruz® Tissue Culture Platese, 96; que es una microplaca con 96 pocillos para la
determinacion por el equipo EPOCH. Se agregd 100 pl en los pocillos de lo siguiente: agua
destilada (Blanco), caldo LB estéril, bacterias transformadas sin concentracion de Hg (Control) vy,
los tratamientos por triplicado con concentraciones de Hg de: 0,006 ppm (limite méaximo

permisible para consumo humano); 0,012 ppm; 0,024 ppmy 0,48 ppm.
Mediante un Espectrofotometro de Microplaca EPOCH™ de Biotec Instruments, se

obtuvieron los datos de absorbancia de las soluciones especificadas, las cuales se obtuvieron por

la utilizacion del programa informatico para analisis de datos Gen5™ Software. (BioTek, 2017)
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5.2.2.7. Andlisis de Mercurio por Espectroscopia de Absorcion Atomica por
Generador de Hidruros.

El equipo utilizado para el analisis fue el Espectrofotometro de Absorcién Atomica
SenseAA®© de GBC Scientific Equipment.

Para la determinacion de la concentracién presente en las muestras generada por el
metaloide, se aplicd la metodologia de generacion de hidruros obteniendo la absorbancia de

muestras con lo que se calculd las concentraciones finales de cada muestra.

Inicialmente se elabord la curva de calibracion para la que se preparé solucion de Acido
Clorhidrico (HCI) con concentracion 3 molar y de Bromuro de Sodio (NaBr). Se ubicé en el EAA

la lampara de Hg, se corrio el

El proceso se lo realizd por generador de hidruros para esto se prepard las soluciones una
de acido clorhidrico (HCI) 3 molar y Bromuro de sodio se colocé la lampara de mercurio y se
procedio a realizar la curva de calibracion para realizar las mediciones de las muestras, luego de
esto se realizo los estdndares con los que se trabajo que fueron, 6, 12, 25,50 ppb, con esto se
procedid a la medicion de cada una de las muestras ,con este proceso se obtuvo los resultados de

concentracion inicial y final.

e El ajuste de la ldmpara de Mercurio (Hg):
o Corriente de la ldmpara (mA): 3.00
o Longitud de onda (nm): 253.7
o Amplitud de la abertura (nm): 0.5

5.2.2.8. Método de Control — Tincion Gram

Con la finalidad de avalar que las células transformadas no presentan contaminacion se
realizd esta técnica, considerando que las bacterias de Escherichia coli son de caracteristicas Gram

Negativas.
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Inicialmente se colocO sobre portaobjetos una gota de agua destilada, a este se afiadio
mediante un asa bacterioldgica una de las UFC’s transformadas. Mediante mechero se evapor6 el
excedente liquido cuidando que la muestra no se queme, logrando asi la fijacion de la colonia, a
esta se la tifio mediante Cristal Violeta durante 45 segundos, se eliminé el exceso del colorante
mediante agua destilada, prosiguiendo se adicion6 unas gotas de lugol durante 45 segundos y se
volvid a eliminar el excedente. Se repitid el proceso con safranina para finalmente colocar un cubre

objetos y observar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion de proteina de resistencia al Mercurio.

El resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida de SDS PAGE, constaté la
presencia de la proteina resistente a Hg (MerT) y la proteina reductora de mercurio (MerA), esto
evidenciado en la figura 3 mismas que se corroboran debido a la sobre expresién identificada en
la secuenciacion de las bandas de mayor representacion.

kDa 100% 200% 400% 800%

MerA

MerT

Figura 3 Electroforesis en gel SDS PAGE con gradiente de denaturalizacién (10%-40%).Fuente: (MACROGEN Inc,
2018)

Con respecto a la presencia de la proteina MerA, mediante la investigacion de (Guerrero &
Ortiz, 2013), se corrobora que las proteinas que permiten la codificacion de transformacion de
mercurio en ciertas bacterias es otorgada por las proteinas MerA y MerB, estas cumplen la funcién
de regulacion del metaloide y conjuntamente permiten la degradacion de Hg, asimismo (Torres,
2015), evidencia que el sistema del operon mer inicialmente se da a partir de la proteina de

membrana MerT mismo que permite el paso del metaloide iniciando el proceso de transporte
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efectuado por la proteina MerP misma que culmina en la proteina encargada de la reduccion del
metal MerA. En la figura 4 (Castillo, y otros, 2005) representan el sistema de resistencia al

mercurio en bacterias Gram negativas.

Hg"
”l’, ~

I Porina Mi

G o G

periplasma

MP

citosol

CH, - Hg" —> GSH-Hg™ »@“u
u y Hy?
NADHM

Figura 4 Mecanismo molecular de la resistencia a mercurio en bacterias. MP (membrana plasmi

(membrana externa); GSH (glutatién reducido). Fuente: (Castillo, y otros, 2005)

Las bacterias tienen la capacidad de perfeccionar distintos mecanismos bésicos, los cuales
las vuelven capaces de adaptarse a un medio en el cual exista presencia de metales, esto es factible
gracias a la existencia de diferentes operones generados por las bacterias dependiendo de su
necesidad, en el caso especifico del mercurio es dado por el operon mer, el cual esta representado
graficamente en la figura 5, siendo asi que las bacterias identificadas gracias a la electroforesis en
gel SDS PAGE concuerdan con las detalladas por (Castillo, y otros, 2005; Salazar, 2013), siendo de

las principales dentro del sistema del operén.

Recientes investigaciones mencionan y definen genes de resistencia a metales, por
mencionar algunos: cromo, plata, cobre, cadmio, zinc, mercurio, niquel y arsénico. Estos han sido
ubicados dentro de plasmidos; gracias a estos descubrimientos, se devela la importancia de los
plasmidos en la elaboracion de diferentes tecnologias relacionadas a los metales mencionados, ya
que estos contienen informacion a nivel de genes capaz de ser transferida a otras células, misma
que puede conjugarse dependiendo de la necesidad de adaptacion de las células al medio que ha
sido contaminado con metales, siendo asi que ademas se puede utilizar esta capacidad para la

elaboracion de diferentes tecnologias, mencionado por (Garcia-Balboa, Costas, & Lopez Rodas,
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2012). Gracias a esto se corrobora la eficiencia de un plasmido al momento de modificar una
bacteria, con el fin de que las proteinas de este permitan a la bacteria modificada resistir diferentes

concentraciones de metales.

En general, las proteinas que otorgan resistencia a los metales son codificadas gracias a
determinantes genéticos mismos que se encuentran formando parte de los cromosomas, dentro de
ciertos elementos mdviles tales como los transposones o plasmidos, y muchas de las veces en los
dos. Cuando se refiere a resistencia a metales, esta es otorgada por determinantes plasmidicos, los
cuales presentan alta especificidad, que es comparada resultados que han sido codificados por
genes participan en procesos de metabolismo celular y también conforman, en algunas ocasiones,

sistemas inducibles. (Salazar, 2013)

6.2. Ensamblaje del plasmido

Se adquirio el pldsmido de la compafiia de Biotecnologia “Humanazing Genomics
©MACROGEN 1Inc.”, la cual lo ensamblé a partir de las secuencias de genes identificadas
mediante la electroforesis (merA, merT) incluyendo la secuencia de la proteina periplasmatica
(merP) para completar, ademas de luxA para generar la respuesta optica del sensor. Siendo el
resultado la sintesis genética descrito en la tabla 3.

Tabla 3.

Caracteristicas de la Secuencia del Plasmido
Tamanfo del Gen 1,377 bp
GC % 49.15%

Nota. Datos obtenidos de la descripcion técnica del plasmido descritos por (MACROGEN Inc, 2018)
El resultado del ensamblaje de las secuencias de genes produjo un plasmido con tamafio de

1,377 pb y un porcentaje de G+C de 49.15%.
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6.2.1. Vector: pTOP_Blunt V2

pTOP Blunt V2
3807 bp

Figura 5. Mapa esquematico del plasmido pTOP Blunt V2 (3807) Una molécula de topoisomerasa (TOPO) se

acopla covalentemente a los 3 extremos diplex en las posiciones nt 294 y 295 de pTOP Blunt V2. Por lo tanto.

pTOP Blunt V2 puede formar un enlace covalente con productos de PCR de los extremos finales mediante Pfu DNA

polimerasa. Fuente: (MACROGEN lInc, 2018)

6.2.2. Caracteristicas del plasmido:

Promotor / operador Lac: 95-216

Sitio de union del cebador inverso M13: 205-221
LacZ ORF: 217-534

MCS, sitios de clonacion multiple: 234-357

M13 (-20) Sitio de unién de cebador directo: 391-406
ccdB ORF: 544-846

Gen Kanr: 1057-1989

Gene Amp: 2007-2867

origen de pUC: 3012-3685

Fuente: (MACROGEN Inc, 2018)

6.3. Electroporacion-Expresion

Habiendo culminado el proceso de incubacion, posterior al de electroporacion, se verifico

la presencia de cepas transformadas en base a la expresion de coloracién blanca gracias al X-Gal,

en base a esto (Serrano-Rivero, Hernandez-Garcia, & Fando-Calzada, 2013) detalla dentro del
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procedimiento utilizado en su investigacion, que el tiempo ideal de incubacidon a fin de presenciar
la existencia de colonias es de 24 horas. A pesar de esto, la experimentacion realizada para la
presente investigacion determind que el tiempo ideal en el cual se generan UFC es de 48 horas,
esto debido al estrés generado por el proceso al que se somete a las bacterias para su transformacion
el cual incluye ademas de la transformacion genética, altos voltajes y bajas temperaturas; causando
un alto estrés a las mismas, por lo cual el tiempo de estabilizacidén es mayor. Eso corroborado por
(Salvucci, 2010) el cual afirma que el tiempo de desarrollo de las células estd relacionado
directamente a las condiciones genéticas, de ambiente, de nutricion y tratamientos sometidos al
cual se somete a las células durante la experimentacion con las mismas, siendo estos los factores

que alteran el tiempo en el que las bacterias pueden generar colonias.

Se seleccionaron tres colonias formadas por biosensores, a las que se probd su tolerancia a
mercurio, esto se realiz6 mediante siembra en un medio de cultivo con diferentes concentraciones

de metal.

Figura 6 Cepas transformadas mediante Electroporacion. Fuente: Santacruz, M. 2018 (Autor)

Se sembro los biosensores bacterianos en medios de cultivo de agar LB con adicién de
diferentes concentraciones de mercurio las cuales fueron: Oppm; 0,006ppm (limite maximo
permisible para el consumo humano segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1108); 0,012ppm;
0,024ppm; 0,048ppm. Mediante las concentraciones mencionadas se realizd el ensayo de
efectividad del biosensor, comprobandose su resisntencia y cuantificandose la respuesta Optica del

mismo ante la interaccion con el metaloide en el medio. La investigacion de (Saénz & Nevarez,
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2010) postula la sensibilidad de expresion, regulacién génica y una medicion simple de la

expresion del gen luciferasa.

Figura 7 Expresidn del biosensor a diferentes concentraciones de mercurio Fuente: Santacruz, M. 2018 (Autor)

La evaluacion cualitativa del biosensor a las diferentes concentraciones de mercurio
(Figura 7) demostrd que existe variacion entre las intensidades de luminiscencia entre
concentraciones, siendo que medida que aumenta la concentracion la intensidad de luminiscencia

disminuye y en las concentraciones mas altas se nota cierta opacidad.

En la investigacion realizada por (Nunes-Halldorson & Duran, 2003) analizan la accién del
gen lux dentro del desarrollo de biosensores de células completas que tienen una amplia gama de
aplicaciones ambientales. Estas aplicaciones incluyen la construccion de biosensores para la

deteccion de contaminantes, incluyendo en esta la medicion de la concentracién del contaminante.

Adicionalmente (Chatterjee & Meighen, 1995) describen la accion de bacterias
bioluminiscentes las cuales se han modificado genéticamente, a fin de colocar una construccion
génica lux bajo el control de un promotor inducible, resultando asi en biosensores que pueden ser

extremadamente Utiles en estudios de biorremediacion.
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(Hastincterags & Nealson, 1981) desarrollaron un bioensayo para evaluar la
biodisponibilidad de naftaleno y salicilato en suelos contaminados. Utilizaron la bacteria
genéticamente modificada Pseudomonas fluorescens HK44 que porta el plasmido informador nah-
lux capaz de degradar tanto salicilato como naftaleno, demostrando la aplicacién util de un

promotor para la induccion de la expresion de luminiscencia de los biosensores.

Del mismo modo, (Selifonova, Burlage, & Barkay, 1993) construyeron un biosensor
usando fusiones del operdn de resistencia al mercurio Tn21 (mer) con luxCDABE. Este biosensor
mer-lux demostrd la deteccidén semicuantitativa de Hg (11) inorganico en agua natural en el rango
de 0.1 a 200 ppb, siendo asi que hay registros de la eficacia de la elaboracién del plasmido con
genes mer-lux para la identificacion de diferentes concentraciones y que ademas las

concentraciones estudiadas por Selifonova, et al concuerdan con las de la presente investigacion.

6.4. Analisis cuantitativo en Espectrofotometro de Microplacas EPOCH vy
Espectroscopia de Absorcion Atémica

Una vez determinada la viabilidad del biosensor mediante la expresion cualitativa, se
procedid a la cuantificacion de las concentraciones a las cuales fue expuesta la cepa de Escherichia
coli transformada, misma que fue expuesta a diferentes concentraciones del metaloide por
triplicado a fin de obtener un valor promedio de concentracion real. Los resultados descritos en la
tabla 4, demuestran una estrecha diferencia entre la concentracion tedrica y las obtenidas por medio
de la cuantificacion de la absorbancia de los diferentes métodos, generando ademas un error

promedio de 0,52% entre los métodos.

Tabla 4.
Cuantificacion de mercurio (absorbancia y concentracion) mediante Espectrofotémetro de microplacas
EPOCH y Espectroscopia de Absorcion Atdmica en Generador de Hidruros

Concentracion

Copgentracién absorbancia Real - EAA Absorbancia Concentracion Real- % Error
Teorica (ppm) EAA (bpm) EPOCH EPOCH (ppm)
0.006 0.281 0.0058 0.180 0.0057 2.285
0.012 0.356 0.0117 0.210 0.0118 -0.934
0.024 0.507 0.0234 0.266 0.0230 1.474
0.048 0.809 0.0468 0.384 0.0471 -0.767
Error Promedio 0.515

Nota. Datos obtenidos por andlisis en laboratorio por Santacruz, M. 2018 (Autor)
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La valoracion de las muestras demostro la relacion directamente proporcional entre los
valores de la absorbancia y la concentracion, para corroborar la relacion se realizo el grafico de
tendencia elaborado en base a los datos obtenidos mediante Espectrofotometro de microplacas
EPOCH (figura 8) y Espectroscopia de Absorcion Atdmica (figura 9). Siendo asi que el coeficiente

R?, en los dos andlisis graficos resultd en 1.

EPOCH
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Figura 8 Linea de tendencia de Absorbancia de diferentes concentraciones de mercurio medidas por
Espectrofotdmetro de microplacas EPOCH. Fuente: Santacruz, M. 2018 (Autor)
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Figura 9 Linea de tendencia de Absorbancias y Concentraciones de mercurio medidas por
Espectroscopia de Absorcion Atomica. Fuente; Santacruz, M. 2018 (Autor)
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6.5. Analisis estadistico

A fin de corroborar los datos obtenidos por los métodos cuantitativos, se aplico la
prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los datos, la prueba estadistica
para homogeneidad de varianza de Levene, se aplico un el analisis de varianza de un
factor y mediante esta se aplico la prueba de comparativa de Scheffe, debido a que no se
busca determinar la comparacion de efectividad de los tratamientos estudiados sino del
biosensor en si ante las diferentes concentraciones. Esto se lo realizd0 mediante el
programa estadistico STATISTIX 10.

6.5.1. Analisis de los datos de Absorbancia obtenidos por Espectrofotometro de
microplacas.

6.5.1.1. Gréfico de Distribucion Normal

Se aplico la prueba Shapiro-Wilk, para verificar la distribuciéon normal de los datos de
absorbancia obtenidos por Espectrofotometria de microplacas, estos datos generaron un valor P
(significancia) de 0,9823. A esto mediante lo descrito por (Spiegel, 1990) indica que existe
normalidad en los datos, basado en que para la aceptacion de normalidad el valor de la significancia
debe ser mayor a 0,05. Siendo esto comprobado por el grafico elaborado mediante el programa
estadistico STATISTIX versién 10.0.1 (figura 10) el cual evidencia la normalidad de los datos para

las diferentes absorbancias obtenidas en el analisis de las muestras de diferentes concentraciones.

Normal Probability Plot
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X o06- e =

R
AT
2 1 0 1 2
Rankits

Shapiro-Wilk W 0,9797 P(W) 0,9823 12 cases

Figura 10 Distribucién Normal de la Absorbancia por Espectrofotometria de microplacas. Fuente:
Santacruz, M. 2018 (Autor)
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6.5.1.2. Homogeneidad de Varianza

Se aplico la prueba de Levene para determinar la homogeneidad y confiabilidad de los
datos de absorbancia. Los resultados del analisis se detallan en la tabla 5.
Tabla 5.

Resultados de las pruebas de Homogeneidad de Varianza.

F P

Prueba de Levene 2,40 0,1431

Nota. Datos obtenidos por el programa STATISTIX 10 por Santacruz, M. 2018 (Autor)

Mediante lo mencionado por (Spiegel, 1990) se determina la homogeneidad de los datos,
dado que el valor de significancia obtenido P=0.1431 es mayor que el tipicamente utilizado en el
analisis de homogeneidad de varianzas que es de 0.05. Estos resultados y la comparacién muestran
que los datos presentan homogeneidad respecto del promedio total, a pesar de que los tratamientos
son de diferentes concentraciones, esto ademas se puede corroborar mediante la figura 11 en la
cual se muestra como los datos se distribuyen respecto de la linea promedio de la comparacién de

concentracidn versus absorbancia.

6.5.1.3. ADEVA

Se realiz6 un analisis de varianza de un factor para determinar la variabilidad en los datos
de absorbancia, obtenidos mediante Espectrofotometria de microplacas, al someter al biosensor a
las diferentes concentraciones de mercurio. Con la finalidad de corroborar la eficiencia del mismo,
mMas no una comparacion respecto cual de los tratamientos funciona mejor, puesto que el objetivo

de la investigacion es determinar la viabilidad del biosensor.
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Tabla 6.

Andlisis de Varianza

Valor
Origen de las Suma de Grados de critico para
variaciones cuadrados libertad F P F
584.4 1.0452E-09
Entre grupos 0.003005048 3 7 4.066
Dentro de los
grupos 1.37106E-05 8
Total 0.003018759 11

Nota. Datos Obtenidos por el programa STATISTIX 10 elaborado por Santacruz, M. 2018 (Autor)

El analisis de la tabla 6, mediante la comparacion del valor de F calculado de 584.47, con
el valor critico de distribucion F (0,05), considerando los grados de libertad entre grupos y dentro
de los grupos (Anexo 4), se determina el valor de 4.066. Con lo que se pude determinar gracias a
lo expuesto por (Spiegel, 1990) que al ser nuestro F calculado mucho mayor al valor critico se

demuestra que no existe igualdad entre las medias de las variables, siendo asi que se corrobora lo

analizado mediante la prueba de Levene.

6.5.1.4. Prueba de pares comparativos de Scheffe

Habiéndose corroborado que ante cada concentracion la media de absorbancia difiere para
cada tratamiento, se realiz6 la prueba de Scheffe con la finalidad de demostrar la eficiencia del

biosensor ante las diferentes concentraciones, recalcando que no se comparo la eficiencia de un

tratamiento sobre los otros debido a que el sistema actla dependiendo de la concentracion.

Tabla 7.

Resultado de la prueba de Scheffe

Tratamientos Promedio Grupo Homogéneos
T4 0.3843 A
T3 0.2657 B
T2 0.2103 C
T1 0.1803 D
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Nota. Datos obtenidos por el programa STATISTIX 10 elaborado por Santacruz, M. 2018 (Autor)

La tabla 7 muestra los promedios de absorbancia de cada tratamiento, mismos que se
comparan con la magnitud de la tabla para critico de distribucién F (Anexo 4) para los grados de
libertad obtenidos por el analisis de varianza que es de F=4.066 por lo que se evidencia que cada
tratamiento mantiene valores inferiores al critico por lo que (Spiegel, 1990) menciona que dados
los datos el mejor tratamiento seria el T4 de concentracion 800% (0.048ppm). A pesar de esto la
investigacion no busca comparar tratamientos sino que con lo expuesto por la teoria se corrobora,
gracias a los datos de T4 y que los demas tratamientos se encuentran bajo este valor critico, la

efectividad del biosensor.

6.5.2. Analisis de datos de Absorbancia obtenidos por Espectroscopia de
Absorcion Atomica

6.5.2.1. Gréfico de Distribucion Normal
De igual manera para los datos de absorbancia obtenidos por Espectroscopia de Absorcion

Atomica, se aplico la prueba Shapiro-Wilk a fin de verificar la distribucién normal de estos;
mismos que generaron un valor P (significancia) de 0,5376. Siendo asi que basados en lo ya
mencionado descrito por (Spiegel, 1990) se demuestra que a pesar de ser menor la significancia en
comparacion a los datos de absorbancia de los obtenidos mediante Espectrofotometro de
microplacas, la significancia es suficiente para determinar que existe normalidad en los datos,
basado en que para la aceptacion de normalidad el valor de la significancia debe ser mayor a 0,05.
En la figura 11 de se corrobora la distribucién normal de los datos de absorbancia que varian

dependiendo de las concentraciones del metaloide.

Normal Probability Plot
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Shapiro-Wilk W 09430 P(W)0,5376 12 cases

Figura 11 Distribucién normal de Absorbancia por Espectroscopia de Absorcion Atémica. Fuente:
Statistix 10 elaborado por Santacruz, M. 2018 (Autor)
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6.5.2.2. Homogeneidad de Varianza
De igual forma se aplicé la prueba de Levene de homogeneidad de varianza a los cuatro
tratamientos y sus respectivas repeticiones de los datos Obtenidos por Espectroscopia de
Absorcion Atomica. Los resultados del analisis se detallan en la tabla 8.
Tabla 8.

Resultados de las pruebas de Homogeneidad de Varianza

Homogeneidad de Varianza F P

Prueba de Levene 3.13 0.0873

Nota. Datos obtenidos por el programa STATISTIX 10 por Santacruz, M. 2018 (Autor)

Mediante los datos obtenidos mismos que demuestran que el valor P (nivel de
significancia) del andlisis de todas las variables es mayor a 0.05 por lo cual se corrobora la
homogeneidad y la confiabilidad de los datos obtenidos por Espectroscopia de Absorcidén Atémica,
que evidencia de igual forma que con el analisis de absorbancia del Espectrofotometro de

Microplacas mediante la figura 12, la cual muestra como los datos se distribuyen.

6.5.2.3. ADEVA

Asi mismo se realizé el anlisis de varianza de un factor para determinar la variabilidad en
los datos de absorbancia, obtenidos mediante Espectroscopia de Absorcion Atomica, al someter al
biosensor a las diferentes concentraciones de mercurio. Con la finalidad de corroborar la eficiencia
del mismo, y al igual que con el anterior metodo analizado no se busca la comparacion respecto
cudl de los tratamientos funciona mejor, puesto que el objetivo de la investigacidn es determinar

la viabilidad del biosensor.

Tabla 9.

Andlisis de Varianza

Origen de las Suma de Grados de F Valor critico
variaciones cuadrados libertad para F
P
Entre grupos 0.49051095 3 10838.22 9.00892E-15 4.066
4

Dentro de los 0.000120687 8
grupos
Total 0.490631637 11

Nota. Datos Obtenidos por el programa STATISTIX 10 elaborado por Santacruz, M. 2018 (Autor)
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El analisis de la tabla 9, mediante la comparacion del valor de F calculado de 10838.224,
con el valor critico de distribucion F (0,05), considerando los grados de libertad entre grupos y
dentro de los grupos (Anexo 4), se determina el valor de 4.066. Lo que determina gracias a lo ya
expuesto por (Spiegel, 1990) que al ser nuestro F calculado mucho mayor al valor critico se
demuestra que no existe igualdad entre las medias de las variables, siendo asi que se corrobora lo

analizado mediante la prueba de Levene y con lo analizado por el anterior método.

6.5.2.4. Prueba de pares comparativos de Scheffe

Habiéndose corroborado que ante cada concentracion la media de absorbancia difiere
parara cada tratamiento, se realizé la prueba de Scheffe con la finalidad de demostrar la eficiencia
del biosensor ante las diferentes concentraciones, recalcando que no se compard la eficiencia de

un tratamiento sobre los otros debido a que el sistema actla dependiendo de la concentracion.

Tabla 10.

Resultado de la prueba Scheffe

Tratamientos Promedio Grupo Homogéneos
T4 0.8088 a
T3 0.5071 b
T2 0.3569 c
Tl 0.2809 d

Nota. Datos obtenidos por el programa STATISTIX 10 elaborado por Santacruz, M. 2018 (Autor)

La tabla 10 muestra los promedios de absorbancia de cada tratamiento, mismos que se
comparan con la magnitud de la tabla para critico de distribucién F (Anexo 4) para los grados de
libertad obtenidos por el analisis de varianza que es de F=4.066 por lo que se evidencia que cada
tratamiento mantiene valores inferiores al critico por lo que (Spiegel, 1990) menciona que dados
los datos el mejor tratamiento seria el T4 de concentracion 800% (0.048ppm). A pesar de esto la
investigacion no busca comparar tratamientos sino que con lo expuesto por la teoria se corrobora,
gracias a los datos de T4 y que los demés tratamientos se encuentran bajo este valor critico, la

efectividad del biosensor.
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6.6. Socializacion

Se realiz6 la socializacion de la presente investigacion mediante exposicién a los alumnos
de quinto semestre de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de la carrera de Ciencias
Ambientales y Eco-Desarrollo, que cursan la materia de Microbiologia de su malla curricular.
Siendo un total de 22 estudiantes los que asistieron a la socializacion, se envié las respectivas
invitaciones (Anexo 5) a los diferentes docentes de la escuela, mediante la cual un docente

participo en la socializacion.

Las encuestas realizadas (Anexo 6) a los n= 23 asistentes, sobre su interés y el impacto de
la investigacion demostraron resultados satisfactorios, puesto que el 74% de asistentes
consideraron Muy Alto y 26% Alto respecto de si el tema posee relevancia para algin actor y/o
sector de la sociedad (figura 12), el 78% de asistentes consideraron Muy Alto y 22% Alto
consideran que esta investigacion posee perspectivas para estudios complementarios posteriores
(figura 13), el 74% de asistentes consideraron Muy Alto y 26% Alto considera que el tema
investigado genera actualmente o a futuro un beneficio concreto para alguna organizacion,
empresa publica o privada, comunidad o institucion (figura 14); y el 87% de asistentes
consideraron Muy Alto y 13% considera que los objetivos de la investigacion se cumplieron (figura
16). (Anexo 6)

¢Considera Usted que el tema investigado posee
relevancia para algun actor y/o sector de la sociedad?

ALTO
26%

MUY ALTO
74%

= NULO = BAJO MEDIO ALTO = MUY ALTO

Figura 12 Gréfico de resultado para la pregunta de encuesta: ¢Considera Usted que el tema investigado posee
relevancia para algin actor y/o sector de la sociedad? Fuente: Santacruz, M. 2018 (autor)
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¢Considera Usted que esta investigacion posee
perspectivas para estudios complementarios posteriores?

ALTO, 22%

MUY ALTO, 78%

= NULO =BAJO = MEDIO ALTO = MUY ALTO

Figura 13 Gréfico de resultado para la pregunta de encuesta: ;Considera Usted que esta investigacion posee

perspectivas para estudios complementarios posteriores? Fuente: Santacruz, M. 2018 (autor)

¢Considera Usted que el tema investigado genera
actualmente o a futuro un beneficio concreto para alguna
organizacion, empresa publica o privada, comunidad o
institucion?

ALTO, 26%

MUY ALTO, 74%

= NULO =BAJO = MEDIO ALTO = MUY ALTO

Figura 14 Gréfico de resultado para la pregunta de encuesta: ;Considera Usted que el tema investigado
genera actualmente o a futuro un beneficio concreto para alguna organizacion, empresa publica o privada,
comunidad o institucion? Fuente: Santacruz, M. 2018 (autor)
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¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la
investigacion, considera Usted que éstos se cumplieron?

ALTO, 13%

MUY ALTO, 87%

= NULO = BAJO MEDIO ALTO = MUY ALTO

Figura 15 Gréfico de resultado para la pregunta de encuesta: ;En funcién de los objetivos planteados
expuestos en la investigacion, considera Usted que éstos se cumplieron? Fuente: Santacruz, M. 2018 (autor)

Se expuso, a fin de exhortar la importancia de la investigacion, el resumen general de la
misma. Exponiendo los impactos negativos producidas por el mercurio a nivel ambiental y, como
esta influye en la salud humanay el desarrollo de diferentes seres vivos. En base a esto se expuso
los beneficios de la implementacién de técnicas biotecnolégicas, en especifico de los biosensores,
en comparacion a otras técnicas predominantes actualmente para la cuantificacion y deteccion del
metaloide. Siendo asi que se resumio y explico la metodologia utilizada para la elaboracion del

biosensor y los resultados alcanzados por la aplicacion del mismo. (Anexo 7)
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1.Conclusiones

Mediante el estudio del comportamiento de Escherichia coli y la adecuacion de un
plasmido que le permita a esta bacteria generar una respuesta fisica ante el estimulo quimico de la

interaccién en un medio con mercurio la construccion de un biosensor es viable

La resistencia al mercurio es otorgada por los genes del operon mer que forman parte del
sistema de transduccién del biosensor. Las células estudiadas presentan genes merT que otorga

resistencia membrana y merA también conocida como mercurio reductasa.

El proceso de electroporacion permite la transformacién de la cepa de Escherichia coli, en
biosensor, siendo el indicador el compuesto X- Gal dada la interaccion de esta cepa con el medio
de Agar LB.

El biosensor bacteriano tiene la capacidad de cuantificar las concentraciones de mercurio
desde 0,006 ppm hasta 0,048 ppm, concentraciones estudiadas, con un error de 0, 52% con respecto
a medicion de Espectroscopia de Absorcion Atomica, siendo asi que se puede aseverar que el
biosensor elaborado es efectivo para la deteccion de mercurio. Corroborando estos datos mediante

pruebas estadisticas.

Los datos de la socializacion demuestran gran relevancia del tema ante la comunidad
cientifica y el potencial de para la realizacion de estudios complementarios posteriores, de igual

manera el interés que genera el tema de investigacién demuestra su importancia en la actualidad.
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7.2. Recomendaciones

Estudiar el rango de capacidad del biosensor, mediante la realizacion de ensayos con mayor
numero de concentraciones, buscando la concentracion maxima y minima detectable por el
biosensor.

Cuantificar el tiempo de vida util del biosensor, se recomienda monitorear en lapsos de
tiempo la viabilidad del mismo.

Para determinar la viabilidad en campo del biosensor, es recomendable realizar ensayos en
laboratorio con muestras de agua que presenten concentraciones conocidas de mercurio, y evaluar
los resultados de la misma forma que la investigada.

A fin de corroborar la viabilidad de las proteinas presentes en el oper6n mer, se deberia
variar las combinaciones de los genes conocidos que componen el operén.

Respecto de viabilidad de la construccion del biosensor, se podria realizar una
investigacion que compare diferentes métodos de insercion de plasmido y como influye en la
viabilidad del biosensor.
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9. ANEXOS

Anexo N° 1 Principales propied

ades del Mercurio

Nombre Mercurio
NUmero atomico 80
Valencia 1,2
Estado de oxidacién +2
Electronegatividad 1,9
Radio covalente (A) 1,49
Radio ionico (A) 1,10
Radio atomico (A) 1,57
Configuracion electronica [Xe]4f*5d1%6s?
Primer potencial 10,51
de ionizacion (eV)

Masa atémica (g/mol) 200,59
Densidad (g/ml) 16,6
Punto de ebullicién (°C) 357
Punto de fusién (°C) -38,4
Descubridor Los antiguos

Fuente: (Gaioli, Amoedo, & Gonzales, 2012)

Anexo N° 2 Requisitos de caracteristicas de agua para consumo humano INEN 1108

™ Corresponde a 1a radiacion emitida por los siguientes radionucleidos: “Co, ™Sr, “Sr,

Esdtmoene!wedebeestueid«omresdudk:eqodembempommmoecodmde 30 minutos

______PARAMETRO UNIDAD Limite maximo permitido |
_aracteristicas fisicas e |
olor Unidades de color aparente 15 |
(Pt-Co) ’
urbiedad NTU iy om0 1
lor — no objetable |
Sabor — no objetable {
Inorganicos |
Antimonio, Sb mg/l 0,02 |
Arsénico, As mag/l 0,01 |
Bario. Ba mg/l 0.7 |
Boro, B mg/l 24 |
Cadmio, Cd mg/l 0,003 |
Cianuros, CN’ mg/l 0.07 \
Cloro fibre residual® mg/l_ 03a15"7
Cobre, Cu mg/l 2,0 |
iCromo, Cr (cromo total) mg/l 0.05 \
Nitratos, NO;__ mg/l 50
Nitritos, NO2' ma/l 3.0 {
Plomo, Pb mg/l 0.01 \
E.asﬁesi_@n totala * _Bg/l 0.5 |
adiacion total g ** Bg/l 10 [
Selenio, Se mg/l 0.04 \
* Corresponde a |a radiacion emitida por los siguientes radionucleidos: “"Po, “*Ra, “"Ra. ““Th. ""u. "u, Py \
]

Ra

Fuente: (INEN, 2014)

', ", cs, WCs, TP



Anexo N° 3 Soluciones utilizadas

Lysozyme Digestion Buffer (25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 2.5 mM EDTA, 1%
Triton)

Tris-HC1 25 mM................ 0,393 g

EDTA2S5mM.................. 0,093 g

Triton 1%..ccccceeevveeeeae... 1 ml

Agua destilada.................. Aforar a 50 ml
TE Buffer (10 mM Tris-HCL, pH 8.0, 0,01 mM EDTA)

Tris-HC1 10 mM............... 0,0393 g

EDTA 0.0l mM................ 0,9 mg

Agua destilada.................. Aforar a 25 ml
Solucioén stock de acrylamida/bisacrilamida al 10%

Acrylamide al 40%.............. 25 ml

Bis —acrylamide al 2%........... 16,5 ml

TBE 10X....ciiiiiiiiiien, 5ml

Agua destilada..................... Aforar a 100 ml
Solucioén stock de acrylamida/bisacrilamida al 40%

Acrylamide....................... 38,93 ¢

Bis —acrylamide.................. 1,07 ¢

Agua destilada.................... Aforar a 100 ml

TG-SDS (1X) (0, 025 M Tris-HCI; 0, 192 M Ticina; 0, 1% SDS)

Tris-HCL 0,025 M.............. 0,3939 g

Ticina 0, 192 M................. 3,44 ¢

SDS 0,1% .ovvveiiiii, 0,1g

Agua destilada.................... Aforar a 100 ml

Solucion stock del gel de Agarosa al 2%

Agarosa.........ooeviiiiiiiiin... 2g

TAE 1X ..o, Aforar a 100 ml

Diamond™ Nucleic.............. 5 pub

Acid Dye
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Anexo N°4 Tabla de Valores Criticos para F (0,05)

Tabla D.9: VALORES CRITICOS DE LA DISTRIBUCION F (0,05)

&rea a la derecha del valor critico = 0,05 . N B AL B T P
r0.05
Grados de | et N

g.di 1 2z 3 s s & 7 s k] 1a 11 12 13 14 s g.d.l

1 161,48 199.5 2157 2246 230,2 2330 2358 238,9 240,% 2419 2a3,0 2439 2487 2354 2459 1

2 18,513 19,000 19,164 19,247 19,256 19,330 19,353 19,371 19,385 19,396 19,405 19,413 19,419 19,424 19,429 2

3 10,128 9,552 9,277 9,117 9,013 8,941 8887 X 8,812 8,786 8,763 8,748 8,729 8,715 8,703 3

a 7.709 6,934 6,591 6388 6,256 6,163 5,093 6,041 5,999 5,963 5,936 5,912 5,891 5,873 %858 a

s 6,608 5,786 5,409 5,192 5,050 4,550 <876 4,818 4,772 &,735 4,708 4,678 2,655 4,636 4,619 .

& 5987 5,143 4,757 4,534 2,387 4.28a 2,207 4,147 4, 2,060 4,027 4,000 3976 3,955 3,538 5

7 5,591 4,737 4,347 4,120 3972 3,866 3,787 3,726 3677 3,627 3,603 3,575 3.5%0 3,529 3,511 7

a8 5318 4,459 4,066 3,838 3,687 3,581 3,500 3,438 3,388 3,347 3,313 3,283 3.2%9 3,237 3,218 8

= 5,117 2,256 EN-T 3,633 3,482 3,374 3,293 3,230 3,179 3,137 3,102 3,073 3,048 3,025 3,006 9

10 4,965 4,103 3,708 3478 3,326 3,217 3,138 3,072 3,020 2978 2,943 2,513 2887 2,865 2,845 10

§ 11 4,843 3,982 3,587 3,357 3,204 3,09% 3,012 2,948 2,896 2,853 2,818 2,788 2,761 2,739 2,719 11

- 12 4747 3,885 3,490 3,259 3,106 2,996 2,913 2,845 2,796 2,753 2,717 2,687 2,660 2,637 2,617 12

§ 13 4,667 3,306 3,411 3,179 3,025 2,915 2832 2,767 2,714 2,671 2,63% 2,604 2,577 2,553 2,533 13

14 4,600 3,739 3,344 3,112 2,958 2,838 2,763 2,659 2,636 2,602 2,565 2,53a 2,507 2,484 2,463 14

o 15 4,533 3,682 3,287 3,05 2,501 2,790 2,707 2,641 2,588 2,533 2,507 2,478 2,438 2,424 2,403 15
T

= 16 4,493 3,634 3,239 3007 2,852 2,781 2,657 2,591 2,538 2,498 2,456 2,425 2,397 2,373 2,352 16

= 17 4,451 3,592 3,197 2,965 2,810 2,699 2,612 2,538 2,493 2,450 2,413 2,381 2,353 2,329 2,308 17

18 4,418 3,555 3,150 2,928 2,773 2,661 2,577 2,510 2,456 2,412 2,374 2,342 2,314 2,290 2,269 18

s 19 4,381 3,522 3,127 2.89% 2,740 2,628 ¥ 2,477 2,423 2,378 2,340 2,308 2.280 2,256 2,234 19

P 20 4351 3,453 3,098 2866 2,711 2,599 2,514 2,447 2,393 23a8 2,310 2,278 22%0 2,225 2,203 20

21 4.32% 3,467 3,072 2,840 2,68% 2,573 2,488 2,420 2,366 2,321 2,283 2,250 2222 2,197 2,176 21

g 22 4,301 3,443 3,049 2817 2,661 2,549 2,463 2,397 2,342 2,297 2,259 2,226 2,198 2,173 2151 22

> 23 4279 3,422 3028 2,795 2,640 2,528 2,442 2,37% 2,320 2,278 2,236 2,204 2,178 2,150 2128 23

24 4260 3,403 3,009 2,776 2622 2,508 2,423 2,385 2,300 2,255 2,216 2,183 2,155 2,130 2,108 24

25 4,282 3,385 2991 2,759 2,603 2.as0 2,405 2,337 2,232 2,238 2,198 2,185 2,136 2,211 2,089 25

26 4,225 3,369 2,575 2,743 2,587 2,474 2,388 2,321 2.26% 2,220 2,181 2138 2,119 2,094 2,072 26

27 4,210 3,353 2,960 2,728 2,572 2,459 2,373 2,305 2,250 2,208 2,166 2,132 2,103 2,078 2,056 27

28 4,196 3,330 2,947 2,714 2,558 2,448 2.3%9 2,291 2,236 2,190 2,151 2,118 2,089 2,064 2,041 28

29 Q183 3,328 2,934 2,701 2,545 2,432 2,345 2,278 2,223 2,177 2,138 2,104 2,075 2,050 2,027 29

30 4,171 3,316 2,922 2,690 2,534 2,421 2333 2,266 2211 2,165 2,126 2,092 2,063 2,037 2,015 30

31 4,160 3,305 2,911 2,673 2,523 2,409 2323 2,255 2,199 2,153 2,114 2,080 2,051 2,026 2,003 31

3z 4,143 3,29% 2,901 2,668 2,512 2,399 2,313 2,244 2,189 2,142 2,103 2,070 2,040 2,01% 1,592 32

33 4,139 3,28% 2,892 2,659 2,503 2,389 2,303 2,23% 2179 2,133 2,093 2,060 2,030 2,004 1,982 33

34 4,130 3,276 2,883 2,650 2,494 2,380 2293 2,22% 2,170 2123 2,084 2,050 2,021 1,995 1,972 34

as 4,121 3,267 2874 2,641 2,485 2,372 2.28% 2,217 2181 2,118 2,075 2,081 2,012 1,986 1,963 as

<0 3,085 3,232 2,839 2,606 2,4a9 2,336 2,249 2,180 2,124 2077 2,038 2,003 1,978 1,938 1,924 a0

50 4,001 3,150 2,758 2,525 2,368 2,253 2,167 2,097 2,050 1,993 1,952 1,917 1.887 1,860 1,836 80

80 3,960 3,111 2,719 2,329 2,214 2,126 2,056 1,599 1,951 1,910 1,87% 1,845 1,817 1,791 8o

30 3947 3,098 2,706 2473 2,316 2,201 2,113 2,043 1,586 1,938 1,857 1,881 1,830 1,803 1,779 £

100 3,936 3,087 2,696 2,463 2,305 2,191 2,103 2,032 1.97% 1,927 1,885 1.850 1,819 1,792 1,768 100

120 3,920 3,072 2,680 2,447 2,290 2,17% 2,087 2,016 1,959 1,910 1,869 1,834 1,803 1,775 1,750 120

Int. 3841 2,996 2,605 2,372 2,214 2,099 2,010 1,938 1,880 1,831 1,789 1,752 1,720 1,692 1,666 int.



Anexo N° 5 Invitacion

UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE IBARRA

ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

Le extienden la mds cordial Invitacién a la socializacién del frabajo de invesfigacién:
SCONSTRUCCION DEL BIOSENSOR FARA DETECTAR MERCURIO EN AGUA POR APLICACION TECNOLOGICA DE LA PUCE-SI™
Guye autor es el sefior Marco Antonio Santacruz Pozo, de la carrera de Ciencias Ambientales y Eco Desarrollo
Fecha: 17 de Octubre del 2018
Lugar: Laboratorio de Biotecnologia de la ECAA

Hora: 14:00

RESUNEN

Se construyo un bicsensor cuyo objetivo es comprobar Ia presencia de mercurio en agua. Esto gracias al mecanismo del
biosensor, el cual mediante el estimulo quimico que genera €l contacto con &l mercurio en el medio en el que se encuentra
el biosensor, su sistema transforma este estimulo en una respuesta fisica, que en el caso de esta investigacion es la
bioluminiscencia. Siendo asi que la construccion de este biosensor es un metodo efectivo para la deteccion del medaloide
en diferentes concentraciones.
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Anexo N° 6 Formato de Encuesta

FT% Pontificia Universidad

Catolica del Ecuador

ESCUELA CIENCIAS AGRICOLAS ¥ AMBIENTALES
AEEA DE VIRCLILADICNS 0 L& COWNUNDAD

PROCESO DE SOCIALIZACION DE INVE STIGACION

B dguienite custionoris Ros DeTRiEnd Implerentar meloros corsianies en los processs de seclolimacisn [
die frabales de FevEstgocdn, par fover Ragonos llkgar sus comantanss v sugenenchs:

HOTA IMFOETAMTE: For foyor contestia [O8 preguntas sagon b sipuknte asoakas
5 MUY ALTO 7 & ALTD [/ A MEND S Z.2A1D / 1.HULD

DETALLE DE VALOEATCIDN
OEGAMIZACICON DEL EVENTD DE SO{CLALILA CION:

has comodidades necesarlosT
T LConsldero I9ed que & raleiol audicveool oilzado e 18
presenbaciin fue odecunsn T

x Tt
-'-! ;m Tshed que <l m-unnrn ﬂnl audiorks por porfe oel expasicr s
adecwsdo?

5. tLonsidero Ustad que & EXpoEhor d-nmm'm'.'- Tocilidad de sxpresion s

para

ulnﬁn acrhod yio sector dnlu s::-:hl:lud?

. peonsldero Usted que eifo vestigacikan poses pespeciiaas gara
eshudios complemenhardas posterloras?

[ B. :rConsidero Dsed que & emo Fvesigodo genera aciualmenie o o
Poture un baneficly concredo para alguna crgonkzoclén, cmpresa
pibllca o priveda, comunicod o Insiheclén?

W LEm uncCion o o ooleiives panieooos eXpUesios n 1o Iy esigacior,
considera Usted que dsios se cmprlnr-un?

[ RO 43 i LCIS DRGARITIADCORES CE EX ERTO

POSEAM IMPORTANCIA FARA ALGFH ACTOR ¥/ SECTOR DE HUESTRA COLECTIVERAD

METITUCION U ORGAMIZACION & LA QAUE PERTEMECE EL
ENCLRESTAIDD

49



Anexo N° 7 Resultados de las encuestas

DETALLE DE VALORACION

16
14
12
10
8
6
4
z .
0 [ |
NULO BAJO MEDIO ALTO MUY ALTO
m1. (Considera Usted que la sala donde se desarroll6 este evento brindd las
comodidades necesarias?
m 2. ¢(Considera Usted que el material audiovisual utilizado en la presentacion fue
adecuadn?
EJECUCION DEL EVENTO POR PARTE DEL
EXPOSITOR
20
15
5 i
0 = . l
NULO BAJO MEDIO ALTO MUY ALTO

W 3. ¢Considera Usted que el expositor mostré dominio del tema?

M4, (Estima Usted que el manejo del auditorio por parte del expositor fue
adecuado?

m5. ¢Considera Usted que el Expositor demostré facilidad de expresion?
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MEDICION DE IMPACTO DE LA INVESTIGACION

30
20

EAmE

NULO BAJO MEDIO ALTO MUY ALTO

H6. (Considera Usted que el tema investigado posee relevancia para algun actor y/o
sector de la sociedad?

m7. ¢Considera Usted que esta investigacion posee perspectivas para estudios
complementarios posteriores?

m 8. ¢Considera Usted que el tema investigado genera actualmente o a futuro un
beneficio concreto para alguna organizacion, empresa publica o privada, comunidad

o institucién?
9. ¢En funcidn de los objetivos planteados expuestos en la investigacion, considera

Usted que éstos se cumplieron?
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Anexo N°8 Listado de Asistentes
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Anexo N°9 Evidencia Fotogréafica de la Socializacion

& Antecedentes

- -
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