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Resumen

El arsénico es un semimetal que tiene la capacidad de formar diversos compuestos organicos
e inorganicos, siendo muy toxico su forma inorganica. En la actualidad existen diversos métodos
para la cuantificacion de arsénico en agua, como por ejemplo: Espectroscopia de Absorcion
Atomica, Kits comerciales, entre otros; los cuales poseen un alto poder de resolucion, sensibilidad y
reproducibilidad, sin embargo puede ser costosay de dificil operacion. Los biosensores bacterianos
surgen una como alternativa economicamente mas accesible, con mediciones potencialmente
rapidas. El presente estudio tuvo como objetivo la elaboracion de un biosensor bacteriano para la
deteccidén de Arsénico utilizando la bacteria Escherichia coli modificada. Esta cepa transformada
tiene insertado el plasmido pTOP Blunt V2, el cual confiere resistencia a la ampicilina, para la
realizacion del plasmido fueron sintetizados los genes de luminiscencia y de resistencia al arsénico.
Se utilizé la técnica de Electroporacion para la trasformacion y recombinacion de células, las cuales
fueron sometidas a impulsos eléctricos controlados, posterior a ello, se cultivé en agar LB y se
sometio a pruebas de tolerancia de arsénico a concentraciones de 0; 0,01; 0,02; 0,04 y 0,08ppm
como unica fuente de energia. Se determin6 la absorbancia de arsénico por metodologia de
Espectrofotdmetro de microplacas EPOCH y Espectroscopia de Absorcién Atomica (EAA), dando
como resultado la ecuacion: y = 0,0005x + 0,1526 de la curva con un R? = 0,9975 con diferentes
absorbancias y concentraciones. Finalmente, Se pudo tener un biosensor competente para medir
concentraciones de As de 0,01 a 0,08ppm con un error de 2,8% con respecto a medicion de EAA.
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Abstract

Arsenic is a semimetal that has the ability to form various organic and inorganic compounds, its
inorganic form being very toxic. At present there are several methods for the quantification of arsenic
in water, such as: Atomic Absorption Spectroscopy, commercial Kits, among others; which have a
high power of resolution, sensitivity and reproducibility, however it can be expensive and difficult to
operate. Bacterial biosensors emerge as an economically more accessible alternative, with potentially
rapid measurements. The objective of this study was the development of a bacterial biosensor for
the detection of arsenic using the modified Escherichia coli bacterium. This transformed strain has
inserted plasmid pTOP Blunt V2, which confers resistance to ampicillin, for the realization of the
plasmid the luminescence and arsenic resistance genes were synthesized. The Electroporation
technique was used for the transformation and recombination of cells, which were subjected to
controlled electrical impulses. Subsequently, it was cultured on LB agar and subjected to arsenic
tolerance tests at concentrations of 0; 0.01; 0.02; 0.04 and 0.08ppm as the sole source of energy.
The absorbance of arsenic was determined by EPOCH microplate spectrophotometer methodology
and Atomic Absorption Spectroscopy (EAA), resulting in the equation: y = 0.0005x + 0.1526 of the
curve with R? = 0.9975 with different absorbances and concentrations. Finally, it was possible to
have a competent biosensor to measure As concentrations from 0.01 to 0.08ppm with an error of
2.8% with respect to EAA measurement.

Key words: Bacterial biosensor, Arsenic, Escherichia coli
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Introduccion

El agua es un recurso natural indispensable para el desarrollo de la vida en la tierra. Por
eso el tema de contaminacion de este recurso hidrico se ha vuelto de gran interés a nivel mundial.
(ATSDR, 2007). Actualmente en nuestro pais existe un incremento de contaminacion al agua debido
a varios motivos, por ejemplo, la explotacién minera tanto de forma artesanal como a mayor escala,
siendo las mineras artesanales las que mas contaminacion de metales pesados aporta al ambiente
debido a la falta de control. (Legarreta, 2015)

Las mineras tienen impactos negativos al medio fisico, debido a lainstalacion de la maquinaria
necesaria para el cumplimiento de la misma, que destruyen zonas de la naturaleza, como por ejemplo
causa un cambio a la vista del paisaje, también emite material particulado y gases, vertiendo acido
de mina y lixiviados contaminantes sin control como por ejemplo el arsénico. Este metaloide es
muy téxico en su forma inorganica. Su mayor amenaza para la salud publica reside en la utilizacion
de agua contaminada para beber, preparar alimentos y regar cultivos alimentarios. El arsénico es
una de las 10 sustancias quimicas que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera mas
preocupantes para la salud publica y el ambiente. (OMS, 2016)

En la actualidad existen diferentes técnicas convencionales para la deteccion y cuantificacién
de arseénico, las cuales pueden llegar a ser muy costosas y algunas pueden ser toxicas para el ser
humano. Una de estas técnicas es la Espectrometria de Absorcion Atomica, esta técnica analitica
es una de las mas utilizadas, debido a su alta sensibilidad y poder de resolucion. (Metalyser, 2013).
No obstante, esta técnica no permite la identificacion de los estados de oxidacion ni complejos.

Otras técnicas con “kits” comerciales son: El Arsen- test (Merck), esta técnica trabaja con
concentraciones entre 10 pg. I' y 100 pg. I’ Sin embargo, produce gas de arsina durante su
desarrollo. El Hach es otra técnica que permite la deteccion de arsénico, este posee una gama de
colores mas amplia, trabaja con concentraciones entre 10 y 70 uyg.L, atrapa el gas arsina que se
produce en una determinacion mediante los tubos de reaccion que tiene la tapa. (Erickson, 2003).

En la actualidad, existen nuevas tecnicas biotecnologicas que permiten la creacion de nuevas
alternativas con mayor exactitud, precision, facilidad de uso, adecuada para trabajar en campo, mas
rapida y de bajos costos, como son los biosensores bacterianos, microorganismos modificados que
pueden detectar arsénico en agua, sin la generacion de productos toxicos al ambiente. (Microlab
Industrial, 2015).

Existen estudios previos donde han elaborado biosensores para la deteccion de arsénico
tomando muestras en diferentes fuentes de abastecimiento de agua, por ejemplo, se citara a
continuacion algunos casos:

e OliverValenzuela, (2010) realiz6 una evaluacién de arsénico en agua empleando biosensores
microbianos en México, utilizando la bacteria E. coli por medio de técnicas que permiten la
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cuantificacion de arsénico en muestras de agua. Se utilizé cepas transformadas de cepas
de E. coli pMV132-arsR-ABS y E. coli pJAMA-arsR-ABS las cuales tienen insertado un
plasmido que le concede una resistencia a la ampicilina, codificado para la 3- galactosidasa
y luciferaza respectivamente. Determinando las condiciones 6ptimas de operacion en base
a una serie de modificaciones a métodos por Stocker y Van Der Meer, posteriormente evaluo
estos métodos junto con EAA y Wagtech Arsenator digital mediante un analisis estadistico,
donde encontré que el EAA y Wagtech Arsenator tiene un intervalo de trabajo amplio, una
mayor sensibilidad, y en comparacién con otros biosensores probados no tiene ningun efecto
matriz. (Valenzuela, 2010)

Wackwitz, (2008) junto con sus comparnieros, realizaron un estudio sobre la Calibracion interna
de bioensayos de arsenito con la utilizacion de multiples lineas de células bioreportadoras,
utilizando diferentes Escherichia coli que expresan citocromo o B-galactosidasa que fueron
construidos tras la induccioén de arsenito. Dando como resultado una produccion de sefal
con varias intensidades en la misma concentracion de arsenito, lo que les permitio utilizar
combinaciones de lineas celulares para definir la concentracion de arsenito gamas, en las
cuales no dieron sefales cualitativas en una o mas lineas celulares. (\Wackwitz, et al., 2008)

Stocker, junto con sus comparieros, en una publicacién que realizaron en el 2003, sobre un
desarrollo de un conjunto de Biosensores bacterianos para la rapida y Cuantitativa Medicion
de arsenito y arsenato en agua potable, donde utilizaron el mecanismo de resistencia natural
de E. coli de un laboratorio no patégena contra el arsenito y el arseniato, con tres proteinas
reporteras: la luciferaza bacteriana, la--galactosidasa y la Proteina Verde Fluorescente
(GFP). Dando como un resultado que el sistema mas cuantitativo expresé la luciferaza
bacteriana, siendo la proteina informadora, la cual respondi6 proporcionalmente a rangos de
concentraciones mas altas. ( Stocker, et al., 2003)

Por esta razon se propone realizar biosensores por medio de la aplicacién de tecnologia de

los laboratorios de la PUCE — Sl, utilizando la bacteria Escherichia coli modificada la cual es capaz
de detectar la presencia de arsénico en un medio liquido.

Métodos

Esta Investigacion experimental se realizé en el laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de

Ciencias Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad Catoélica Sede Ibarra.

Para el analisis de las variables de absorbancia se utilizé una estadistica no paramétrico de

Kruskal Wallis. Para la determinacion de las variables dependientes, independientes y obtencion
de resultados de la presente investigacion se realizé varios pasos que se describe a continuacion:

Elaboracion del Plasmido

Para la elaboracion del plasmido se buscé las secuencias de los genes: Luminiscencia (permite

24



la emisién de luminicencia), resistencia al arsénico (forma un complejo con la actividad de bombeo
para poder expulsar el arsenito), (Marrero, Diaz, & Coto, 2010) en NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Posteriormente se envi6 a MACROGEN Inc Korea las secuencias para
la sintesis de las mismas, dando como producto al plasmido pTOP Blunt V2.

Transformacion bacteriana por el Método Fisico de Electroporacion

Se prepard Agar LB Luria Bertani - BD® LB Agar, Miller para proporcionar los nutrientes
necesarios para el crecimiento y conservacion de las bacteria Escherichia Coli. Se dejé en reposo
el agar LB hasta que alcance una temperatura de 37°C (6ptima) para poder colocar la ampicilina
(Ampibex 250 mg Ampicilina life). Una vez solidificado el agar en las cajas Petri se coloc6 de X-Gal
(Thermo Scientific™) en cada una, y se dejo en la Incubadora (Thermo Scientific™) por 1 hora a
una temperatura de 37° C.

Se realizé la trasformacion de las células siguiendo el protocolo de Neon Transfection
System (Thermo Scientific™). Una vez transformadas las células, se coloc6 en un tubo falcom las
células transformadas y se adicioné 1ml de S.0O.C. Medium (Thermo Scientific™), y se puso en
Incubadora Shaking NB-205L N_BIOTEK® a 37° C, 225 rpm, por una hora. Se dispens6 de 100 —
300 pL de la mezcla en las cajas Petri, esto se dejo dos dias en la Incubadora (Thermo Scientific™)
a37° C.

Preparacioén del biosensor a diferentes concentraciones

Se inoculo en caldo LB (Luria Bertani) ® cepas bacterianas de E.coli transformada con As a
diferentes concentraciones: Oppm; 0,01ppm (limite maximo permisible para el consumo humano);
0,02ppm; 0,04ppm y 0,08ppm, después de 24 horas de incubacion se colocoé en un transiluminador
UV LabNet™ Inc para poder visualizar la luminiscencia.

Finalmente se realiz6 el andlisis de Arsénico por metodologia de Espectrofotometro de
microplacas EPOCH a una absorbancia de 550 nm y por metodologia de EAA (Espectroscopia
de Absorcion Atomica), para lo cual se trabajé con el espectrofotometro de Absorcién Atomica
SensAA® de GBC Scientific Equipement. Debido a la naturaleza del metaloide se utilizé la técnica
de absorcién atémica (GFAAS) por medio del Sistema 5000 Horno de Grafito GBS.

Resultados y Discusion

Elaboracion del Plasmido

Elplasmido se obtuvo tras elenvié de secuencias de genes previamente identificadas y seleccionadas
a la empresa ©MACROGEN Inc, dando como resultado al plasmido pTOP_Blunt_V2:

e Vector: pTOP_Blunt_V2
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Figura 1. Mapa esquematico del plasmido pTOP Blunt V2
Fuente: (MACROGEN Inc, 2018)

Caracteristicas del plasmido:

El sitio del promotor Lac esta ubicado en: 95-216, los sitios de clonacion multiple son: 234-357.
El Gen de resistencia a la kanamicina (Kanr) esta ubicado en: 1057-1989, mientras que el gen de
resistencia a la Ampicilina (Amp) se encuentra en: 2007-2867. Los sitios de origen de pUC son:
3012-3685. (MACROGEN Inc, 2018)

Transformacion bacteriana

A partir de las muestras electroporadas, las cepas presentaron un color blanco, indicando que
las células fueron trasformadas. Una vez identificadas, 3 colonias fueron sometidas a pruebas de
tolerancia al arsénico mediante la siembra en medio de cultivo a diferentes concentraciones como
unica fuente de energia.

Figura 2. Cepas Transformadas por método de electroporacién

Fuente: Autora

Los biosensores bacterianos fueron expuestos a diferentes concentraciones del metaloide:
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Oppm; 0,01ppm (limite maximo permisible para el consumo humano segun la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 1108); 0,02ppm; 0,04ppm y 0,08ppm; para poder evaluar la capacidad de
detectar arsénico. Los ensayos se determinaron por la presencia de Luminiscencia, presentes a las
24 horas. Dwivedi (2016) menciona en su investigacion que la actividad luminiscente del gen de la
luciferasa proporciona una medicion simple y sensible de la expresion y de la regulacion génica.

Figura 3. Expresion de luminiscencia a una concentracion de 0,08 ppm

Fuente: Autora

Al evaluar la cepa E. coli transformada, frente a distintas concentraciones de arsénico (Figura
4). Los resultados demostraron que la intensidad del luminiscencia presente a las 24 horas de
incubaciéon a 37° C, fue diferente para cada concentracion, donde se observé que la intensidad
de luminiscencia aumenté a medida que aumentaba la concentracion de arsénico a la que fue
expuesta.

X
0 \
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0.02ppm 904 ppm @
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Figura 4. Determinacién de luminiscencia a diferentes concentraciones de As

Fuente: Autora

Lobos (2007) en su investigacion muestra la evaluacién de la cepa E. coli Pmv-arsR, frente
a distintas concentraciones de As (lll), donde observé que a los 15 y 30, la intensidad de color
aumentaba conforme se incrementaba la concentracion de As (lll).
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Trang, et al., (2005) informan en un estudio similar, que la capacidad del bioinformador E. coli
DH5a (pJAMA-arsR) del gen de la luciferasa bacteriana (luxAB) E.coli DH5a (pJAMA-arsR) puede
detectar As en agua, esta sefial luminiscente se expreso a las 2 horas. Al agregar concentraciones
de arsénico en el agua, los biosensores demostraron un aumento correspondiente en la
bioluminiscencia.

Por lo tanto con los resultados obtenidos podemos afirmar que el gen Lux se expresé bajo el
control del operon Ars del plasmido pTOP Blunt V2, demostrando que E. coli modificada resulto ser
sensible, mostrando el limite de deteccion de 0,08 ppm de arsénico.

Cuantificacion de As en Espectrofotometro de microplacas EPOCH y Espectroscopia de
Absorciéon Atémica en Horno de grafito (GFAAS)

En la Cuantificacion de arsénico se utilizo la cepa de E. coli modificada, esta fue expuesta a
diferentes concentraciones del metaloide, se realizé tres repeticiones obteniéndose una media de los
valores de concentracion. Se midié la absorbancia por medio de los equipos de Espectrofotometro
de Microplaca Epoch ™ de Bioteck instruments y Espectrofotdmetro de Absorcion Atdmica SensAA©
de GBC Scientific Equipement, para comparar y determinar el porcentaje de error de la absorbancia
(Tabla 1) obtenida.

Al evaluar las muestras con diferentes concentraciones de arsénico (0; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08
ppm), los resultados indicaron que aumenté la absorbancia con forme se incrementa la concentracion
de arsénico. En la figura 5 se presenta la curva de absorbancia obtenida con el Espectrofotometro
de microplacas EPOCH a una densidad Optica de 550 nm, se realiz6 una curva de calibraciéon en
base al metaloide, dividiendo en diferentes concentraciones en ppm, la curva presento una R? de
0,9999.

En la figura 6 se presenta la curva de absorbancia para la cuantificacion de arsénico empleando
en espectrofotometria de absorcion atomica, donde se obtuvo una recta con una R? de 0,9975. Lo
cual se asemeja con la investigacion de Valenzuela (2010), quien menciona en su investigacion
que obtuvo una recta con una R? de 0,9999 en la cuantificaciéon de arsénico en agua, por lo que se
puede decir que se considera confiable.
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Figura 5. Curva de absorbancia 550 nm por metodologia de Espectrofotometro de microplacas
EPOCH de arseénico a diferentes concentraciones
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orbancia
a3
-
L
.|
1 .
!
o |
L
]
F
-
1
_(:l
.
L
(%]
[=x]

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

Concentracion arsénico (ppm)

Figura 6. Curva de absorbancia por Espectroscopia de Absorcion Atémica en Horno de grafito
(GFAAS) de arsénico a diferentes concentraciones

Fuente: Autora

Al comparar los parametros estadisticos del biosensor bacteriano con el método de EAA se puede
observar que la recta obtenida para él primero, presenté un intervalo de trabajo con una R?de 0,9999
de 0 a 0,08 ppm, mientras que la del método de EAA presentd un intervalo de linealidad con una
R? de 0,9975. Cumpliendo ambas con el requisito de ser lineales en un intervalo de concentracion
(Miller & Miller, 1993).

Por otro lado, tenemos que el intervalo de trabajo para el biosensor es de 0,202 a 0,546 unidades
de absorbancia, siendo menor que el de EAA, por lo que éste ultimo nos permite trabajar con
muestras con baja o alta concentracion de arsénico sin la necesidad de concentrarlas o diluirlas
(Miller & Miller, 2002).
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El biosensor puede medir concentraciones de As de 0,01 a 0,08ppm con un promedio de error de
2,8% con respecto a medicién de EAA, lo que indica que los valores obtenidos experimentalmente
se aproximan a los valores Teoricos.

Tabla 1. Concentracion de arsénico por metodologia de Espectrofotémetro de microplacas
EPOCH y Espectroscopia de Absorcion Atomica en Horno de grafito (GFAAS)

Concentracién | absorbancia | Concentracién R- | Absorbancia | Concentracion R | % Error
Tedrico (ppm) EAA EAA (ppm) EPOCH - EPOCH (ppm)
0,08 0,530 0,07978 0,546 0,07859 1,494
0,04 0,341 0,04100 0,352 0,03978 2,976
0,02 0,257 0,02090 0,249 0,01925 7,895
0,01 0,192 0,00970 0,202 0,00983 -1,340

Fuente: Autora

Conclusiones

La proteina responsable de la luminiscencia se activa cuando el arsénico entra en contacto
con el biosensor midiendo asi, la cantidad de luz fluorescente y comparando la luz emitida con la
cantidad de arsénico, permitiendo calcular la cantidad total de arsénico presente en la muestra.

El biosensor bacteriano con E. colimodificada permite detectar arsénico en agua, expresando
mayor luminiscencia a medida que aumente la concentracion del metaloide

El biosensor bacteriano puede medir concentraciones de arsénico desde 0,01 ppm hasta
0,08ppm con un error de 2,8 % con respecto a medicién de Espectroscopia de Absorcion Atémica,
demostrando que es efectivo la deteccion de arsénico

Recomendaciones

Se recomienda realizar ensayos con diferentes concentraciones del metaloide, y medir
cada hora, para evaluar el tiempo 6ptimo en el que se expresa mejor la luminiscencia.
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