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RESUMEN

Elarsénico (As) es uno de los metaloides mas toxicos
presentes en el medio ambiente y la especiacion de éste
depende de diversos factores quimicos, fisicos y
biologicos. La distribucion y contaminacion del arsénico
se debe a procesos naturales y antropogénicos, y su
problematica se debe a su facil movilizacion en el
ambiente. Las altas concentraciones de arsénico en agua
y suelo se han convertido en un problema global, ya que
las exposiciones prolongadas a este metaloide pueden
causar dafios cronicos a la salud. Dicha situacion es
particularmente importante en la Comarca Lagunera en
Meéxico. Por lo tanto, se ha vuelto necesaria la blisqueda
de nuevas estrategias para la remocion de este metaloide,
entre las cuales, la biorremediacion microbiana ha
cobrado importancia como una alternativa amigable con
el ambiente en la solucion de este problema. Los
microorganismos juegan un papel fundamental en la
especiacion del arsénico, ya que un gran nimero de estos
tiene la capacidad de transformar el arsénico a pesar de
su toxicidad puesto que han desarrollado diferentes
mecanismos que les permiten utilizar el arsénico en su
metabolismo, ya sea en su forma reducida de arsenito, o
en su forma oxidada de arseniato mediante reacciones
de 6xido-reduccion transformacion enzimatica,
metilacion, quelacion, exclusion e inmovilizacion. Este
trabajo, trata sobre el impacto que tiene la especiacion
de arsénico, especialmente del arsenito (As III), en el
medio ambiente, el riesgo que representa la
contaminacion para la salud, asi como los mecanismos
bioquimicos microbianos para la oxidacion del arsenito,
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disminuir su toxicidad y el desarrollo de estrategias
limpias y amigables con el medio ambiente para la
remocion de arsénico de aguas y suelos contaminados.

Palabras clave: arsenito; arseniato; arsenito
oxidasa, biotransformacion.

SUMMARY

Arsenic is one of the most toxic metalloids found in
nature, and speciation of arsenic depends on a diversity
of chemical, physical and biological factors. Arsenic
distribution and contamination on Earth is a consequence
of many natural and anthropogenic processes, and is
mainly due to its easy mobilization in the environment.
High concentrations of arsenic in water and soil have
become a global problem and long exposures to this
metalloid can cause chronic damage to health, a
particularly important problem in the Comarca Lagunera
of Mexico. Therefore, it is important to look for new
strategies for the efficient removal of arsenic. In this
regard, microbial bioremediation offers an alternative
environment friendly method to tackle this problem.
Microorganisms play a major role in arsenic speciation
since many of them have the capacity to transform it
despite its toxicity. They have developed many different
mechanisms such as oxido-reductions, enzymatic
transformations, methylation, chelation and immobilization
to utilize arsenic, in its reduced arsenite form or the
oxidized arsentate form, in their metabolism. This study
examines impact of arsenic speciation, especially As (III),
on the environment and health as well as the biochemical
mechanisms involved in the microbial oxidation of
arsenite to reduce its toxicity, aiming to develop clean
environment friendly strategies for removing arsenic
from contaminated water and soil.

Index words: arsenite; arsenate; arsenite oxidase,
biotransformation.
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INTRODUCCION

El arsénico (As) ocupa el lugar 20 en abundancia
de los elementos en la corteza terrestre y se distribuye
de manera no uniforme por todo el mundo, dependiendo
de la region geografica, caracteristicas geoquimicas del
suelo y actividad industrial (Mandal y Suzuki, 2002;
Santini y vanden Hoven, 2004; Heinrich-Salmeron et al.,
2011).

Alrededor de un tercio del arsénico presente en la
atmosfera proviene de fuentes naturales como
reacciones ambientales, actividad biologica, emisiones
volcanicas, y el resto proviene de un amplio rango de
actividades antropogénicas (Campos et al., 2007; Alam
etal.,2014).

El As se clasifica como uno de los elementos
quimicos mas toxicos y carcinogénicos, representando
un serio problema ambiental en varias regiones de
México y el mundo (Ilind et al, 2009; Yamamura y
Amachi, 2014).

La Comarca Lagunera se localiza en la parte noreste
de México y desde 1963 se reportan elevadas
concentraciones de arsénico en el suelo, agua y agua
subterranea (Rosas et al., 1999).

La toxicidad del arsénico en el agua es eliminada
con un proceso oxidativo para la transformacion de la
forma mas toxica de As (III) a la forma menos toxica
de As (V) (Dastidar y Wang, 2009; Yamamura y Amachi,
2014; Cha et al., 2015). El As puede oxidarse mediante
procesos quimicos o biologicos. La oxidacion quimica
del arsénico es lenta y los compuestos quimicos utilizados,
tales como cloro, hipoclorito de calcio, permanganato
de potasio, pueden derivar en elevados costos, generar
una contaminacion secundaria y ser ineficientes a bajas
concentraciones de arsénico (Santini et al., 2000;
Simeonova et al., 2004; Tsai et al., 2009), por lo que se
prefiere el proceso biologico.

Desde hace algunos afios se han realizado estudios
sobre bacterias que presentan la capacidad de oxidar el
As (III), buscando comprender el sistema que involucra
este paso en el metabolismo de estas bacterias, con el
fin de utilizarlas como una tecnologia para el tratamiento
de agua y suelos contaminados con arsénico. El presente
articulo de revision cubre diferentes aspectos del
arsénico, desde su presencia e impacto en el medio
ambiente, hasta los distintos mecanismos de
trasformacion del arsénico en los microorganismos,
enfocandose principalmente en la oxidacion del arsenito.

Aspectos Generales del Arsénico

El As se encuentra presente en la atmdsfera, suelo,
rocas, cuerpos de agua, minerales y organismos de
formas inorganica, organica y metilada (Tsai ez al., 2009;
Valenzuela et al., 2009; Basu et al., 2014). La
problematica del arsénico es el resultado de su facil
movilizacién bajo condiciones naturales. Sin embargo,
el hombre ha tenido un importante impacto en la
generacion de formas toxicas del As a través de la
actividad minera, uso de combustibles fosiles, de
pesticidas organicos, herbicidas y desecantes agricolas,
asi como el uso del arsénico como un aditivo de alimentos
para ganado y aves de corral (Campos et al., 2007;
Garelick et al., 2008; Valenzuela et al., 2009; Shankar
etal.,2014).

El arsénico se puede encontrar en diferentes estados
de oxidacion: arseniato As (V), arsenito As (III), As
elemental (0) y arseniuro As (-II1) (Tsai et al., 2009);
encontrandose mas frecuentemente como arsenito o
arseniato. El arsenito es 70 veces mas toxico que las
especies metiladas y 10 veces mas toxico que el arseniato,
el cual es poco soluble en agua y, por tanto, menos
biodisponible (Kumaresan y Riyazuddin, 2001; Valenzuela
et al., 2009).

Cuando el arsénico se encuentra en formas
insolubles, como un mineral en combinacién con sulfuro
y hierro: oropimente (por ejemplo: trisulfuro de arsénico
As,S.) y rejalgar (por ejemplo: Arsenopirita FeAsS), no
se considera toxico. En cambio, cuando se encuentra
en formas solubles, como As (III) y As (V), es toxico
para los organismos vivos (Santini et al., 2000).

La presencia de As (V) y As (III) depende de
factores fisicos, quimicos y bioldgicos, en este ultimo,
los microorganismos juegan un papel fundamental, ya
que muchas bacterias son capaces de transformar As
(IIT) a As (V) y viceversa, como un mecanismo de
defensa de algunas especies bacterianas (Macur et al.,
2004; Stolz et al., 2010).

El estado de oxidacion del As y su movilidad se
controlan fundamentalmente por las condiciones redox
(potencial redox Eh) y el pH (Figura 1). En sistemas
acuosos, el As se encuentra, en general, como especie
disuelta, formando oxianiones.

El As (III) se encuentra como H,AsO, y sus
correspondientes productos de disociacion (H,AsO,",
H,AsO”, HAsO,? y AsO,?), los cuales, en condiciones
oxidantes, son dominantes a pH alcalinos. Sin embargo,
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Figura 1. Eh (potencial redox) y pH de las especies acuosas de
arsénico en un sistema As-O,-H,0 a 25 °C y 1 bar de presion
total (Smedley y Kinniburgh, 2002).

la forma sin carga del As (III) [As(OH),] es dominante
en ambientes reducidos y anoxicos, siendo asi el mas
toxico y dificil de eliminar. Por su parte el As (V) esta
presente en la forma H,AsO, y sus correspondientes
productos de disociacion (H,AsO,, HAsO,? y AsO,?),
siendo dominante bajo condiciones oxidantes a pH acidos
en ambientes acuosos y aerobicos (Oremland y Stolz,
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2003; Campos et al., 2007; Tsai et al., 2009; Bowell
et al., 2014) (Figura 2).

La comprension del comportamiento geoquimico del
arsénico y su movilizacion es importante para el desarrollo
de estrategias que ayuden en la descontaminacion de
agua y suelo afectados por la contaminacion de arsénico
(Sarkar et al., 2013).

Toxicidad de las Especies de Arsénico

El arsénico (As) es considerado dentro de las toxinas
esenciales porque se requiere en pequefias cantidades
para el crecimiento y el metabolismo, pero es toxico en
altas concentraciones (Krumova et al., 2008). La
toxicidad para los humanos de un compuesto con
arsénico depende en gran medida de su forma quimica,
diferenciandose dos grupos de compuestos: inorganicos
y organicos. Los compuestos inorganicos del arsénico
son los mas toxicos y aparecen, sobre todo, en aguas,
donde se encuentran principalmente en forma de
pentoxido de arsénico (As,O,) o trioxido de arsénico
(As,0O,). La toxicidad de estos compuestos depende del
estado de oxidacion, estado fisico, solucion o tamario de
las particulas de polvo, la velocidad de absorcion en las
células, la velocidad de eliminacion y la solubilidad en el
medio biologico. Ademas, la exposicion a compuestos
de arsénico inorganico se ha asociado a diversos tipos
de canceres como de higado, pulmones y piel, asi como
a diabetes (Basu et al., 2014).

Por otra parte, los compuestos organicos de arsénico
se encuentran frecuentemente en alimentos y suponen
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Figura 2. Especiacion de a) arsenito y b) arseniato en funcién del pH. Las condiciones redox se han elegido de tal manera que el estado de
oxidacion indicado domina la especiacion en ambos casos (Smedley y Kinniburgh, 2002).
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la via principal de exposicion de la poblacion al arsénico
(Aragonés, 2001; Ferrer, 2003).

La escala de toxicidad de los compuestos de
arsénico decrece en el siguiente orden: arsina (H,As) >
arsenito (As III) > arseniato (As V) > compuestos
arsenicales > arsénico elemental. El arsénico elemental
no es comun y las arsinas organicas solo se encuentran
en ambientes muy reducidos (Mandal y Suzuki, 2002;
Tsai et al., 2009; Calvaca et al., 2013).

De todos los compuestos de arsénico, el gas arsina
se considera la forma mas toxica, seguida del arsenito,
arseniatos y los compuestos organicos del arsénico. La
arsina es un gas incoloro mas denso que el aire, el cual
se forma al contacto del hidrogeno con el arsénico. El
gas ingresa al organismo por via respiratoria y pasa
directo a la circulacion, donde actiia enzimaticamente
sobre la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de los
eritrocitos, oxidando la hemoglobina y formando
metahemoglobinuria, reduciendo en forma drastica el
contenido de glutacion de los globulos rojos, lo que la
convierte en uno de los agentes hemoliticos mas potentes
(Bucio, 2004).

El As (III) entra en las células a un pH neutro por
acuagliceroporinas (proteinas de transporte de glicerol)
en bacterias, levaduras y mamiferos, y su toxicidad reside
en su capacidad para unirse a los grupos sulthidrilo de
los residuos de cisteina en las proteinas, lo que
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las inactiva y lo hace altamente toxico. También actia
como disruptor enddcrino mediante la union a receptores
hormonales e interfiere con la sefializacion de las células
(Santini y vanden Hoven, 2004; Krumova et al., 2008;
Tsai et al., 2009).

Por su parte, la toxicidad del As (V) se debe
principalmente a que puede sustituir al fosfato, pues posee
una estructura analoga y, por consiguiente, puede inhibir
la fosforilacion oxidativa y entrar a las células a través
del sistema de transporte del fosfato (Santini y vanden
Hoven, 2004; Tsai ef al., 2009; Rosen et al., 2011).

El Arsénico en el Medio Ambiente

El arsénico puede penetrar en el aire, el agua y el
suelo a través de tormentas de polvo y aguas de
escorrentia, por lo que la contaminacion por arsénico
estd muy extendida debido a su facil dispersion (Emsley,
2001; Gillispie ef al., 2015). Cuando hay mayor presencia
geologica natural de arsénico, se pueden encontrar altos
niveles en aguas subterraneas (Figura 3), como es el
caso de Bangladesh, India, China, Taiwan, Mongolia,
Chile, Argentina, México y numerosos lugares de
Estados Unidos de Norteamérica (Anawar et al., 2003;
Mondal et al., 2006; Campos et al., 2007).

Las principales fuentes de contaminacion de arsénico
por causa humana son la quema de carbén y la fundicion

FAIRBANKS,
ALASEA
L]

AL

=

L BRI
ALEUTIAN  @COLUMESIA SOUTH-WEST

ISLANDS ENGLAND
.\"ELLDWST% °
WESTERN PARK © = . HALIFAX, Bt~
5 NOVA SCOTIA
usA NORTH- “FRANGE
GENTRAL
MEXICO
-
LAGUNERA |
DISTRICY, S5 MAP AN
MEXICO | @yl ey
@ DOMBNICA
L]
EL SALVADOR
°
ASHANT! REGION
GHANA
ANTOFAGASTA NORTH-WEST
CHILE r' ARGENTINA
CHACO-PAMPEAN
LA
LEGEND ARGEN TR

B Arsenic-aflected aquilers
®  Arsenic related 1o mining cperations
® Geothermal waters

GREAT NNER

nmnﬁm PLAM, J MONGOUA, & KAMCHATKA
AN “. P . I'
LAviyoN Gann F
PENINSL KYLSHU
BREECE SHIA JAPAN
(13 1 TAIWAN
BENGAL DECTA RED RIVER DELTA
WEST BENGAL, VIE TRAM
BANGLADE SH
® FOM PHIBUN
DISTRICT
THAILAND
r
ZIMBABWE
°
L]
SOUTH AFRICA

L
WAL m.r:u

NEW
ZEALAND

Figura 3. Distribucion de acuiferos con problemas de As en el mundo (Smedley y Kinniburgh, 2002).



RANGEL ET AL. IMPACTO DEL ARSENICO Y SU TRANSFORMACION POR MICROORGANISMOS 107

de metales industriales y, mas recientemente, la industria
de semiconductores y la liberacién de minerales ricos
en arsénico durante la extraccion minera de otros
compuestos (Mukhopadhyay et al., 2002).

La contaminacion de aguas subterraneas por
arsénico es una grave amenaza para la humanidad, ya
que el arsénico puede incorporarse facilmente en la
cadena alimenticia y favorecer su distribucion de amplia
difusion en todo el reino animal y vegetal (Mandal y
Suzuki, 2002; Rakib y Bhuiyan, 2014).

Dependiendo de las condiciones fisico-quimicas del
medio ambiente, algunos compuestos de arsénico se
pueden solibilizar facilmente en agua y, de ahi, ser
tomados por los microorganismos, dando lugar a altos
niveles de biodisponibilidad (Tsai et al., 2009).

Debido a su toxicidad, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) considera perjudicial para el ser humano
el consumo de agua con una concentracion de arsénico
superior a 10 pug L!. Este metaloide también ocupa el
primer lugar en la lista de productos contaminantes de
agua de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), por
lo que en 2006 se redujo en Estados Unidos la
concentracion de arsénico en agua potable de 50 pg L-!
a 10 ug L' (WHO, 2003; EPA, 2006).

En México es en la Norma Oficial Mexicana 127
(NOM-127-SSA1-1994) donde se establecen los limites
permisibles de calidad del agua para uso y consumo
humano que deben cumplir los sistemas de
abastecimiento publicos y privados, siendo 25 ug L' la
concentracion limite de arsénico en el agua potable segun
Norma Mexicana modificada en 2000 (NOM-127-SSA1-
1994) (Cuadro 1). Por otra parte, en la Norma Oficial
Mexicana 147 (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004) se
establece la concentracion limite de arsénico para suelo
de uso agricola/residencial/comercial, siendo ésta de
22 mg kg

Cuadro 1. Limite maximo de concentracion de arsénico (As)
en agua potable.

Organismo Concentracion As
pgL!
Organizacion Mundial de la Salud 10
Agencia de Proteccién Ambiental (2006) 10
NOM-127-SSA1-1994 (2000) 25

La Problematica del Arsénico en la Comarca
Lagunera

México posee una compleja geologia, con rocas
igneas, sedimentarias y un ambiente tectonico activo,
factores que predisponen a la contaminacion del medio
ambiente natural de las aguas subterraneas, siendo el
arsénico una de las principales causas de efectos
adversos en la salud por la ingestion de aguas
subterraneas contaminadas con este metaloide
(Armienta y Segovia, 2008; Jasso-Pineda et al., 2015).

La problematica de contaminacion por arsénico se
localiza principalmente en los estados de Chihuahua,
Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Ledn, Puebla, Sonora
y San Luis Potosi. El area afectada es de
aproximadamente 3200 km?, siendo la Comarca
Lagunera, en los estados de Coahuila y Durango, la
region donde se reportan las mayores concentraciones.
La primera intoxicacion cronica por arsénico en esta
region se reporto en 1958, y desde entonces se habla de
casos por contaminacion endémica (Cebrian et al., 1994;
Del Razo et al., 1994; Ramirez, 2008; Rosas-Castor
et al., 2014).

La Comarca Lagunera es una de las areas mas
importantes de la agricultura y ganaderia; ademas, es la
principal cuenca lechera en el pais. Por lo tanto, la
explotacion del agua subterranea es un componente
importante de su crecimiento econoémico. Sin embargo,
esto ha causado una continua elevaciéon de la
concentracion de arsénico en el agua del subsuelo, la
cual se utiliza para consumo animal, humano y riego
agricola. A su vez, el uso de esta agua para riego puede
producir altos niveles de arsénico en el pasto y contribuir
a que aumenten los niveles de arsénico en el ganado y
sus productos derivados (Rosas et al., 1999; Armienta
y Segovia, 2008; Ramirez, 2008).

En esta region existe el problema de
hidroarsenicismo cronico regional endémico (HACRE)
que es una enfermedad causada por el consumo de agua
contaminada con arsénico. El arsénico se acumula en el
organismo, en la orina, piel, uias de los dedos y cabello
por exposicion cronica, y a ciertas concentraciones
ocasiona afecciones severas (Ilina et al., 2009; Basu
et al.,2014).

Las altas concentraciones de As en la Comarca
Lagunera se deben principalmente a las caracteristicas
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geologicas del area. La movilizacion del As, asi como su
presencia en el agua subterranea, son producto de las
reacciones de disolucion de 6xidos de Fe y desorcion
debido a los valores altos de pH (Mejia-Gonzalez et al.,
2014).

Una investigacion fue realizada por Rosas et al.
(1999) en las explotaciones lecheras de la zona para
determinar la distribucion de arsénico en el ambiente
agricola. El contenido de arsénico en pozos agricolas
varié de 7 a 740 pg L' (Cuadro 2). En el suelo, las
concentraciones de arsénico llegaron a 30 ug g' y éste
se encontr6 retenido principalmente en las fracciones
del limo y arcilla. El suelo de la Comarca Lagunera esta
constituido principalmente por arcilla con bajo contenido
de materia organica y un pH alcalino (> 8). El arsénico
en los suelos normalmente se limita a la fraccion de
arcilla que contiene aluminio amorfo y oxihidroxidos de
hierro.

Procesos de Remocion de Arsénico

Los residuos generados de las actividades
antropogénicas que involucran el uso del arsénico han
ocasionado la contaminacion de numerosos sitios, por lo
que es importante tomar medidas para la eliminacion de
este elemento de aguas y suelo con presencia de
arsénico.

Existen diversos tratamientos para la remocion de
arsénico del agua, los cuales se basan en métodos
quimicos; generalmente se realiza un paso previo de
oxidacion que transforma el As (III) a As (V), ya que el
As (III) tiene una carga eléctrica neutra a pH de 4 a 10
mientras que el As (V) presenta una carga eléctrica
negativa que hace mas eficiente su remocion.
Posteriormente, el As se remueve del agua por técnicas
convencionales, basadas en fendmenos de interacciones
fisico-quimicas a nivel superficial en las que se incluyen:
precipitacion-coprecipitacion, coagulacion vy filtracion,
6smosis inversa, adsorcion, intercambio idnico y

Cuadro 2. Concentraciones de arsénico en pozos de la Comarca
Lagunera (Rosas ef al., 1999).

Sitio Concentracion
pgL!

Francisco I. Madero 740

Tlahualilo 590

San Pedro 490

sedimentacion (Katsoyiannis et al., 2004; Vaclavikova
et al., 2008). Para la eleccion de uno de estos
tratamientos se debe tener en cuenta su eficiencia,
costos, tamafio de poblacion a la que sirve, condiciones
de mercado, entre otros (Simeonova et al., 2004,
Dastidar y Wang, 2009; Kim et al.,, 2010; Carro y
Francisca, 2013; Basu et al., 2014).

El paso de oxidacion de As (III) se lleva a cabo
generalmente utilizando oxigeno, ozono, hipoclorito, cloro,
permanganato, peroxido de hidrégeno y radiacion UV;
sin embargo, estos procesos quimicos pueden dar lugar
a la formacion de subproductos perjudiciales o dificiles
de eliminar del agua. Por lo tanto, esta etapa se puede
sustituir por una oxidacion bioldgica mediante la
utilizacién de microorganismos debido a la alta
resistencia y tolerancia que tienen hacia las formas
inorganicas del arsénico y a la capacidad que pueden
presentar para transformarlo (Wang y Zhao, 2009). Asi,
la oxidacién microbiana representa una estrategia
alternativa que puede ayudar en la preservacion del
medio ambiente por la eliminacion de contaminacion
secundaria (Ahmed, 2001; Ghurye y Clifford, 2001;
Simeonova et al., 2004; Dastidar y Wang, 2009; Ito et al.,
2012; Bahar et al., 2013; Huang, 2014).

Diversos estudios que involucran el tratamiento
biolégico de agua contaminada con arsénico se han
realizado en los Ultimos afios con el fin de optimizar el
inoculo, el disefio del biorreactor asi como de los
parametros cinéticos y fisicoquimicos para obtener
mayores eficiencias de remocion.

Mondal et al. (2008) utilizaron un reactor de
biocolumna, la cual contenia a la bacteria Ralstonia
eutropha MTCC 2487 inmovilizada en carbon activado
granular. Esta bacteria pertenece al grupo de las
bacterias reductoras de As (V), por lo que el mecanismo
de dicho reactor consistié en acumular el As (III)
producido en el tratamiento de agua residual que contenia
concentraciones proporcionales tanto de As (V) como
de As (II). Después de tres dias de operacion, 99% del
arsénico fue removido del agua por bio-adsorcion. A
pesar de la excelente eficiencia demostrada por este
sistema, los autores resaltan ciertos problemas
importantes que surgen al tratar de emplear esta
estrategia. El primero involucra la regeneracion de la
columna con una solucién de lavado, y el segundo, la
disposicion de dicha solucion que ahora se encontrara
saturada con arsénico.

Como ya se ha indicado, la oxidacion de As (III) es
preferida, ya que el producto As (V) es mas facil de
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remover, por lo tanto la busqueda y el empleo de
microorganismos capaces de oxidar As (III) se ha vuelto
fundamental a la hora de implementar sistemas de
tratamiento de aguas. Asi, Le ef al. (2012) aislaron y
caracterizaron un consorcio quimiolitoautétrofo de
bacterias con capacidad de oxidar As (III), el cual
enriquecieron con el proposito de emplearlo en un futuro
como indculo para un biorreactor.

La bacteria Rhodococcus equi, aislada de agua
contaminada con arsénico, fue inmovilizada en una cama
de celulosa para el tratamiento tanto de agua sintética
como de agua naturalmente contaminada en un reactor
escala laboratorio. Utilizando diversas concentraciones
de arsénico (en la forma As,O,) que variaron entre las
50 a 100 ppb, se obtuvo una eficiencia maxima de 95%
de remocion de arsénico (Bag ef al., 2010). En otro
estudio a escala laboratorio, se probo la eficiencia de
granulos de porcelana cubiertos con Azetobacter y
cemento (Gauri et al., 2011). En este caso, se compard
la eficiencia de remocion de arsénico en reactores tipo
batch entre lo granulos que contenian tanto la bacteria
como el cemento con aquellos que solo contenian la
bacteria. Los resultados de los investigadores
demostraron que se obtenia un mayor rendimiento de
remocion (96%) con los granulos que contenian cemento
en lugar de utilizar solo biomasa (65%). En este caso, el
cemento actu6é como un agente adsorbente.

En 2012, Dastidar y Wang reportaron el uso de
Thiomonas arsenivorans str. b6 en un biorreactor de
lecho empacado. Se mantuvo un influente de As (III)
de 500-4000 mg L, y un tiempo de residencia hidraulica
(TRH) de 0.2-1 dia durante 137 dias. Posterior a este
tiempo se obtuvo una eficiencia de oxidacion de arsenito
de 48.2 2 99.3%. En ese mismo afio, Ito et al., aislaron
bacterias de la especie Ensifer adhaerens, las cuales
fueron utilizadas para tratar agua residual sintética. En
este caso se obtuvo una eficiencia maxima de oxidacion

de As de 92%, manteniendo un influente de 1 mg L' de
As (IIT) con un tiempo de retencion de 1 h.

Estudios a escala piloto también se han realizado.
Michon et al. (2010) utilizaron un consorcio bacteriano
CAs01 aislado de una mina de oro como inoculo de un
reactor piloto de dos camas bioldgicas, el cual tratd agua
sintética, obteniendo una eficiencia de oxidacion de mas
de 90%. Los autores sugirieron que la remocion total de
arsénico podia lograrse por medio de un soporte solido
como hidroxido de hierro o hierro elemental con arena
y, por consecuencia, en un estudio posterior, investigaron
tanto la oxidacion de As (III) asi como la remocion de
¢éste y As (V) en dos reactores diferentes, utilizando la
bacteria Thiomonas arsenivorans como inoculo (Wan
et al., 2010). En ambos reactores se afiadio una cama
de arena; sin embargo, a uno de ellos se le agreg6 hierro
elemental y al otro no. El funcionamiento de los dos
reactores se monitored por 33 dias, encontrandose que
la adicion de hierro favorecio la remocion quimica de
As (II), asi como de As (V), teniendo una influencia
sobre la actividad y diversidad de la bacteria.

La busqueda y la optimizacion de sistemas para el
tratamiento de agua y suelos contaminados que engloben
tanto tratamientos bioldgicos como fisicoquimicos atn
continuan, pero se espera que en un futuro puedan
implementarse a gran escala.

Mecanismos de Transformaciéon de Arsénico por
Bacterias

Las bacterias poseen una gran diversidad metabdlica,
debido a su capacidad de obtener energia empleando
diferentes reacciones de 6xido-reduccion; por lo tanto,
un numero importante de microorganismos son capaces
de utilizar arsénico, ya sea en su forma oxidada de
arseniato o en la forma reducida de arsenito, para su
metabolismo (Cuadro 3). Las bacterias pueden superar

Cuadro 3. Reacciones que catalizan microorganismos que metabolizan arsénico (As) (Stolz y Oremland, 1999).

Metabolismo Reaccion

Reduccion de arseniato mediante la oxidacion de lactato
Reduccion de arseniato mediante oxidacion de acetato

Oxidacion de arsenito dependiente de oxigeno

CH,CHOHOO +2HAsO, + 3H —CH,COO +2HAsO, + 2H,0 + HCO™
CH,COO +4HAsO,” + 7TH —2HCO; +4HAsO, +4H,0

2HASO, + 2H,0 + 0,—2HAsO, > + 4H"
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los efectos toxicos del arsénico por medio de un
decremento en las concentraciones de sus iones o
modificandolo quimicamente a especies relativamente
menos toxicas (Anderson et al., 1992; Mukhopadhyay
et al., 2002; Mandal et al., 2007).

En la naturaleza, existen diversas especies de
microorganismos que responden al arsénico a través de
diferentes mecanismos; éstos incluyen reacciones de
oxido-reduccion mediadas por enzimas, metilacion,
quelacion, exclusion e inmovilizacion. Es por esto que
comprender el nivel molecular y genético del metabolismo
del arsénico sera una base de conocimientos importante
para el desarrollo de enfoques eficientes en la
biorremediacion de arsénico, lo que representara una
forma amigable con el ambiente para la eliminacion de
metales pesados (Krumova et al., 2008; Tsai et al.,
2009; Slyemi y Bonnefoy, 2012).

Los microorganismos que transforman el As (V) y
As (IIT) son diversos en su filogenia y fisiologia (Cavalca
etal.,2013). Para la transformacion del arsénico existen
tres principales sistemas enzimaticos: arsenito oxidasa,
arseniato reductasa y arseniato reductasa citoplasmatica
(Figura 4). Un gran niimero de bacterias Gramnegativas
y Gram positivas emplean un mecanismo comun de
resistencia a arsénico basado en el operon arsRDABC
que codifica cinco genes, el cual corresponde al sistema
de desintoxicacion de arsénico mas estudiado e implicado
en la reduccion del arseniato a arsenito mediante la
enzima arseniato reductasa que expulsa el arsenito fuera
de la célula usando una bomba de expulsion de arsénico

A, Respiracidn
Arsenito Oxidasa

Az|0IH]y u AsD P

B. Respiracidn
Arseniato Reductasa
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A % <,/,f-
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(Croal et al., 2004; Silver y Phung, 2005; Tsai et al.,
2009; Kruger et al., 2013).

En este ambito, Ghosh et al. (2015) concluyeron
que un ciclo de oxidacion-reduccion entre As (III) y
As (V) es necesario para garantizar la supervivencia
de las bacterias que habitan nichos contaminados por
arsénico. En su estudio, probaron la resistencia de 6 cepas
bacterianas aisladas de la rizoésfera de la planta
hiperacumuladora Pteris vittata al arsenito o arseniato
y la relacion que existe entre ésta, el transporte de fosforo
y la produccion de sideréforos. Aunque la mayoria de
las cepas aisladas reducian As (V), la existencia de
bacterias capaces de oxidar As (III) eran necesarias
para establecer un equilibrio entre las concentraciones
de ambas especies de arsénico y, de esta forma, evitar
la acumulacion de arsénico dentro de la célula.

Por lo tanto, es preciso reconocer que debe existir
una cooperacion entre los diferentes sistemas y
mecanismos para transformar el arsénico que se
encuentra en los microorganismos con el fin de
aprovechar dicha relacion para optimizar las técnicas
de biorremediacion, sobre todo aquellas que se aplican
in situ.

La Enzima Arsenito Oxidasa

Green (1918) describio por primera vez la oxidacion
del arsenito por bacterias en Bacillus arsenoxydans; y
a la fecha se han reportado un gran niimero de bacterias
oxidantes de arsenito, las cuales en su mayoria se tratan

C. Arseniato Reductasa
Citeplasmatica
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Figura 4. Ubicacién y funciones de los sistemas respiratorios arsenito oxidasa y arseniato
reductasa, asi como del sistema arseniato reductasa citoplasmatica (Silver y Phung, 2005).
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de organismos heterotrofos. Algunas procariotas
heterotrofas pueden oxidar el As (III) a As (V) bajo
condiciones aerobias o anaerobias. Entre este grupo se
encuentran miembros de la clase -Proteobacteria
(Muller et al., 2003) y especies de los géneros
Alcaligenes (Anderson et al., 1992), Thermus (Gihring
et al., 2001), Hydrogenophaga (van den Hoven y
Santini, 2004), Arthrobacter (Prasad et al., 2009),
Ralstonia (Lieutaud et al., 2010) y Pseudomonas
(Rehman et al., 2010). Algunas bacterias
quimiolitoautoétrofas también pueden utilizar el As (III)
como un donador de electrones y obtener energia de la
oxidacion de éste, las cuales incluyen microorganismos
de las clases a-y-Proteobacterias, y de los géneros
Rhizobium/Agrobacterium (Santini et al., 2000) y
Thiomona (Battaglia-Brunet et al., 2002).

La oxidacion de arsenito por microorganismos con
metabolismo quimiolitoautotrofo es usualmente preferida
a la de los microorganismos con metabolismo heterétrofo,
ya que tienen requisitos nutricionales mas bajos y poseen
un potencial menor para la producciéon de metabolitos
organicos nocivos. Sin embargo, existen pocos estudios
sobre bacterias con metabolismo quimiolitoautétrofo
capaces de oxidar arsenito (Santini et al., 2000; Dastidar
y Wang, 2009; Bahar ef al., 2013; Rangel- Montoya y
Balagurusamy, 2015). Ilialetdinov y Abdrashitova (1981)
reportaron la primera bacteria quimiolitoautotrofica con
capacidad de oxidar el arsenito de un cultivo de
Pseudomonas arsenitoxidans, sin embargo este
microorganismo se ha perdido.

En las bacterias heterotrofas, la oxidacion se
considera mas un mecanismo de desintoxicacion que
uno que pueda apoyar en el crecimiento de la bacteria
(Ecuacion 1), aun cuando la oxidacion de arsenito a
arseniato de acuerdo con la siguiente reaccion es
exergonica (Santini et al., 2000).

2H;As0, + 0, - HAsO,” + H,AsO, +3H"

(AG° =-25 6kJ/Rx) W)

La secuencia de la reaccion anterior se completa
cuando los electrones o equivalentes reductores
generados en el curso de la reaccion pasan a un aceptor
de electrones fisiologico, el cual puede ser un tipo de
citocromo ¢ o azurina (Ellis et al., 2001; Heath et al.,
2012).

La oxidacion del arsenito permite a los
microorganismos tolerar niveles mas altos de arsénico
y, aunque el arsenito también puede metilarse, éste
primero se oxida directamente a arseniato, el cual es
menos toxico, antes de la metilacion. Anteriormente, se
habia pensado que este tltimo mecanismo era utilizado
como un paso de desintoxicacion, pero estudios recientes
sugieren que no todos los productos metilados de arsénico
son menos toxicos que el arseniato (Anderson ef al.,
1992; Mukhopadhyay et al., 2002; Tsai et al., 2009;
Slyemi y Bonnefoy, 2012).

Por otro lado, la oxidacion microbiana del arsenito
es un eslabon critico en el ciclo biogeoquimico del
arsénico, ya que la conversion de arsenito a especies
menos moviles y toxicas afecta la movilidad y distribucion
de las especies de arsénico. Ademas, este proceso
favorece la colonizacion de otras especies bacterianas
no tolerantes a arsénico, importantes en los demas ciclos
biogeoquimicos. (Campos et al., 2007; Mandal et al.,
2007; Huang, 2014).

El mecanismo de oxidacion del arsenito involucra a
los genes aioA y aioB que codifican para la subunidad
grande catalitica molibdopterina y la subunidad pequefia
tipo Rieske de la enzima arsenito oxidasa AioAB (van
Lis et al., 2012). Anteriormente, estos genes se
denominaban de diferente manera en organismos: aox,
en aquellos identificados en un cultivo de la
B-proteobacteria ULPAs1; aro o aso, en la cepa NT-26,
una bacteria quimiolitoautotrofa que oxida As (III), y en
A. faecalis (Weeger et al., 1999; Santini et al., 2000).
Sin embargo, el uso de diferentes denominaciones
causaba confusiones, especialmente para anotaciones
del genoma y también porque cada nombre generaba
un conflicto con otras nomenclaturas. Por lo tanto, para
tener mas coherencia en la designacion de los genes
mvolucrados en la oxidacion del arsenito, Lett et al.
(2012) propusieron esta nueva nomenclatura unificando
asi los nombres de los genes involucrados en la oxidacion
aerdbica procariota del arsenito.

La enzima arsenito oxidasa consiste en dos
subunidades heter6logas (a B,), las cuales estan
asociadas intimamente, y juntas presentan una masa
molecular aproximadamente de 100 kDa. La subunidad
grande catalitica (825 residuos) tiene un centro de
molibdeno y un cluster [3Fe-4S] y un peso aproximado
de 85 kDa; por su parte, la subunidad pequenia (133
residuos) contiene un cluster tipo Rieske [2Fe-2S] y una
masa molecular aproximada de 14 kDa (Figura 5 y 6).
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Figura 5. Modelo de la Arsenito Oxidasa, con el sitio activo en
forma de embudo representado en la parte superior, el cofactor
Mo-pterin, y aminoacidos que la enlazan (Mukhopadhyay et al.,
2002).

Esta enzima es miembro de la familia dimetil sulfoxido
(DMSO) reductasas de las enzimas que contienen
molibdeno. Aunque la subunidad grande de la arsenito
oxidasa tiene relativamente poca homologia de
secuencia en comparacion con los otros cinco miembros
de la DMSO reductasas para las que se han determinado

estructuras, la topologia general es similar tanto respecto
de la division en cuatro dominios como para el pliegue
de los dominios individuales. La diferencia mas
significativa entre la arsenito oxidasa y las otras enzimas
es la ausencia de cualquier enlace covalente entre la
proteina y el atomo de molibdeno (Anderson ef al., 1992;
Ellis et al., 2001; Santini y vanden Hoven, 2004;
Heinrich-Salmeron et al., 2011). Esta enzima se
encuentra generalmente unida a la superficie externa
de la membrana interna, como se ha observado en
Alcaligenes faecalis (Anderson et al., 1992),
Herminiimonas arsenicoxydans str. ULPAs1 (Muller
et al., 2006), Thiomonas sp. str. 3As (Duquesne ef al.,
2008), y Artrhobacter sp. (Prassad et al., 2009); o puede
estar presente en el espacio periplasmatico como en
Rhizobium sp. str. NT-26 (Santini et al., 2000) e
Hydrogenophaga sp. str. NT-14 (vanden Hoven y
Santini, 2004). La arsenito oxidasa se expresa en la fase
estacionaria de los microorganismos; sin embargo,
cuando el medio es enriquecido con extracto de levadura,
la enzima aparece al final de la fase exponencial (Philips
y Taylor, 1976).

Anderson ef al. (1992) purificaron y caracterizaron
la arsenito oxidasa (Cuadro 4) de Alcaligenes faecalis,
reportando una actividad enzimatica especifica de

(b)

Rieske

Figura 6. Diagrama de la arsenito oxidasa. (a) Dominios I-IV de la subunidad grande
estan representados en azul, verde, amarillo y naranja, respectivamente. (b) Vista ordenada
de la arsenito oxidasa que muestra los dominios individuales (Ellis ez al, 2001). La subunidad
Rieske esta representada en rojo. También se muestran el cofactor molibdeno y los cluster [3Fe-

48]y [2Fe-2S].
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Cuadro 4. Actividades especificas reportadas de arsenito oxidasa.

Condiciones 6ptimas

Microorganismo Actividad enzimatica especifica Valores cinéticos Referencia
pH  Temperatura
pumol min” mg'1 °C
Alcaligenes faecalis 0.023 (Extracto enzimatico) 6.0 25 Voae: 2.88 pmol-min'l Anderson et al .,
2.88 (Enzima purificada) Km: 8 M 1992
Rhizobium sp. (str. NT-26) 0.06 Extracto enzimatico (0.04% 55 T Voo 2.4 um01~min'1 Santini et al.,
(Quimiolitoautotrofica) extracto de levadura en MS) Km: 61 uM 2000
0.24 Extracto enzimatico (MS)
Hydrogenophaga sp. (str. 0.09 (Extracto enzimatico) 5.5 ¥ Ve 6.1 umolmin'l vanden Hoven y
NT-14) 5.6 (Enzima purificada) Km: 35 uM Santini, 2004
Arthrobacter sp. 0.01 (Extracto enzimatico) 6.0 25 Voae: 2.45 umolmin'l Prasad et al .,
16 (Enzima purificada) Km: 26 uM 2009
04-SP1qa 0.162 (Extracto enzimatico) 8.0 40 Viax: 3.3 7umol~min'1 Rangel-Montoya
Km: 5.20 uM y Balagurusamy,
2015
14-SP1gh 0.16 (Extracto enzimatico) 7.0 40 Voo 3.70 pmol-min'l Rangel-Montoya

y Balagurusamy,
2015

Km: 14.39 uM

¥ No reportaron temperatura Optima.

0.023 pmol min' mg! en el extracto crudo y de hasta
2.88 umol min" mg™! en la enzima purificada, observando
la mayor actividad enzimatica a pH 6.

Santini et al. (2000) reportaron la actividad
enzimatica de una cepa quimiolitoautdtrofa NT-26
identificada después como una especie de
Agrobacterium/Rhizobium. Al cultivarse esta cepa con
0.04% de extracto de levadura, al igual que Anderson
et al. (1992), se alcanz6 una actividad especifica
enzimatica de 0.06 umol min'! mg! en el extracto crudo,
la cual fue tres veces mayor que la obtenida en
el extracto de 4. faecalis, y 10 veces mayor cuando la
cepa se crecio en medio minimo de arsenito sin extracto
de levadura alcanzando una actividad enzimatica
especifica de 0.24 pmol min' mg' de proteina en el
extracto celular.

Por su parte, Prasad et al. (2009) llevaron a cabo la
purificacion de esta enzima de Arthrobacter sp. 'y
reportaron una actividad en el extracto crudo de
0.01 pmol min' mg' y de hasta 16 pumol min' mg' en
la enzima purificada, exhibiendo la maxima actividad a
pH 6 y a una temperatura de 25 °C.

En 2010, Lieutaud et al. caracterizaron la enzima
arsenito oxidasa de Ralstonia sp. str. 22. aislada de
muestras de suelo de la mina Salsigne al sur de Francia.
Mediante un analisis filogenético encontraron que el
grupo de genes que codifican para la arsenito oxidasa
fue resultado de una transferencia horizontal de genes
de una especie relacionada estrechamente con
Achromobacter sp. str. SY8. Ademas, reportaron como
inhibidores de la arsenito oxidasa sustratos de sulfito y
sulfuro, con lo que resaltan la relacion del metabolismo
del arsénico y el azufre. Recientemente, Rangel-
Montoya y Balagurusamy (2015) aislaron 25 cepas
bacterianas oxidantes de arsenito de suelos contaminados
con arsénico de la Comarca Lagunera con el fin de
caracterizar sus parametros cinéticos y evaluar su
potencial como agentes para la remediacion de suelos
contaminados en esta region. Las temperaturas optimas
reportadas por los autores llegaron a los 40 °C,
demostrando que la enzima arsenito oxidasa de estas
cepas estd adaptada al clima arido de la Comarca
Lagunera.
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Mecanismo de Reaccion y Regulacion de la
Arsenito Oxidasa

El arsenito, al encontrarse en una forma sin carga,
entra a la célula mediante el transportador de acuaporina
(Huang, 2014). Posteriormente, la arsenito oxidasa
cataliza la oxidacion de arsenito de acuerdo con el
siguiente mecanismo: el acceso al centro de molibdeno
es proporcionado por un canal hidrofilico; cerca de la
base de dicho canal esta un conjunto de residuos de
aminoacidos, que incluyen His195, Glu203, Arg419, y
His423, los cuales representan el sitio de union de la
enzima con el sustrato. La forma oxidada del centro de
molibdeno posee un grupo terminal Mo=0; el sitio de
uniéon del arsenito, que se transporta por
acuagliceroporinas. Los residuos indicados posicionan
al par de electrones del arsénico adecuadamente para
el ataque nucleofilico sobre el grupo Mo=0 del centro
de molibdeno oxidado. Esta reaccion produce molibdeno
reducido mediante la unidén coordinada del producto
(arseniato) con el metal (Figura 7). La reaccion reductora
del ciclo catalitico se completa por la disociacion de los
productos de la esfera de coordinacion de molibdeno
para generar la enzima reducida en la estructura
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cristalina. Finalmente, el ciclo catalitico se completa con
la reaccion oxidativa, que implica la reoxidacion, con la
adicion y la desprotonacion de agua para regenerar
el grupo oxo (Mo=0), que devuelve la enzima al estado
oxidado (Ellis et al., 2001; Dastidar y Wang, 2009).

La regulacion de los genes que codifican para este
enzima también ha sido investigada. Un estudio realizado
por Slyemi et al. (2013) sobre la organizacion y
regulacion del operdén de la arsenito oxidasa en
Thiomonas arsenitoxydans revelo la presencia de un
cluster de genes diferente al cluster de aioAB que
codifica las subunidades de AioAB. Este segundo cluster
estd compuesto por dos genes que codifican un
citocromo ¢ y un metalorregulador perteneciente a la
familia ArsR/SmtB. Estos genes se co-transcribren con
aioAB, por lo que sugieren que el citocromo ¢ esta
involucrado en la oxidacion del arsenito y que este
operon se encuentra regulado por el metalorregulador.
Un estudio posterior por el mismo grupo revelo la
presencia de otro metalorregulador adicional dentro del
misma familia ArsR/SmtB, AioF, que solo se encuentra
en T. arsenitoxydans, lo que parece indicar que la
regulacion del operdn de la arsenito oxidasa difiere entre
las bacterias que lo contienen (Moinier ef al., 2014).
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Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de reaccion de la oxidaciéon de
arsenito por la enzima arsenito oxidasa. El atomo de oxigeno que es transferido desde el agua
al arsenito durante el ciclo catalitico es resaltado con rojo (Ellis ef al., 2001).
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Pseudomonas xanthomarina str. S11 (Koechler
et al., 2015), aislada de una mina de oro antigua
contaminada con arsénico en Salsigne, Francia, presento
una alta capacidad para oxidar arsenito a arseniato en
presencia de hasta 42.72 mM de arsenito. Ademas,
Koechler et al. (2015) realizaron estudios sobre
la expresion de la arsenito oxidasa encontrando la
presencia de tres clusters ars. Uno de éstos se encuentra
en un plasmido organizado como una isla de arsénico el
cual contiene el operon aioAB y los genes involucrados
en el metabolismo del fosforo. Esta “isla de arsénico”
se encuentra conservada en un gran numero de bacterias
con capacidad de oxidar arsénico y se sugiere que su
evolucion y presencia en distintos grupos de bacterias
es resultado tanto de transferencia vertical como
horizontal (Li et al., 2013). Ademas, los autores sugieren
que la presencia en la isla de los genes pho, pst y phn,
involucrados en el metabolismo de fosfato en condiciones
de estrés, puede estar relacionada con el transporte y
utilizacion de este elemento para funciones vitales, aun
en presencia de grandes concentraciones de arsénico.

El genoma de Rhizobium sp. NT-26, una bacteria
autotrofa aislada de una mina de oro en Australia (Santini
et al., 2000), sugirio que la expresion de los genes de la
“isla de arsénico”, localizada en un mega plasmido, esta
relacionada con la expresion de genes relacionados con
la movilidad flagelar o formacion de bio-peliculas, que
se encuentran codificados en el cromosoma (Andres
et al., 2013). De esta manera, el metabolismo del
arsénico parece ejercer una influencia en la exploracion
y colonizacion de nuevos nichos por parte de este
MICroorganismo.

Aunque la capacidad de transformar arsénico se ha
demostrado en un gran nimero de microorganismos, no
cabe duda que atn se requieren estudios que ayuden a
comprender la regulacion y produccion de las enzimas
involucradas en este proceso con el fin de optimizar
nuevos métodos que pueden aplicarse al tratamiento de
aguas y suelos contaminados por arsénico. Estudios que
involucran la modificacion genética y el hallazgo de
microorganismos capaces de transformar arsénico bajo
condiciones extremas han aparecido en afios recientes
con el objetivo de optimizar la actividad de los organismos
capaces de transformar arsénico para su aplicacion en
la remediacion de agua y suelos contaminados de una
manera mas eficiente y ecologica (Kostal ef al., 2004;
Ferrer et al., 2005; Liu et al., 2011; Chen et al., 2013;
Osborne et al., 2013; Dangayach ef al., 2014; Rahman
etal.,2014).

CONCLUSIONES

La presencia de grandes concentraciones de
arsénico en el medio ambiente es un problema en el
ambito mundial que tiene un impacto negativo en la salud
humana y se incrementa mas cada dia debido a
diferentes actividades antropogénicas. Es por esto que
el estudio de microorganismos que exhiben la capacidad
de transformar el arsénico, y en particular oxidar
arsenito, es de particular interés para la
descontaminacion de suelos y aguas residuales y
subterraneas con presencia de arsénico. La comprension
de las vias metabolicas involucradas en la transformacion
del arsénico molecular y genético representa un paso
importante hacia el desarrollo de nuevos mecanismos y
tecnologias de biorremediacion que ayuden a la
preservacion del medio ambiente a través del empleo
de microorganismos para la oxidacion biologica del
arsenito ya que ésta no conduce a una contaminacion
secundaria.
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