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Evaluation of Impedance Spectroscopy as a
Transduction Method for Bacterial Biosensors
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Abstract— Biosensors are simple, feasible and cost-effective
devices where biological specificity and selectivity, and electronic
miniaturization are combined. Degrading microorganisms, such
as the M7 species of Streptomyces genus, can specifically be used
as biorecognition element, for lindane detection and
quantification.  Furthermore, electrochemical impedance
spectroscopy is a non-destructive technique that allows
evaluating bacterial activity by measuring conductivity changes
in a culture medium. In this work, instrumental conditions were
optimized to apply this method as transduction principle in
bacterial biosensors. By means of electrochemical impedance
spectroscopy, concentrations of chloride ions close to the
environmental lindane values were measured. This is a suitable,
simple and economical technique for use as a transduction
method in biorecognition devices for organochlorine pesticides
detection, particularly lindane.
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Impedance

1. INTRODUCCION

CTUALMENTE un objetivo prioritario en los paises en

desarrollo es la preservaciéon del ambiente y la salud
humana de la exposicidén de agentes contaminantes organicos
persistentes. En este sentido, los plaguicidas constituyen un
grupo muy importante de analisis teniendo en cuenta su alta
toxicidad y su inevitable uso en practicas agricolas [1, 2]. En
Argentina se han reportado importantes acuiferos
contaminados con plaguicidas organoclorados (POs) en
distintos puntos del pais [3-5] a pesar de haber sido
restringidos o prohibidos. Por lo tanto, es sumamente
importante desarrollar herramientas adecuadas y econdmicas
para el monitoreo y deteccion en forma rapida, sensible y
econémica de POs, particularmente de lindano (y-
Hexaclorociclohexano).

Los biosensores son sensores electro-bioquimicos que
permiten identificar, transformar y cuantificar eventos
biologicos y desde la obtencion del primer biosensor por Clark
y Lyons en los afios sesenta han experimentado un enorme y
continuo crecimiento [6]. Estan compuestos
fundamentalmente por dos elementos conectados en serie: una
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capa de biorreconocimiento que es capaz de reconocer
selectivamente un determinado analito; y un transductor, que
transforma la sefial resultante de la interaccidon en una sefial
eléctrica medible. Particularmente para la deteccion y
cuantificacion del lindano es posible utilizar microorganismos
que lo degradan [7-9], tales como la especie M7 del género
Streptomyces (SM7) [10, 11] que podria emplearse como
elemento de biorreconocimiento para detectar y cuantificar
este plaguicida.

La espectroscopia de impedancia electroquimica como
principio de transduccion ha sido ampliamente utilizada en el
campo de la microbiologia [12]. Esta técnica no destructiva
permite detectar, cuantificar e identificar bacterias [13]
midiendo los cambios de conductividad en el medio de
cultivo. Teniendo en cuenta que los componentes del medio de
cultivo afectan significativamente la actividad, el crecimiento
y la produccién de metabolitos de las bacterias [14], en
trabajos previos [15, 16] se optimizdé la composicion del
medio liquido para determinar la actividad de la SM7 por
impedancia. Se demostrdé también que la bacteria conserva su
actividad en condiciones adversas de cultivo, similares a las de
funcionamiento futuro del dispositivo de biorreconocimiento
[17-19].

El objetivo de este trabajo es evaluar la espectroscopia de
impedancia electroquimica como método de transduccion para
cuantificar lindano en medio de cultivo liquido para ser
utilizado en un biosensor microbiano. En este trabajo se
presentan resultados preliminares de la optimizacién del
método de impedancia respecto a las celdas a emplear, la
distancia inter-electrodo a utilizar y las minimas
concentraciones de iones cloruro medibles.

II. MATERIALES Y METODOS

A. Reactivos

El lindano (Accustandard Inc., New Haven, USA), los
solventes y otros quimicos usados fueron de grado quimico.
Todas las soluciones fueron preparadas con agua ultrapura (p
=18 MQ cm) obtenida con un equipo Millipore-MilliQ.

B. Microorganismos y medios de cultivo

Se utiliz6 una cepa bacteriana Streptomyces sp. M7
previamente aislada y caracterizada [20]. Esta cepa se cultivo
primeramente en placas con medio almiddn-caseina-agar
conteniendo (en gramos por litro): almidén 10,0; caseina 1,0;
K,HPO, 0,5; agar 15,0 [21] durante 7 dias a 30°C. Luego a las
esporas adheridas se les agregd un medio de cultivo minimo
salino (MM) [16] modificado con (en gramos por litro):
(NH4)SO4 2,0, KzHPO4 0,5, MgSO4 7H20 0,2, FCSO47H20
0,01. Ambos medios de cultivo fueron ajustados a pH 7,0
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previamente a su esterilizaciéon. E1 MM se suplementd con
lindano 1,50 mg L', Esta solucion se esterilizé pasandola a
través de un filtro de 0,22 pm de tamafio de poro y luego se
adiciond asépticamente al medio autoclavado (MM+Lin) [22].
Se realizaron también controles no inoculados de referencia.
Todas las medidas se llevaron a cabo en un baiio
termostatizado a 28°C, sin agitacion rotatoria.

Para la evaluacion de las celdas se emplearon soluciones
de agua bidestilada (c = 0,3 uS) y MM+Lin y se hicieron
agregados de una solucién concentrada de iones cloruro
(concentracion 10 mg L™).

C. Celdas

Se evaluaron distintos tipos de celdas (Fig. 1) como se
describe a continuacion: a) celda de vidrio (vol. 10 mL) con
separacion de electrodos de 2 mm; b) celda cilindrica de
acrilico con electrodos de didmetro de 5 mm y separacién
inter-electrodo de 30 mm; c) celda de vidrio con electrodos
circulares (separacion inter-electrodo: 10 mm); y d) celda
pléastica (diam. 90 mm, vol. 20 mL) con separacion inter-
electrodo de 2 mm. En todos los casos se utilizaron electrodos
de acero inoxidable.

(d)

(b)

(a)

Figura 1. Celdas empleadas: a) celda de vidrio; b) celda de vidrio con
electrodos circulares; c) celda de acrilico; d) celda plastica.

D. Equipos

Las medidas de impedancia electroquimica se realizaron
con un equipo comercial Solartron 12508W compuesto de un
Analizador electroquimico Solartron 1287 y un Analizador de
respuesta en frecuencia Solartron 1250, controlado por
software provisto por el fabricante (ZPlot®, Scribner
Associates Incorporated). El analisis de los datos y el ajuste de
las curvas se realizaron con OriginPro 8 SRO (OriginLab
Corporation). El anilisis estadistico se realizd con InfoStat
version 201 le.

Las determinaciones de lindano se realizaron por
cromatografia de gases con captura de electrones con un
cromatografo de gases Hewlett-Packard Modelo HP 6890
equipado con detector de captura de electrones y una columna
HP1. Las condiciones cromatograficas usadas fueron:
velocidad de flujo del gas portador (helio) 1,5 mL min™;
temperatura del inyector 200°C; temperatura del detector
300°C; y volumen de inyeccion 1 pL.

Para las medidas espectrofotométricas de iones cloruro se
utilizé un espectrofotometro Shimadzu UV-1601 equipado
con una interfaz a PC y software analitico.

E. Experimental

La evaluacion de las celdas se realizd a través de
espectroscopia de impedancia electroquimica. Para cada celda
se realizaron barridos en frecuencia manteniendo la tension
constante en 20 mV. El barrido fue entre 10 Hz y 65 KHz, y se

registraron los espectros de impedancia. Se promediaron 5
ciclos para cada medicion, y se midieron 6 puntos/década.

La actividad bacteriana se evalu6 para cultivos de SM7
adheridos a un medio s6lido AAC en las celdas plasticas con
el agregado de MM+Lin. Se tomaron muestras al principio y
al final del experimento y se realizaron determinaciones de
lindano residual e iones cloruro de los sobrenadantes. Las
medidas de lindano residual se realizaron por cromatografia
gaseosa con captura de electrones. Las determinaciones de
iones cloruro se realizaron utilizando una modificacion [23]
del método de tiocianato de mercurio (II) propuesto por
Bergmann y Sanik [24]. El analisis cuantitativo de las
muestras se obtuvo usando curvas de calibracion de estandares
apropiadas. Todas las mediciones se realizaron a 25°C.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

Frente a otras técnicas de laboratorio, la espectroscopia de
impedancia electroquimica presenta la ventaja de usar sefiales
pequeiias (generalmente en el modo tension) minimizando asi
las alteraciones de las propiedades del medio; es decir, la
estimulacion aplicada no altera las condiciones de equilibrio
del sistema. En general, los cambios producidos en la
conductancia del medio se deben a los productos metabdlicos
generados por la proliferacion de los microorganismos [12].

En este trabajo se evaluaron distintas geometrias de celdas
y electrodos a través de espectroscopia de impedancia
electroquimica bipolar. La técnica bipolar consiste en realizar
medidas de impedancia entre los electrodos y luego separar
sus componentes (conductancia, capacidad, modulo de
impedancia, fase angular y otros) para estudiar los cambios
producidos en el medio y en la interfase [25]. En la Fig. 2 se
observa el circuito equivalente utilizado para obtener los
parametros del sistema [26].

Para las celdas estudiadas se encontré que la celda de
vidrio con electrodos de acero inoxidable con 5 mm de
separacion presentd la mejor respuesta a los cambios de
impedancia. En la Fig. 3 se observa el diagrama de Argand
obtenido para esta celda. La resistencia de transferencia de
carga (Ry) se obtuvo a través del ajuste de los parametros del
circuito equivalente de la Fig. 2. A medida que la
concentraciéon de i6n cloruro aumenta se observa una
disminucion de la R, (Fig. 4). La concentracion minima de
iones cloruro medida con esta configuracion de celda y
electrodos en agua ultrapura fue de 18 pug L. Este valor de
concentracion obtenido equivale a la degradacion completa de
26 pg L' de lindano.
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Figura 2. Circuito eléctrico equivalente.
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Figura 4. Variacion de la resistencia de transferencia de carga en funcion de la
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inoxidable.
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Por otro lado, la minima concentracion detectada de iones
cloruro para las celdas de acrilico utilizando MM fue de 186 - -
ug L' que corresponderia a la degradacion total de 266 pg L™ ¥ (Vokm)
del plaguicida. Este valor es cercano a los valores ambientales
(100 pg L) encontrados en aguas de rio contaminadas [4]. En
la Fig. 5 se observa el cambio en la resistencia de transferencia
de carga en funcién de la concentracion de iones cloruro para
esta celda.

0,0015

Y" (1/ohm)

0,0075 0,0100
Y' (1/ohm)

Figura 6. Grafico de admitancia para celdas plasticas con electrodos de acero
inoxidable. La flecha indica el aumento de la concentracion de iones cloruro.

La degradacion del lindano es mas lenta comparada con el
consumo de glucosa como unica fuente de carbono.
Resultados previos [16-18] muestran que la SM7 consume 10
g L' de glucosa comparada con 1,50 mg L' de lindano
removido del medio de cultivo en el mismo periodo de tiempo.
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Esto se debe a que necesita primero activar el mecanismo de
degradacion del plaguicida ante la falta de glucosa en el
medio, para luego metabolizarlo. Sin embargo, la
determinacion de la concentracion de iones cloruro liberados
nos permitiria detectar y/o cuantificar en forma indirecta el
lindano presente en el medio de cultivo en bajas
concentraciones (mg L™), facilmente y de forma econémica.

La actividad metabodlica de la SM7 se determind en
cultivos de esporas adheridos a AAC sin agitacion, es decir,
condiciones adversas de crecimiento para la bacteria pero
similares a las de funcionamiento futuro del prototipo. Se
observo una disminucién del 20% de la concentracion de
lindano residual al cabo de 96 h (Fig. 7). Esto corrobora que la
restriccion fisica de la SM7 aunque disminuye su actividad no
la elimina.

En condiciones optimas de cultivo, la bacteria SM7 libera 6
iones cloruro al medio liquido por cada molécula de lindano
degradada, por lo tanto se realizaron también medidas de la
concentracion residual de iones cloruro en los sobrenadantes.
Se observd un incremento de la concentracion residual de
iones cloruro en el medio salino (Fig. 7) al cabo de 96 h que se
corresponde con la disminucion del plaguicida en el medio y
con determinaciones de iones cloruro por espectroscopia de
impedancia electroquimica.
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Figura 7. Concentracion de (@) lindano e (©) iones cloruro residual
expresado como % acumulativo en el tiempo.

IV. CONCLUSIONES

En este trabajo se optimizaron las condiciones de trabajo
para utilizar la técnica de espectroscopia de impedancia
electroquimica como principio de transduccioén en biosensores
bacterianos. A través del empleo de esta técnica se detectaron
concentraciones de iones cloruro cercanas a los valores
ambientales correspondientes a lindano. La técnica resulta
adecuada, sencilla y econdémica para ser utilizada como
principio de transduccion en dispositivos de
biorreconocimiento para la deteccion de plaguicidas
organoclorados, en particular para lindano.
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