BIONOTA
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RESUMEN

La manipulacién de microorganismos, entendida como su posicionamiento y su movimiento controlado, es una de las principales
preocupaciones en areas como la microbiologia y lamedicina. Con este fin se han desarrollado diferentes técnicas que van desde la
utilizacién de sustancias quimicas, hasta el empleo de campos eléctricos, campos magnéticos, fuerzas dpticas y gravitatorias, entre otras.
Aparte de ser técnicas sofisticadas, muchas de ellas causan alteraciones ireversibles enlos microorganismos, lo cual impide su reutilizacion
en ensayos posteriores. Lo anterior justifica el estudio de alternativas novedosas y de bajo costo, que permitan la manipulacion de
organismos microscdpicos en forma sencilla y eficiente. En el presente trabajo se ilustran los efectos producidos por la interaccién entre
protozoos ciliados y microburbujas de aire, cuando son sometidos a un campo ultrasénico de 5.8 mW. A las frecuencias de resonancia
de las microburbujas se observo que los microorganismos se adhieren a la frontera de las burbujas, permaneciendo alli mientras se
encuentra aplicado el campo ultrasénico. Una vez eliminado el ultrasonido, los protozoos recuperan su libertad de movimiento sin
dafio aparente. Estos efectos podrian servir como el principio de actuacion de un dispositivo capaz de atrapar, retener y liberar micro-
organismos de gran movilidad, sin causarles ninglin dafio. Las microburbuijas se originan por electrdlisis a través de una rejilla de
electrodos, mientras que el ultrasonido es generado mediante un transductor piezoeléctrico. Como microorganismos se emplearon
aquellos presentes en agua estancada, y su observacion se realizd directamente por medio de un estereomicroscopio metalografico.
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ABSTRACT

Microorganism manipulation, considered as controlled motion and positioning, is one of the most important activities in microbiology
and medicine. To achieve this goal there are some techniques such as those which use chemicals, electric and magnetic fields, or gravitational
and optical forces, among others. These techniques are usually sophisticated, and some of them caninduce irreversible alterations on
the microorganisms which prevents their use in another tests. Thus, there is justified the study of technological attematives to manipulate
microorganisms in an easy and cost-effective way. This work shows the interaction between protozoa and air microbubbles when they
are under the influence of an ultrasonic field of 5.8 mW. At the microbubbles resonant frequencies, microorganisms were attracted
toward the bubbles’ frontier remaining there while the ultrasonic field was applied. Once the ultrasound disappears, protozoa recover
their freedom of movement. The observed effects could be used as the actuation principle of devices capable to trap, hold and release
microorganisms of high mobility without any apparent damage. Microbubbles are generated by electrolysis which take place on the
surface of an electrode array, while the ultrasound is originated by means of a piezoelectric transducer. As microorganisms there were
employed those present in stagnated water, and were observed through an stereomicroscope.
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INTRODUCCION

La manipulacion de microorganismos, entendida
como su movimiento controlado, concentracion, re-
tencion y posicionamiento, es una de las principales
preocupaciones en areas como microbiologia, bio-
tecnologia y medicina, entre otras. Lo anterior debi-
do a que muchos ensayos y pruebas de laboratorio
exigen la observacion directa bajo el microscopio de
diversos organismos, como protozoos, bacterias y
virus, cuya movilidad es elevada. Esto ultimo dificul-
ta enormemente los procedimientos, haciendo desea-
ble la existencia de herramientas capaces de ubicar
a los microorganismos en posiciones fijas.

Con este fin se han desarrollado diferentes téc-
nicas que van desde la simple utilizacion de sustan-
cias quimicas como el formol, hasta el empleo de
circuitos integrados basados en el control de cam-
pos eléctricos, campos magnéticos, fuerzas opticas,
hidrodinamicas y gravitatorias (Fuhr et al., 1994; Choi
et al., 1999; Nishioka et al., 1997; Gale et al., 1998).

Aparte de ser técnicas sofisticadas y en algu-
nos casos de caracter experimental, muchas de ellas
pueden causar alteraciones irreversibles en los mi-
croorganismos bajo estudio (Berns, 1998; Neuman
et al., 1999), lo cual impide la utilizaciéon de la misma
muestra en ensayos posteriores. Lo anterior justifica
el estudio de alternativas novedosas y de bajo costo,
que permitan la manipulacion de organismos micros-
copicos en forma sencilla y eficiente.

Una opciodn tecnoldgica interesante es la aplica-
cién del ultrasonido como fuerza basica de actuacion
en el proceso de manipulacion (Black et al., 1999),
cuya principal ventaja es la de permitir el estudio de
muestras con valores altos de conductividad, tales
como los existentes en los medios de cultivo celular. A
pesar de que el ultrasonido es muy utilizado en
sensores para el control de procesos industriales, en
biotecnologia y para la obtencion de imagenes médi-
cas (Hauptmann et al., 2002; Bakkali et al., 2001), en
la literatura existen pocas referencias a los manipula-
dores ultrasoénicos (Saito et al., 2002), y éstas normal-
mente implican la concentracion o separacion de mez-
clas de particulas artificiales (Coakley, 1997; Meng et
al., 1999). Es asi como en la investigacion se planted
la exploracion de las posibilidades del ultrasonido como
un mecanismo para facilitar el manejo y la observa-
cién de microorganismos.
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En el presente reporte se ilustran los efectos pro-
ducidos por la interaccion entre los protozoos existen-
tes en el agua y microburbujas de aire, cuando son
sometidos a un campo ultrasénico. Estos efectos po-
drian servir como el principio de actuacion de un dis-
positivo capaz de atrapar, retenery liberar microorga-
nismos de gran movilidad, sin causarles ningun dafio
aparente. Las microburbujas se originan por electroli-
sis a través de unarejilla de electrodos disefiados para
tal fin, mientras que el ultrasonido es generado me-
diante un transductor piezoeléctrico. Como microor-
ganismos se emplearon protozoos presentes en agua
estancada, y su observacion se realiz6 directamente
por medio de un estereomicroscopio metalografico.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de los experimentos fue necesario
fabricar una “camara ultrasénica”, es decir, un recep-
taculo capaz de contener la muestra bajo estudio y
en el cual se halla convenientemente dispuesto el
transductor piezoeléctrico para generar el ultrasoni-
do. Asi mismo fue necesario implementar un oscilador
electrénico capaz de producir frecuencias superio-
res a 20 kHz, cuya sefal de salida, una vez amplifi-
cada, sirve como sefial de alimentacién para el
transductor piezoeléctrico. Una vez implementado el
dispositivo transductor, se establecié el protocolo a
seguir durante los ensayos. Estos elementos se des-
criben brevemente en los siguientes apartados.

Camara ultrasoénica

Tal y como se ilustra en la figura 1, la camara de
transduccion esta constituida por un piezobuzzer, una
rejilla de electrodos, un portaobjetos, agujas
hipodérmicas y una base plastica, adheridos entre si
con silicona liquida.

A continuacién se describe la funcion de cada
uno de los componentes de la camara:

Piezobuzzer. Nombre comercial para un transductor de
ultrasonido. Este dispositivo electrénico consta de un
cristal piezoeléctrico y dos electrodos, que se utiliza
especialmente para la conversion de energia eléctrica
en vibraciones mecanicas, cuya frecuencia es igual a
la frecuencia de la sefial eléctrica que lo alimenta.

Rejilla de electrodos. La rejilla esta elaborada con
alambres de cobre de 0.12 mm de diametro y cuya
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distancia de separacion varia entre 0.5 y 2 mm, de-
pendiendo del voltaje aplicado. Su funcién es la de
producir microburbujas dentro del liquido, aprove-
chando para ello el fendmeno de la electrdlisis.

Figura 1. Secuencia del montaje de la camara ultrasonica. (a)
Base plastica, (b) Piezo-buzzer, (c) Rejilla de electrodos y agujas
hipodérmicas, (d) Portaobjetos.

Otros componentes son: Los portaobjetos son
elementos de vidrio utilizados para cubrir el area del
transductor mientras se realiza la observacion directa
del proceso. Las agujas hipodérmicas son elementos
utilizados para permitir el flujo de liquido en el interior
del transductor. La base plastica es utilizada para su-
jetar toda la estructura, aislando la conexion eléctrica
del agua, y permitiendo la libre vibracion del
piezobuzzer para producir el ultrasonido. Sus dimen-
siones varian en funcién del tamano del piezoeléctrico.

Circuito oscilador
El desarrollo del oscilador se basé en el empleo

de un circuito integrado 74L.S13, constituido por
dos compuertas NAND Schmitt Trigger, y el uso
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lla descargado, por lo que el cuarto terminal de la
compuerta esta conectado directamente a tierra (0
l6gico), forzando su salida a un 1 légico. El conden-
sador comenzara a cargarse por medio de la resis-

tencia R1 a un voltaje de 5V, es
decir, que conmuta de bajo a alto.
En el momento en que supera su
voltaje de umbral de subida, la
salida del inversor cambia a un 0
I6gico. El condensador comenza-
ra a descargarse a través de la
resistencia R1, pasando de alto a
bajo. Cuando pase el voltaje de
umbral de bajada, la salida del in-
versor cambiara a un 1 légico, re-
pitiéndose el ciclo ya descrito.

La salida de la primera com-
puerta NAND es conectada a las
cuatro entradas de la segunda
compuerta NAND, con el objeto de
mejorar la sefial, obteniéndose
una onda cuadrada de 0 a5V, cuya
frecuencia puede cambiar entre 15
kHz y 1 MHz, a libre albedrio de-
pendiendo del valor de la resisten-
cia variable.

Para amplificar la onda cuadrada se conecta la
salida de la segunda compuerta NAND a la base de
un transistor 2N3904, en saturaciéon o corte depen-
diendo de la sefal aplicada en la base. Finalmente, el
transductor es conectado entre el colector y el emisor
del transistor. Cuando el transistor esta en corte, el
piezoeléctrico se cargara a un voltaje de 12V (fuente
de alimentacion 2) a través de la resistencia R2, y
cuando el transistor se encuentra en saturacion, el
piezoeléctrico se descargara a través del transistor.

35
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de un transistor de baja potencia 2N3904 como
se muestra en la figura 2.

A continuacion se describe el funciona-
miento del circuito. Se cortocircuitan tres de las
cuatro entradas de la primera compuerta NAND
y se conectan a un voltaje DC de 5V (1 l6gi-
co). En el instante t el condensador C1 se ha-
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Figura 2. Circuito oscilador que alimenta al transductor
piezoeléctrico.
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Debido a que la sefal eléctrica con que se ali-
menta el cristal piezoeléctrico es cuadrada, éste se
deformara produciendo ultrasonido con una frecuen-
cia similar a la de la sefal de alimentacion.

Los microorganismos

Los experimentos se realizaron con microorganismos
presentes en agua estancada. En el agua se encuen-
tran diversas clases de microbios tales como: bacte-
rias, algas, protozoos y rotiferos cuyo tamafio oscila
entre 1y 100 um y su densidad es aproximadamente
igual a la del agua.

Las muestras empleadas en el presente traba-
jo contenian diversos tipos de protozoos tales como:
Coleps hirtus, Tetrahymena sp, Euplotes aediculatos
y Colurella sp. Sin embargo, se observé que el mi-
croorganismo que predomina es el Paramesium
caudatum, un protozoario ciliado que se alimenta de
bacterias y habita aguas dulces con elevada carga
nutritiva (Porras et al., 2003).

Protocolo experimental

Una vez fabricada la camara, se llevan a cabo los
siguientes pasos:

A través de la aguja hipodérmica de entrada se
introduce agua pura a la cavidad interior de la cama-
ra transductora, donde se encuentran ubicados los
electrodos. Se aplica una tension continuade 12V,
a los electrodos, polarizandolos en un sentido y lue-
go en el otro durante un tiempo no superior a 1 se-
gundo. De esta manera se induce la electrodlisis para
generar las microburbujas. Se retira la alimentacion
de los electrodos. Luego se introduce agua contami-
nada con protozoos a la cavidad interior de la cama-
ra transductora. Se activa el cristal piezoeléctrico a
través del oscilador, y se realiza un barrido de fre-
cuencia. Las frecuencias de resonancia para las bur-
bujas se determinan mediante la observacion, a tra-
vés del microscopio, de los fendmenos que ocurren
en la muestra. Se desarrollan pruebas repetitivas con
las frecuencias encontradas. Finalmente se analizan
los resultados obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION
El primer resultado experimental es la obtencién de

las microburbujas de aire sobre los electrodos. La
rejilla de electrodos se puede alimentar con voltajes
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que van de 3 a 12 voltios, cuya polaridad se varia
alternadamente. La polarizacién positiva se mantie-
ne durante un segundo, con el fin de producir
microburbujas en la superficie de los electrodos ali-
mentados negativamente. Luego se invierte la pola-
rizacion durante un intervalo no superior a un segun-
do, con el fin de producir microburbujas en los
electrodos restantes (ver figura 3). La razén por la
cual el periodo de electrdlisis es tan corto radica en
que a mayor tiempo, no sélo aumenta el nimero de
microburbujas dificultando la observacion, sino que
también su tamafio se hace exagerado, y no apto
para la manipulacién de los microorganismos. De esta
manera se producen microburbujas con radios que
oscilan entre 30 y 120 um.

e

— . o
-
,Felectrndﬂs

. 3
microburbujas

gL vibrd

Figura 3. Fotografia de las microburbujas formadas sobre la rejilla
de electrodos en la camara ultrasénica.

Una vez generadas las microburbujas, se pro-
cedié a determinar sus frecuencias de resonancia,
realizando para ello un barrido entre 15 kHz y 1 MHz;
este Ultimo es el maximo permitido por el circuito
oscilador. Las frecuencias de resonancia mas rele-
vantes fueron: 47.6, 52.6, 67.8 y 125 kHz.

Las frecuencias de resonancia encontradas cum-
plen la ecuacién de Minneart (Kajiyama et al., 1999):
f.*r=332 [Hz*cm] (1)
donde f_ es la frecuencia de resonancia para las
microburbujas y r es el radio de las mismas. Por
tanto, para las frecuencias mas relevantes: 47.6, 52.6,

67.8y 125 kHz, corresponden radios de 69.75, 63.12,
48.97 y 26.56 um, respectivamente.
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Una vez estan disponibles las microburbujas con
tamafo comparable al de los microorganismos, se
aplica la sefal ultrasénica a alguna de las frecuen-
cias de resonancia. En la figura 4 se muestra una
secuencia de imagenes que ilustran el proceso de
atrapado y liberacién de protozoos (Coleps hirtus y
Paramecium caudatum) en la medida en que se apli-
cay retira el ultrasonido.

A las frecuencias de trabajo se observa que los
microorganismos se adhieren a la frontera de las
burbujas, permaneciendo alli mientras se encuentra
aplicado el campo ultrasénico. Una vez eliminado el
ultrasonido, los protozoos recuperan su libertad de
movimiento sin dafio aparente. En ocasiones se ob-
serva que los microorganismos son repelidos y atrai-

Protozoo 1
—>

—»
Microburbuia
(a) (b)

Protozoo 2
-«

Protozoo 3

(d) (e)

Figura 4. Secuencia de fotos que muestra la manipulacién de
protozoos. (a) El protozoo 1 se encuentra adherido a la
microburbuja cuando hay presencia de ultrasonido. (b) Se
suspende el ultrasonido. (c) El protozoo se aleja de la microburbuja.
(d) Se aplica ultrasonido nuevamente. (e) Se adhieren dos
protozoos de distinta especie. (f) Fotografia idéntica a (e), pero
sin la demarcacion del protozoo 3. Los protozoos 1y 2 son Coleps
hirtus y el protozoo 3 es Paramecium caudatum.

dos en forma repetitiva, sin causarles dafio alguno.
Estas ideas se ilustran esquematicamente en la figu-
ra 5. Cabe decir que la potencia eficaz a la cual se
genera ultrasonido es aproximadamente de 5.8 mW,
lo cual implica que se trata de un método de bajo
consumo energeético.

Durante el desarrollo de los experimentos se
observé ademas que no solamente son afectados

Microorganismos /' %
Superficie de ./
los electrodos
\ Microburbujas

Figura 5. Esquema de la manipulacién de los microorganismos
por medio de ultrasonido.

los protozoos, sino que la manipulacion también in-
fluye en otros elementos suspendidos en el agua
(fragmentos de algas, arenas, protozoos muertos,
etc.). Esto es importante ya que existe la posibilidad
de aprovechar este fendmeno con el fin de desarro-
llar un equipo para la remocion de lodos de pequefio
tamafo presentes en los rios, lo cual
se conoce como tratamiento terciario
de aguas residuales.

CONCLUSIONES

El estado del arte del tema bajo anali-
sis muestra que son muy pocos los tra-
©) bajos y logros en este campo. El pre-
sente estudio explora y presenta
resultados esperanzadores que per-
miten pensar en la utilizacién del ul-
trasonido como un nuevo mecanismo
para la manipulacion y el tratamiento
de protozoos.

0 Durante el desarrollo de los ex-

perimentos se pudo observar el efec-
to de aplicar un campo ultrasénico a una muestra
que incluye microorganismos y microburbujas gene-
radas por electrolisis.

Es asi como los protozoos se pueden atraer a
la frontera de las microburbujas y mantener alli mien-
tras se halle aplicado el ultrasonido. Una vez elimi-
nado el campo sénico, los protozoos recobran su li-
bertad de movimiento sin dafo fisioldégico aparente.

Con base en las anteriores observaciones se
concluye que el ultrasonido tiene un potencial enor-
me para ser utilizado como principio basico de ac-
tuacion en el disefio de dispositivos que permitan la
manipulaciéon de microorganismos presentes en el
agua. Estos dispositivos son requeridos en analisis
bacteriolégicos y microbianos, e incluso podrian ser-
vir en procesos de purificaciéon del agua.

83



REVISTA COLOMBIANA DE BIOTECNOLOGIA VOL.

VI No.1 Julio 2004 79 - 84

Mediante la utilizacion de elementos electroni-
cos de facil adquisicion se demuestra la factibilidad
de desarrollar transductores ultrasénicos, de bajo
costo, para la manipulacion, posicionamiento e in-
cluso la eliminacién de microorganismos en suspen-
siones acuosas.

Los resultados aqui expuestos permiten vislum-
brar la aplicacion del ultrasonido en otro tipo de sus-
pensiones y con otra clase de microorganismos. Sin
embargo, para poder utilizar esta técnica sera nece-
sario realizar experimentos previos que permitan
determinar las alteraciones metabdlicas y posibles
efectos nocivos del ultrasonido sobre los microorga-
nismos a estudiar.
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