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Microsensores: una mirada al entorno microbiano

Sefiorita: podemos ver microbios con un
microscopio. ¢Pero como podemos ver lo que
estan haciendo?
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Izquierda: Punta del microsensor de oxigeno. Se pueden fabricar puntas con didmetros inferiores a 2 um.

Derecha: Oxigeno y microsensores de sulfuro de hidrégeno insertados en una biopelicula fotosintética.

Los microsensores se insertan mediante el uso de un micromanipulador. Gréficos de Fabian Steininger,
foto de Niels Peter Revsbech.
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Sinopsis

El medio ambiente es heterogéneo: cuando observamos los campos de cultivo, en
uno crece trigo para alimentarnos, en otro maiz para alimentar al ganado y a las gallinas, y en
otro heno para alimentar a los caballos. En cada campo podemos observar las distintas
poblaciones de plantas que crecen y producen cosas distintas para nosotros. Pero los microbios
no se pueden ver, asi que para averiguar cuales estan presentes en un entorno determinado y
que estan haciendo, necesitamos reemplazar nuestros 0jos por instrumentos especiales. Unos
poderosos son los microsensores, que nos permiten medir lo que esta sucediendo a nivel
microscopico.

La microbiologia y el contexto social

La microbiologia: Microbiologia ambiental, microsensores, micromanipulacion, biopeliculas, cables
bacterias, gases de efecto invernadero. Cuestiones de sostenibilidad: seguimiento de los gases
de efecto invernadero y de los toxicos ambientales.
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Microsensores: la microbiologia

1. La necesidad de describir el entorno de los microbios. Cuando queremos ver
bacterias y otros microbios necesitamos usar un microscopio. El primero en hacerlo y en darse
cuenta de la existencia y diversidad de microbios fue Antonie van Leeuwenhoek alrededor de 1675.
Pudo hacerlo porque Fue capaz de fabricar microscopios sencillos pero funcionales. Pero ;como
podemos saber qué estan haciendo, qué estdn comiendo y como se sienten en las condiciones
en las que viven? Para ello, necesitamos poder describir el entorno inmediato de los microbios
—sus componentes quimicos y biologicos— y, sobre todo, como cambia en tiempo real y en
respuesta a cambios ambientales, naturales e impuestos experimentalmente.
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2. Sistemas homogéneos versus heterogéneos. Si colocas una gota de tinte en un
recipiente de agua, se dispersa rapidamente por toda el agua, dando un color uniforme. Se dice
que el color es homogéneo o uniformemente distribuido. Si midieras sus concentraciones en
diferentes partes del recipiente, siempre serian las mismas. Ahora piense en un patio de recreo
de la escuela: cuando los nifios salen a jugar, se retnen en grupos para charlar o persiguen una
pelota. Su distribucion en el patio no es homogénea; jes heterogénea! Si una persona cumple
afios y trae una bolsa de dulces, todos corren hacia esa persona, lo que hace que la distribucion
sea alin mas heterogénea.

3. Los entornos microbianos son heterogéneos y varian enormemente a nivel
microscopico. Como los nifios en un parque infantil se sienten atraidos por alguien que lleva
una bolsa de caramelos, los microbios pueden desplazarse hacia fuentes de alimento o alejarse
de condiciones ambientales que no les gustan, por lo que se distribuyen de forma heterogénea
en sus habitats. Y, como los microbios metabolizan las sustancias quimicas de su entorno
inmediato, lo modifican. Por tanto, cuanto mayor sea la heterogeneidad de la distribucion de los
microbios (por ejemplo, una alta densidad de células en una parte concreta del hébitat debido a
la disponibilidad de una gran cantidad de un alimento y/o fuente de energia especialmente
apetitosos), mayor serd la heterogeneidad de las condiciones ambientales. Por tanto, una
medicién en una parte del habitat no dice nada sobre ninguna otra parte del habitat. Tenemos
que tomar medidas precisamente donde los microbios estan haciendo lo que nos interesa. Y,
como los microbios son muy pequefios, necesitamos hacer mediciones en distancias muy
pequefias, microdistancias, en tiempo real, para poder describir los microambientes de los
microbios.

4, Las mediciones del microambiente se hicieron posibles con la invencion de
los microsensores. Recién en 1980 aproximadamente fue posible observar la actividad quimica.
Microambiente dentro de comunidades microbianas densas, como las babas microbianas
(placas, biopeliculas) que recubren nuestros dientes. Las invenciones que hicieron esto posible
fueron microsensores para sustancias quimicas como el oxigeno (O2) y sulfuro de hidrégeno
(H2S) y parametros fisico-quimicos como la acidez (pH),etc. En la actualidad, se han desarrollado
microsensores para un gran numero de aplicaciones medioambientales. Especies quimicas, y por
lo tanto podemos observar en tiempo real el consumo y la produccién microbiana, es decir, las
transformaciones mediadas bioldgicamente, de muchos productos quimicos en biopeliculas,
sedimentos, suelos, etc. Tal transformacion podria ser, por ejemplo, la formacion de oxigeno
debido a la fotosintesis o el consumo de oxigeno debido a la respiracion.

5. ¢ COmMo es un microsensor? Arriba se muestra un ejemplo de microsensor. Observe
lo fina que es la punta. Un microsensor de oxigeno tipico tiene un didmetro de punta de 10 um
(2 mm = 1000 pum). Un cabello humano tiene un diametro de aproximadamente 70 pum y, por
lo tanto, es 7 veces mas grueso que la punta de un microsensor de oxigeno tipico. Y es posible
fabricar algunos tipos de microsensores con un diametro de hasta aproximadamente 1 um, que
es el mismo didmetro que una bacteria tipica.

6. &Y como funciona un microsensor? Diferentes microsensores funcionan de
manera diferentes formas pero, en el caso de un microsensor de oxigeno, medimos la corriente
eléctrica producida por la reduccion de O2. La reduccion del oxigeno es basicamente la misma
reaccion que ocurre dentroEl cuerpo humano respira oxigeno porque es un quimico muy
oxidante y reactivo que reacciona facilmente con muchos tipos de reductores para producir
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mucha energia que necesitamos para crecer y hacer todas las cosas que disfrutamos. Los
reductores son quimicos que quieren deshacerse de los electrones y, por lo tanto, se oxidan. En
el microsensor de oxigeno, no tenemos un reductor quimico que puede donar electrones, pero tenemos
una superficie de oro que esta cargada negativamente con electrones de una bateria, y esta superficie de
oro es capaz de reducir el oxigeno:

02 + 4e + 2H20 = 40H

Cuando la superficie de oro (el catodo) dona electrones mediante el proceso de
reduccién de oxigeno, estos electrones deben ser reabastecidos por la bateria, y obtenemos una
corriente eléctrica en un circuito entre el catodo de oro y un &nodo de plata (conectado al polo
positivo de la bateria) dentro del sensor (el &nodo de plata no se muestra en la figura). La
corriente en este circuito es proporcional a la concentracién de oxigeno fuera de la membrana
de silicona permeable al oxigeno en la punta. La membrana de silicona garantiza un entorno
quimico estable en el liquido (electrolito) dentro del microsensor y evita la entrada de especies
quimicas que podrian alterar el funcionamiento del microsensor. El disefio basico de sensores a
macroescala similares fue inventado ya en 1954 por un fisiélogo britanico, LC Clark, y por eso
dichos sensores se denominan sensores Clark o electrodos Clark.

7. Los microsensores deben ser operados con precision por un
micromanipulador. Para examinar la variacion de los niveles de un parametro como el oxigeno
en un microambiente determinado, es necesario introducir el microsensor en el sustrato de
forma gradual y muy controlada. En primer lugar, los microsensores son muy delicados y no
queremos romperlos, pero también es necesaria la precision, ya que, por ejemplo, la
concentracion de oxigeno puede cambiar mucho en distancias mucho menores a un milimetro.
Por ello, los microsensores suelen montarse en un dispositivo llamado micromanipulador,
mediante el cual el microsensor se puede mover de forma incremental en pasos de hasta 1 um
en una muestra o habitat. Esto nos permite "escanear" el habitat moviendo el sensor y tomando
lecturas en cada posicion, y asi "mapear"” los cambios en los niveles de oxigeno en el espacio y
en el tiempo.

En la figura anterior se muestra la insercion de dos microsensores sostenidos por un
micromanipulador de este tipo mientras se introducen en una biopelicula microbiana
fotosintética. Para este tipo de analisis ambiental, es normal introducir los sensores en pasos de
0,1 mm (100 pm) y luego esperar unos segundos en cada profundidad para obtener una lectura
estable.

8. ¢ Qué tipo de cosas podemos hacer con los microsensores? Por ejemplo,
investigar una biopelicula fotosintética. Como se indic6é anteriormente, los microbi6logos
quieren saber que son los microbios lo que hacen en determinadas condiciones, como cuando
producen o consumen gases de efecto invernadero. Un conjunto de datos sobre el oxigeno (O2),
sulfuro de hidrégeno (H.S) y acidez (pH) medida en unLa biopelicula fotosintética se muestra
en la figura siguiente. La profundidad cero marca la superficie de la biopelicula. Se puede ver que
cuando la biopelicula se mantuvo en la oscuridad, el oxigeno en el agua suprayacente disminuyod.
Cuanto mas se acerca el microsensor a la biopelicula, mas se vuelve cero a 0,2 mm dentro de la
biopelicula. Sin embargo, cuando se ilumino la biopelicula, la concentracion de oxigeno
aumenta a medida que el microsensor se acerca a la biopelicula, alcanzando un pico a 0,2 mm
dentro de la biopelicula que es 5 veces la concentracion del agua suprayacente saturada de aire,
y se vuelve cero a una profundidad de solo 1,5 mm. Esto se debe a que los microbios en la
biopelicula realizaron la fotosintesis cuando se iluminaron y produjeron oxigeno. Las tasas de
fotosintesis a varias profundidades se pueden calcular a partir de los datos del microsensor de
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oxigeno y se muestran como barras en la figura. La fotosintesis se pudo detectar hasta 0,6 mm
de profundidad, por debajo de la cual la intensidad de la luz se volvié demasiado baja. La
intensidad de la luz dentro de dichos sustratos se puede medir mediante varios tipos de
microsensores de fibra optica.

Fotosintesis (nm0| cm-3s-1)
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Distribucién en profundidad del oxigeno (O), sulfuro de hidrégeno (H-S) y acidez (pH) en una
biopelicula fotosintética durante la iluminacion (izquierda) y la oscuridad (derecha). Dibujo original de
Bo Barker Jgrgensen.

Como también se puede observar, la acidez (pH) subi6 y bajo mas o menos al ritmo del
oxigeno.iluminacion, dioxido de carbono (CO, en el agua que se encuentra parcialmente en
forma de acido carbonico, H.CO3) se consumié por la fotosintesis, por lo que el pH fue mas alto
en la capa fotosintética. Durante la oscuridad, el CO- se produjo por la respiracion microbiana y
el pH disminuyo.

El sulfuro de hidrogeno y O s6lo coexistian dentro de una zona muy estrecha de la
biopelicula. Esta zona de superposicion suele tener menos de 0,1 mm de espesor, y en ella viven
bacterias especializadas que obtienen su energia mediando la oxidacién del H.S. EI H,S se
desplaza hacia la capa dxica mediante un proceso Ilamado difusion, y el oxigeno también se
desplaza hacia la zona de superposicion O./H,S mediante difusion. La difusion es el proceso de
movimiento aleatorio de moléculas/iones individuales en liquidos y gases; da como resultado el
transporte neto de moléculas/iones desde regiones de alta concentraciéon a regiones de menor
concentracion. Este transporte difusional de sustancias quimicas es comparable al transporte de
calor desde capas con alta temperatura a capas con baja temperatura: si sumerges una cucharilla
de metal en té caliente, pronto sentiras que el mango se calienta.

9. El descubrimiento de las bacterias del cable. En 2012 se hizo un
descubrimiento muy importante cuando los datos de microsensores mostraron que el Oz Y Ha.
Los perfiles S en un sedimento marino no se superponian, de hecho, estaban bien separados.
¢Como podria ser posible que H,S se oxidaria si no hubiera oxigeno;Esta disponible? Resultd
que los filamentos largos de bacterias, compuestos por méas de 10.000 células unidas de extremo
a extremo, conectaban las capas oxicas superficiales y las capas sulfidicas mas profundas que
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estaban separadas por una distanciade aproximadamente 1 cm. Y, sorprendentemente, estos
filamentos transportaron electrones del H.S al O,, creando una corriente eléctrica en el
sedimento. La interaccion de H.S y O, que resulta en la oxidacion de HS y la reduccion del O
implicaba reacciones fisicamente separadas. En el momento de escribir esto, ain no se ha
aclarado en qué consisten los hilos eléctricos. Los filamentos microbianos conductores de
electricidad son solo un ejemplo de como el uso de microsensores ha cambiado nuestra
comprension del funcionamiento de la naturaleza.

10. Existen microsensores para la medicion de muchos parametros fisico-quimicos. El
oxigeno, el sulfuro de hidrégeno y la acidez son sélo ejemplos de pardmetros fisicoquimicos que
se pueden medir con microsensores. Otras especies quimicas biolégicamente importantes que
se pueden medir con microsensores son los nutrientes vegetales y microbianos nitrato (NOs.),
nitrito (NO") y amonio (NH.-), y el principal portador de energia del futuro, el hidrégeno (H.).

Gracias a la construccion a microescala, se han podido fabricar microsensores en
los casos en que no existian versiones a macroescala. La razon principal del éxito de la
construccién a microescala es que el transporte de moléculas e iones a lo largo de las cortas
distancias dentro del sensor es muy rapido. De este modo, los reactivos y los productos de
desecho de las reacciones se transportan de forma eficiente hacia o desde la punta del sensor
por difusion. Un ejemplo de ello es el microsensor de 6xido nitroso (N20). No es posible medir
el N2O con un electrodo si hay O presente, pero el Oz se puede eliminar con acido ascorbico
alcalino. El nuevo &cido ascérbico se suministra a la punta del microsensor por difusién y el
acido ascarbico oxidado y consumido se elimina mediante el mismo proceso.

11. Los microsensores pueden informar sobre la produccion y el consumo de gases
de efecto invernadero. Existen microsensores para el gas de efecto invernadero didxido de
carbono (CO;), 6xido nitroso (gas de la risa, N2O) y metano (CH,), y por lo tanto representan
herramientas clave para investigar la produccion yEI consumo de estos agentes del calentamiento
global. Como gas de efecto invernadero, el 6xido nitroso representa casi el 300 por ciento de la
produccion mundial de gases de efecto invernadero a veces mas potente que el dioxido de
carbono, por lo que sus emisiones procedentes de todo tipo de fuentes deben minimizarse.

Las plantas de tratamiento de aguas residuales son una fuente importante de N.O. La
razon es que las aguas residuales contienen grandes cantidades de nitrégeno en forma de
compuestos celulares como proteinas que, en la planta, se convierten en aminoacidos, luego
amoniaco, luego 6xidos de nitrogeno (el proceso de nitrificacion) y, finalmente, nitrégeno
gaseoso (el proceso de desnitrificacion) que escapa a la atmésfera. Sin embargo, no todo el
nitrégeno de las aguas residuales se convierte en nitrégeno gaseoso, y una parte termina como
N,O, que también se libera a la atmdsfera como gas de efecto invernadero. La cantidad de N.O
que se forma esté determinada por las condiciones de funcionamiento de la planta, que a su vez
influyen en las actividades microbianas involucradas en la produccion de N2O. La rapida
adaptacion de estas condiciones de funcionamiento para minimizar la produccion de N2O
requiere una medicion precisa, continua y en tiempo real de los niveles de produccién de N2O.
El microsensor de 6xido nitroso es un ejemplo de un sensor para el que no se ha creado un
analogo a escala macroscépica y que ahora se utiliza ampliamente para monitorear y controlar
la emision de dxido nitroso de las plantas de tratamiento de aguas residuales, como se muestra
en la figura siguiente.

12. Los microsensores se estan utilizando en muchos entornos diferentes. Los
microsensores quimicos han ampliado nuestros conocimientos en muchas areas. Por ejemplo,
se han utilizado ampliamente para explorar el fondo marino a profundidades de hasta 11.000
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m. A menudo se afirma que sabemos menos sobre las profundidades oceénicas que sobre la
Luna, pero los instrumentos robdticos (“landers™) equipados con microsensores para realizar
mediciones en los sedimentos han proporcionado conocimientos valiosos. La imagen siguiente
muestra un instrumento de este tipo antes de su despliegue en las profundidades del océano
Pacifico. Un banco de microsensores estd montado en el cilindro electrdnico resistente a la
presion en el centro inferior del marco. El instrumento puede ascender a la superficie mediante
la liberacion del lastre una vez finalizadas las mediciones.

Los microsensores también se han utilizado ampliamente para la exploracion de la
fisiologia animal y vegetal.

Microsensor de
medicion de N2O en
los tanques de una
planta de tratamiento
de aguas residuales
donde las bacterias
mediaban la
degradacion de los
componentes de las
aguas residuales. La
sefial de la caja
i electronica se
Aeration bubbles + nitrous oxide present = N,O emission . RPN B R LR
&= 1 .~ control de la planta.
- La espuma en la
superficie del agua se
crea mediante un
vigoroso  burbujeo
con aire. llustracion
de Unisense A/S, con
autorizacion.

Installation at Marselisborg wastewater treatment plant Aarhus Vand,

Denmark

Despliegue de un “moédulo de
aterrizaje” en aguas profundas en el
Océano Pacifico. El mddulo est4
equipado con microsensores para el
andlisis de los sedimentos de las
profundidades marinas. EI médulo de
aterrizaje fue construido por R.N. Glud,
de la Universidad del Sur de
Dinamarca.

Fotografia por Niels Peter Revsbech.
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Relevancia para Objetivos de Desarrollo Sostenible y Grandes Desafios

e Objetivo 6. Garantizar la disponibilidad y la gestion sostenible del agua y el
saneamiento para todos. Las alcantarillas se degradan por la corrosion causada por el
sulfuro de hidrogeno, lo que provoca enormes péerdidas econdémicas cada afio. Se utilizan
macrosensores que son mMicrosensores en una carcasa gruesa para ayudar a mitigar la
acumulacion de sulfuro de hidrogeno (https://sulfilogger.com/wastewater/). El
tratamiento de aguas residuales se puede controlar mediante el uso de biosensores a
microescala para nitrato y nitrito, pero se necesita mas investigacion para obtener la
estabilidad del sensor a largo plazo requerida.

e Objetivo 7. Asegurar acceso a asequible, confiable, sostenible y moderno energia para todos
nosotros. Se espera una futura “economia del hidrogeno”, y la investigacion en
transformaciones de hidrdgeno, por ejemplo en plantas de biogas, se ve facilitada por
microsensores de Ha.

e Obijetivo 13. Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio climético y sus efectos.
Microsensores para los gases de efecto invernadero permiten no s6lo medir su produccion
y consumo por parte de sistemas bioldgicos, y su seguimiento en sistemas de ingenieria
como las plantas de tratamiento de aguas residuales, sino también comprender mejor
sus mecanismos de produccién. Todo ello sera relevante para controlar y reducir su
produccién y liberacion a la atmésfera.

e Obijetivo 14. Conservar y utilizar de manera sostenible los océanos, los mares y los
recursos marinos para el desarrollo sostenible. Los microsensores se han utilizado
para dilucidar las transformaciones de los nutrientes de las algas en océanos y mares.
Los microsensores también pueden utilizarse para prevenir la acumulacién tdxica de
H.S en acuicultura.
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Glosario
Anodo: Un electrodo cargado positivamente
Biopelicula: Matriz compuesta por microorganismos y los compuestos viscosos que estos
excretan. La placa dental es un buen ejemplo.
Biosensor: Un sensor donde un componente biolégico como enzimas o células vivas crea la
sefal.
Catodo: Un electrodo cargado negativamente
Gases de efecto invernadero: Gases que absorbe y emite radiacion de calor y, por lo tanto,
menor emision de calor desde nuestro globo al espacio.
Micromanipulador: Dispositivo que se utiliza para posicionar, por ejemplo, la punta de un
microsensor con forma de aguja con gran precision. Un micromanipulador puede ser operado
manualmente o por control informatico de pequefios motores eléctricos que se mueven en una,
dos o tres dimensiones.
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