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RESUMEN

La manipulacién de células o de macromoléculas (por ej. ADN) bio-
I6gicas cuyo tamaiio fisico cubre el rango nanométrico, es parte
esencial de la novedosa nanotecnologia un hibrido entre biologia,
quimica e ingenieria, que pretende el ensamble de bionano estruc-
turas funcionales a través de un posicionamiento fisico de sus com-
ponentes. Al otro lado permite la manipulacién de estos objetos, su
analisis biomédico y su separaciéon en poblaciones de ciertos tama-
flos. Las técnicas electrocinéticas a bajas frecuencias permiten el
estudio de la agregacion, rotaciéon, deformacion y orientacion, in-
cluso la manipulacién, de pequefios objetos singulares en su de-
pendencia de la frecuencia desde fracciones de 1 Hz hasta la re-
giéon de varios MHz. La fisica detras de estas técnicas esta basada
en propiedades de impedancia de particulas o células en suspen-
sion. Los efectos electrocinéticos son consecuencia de la interac-
cién entre un campo incidente eléctrico alterno y el momento dipo-
lar inducido en estos objetos. Presentamos en este trabajo los
aspectos fisicos detras de los diferentes métodos electrocinéticos,
que debido alos avances en la microestructuracion litografica para
la fabricacién de microcdmaras de medicion encuentran un cre-
ciente interés en la investigacion bioquimica y el diagnéstico médi-
co. Particularmente apuntan las actividades de investigacion en este
campo a la creacion de biosensores en un amplio rango de aplica-
ciones, e incluso a la integracion de diferentes aspectos de analisis
biomédico y bioquimico en un “laboratorio —sobre-un-chip”.

Palabras clave:
chip.

ABSTRACT

Células biolégicas, electrocinética, particulas elipsoidales, lab-on-a-

The manipulation of nanometer-size biological cells or macromole-
cules (e.g. DNA) is an essential approach in recent nanotechnology,
-hydride of biology, chemistry and engineering-, which pretends the
assembly of functional bionanostructures by means of a mechanical
positioning of its components. On the other hand provides the ma-
nipulation of these objects for a biomedical analysis and size sepa-
ration into certain populations. Electrokinetic techniques at low fre-
quency allow to study aggregation, rotation, deformation, and
orientation, including manipulation, of small single objects in a wide
frequency range between 1 Hz up to several MHz. The physics behind
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1. INTRODUCCION

Los métodos clasicos de impedancia registran la
respuesta dieléctrica de una suspensién a un cam-
po eléctrico externo*. Los sistemas bioldgicos son
complejos con respecto a su composicion y es-
tructura geomeétrica. La interaccién con un cam-
po eléctrico involucra por lo tanto multiples pro-
cesos de relajamiento, e inclusive polarizaciones
interfaciales con los electrodos®®. Informaciones
Utiles respecto a las propiedades dieléctricas se
obtienen solamente, si cada proceso de relaja-
miento puede ser extraido del comportamiento
total del sistema. Son indispensables para este fin
mediciones sobre un amplio rango de frecuen-
cias y con una alta resolucion. Los métodos elec-
trocinéticos con campos eléctricos alternos a baja
frecuencia estan actualmente, y en creciente gra-
do, sustituyendo las técnicas comunes de impe-
dancia®*. La razén principal consiste en la alta
resoluciéon de estos métodos referente a los para-
metros eléctricos de objetos singulares, basados
en sus principios de medicién diferentes. Los mé-
todos electrocinéticos determinan o aplican efec-
tos de fuerza, que surgen de la interacciéon entre
un momento dipolar inducido en un objeto y el
campo eléctrico externo. El analisis microscépico
de movimientos de particulas o células en funcién
de la frecuencia del campo eléctrico permite es-
tudios tanto de traslacion y rotacién, como de
deformacion, orientacién y agregacion de parti-
culas o células singularest?14,

Los mecanismos responsables para los proce-
sos de relajamiento grandes a baja frecuencia
incluyen el efecto MAXWELL-WAGNER?*® y el efecto
interfacial de polarizacién?. El anterior efecto ocu-
rre en particulas, que son compuestas de un ma-
terial aislante, cubiertas con una capa de mate-

these techniques is based on impedance properties of particles or
cells in suspension. The electrokinetic effects are consequence of
the interaction between an incident electric a.c.-field and the induced
dipole moment of the dielectric objects. In the present paper we
outline physical aspects behind different electrokinetic methods. The
advanced state of lithographic techniques allows to make micro
chambers suitable for both biochemical investigation and medical
diagnostics. In particular point research activities in this field toward
the fabrication of biosensors in wide range of applications, including
the integration of different biomedical and biochemical analysis as-
pects within a single “lab-on-a-chip”.

Biological cells, Electrokinetics, Ellipsoidal particles, Lab-on-a-chip.

rial conductivo, que resulta en una permitividad
compleja efectiva, y que depende de los volu-
menes relativos y sus propiedades dieléctricas.
Para su descripcion se aplican férmulas de mixtu-
ral’, que se basan en el célculo del potencial in-
terno y externo de particulas esféricas dispersas?®
0 en muestras con geometrias elipticas, e incluso
cilindricas'®. Establecidos sobre la teoria MAXWE-
LL-WAGNER-SILLARS (MWS) de la polarizacién inter-
facial?>?', y considerando solamente particulas
esféricas, la formula de mixtura para la funcién

sk

dieléctrica de la suspension resulta en []
sus

* *

o,.m;, k20 oo )]k, oo, 02, oo, ]t (1)

tig DDT/m) DZP(D/“,

donde O, es la permitividad dieléctrica compleja
de las particulas esféricas suspendidas, Dfiq se
refiere al medio de suspension, y p es la fraccién
de volumen, que constituyen las particulas dis-
persadas. Los métodos basados en suspensiones
detectan muchas particulas en un instante y pue-
den lograr asi un significado estadistico dentro
de cortos tiempos de medicion. Son Gtiles tam-
bién para particulas submicrométricas, que no
permiten una deteccion visual. No obstante, si
se observa por ejemplo un ensanchamiento de
un proceso de dispersion determinado, no sera
posible asociarlo o con las propiedades de cada
particula singular o con la dispersion de la parti-
cula dentro de la poblacion de particulas sus-
pendidas. Ademas, la teoria MWS de polarizacion
lleva a resultados erréneos, si las superficies de
las particulas contienen una densidad de carga
eléctrica alta.

Aunque cualquier respuesta dieléctrica es ba-
sada en el mismo principio de polarizacion inter-
facial y puede por tanto ser descrito por una teo-
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ria unificada, las propiedades de particulas singu-
lares se presentan mas claramente en sus efectos
electrocinéticos. La razén para esto consiste en el
hecho, que estos efectos son consecuencia de
la diferencia de la polarizabilidad entre el medio
de suspensién y las particulas, mientras la técnica
de impedancia simplemente determina la permi-
tividad dieléctrica integral de la suspension (I
como sefiala la ecuacion (1).

2. EFECTOS ELECTROCINETICOS

Las caracteristicas de los campos eléctricos apli-
cados determinan esencialmente, cual de los
varios efectos electrocinéticos ocurre. Esto se re-
fiere a campos homogéneos o inhomogéneos,
tanto como a campos rotativos o traslativos, mas
a la induccién de los momentos dipolares, es de-
cir, de las fuerzas correspondientes. En la Figura 1
se presenta la actuacion de campos eléctricos
homogéneos sobre una particula singular, que
técnicamente se realiza entre las placas planas
de una capacitancia como contactos eléctricos.
Los efectos electrocinéticos son diferentes, si se
expone la particula a un campo eléctrico inho-
mogéneo, como se muestra en la Figura 2. Las
relaciones de fase del campo eléctrico en cuatro
contactos, que rodean la particula en una micro-
camara, resulta en el efecto de electro-rota-
cion?22%, Su realizacion esquematica se muestra
en la Figura 3. Finalmente se puede generar un
campo eléctrico traslativo con un arreglo espe-
cial de contactos, donde las particulas no sola-
mente se mueven en forma traslatoria, sino de-
pendiendo de sus propiedades dieléctricas sufren
fuerzas diferentes, que las separan en direccion
vertical sobre el arreglo de contactos (Figura 4).
Este método es conocido como técnica de ‘field
flow fractionation'?+2,

3. POLARIZACION Y FUERZA DE CAMPO

Los efectos de polarizacion de células biologi-
cas o particulas son aplicados para su manipu-
lacion, entrampamiento, fusion e incluso trans-
feccion. El conocimiento de los parametros
externos e internos, que afectan la polarizacion,
es por tanto indispensable para la descripciéon de
los efectos esperados. Para células biolégicas, los
cambios en la polarizacion mas pronunciados,
dependiendo de la frecuencia en un campo
eléctrico externo, resultan de efectos estructura-
les. Modelos dieléctricos consideran las carac-

(~>
J
b
- —

Figura 1. Presentacion esquematica de efectos dieléctri-
cos en campos homogéneos eléctricos alternos. (a) Orien-
tacion de una celda no-esférica: (b) Deformacion (elon-
gacién compresion); (c) Atraccién entre varias particulas.
El campo eléctrico homogéneo se genera con dos con-
tactos planos (capacitancia de capas planas).
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(a) Entrampamiento de células o patrticulas

(b) Dielectroforesis

Campos inhomogéneos se generan con una combina-
cion de contactos placa-punta.

Figura 2. Efectos electrocinéticos en un campo eléctrico
inhomogéneo.

Figura 3. La rotacién de una particula suspendida se rea-
liza con un arreglo de 4 contactos eléctricos.

teristicas de células suponiendo geometrias es-
féricas o elipsoidales?®??, y recientemente tam-
bién cilindricas?®. Existen dos casos extremos para
la polarizabilidad de células biolégicas al sumer-
girlas en un medio con conductividad eléctrica
baja: o su polarizabilidad es mucho menor que
la del medio o viceversa. El primer caso aplica
para frecuencias bajas, donde la membrana aisla
al contenido de la célula. Con creciente frecuen-
cia se disminuye el efecto de la membrana, y la
conductividad alta del (por ejemplo) cytoplasma
domina la polarizacién, como se muestra en la
Figura 5. Las fuerzas generadas por las capas de
polarizacién resultan en una compresién (caso b
en Figura 5) o en una elongacién de la célula
esférica. Si la particula tiene una geometria no-
esférica, aparte de las fuerzas de deformacion
resulta una reorientacion tal, que el eje mayor
de la particula se alinea con el campo externo
eléctrico (consulte Figura 1a). Un arreglo de los
contactos eléctricos externos como placa-pun-
ta (viz. Figura 2) genera un campo eléctrico in-
homogéneo y consecuentemente un desequili-
brio de las fuerzas de polarizaciéon entre los dos
hemisferios de la esfera (Figura 5) con el efecto,
que la célula se mueve hacia la regién del cam-
po eléctrico alto o en direccidén opuesta, depen-
diendo del grado de su polarizabilidad relativa al
medio de suspension. Como la dltima depende
también de la frecuencia del campo eléctrico,
esta direccion puede ser controlada y aprove-
chada en el experimento. La técnica lleva el
nombre de dielectroforesis en el arreglo de con-

Figura 4. Esquema de un sistema de dielectroforesis con
onda viajera. No solamente una fuerza traslatoria actia,
sino la particula puede levitarse de la cadena de contac-
tos eléctricos.
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Figura 5. La accioén de fuerza y distribucion del campo
sobre una célula con geometria esférica. (a): sin apli-
cacioéon de un campo, y en un campo eléctrico homo-
géneo a bajas (b) y altas (c) frecuencias. El medio de
suspension es de baja conductividad eléctrica. Los dos
casos extremos de polarizabilidad tienen analogia con
una 'burbuja de aire’ y a una 'esfera metalica’ en un
campo magnético.

tactos mostrado en la Figura 2b. Con el uso de
cuatro contactos (viz. Figura 2a) se puede mover
la célula (o las células en el caso de una pobla-
cién mayor) hacia el centro, o despoblar el cen-
tro, dependiendo de la frecuencia aplicada.

3.1 DIELECTROFORESIS

En campos eléctricos alternos, y referente a su dis-
tribucién en el espacio inhomogéneo, se calcula
la fuerza promediada en tiempo < F> sobre una
particula dieléctrica por

OF I ;Re@ mA] @

donde 7 es el momento dipolar inducido, VE*
es el gradiente del conjugado complejo del cam-
po eléctrico externo, Re denota la parte real del
producto escalar. 77 es proporcional al volumen
de la particula. El campo eléctrico externo E con
su frecuencia circular w se escribe co6modamen-
te como

EOE™,j 0" (3)

y tomado la permitividad del medio alrededor de
la célula como € € , se llega a la fuerza de die-
lectroforesis (DEP) sobre una particula elipsoide

2@

rms

OF,,, M 0, Rel®Q ) OE

El componente en direccion x del factor Clau-
sius-Mossotti, K(w), es

k@), 0O, 00,)/[o, oo, oo)]e, ®

Las permitividades €%, de la particula, y €*
del medio de suspensién son nimeros complejos,
mientras €  esla comudn constante dieléctrica del
vacio (€ - u, c*=1, c es la velocidad de luz, u,
permeabilidad magnética del vacio). n_es el fac-
tor de depolarizacién en direcciéon x paralelo al
campo eléctrico externo?®, Esferoides poseen dos
ejes iguales, y la tercera puede tomar valores en-
tre cero (disco infinitamente delgado) e infinito (ci-
lindro infinitamente largo; 'aguja’). Tres ejes igua-
les corresponden a la esfera. Suponiendo que este
tercer eje se orienta paralelo al campo eléctrico
externo, los factores de depolarizacién toman va-
lores n = 1, '/,; 0 para el disco delgado, la esfera
y el cilindro largo, respectivamente. Para cilindros
cortos y discos gruesos, que no pueden ser repre-
sentados por esferoides, se desarrollé un procedi-
miento de aproximacion'®. Uno de los ejemplos
mas llamativos al respecto lo forman los 'rouleaux’,
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que son agregaciones de eritrocitos en forma de
los llamados 'coin stacks':.

La relacion entre la conductividad eléctrica o
de un medio y su permitividad real € se expresa
por

0'm 0;@/0, 0) 6)

El factor Clausius-Mossotti (CM) constituye una
medida para la polarizabilidad efectiva de una
particula, y depende a través de n_fuertemente
de su forma geomeétrica, pero también debido
segun la ecuacion (5) a la frecuencia del campo
eléctrico externo. Variaciones de este factor (CM)
con la frecuencia modifican la fuerza, que actia
sobre una determinada particula. La fuerza <F__>
mueve la particula hacia la regién del campo (in-
homogéneo) fuerte, es decir, hacia el electrodo
de punta, siRe{K(w)}>0. En caso contrario, la fuer-
za es orientada en direccion del campo eléctrico
decreciente, si Re{K(w)} es negativo. Obviamen-
te definen estas diferencias un protocolo de se-
paracion de particulas con diferente tamafio (V) y
geometria (n ). Comparamos en calidad de ejem-
plo una particula esférica de radios r (n_ = '/,) con
una particula larga (¢ ) en forma de cilindro (n, =
0), se reconocen las diferencias en las fuerzas die-
lectroforéticas, cuya direccion depende ademas
de la frecuencia aplicada (viz. ecuacion 5):

DFDEP D

esfera

0D 0,0, Refr D E (7
o NHT o, 7)

P m

U Fpg U

cilindro

2 X £ D D*
D ﬁ |j() Dm Re B]p i & ‘E‘ 2 (8)
3 0,

m

Se pueden encontrar regiones de frecuencia,
en que la fuerza sobre un tipo de particula es po-
sitiva, mientras sobre el otro tipo de particula es
negativa, lo que explicaria su separacién en el
espacio de la camara de experimentacion. Una
evaluacién de la ecuacion (7) lleva a la Figura 6.
La fuerza dielectroforética es mayor para elipsoi-
des largos (s = ¢ /r = 30) comparada con la esfe-
ra (s = 1). Sin embargo, tiene importancia mayor
el hecho, que la direccién de la fuerza se reserva
en regiones de diferentes frecuencias para dife-
rentes longitudes de particulas. Esto permite (como
ejemplo) una separacion en el espacio de parti-

culas esféricas dentro de una poblacion de parti-
culas cilindricas.

El campo eléctrico rotativo sobre los electrodos
de la celda de Figura 3 puede inducir un momen-
to dipolar rotativo en la célula biolégica. Cualquier
proceso de dispersidbn causa un desplazamiento
espacial de fase entre el vector de campo exter-
no y el momento dipolar inducido, dando lugar a
un torque, que pone la célula en rotaciéon perma-
nente en el sentido de rotacién del campo exter-
no, o en su contra sentido.

3.2 ELECTRORROTACION

En analogia al célculo de la fuerza F' O(PO)E,
que lleva con la parte real del vector de polariza-
cion P a la ecuacion (1), se encuentra para un
campo rotativo E el torque T proporcional a la
parte imaginaria de la polarizacion P. El torque
rotacional promedio en campos eléctricos con
polarizacién circular sobre una particula con mo-
mento dipolar 71 es

O7 ;Im EL ©)

Con las mismas denominaciones dadas en la
ecuacion (2, 3, 4), se llega a

N -
m O 0 K@O)E (10)
m, 0, w ik @), 0K @), K (©), 0K ©), K ©), 0K O), £ (11)

(i, r, parte imaginaria y, real, respectivamente). El
campo eléctrico de la ecuacion (2) tiene sus com-
ponentes £, E, E, paralelo al mismo sistema orto-

normal de . Circulando en el plano x-y con la
amplitud E;, tenemos

E, UJEE, UUEE , (12

En los casos practicos, uno de los ejes princi-
pales del elipsoide siempre es vertical al plano
de campo, el componente k (sea x, y) del tor-
que sera

1 N

070,0,0,0, B CE; ko), 0k, d 13

m
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Para una particula con geometria elipsoidal
aplica el factor Clausius-Mossotti segun la ecua-
cion (4). No obstante son solamente las partes
imaginariasK' (o), y K' (w), segun la ecuacion (5),
determinan la dependencia en frecuencia del
torque sobre la particula. Por su proporcionali-
dad altorque sera suficiente dibujar la parte imagina-
ria del factor Clausius-Mossotti para reconocer la
fuerza en dependencia de la frecuencia, que

experimenta una particula. En la Figura 7 se pue-
de apreciar, que el torque tiene un maximo (aqui)
en el rango de 10 megahertz, dependiendo
ademas de la longitud del elipsoide, inducido
con s = 1 para una esfera de radius r, y exten-
diendo el eje paralelo al plano de campo por fac-
toress = 2, 3, ... . Valores mayoresde s = ¢ /r
corresponden a una elipsoide larga con el mismo
radius r de la esfera. No solamente se detecta un

Re{K(Ip

S

Figura 6. La fuerza vs la fre-
cuencia del campo eléc-
trico inhomogéneo en el
espectro de dielectrofore-
sis para particulas elipsoi-
des con diferente largo /¢

de su eje mayor, descrita
por el parametro s = ¢ Ir
y manteniendo constante
el radior. La fuerza dielec-
troforética es proporcional

5=10

a la parte real del factor
Clausius-Mossotti. En el

calculo se us6 o, = 0.01
9 sim;e,=80;0,=0.455/
m; €, = 52.

Im{K(Cp

S

Figura 7. El torque vs la fre-
cuencia del campo eléc-
trico en el espectro de
electrorrotacion para par-
ticulas elipsoides con dife-
rente largo ¢ de su eje
mayor, descrito por el pa-
rametro s= ¢ /r y mante-
niendo constante el radio
r. El torque sobre la parti-
cula es proporcional a la
parte imaginaria del factor

log (frecuencia/Hz)

Clausius-Mossotti. (o, =
0.01 S/m; € = 80; 0, =
0.45 S/m; €, = 52)
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aumento del torque con lalongitud ¢ del elipsoi-
de, sino también un corrimiento de su maximo
hacia frecuencias menores.

4. CONCLUSIONES

En general, los diferentes métodos de espectros-
copia dieléctrica muestran tanto ventajas como
desventajas en su comparacién mutua. Los meé-
todos clasicos de suspensiones detectan propie-
dades de muchas particulas en un solo turno de
medicién y asumen un significado estadistico
mayor. Sin embargo, los sistemas biolégicos mu-
chas veces son complejos en su composicion y
estructura geométrica de las particulas involucra-
das. Los espectros dieléctricos vs la frecuencia del
campo eléctrico aplicado pueden contener mul-
tiples procesos de relajamiento, y para una inter-
pretacién correcta se requiere la identificaciéon de
cada uno de ellos. Interacciones entre las parti-
culasy conlos electrodos de la caAmara de medi-
cion frecuentemente dificultan este procedimien-
to. Un aspecto positivo mas de esta técnica es su
potencial también para particulas sub-microsco-
picas, que en el caso de particulas singulares pue-
de serrestringido al rango de particulas microsco-
picas. No obstante, resulta una ventaja clara de
los métodos electrocinéticos para el hecho, que
la geometria y las caracteristicas estructurales de
las particulas bajo observacién son conocidas.
Como se ha visto en los dos ejemplos tratados
aqui, esto es un prerrequisito para el correcto
modelo geométrico (factor de depolarizacion) y
la deduccién de las propiedades del objeto en
estudio. Los avances en la tecnologia microelec-
trénica referente a la transferencia de estructuras
finas sobre un sustrato a través de la fotolitografia
ha dado lugar a camaras de medicion con arre-
glos de microelectrodos altamente precisos. Una
desventaja mayor de los métodos de particulas
singulares, a saber, el rango limitado de la con-
ductividad del medio de suspension y de la fre-
cuencia, ha sido levantada. La descripcion de
efectos novedosos de dispersion al nivel de célu-
las singulares?® es uno de sus logros. Particularmen-
te aprovecharan las técnicas 'lab-on-a-chip’ efec-
tos electrocinéticos para un eficiente y confiable
diagnéstico médico.
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