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RESumEN

En el presente articulo se ilustra el potencial que tienen los campos eléctricos no uniformes para
la manipulacion de microparticulas. Para ello se presentan los principios fisicos que rigen el
movimiento de particulas eléctricamente neutras cuando son semetidas a campos eléctricos
inhomogéneos, generando fendmenos tales como la dielectroforésis comun (DEP), dielectroforésis
de onda vigjera (TWD} y la electrorotacion (ROT). Ademas se presentan algunos resultados de la
verificacion experimental de una microestructura en espiral, fabricada en tecnologia CMOS,
cuya prueba se hizo con microesferas de poliestireno de 6 mm de didmetro. Por ultimo se ilustra
la manipulacién de levaduras Saccharomyces cerevisiae mediante electrodos de platino que
inducen en ellas el fendmeno de dielectraforésis comtin.

Pavasras Coave: Dielectroforésis, levaduras, manipulacion de microparticulas, circuitos integrados

ABSTRACT

This paper shows the potential of non-uniform electric fields to manipulate micro-particles. This
was carried out by presenting the physical principles which rule the movement of electrically
neutral particles when they are subjected to non-homogeneous electric fields, originating
phenomena such as common dielectrophoresis (DEP), traveling-wave dielectrophoresis (TWD)
and electro-rotation (ROT). Furthermore some experimenial results are shown in a spival CMOS
microstruciure which was tested employing polystyrene micro-spheres of 6 mm in diameter. Finally,
the Saccharomyces cerevisiae manipulation was shown by means of platinum electrodes which
induce common dielectrophoresis on the yeast cells.

Kevy Worps: Dielectrophoresis, yeast cells, microparticle manipulation, integrated circuits
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INTRODUCCION

La manipulacion de objetos biologicos, que constituye
una operaciéon tnica en muchos procesos
biotecnologicos como son la fusién de células v la
manipulacién genética, es un campo de investigacion muy
activo e importante.

En las técnicas convencionales las células son tratadas
como una masa suspendida dentro de un medio. Ya que las
células generalmente son fragiles y tienen dimensiones en
el rango de las micras, las herramientas mecénicas
convencionales son demasiado grandes y rigidas para
realizar una manipulacion eficiente.

En los tltimos 25 afios se ha invertido una gran cantidad
de trabajo en ingenieria para desarrollar
microherramientas manipuladoras de microparticulas, lo
cual implica Ia fabricacion de dispositivos con tamafios
similares a os de las particulas que se quieren manejar,
normalmente entre 1 y 100 mm o menos si lo que se
desean manipular son virus, bacterias o fragmentos de
ADN [1]. Hoy en dia las tamaiios y niveles de precision
requeridos solo se pueden lograr utilizando tecnologia
de microsistemas.

Se han desarrollado técnicas libres de contacto utilizando
campos eléctricos y fuerzas oOpticas para la
caracterizacién y el maneijo de particulas biolégicas. La
alternativa Optica ha permitido el desarrollo de las
también llamadas pinzas liser de un solo haz, que
aprovechan la presién dptica para atrapar y transportar
células individuales. Esta técnica tiene la ventaja de que
ne requiere la fabricacién de electrodos pero, por el
contrario, puede causar dafio mecdnico a las
bioparticulas y se necesita gran cantidad de tiempo para
ejecutar la operacion deseada [2].

Cuando el método electrostitico es empleado para Ja
manipulacién de células tiene la ventaja inherente de no
requerir partes mecanicas moviles, Ademas, es mis
adecuado para la miniaturizacion ya que solo se necesita la
integracion de electrodos. -

El método electrostitico involucra dos fenémenos. El
primero es la electroforésis, la cual utiliza voltajes DC para
conseguir 1a migracién de particulas cargadas dentro de
una solucion. Se debe tener especial cuidado con la
disociacién electrolitica que se puede presentar en la
interface electrodo-solucion. El segundo fendémeno es la
dielectroforésis que es mas adecuado ya que la
disociacidn electrolitica se evita empleando sefiales de
alta frecuencia,
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El término dielectroforésis (DEP) fue utilizado por primera
vez por Pohl en 1951 para describir el movimiento de
materia causado por los efectos de la polarizacidn en un
campo elécirico no uniforme [3}]. Este fendmeno ha sido la
base de una gran cantidad de aplicaciones en
biotecnologia y biomedicina, entre ellas podemos
mencionar: caracterizacion de particulas artificiales y
bioparticulas {4], dispositivos de fusién celular [5],
separacion de particulas sobre la base de la polarizabilidad
diferencial {6], recoleccion de particulas {7], cultive de
células sobre superficies blindadas por campo eléctrico
[8], registros de desplazamiento y deflectores de
bioparticulas [9], y manipulacion de particulas en términos
de movimiento lineal y posicionamiento [10], levitacién
{11}, atrapado en jaulas de campo eléctrico [12], ¥
movimiento de liquidos [13].

Los fendmenos electrocinéticos de particulas asociados
con campos eléctricos no uniformes son: la DEP comtin o
convencional, la eclectrorotacién (ROT) y la
dielectroforésis de onda viajera (TWD). Todos ellos tienen
el mismo principio fisico: interaccion de un campo eléctrico
no uniforme con particulas dieléctricas no cargadas. Sin
embargo varian en aspectos como la forma de los
electrodos, las sefiales de alimentacién empleadas para
producir el campo y el objetivo final en la aplicacién del
dispositivo. Asi, mientras que las t€cnicas de DEP y ROT
son mas adecnadas en la caracterizacion de particulas y
el blindaje de superficies para prevenir la adhesidn de
células, la TWD ofrece ventajas para €] movimiento,
separacion y posicionamiento de particulas. Hoy en dia
la mayoria de las aplicaciones emplean técnicas de
fabricacion basadas en la fotolitografia, en la deposicion
de electrodos sobre substratos de silicio o vidrio y en el
micromecanizado y el pegado del silicio para conformar
las microestructuras.

Ante este panorama, ¢l presente articulo se centra en la
descripcion de los conceptos bésicos, ecuaciones y
parametros que gobiernan el comportamiento
dielectroforético de las bioparticulas. Igualmente, se
presentan algunos de los resultados mas relevantes
obtenidos en la prueba de dos circuitos integrados: uno
fabricado con tecnologia CMOS y el oiro con tecnologia
de microsostemas, los cuales fueron ensayados con
microparticulas de poliestireno y levaduras,
respectivanente,

ConceErTos BAsicos

Antes de explicar los principios fisicos es necesario
hablar a cerca de la estructura real de un dispositivo
basado en el fenémeno DEP.



POTENCIAL DE LOS CAMPOS ELECTRICOS PARA LA MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

Bi Substrato
B2 Electrodos

Cavidad Micro-
Mecanizada

Dieléctrico
Paredes

= Cubreshjetos

Figura 1. Corte transversal de una camara DEP tipica.

Como se muestra en la Figura 1, el montaje experimental
normalmente requiere de los siguientes componentes:

1 Medio de Cultivo: Es el Hquido o solucidn acuosa, cuya
permitividad relativa y conductividad estin bien
determinadas, que sirve para contener las particulas
que seran sometidas a estudio. Normalmente se coloca
sobre los electrodos con una micropipeta y queda
confinado en una "piscina" que usualmente. estd
micromecanizada en silicio y pegada al substrato.

O Particulas: Pueden ser microesferas artificiales de 1atex
o poliestireno, empleadas para ensayar los dispositivos,
o bioldgicas que incluyen células animales o vegetales,
bacterias, virus y fragmentos de ADN entre otras. En
otras palabras, seran el objeto bajo estudio cuyo
comportamiento se desea determinar.

1 Sistema de Electrodos: Sera el encargado de generar el
campo eléctrico no uniforme requerido para lograr el
movimiento de las particulas suspendidas en el liquido.
Usualmente se crecen en substratos de vidrio o silicie
y se configuran mediante métodos fotolitograficos. Para
evitar 1a formacidn de burbujas en la interface electrodo-
medio, se puede crecer una capa delgada de dieléctrico
entre ellos. Adicionalmente, para reducir los cambios
fisiologicos inducidos en las bioparticulas por los
materiales usados para su manejo, se suelen utilizar
metales biocompatibles como oro, titanio, cromo,
paladio, niquel u otros parecidos [14].

Particulas en Campos Uniformes de Corriente Continua

Siun campo elécirico de intensidad yniforme se aplica aun
sistema formado por una particula suspendida en un medio
acuoso se presentardn, al menos, tres fendmenos: las
particulas se muevex, la doble capa electronica que rodea
a la particuia se vera distorsionada y se inducirdn cargas
eléctricas en la interface que define la estructura de la
particula [15}.

El movimiento lateral de las particulas muchas veces se
debe a gue éstas tienen una carga neta (J en su superficie,
Cuando se expone a un campo eléctrico E, una particula
cargada experimentars una fuerza F (F=0QE) la cual genera
un movimiento conocido como electroforésis, Este
fenémeno ha sido ampliamente explotado por los
investigadores para determinar las propiedades de la
superficie de las células [16].

Cuando estd suspendida en un electrolito, una particula
que posce una carga eléctrica neta atraerd a su alrededor
iones de polaridad opuesta, conformando una doble capa
electrénica. Como se muestra en la Figura 2(a), a simetria
de ésta doble capa se vera distorsionada ante la presencia
de un campo cléctrico. Ademas, normalmente las
propiedades eléctricas de las particulas seran diferentes a
las del medio de suspensidn. Como resultado de esto, la
accion de aplicar un campo elécirico también inducira la
aparicién de cargas eléctricas en el limite que separa la
particula y el medio circundante, tal como se representa en

la Figura 2(b).

La distorsion de la doble capa electrdnica y la creacién de
las cargas interficiales de Maxwell-Wagner hacen gue la
particula se comporte como un dipolo. Las magnitudes de
estos momentos dipolares inducidos es mucho mayor que
las asociadas normalmente con las moleculas porque,
aunque el valor de las cargas mvolucradas no es muy grande,
la distancia entre cargas de polaridad opuesta si lo es.

Figura 2. (g} Distorsion de la doble capa electronica causada por
la aplicacion de un campo eléctrico E. (b) Cargas interficiales
inducidas en los limites de la particula.

St el campo DC se reemplaza por uno de corriente alterna
(AC), la influencia del efecto electroforético se ird
desvaneciendo para frecuencias por encima de 1 Kiiz, a
causa de la inercia de Ia particula. Asimismo, la distorsion
de la doble capa electronica tiene un tiempo de relajacion
finito y empezara a ser despreciable para frecuencias
superiores a 50 KHz. Sin embargo, los momentos dipolares
asociados con la polarizacién interficial de Maxwell-Wagner
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podran ejercer su influencia hasta frecuencias del orden de
50MHz.

* Para una particula esférica de radio ry permitividad relativa
compleja €ps suspendida en un medio con permitividad
relativa compleja &, e interactuando con ur campo
eléctrico de intensidad E, la magnitud de su momento
dipolar m originado por las cargas interficiales viene dado

por[17}:

* *

-2

m = 478,68, rbtinr E
: pt2E,

ey

Donde &= 8.854x10-1? (Farad m-'} es la permitividad del
vacio. Las permitividades complejas tienen en cueénta el
hecho de que tanto las particulas como el medio de
suspensién exhiben propiedades conductoras (perdidas
de energia) y dieléctricas (almacenamiento de energia)
cuando se exponen a campos eléctricos, y tienen Ia signiente
forma mateméatica [18]:

& = as-i%, )

Donde £ es la permitividad relativa efectiva, o es la
conductividad efectiva, ® es la frecuencia angular del
campo eléctrico aplicado y el simbolo j=+/1 indicaque
la corriente de desplazamiento dieléctrico adelantz a la
corriente de conduccién en un dngulo de 90°. La evaluacion
de la Ecuacién (1) revela que la magnitud y polaridad del
memento dipolar inducide dependen en forma complicada
de la frecuencia del campo aplicadoe y de los valores de
conductividad y permitividad de las particulas y su medio
circundante,

Otra forma comiin de presentar el momento dipolar m es
utilizando el Hamado factor equivalente de Clausius-Mosotti
Fem, como sigue:

m=47r’s, &, Fops E @3)

El factor de Clausius-Mosotti (Fau) viene dado como [19]:

L _leg-a)
™ (£;+2£;) @

De otro lado, si la polarizabilidad de la particula excedeala
del medio circundante (e.d.[¢3| > [en]) ta distribucién de

cargas inducidas producirdn un momento dipolar con el
mismo sentido del campo aplicado, tal como se representa
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en la Figura 3(a). Pero si se cumple la condicién opuesta
® * -
(e.d. I€P| < lgml) entonces, como se muestra en la Figura

3(b), el momento estara dirigido contra el campo.

Figura 3. Distribucitn de cargas eléctricas inducidas en la superficie
de la particula y la direccion del momento dipolar resultante m
pare cuando: (a) la polarizabilidad de la particula excede a la del

medio, y (b} la particula es menos polarizable que el medio.

Las ecuaciones descritas anteriormente proveen la base
para entender como los campos AC se pueden emplear
para ¢l manejo de bioparticulas aprovechando fenomenos
como laDEP, ROTy TWD.

Dielectroforésis Comitn

LaDEP se define como el movimiento lateral impartido sobre
particulas no cargadas como resultado de la polarizacidén
inducida por campos eléctricos no uniformes. Este
movimiento puede ser dirigido hacia o desde el maximo del
campo eléctrico, dependiendo de las propiedades eléctricas
de las particulas y el medio.

Como se dijo en la seccion anterior, la DEP se origina por la
interaccién entre campos eléctricos no uniformes y las
cargas inducidas en la superficie de las particulas. Esta
distribucion de carga tendrd cantidades iguales de cargas
positivas y negativas. El campo eléctrico alineara a los
dipolos con respecto a él. Como el campo es no uniforme,
un extremo del dipolo estard en una region mas débil que el
otro, lo cual originara una fuerza neta que afectaré tanto a
dipolos inducidos como permanentes, y los obligard a
moverse acercandose o alejandose de la regién con mayor
densidad de campo. La direccién de movimiento viene
determinada por la polaridad del factor de Clausius-Mosotti.

Los campos -eléctricos. mostrados en la Figura 3 son
generados utilizando un par de electrodos de placas
paralelas, de manera que en ausencia de particulas el campo
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sera uniforme, despreciando los efectos de borde en los
extremos de 1as placas. Debido a la simetria del sistema, no
existitd ninguna fuerza neta ejercida sobre la particula. Sin
embargo, la situacién cambia cuando las particulas se
someten a un campo eléctrico no uniforme, como se muestra
enlaFigura 4.

¥igura 4. Dos particulas diferentes dentro de un campo
eléctrico no uniforme. La particula de la izquierda es
mas polarizable que el medio y es atraida hacia la parte
mds intensa del campo que estd alrededor de la punta
(p-DEP), mientras que la particula menos polarizable
de la derecha es dirigida lejos de la region mdas intensa
(n-DEP) [20].

La fuerza eléctrica total actuante sobre una particula de
carga neta () en un campo no uniforme E es:

6

Donde V es el operador vectorial gradiente. Si la particula
estd descargada (e.d. O =0) o para frecuencias superiores a
1 KHz, donde los efectos de la electroforésis son
despreciables, el término del lado derecho de Ia ecuacién (5)
serd dominado por el momento dipolar y por el gradiente del
campo, de manera que la fuerza DEP estara dada por [21]:

F = QE+(mV)E

FDEP'___ZJZ'SD&' (©)

2
. Re[Fe, ]V !El
Donde RefFeu] indica la parte real del factor de Clausius-
Mosotti.

De la ecuacion (6) se ve que la FDEP depende del tamafio
de la particula, de su forma y de la magnitud del grado de
no-uniformidad del campo eléctrico aplicado. Ademas, el
sentido de la fuerza depende de la polaridad del momento
dipolar inducido, el cual a su vez esta determinado por las
conductividades y permitividades de la particula y el medio
respectivamente. A diferencia de la electroforésis, el
movimiento DEP es independiente de la polaridad det campo.
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Electrorotacion

Tal y como lo describié Pohl en [21], algunas veces los
campos eléciricos no uniformes pueden inducir un torque
sobre las particulas haciéndolas rotar. Con la configuracién
adecuada de los electrodos es posible atrapar particulas
en jaulas o trampas de campo eléctrico [22]. También es
posible levitar las particulas por efecto de lan-DEP y, si el
campo es rotatorio, hacer que giren. A éste fendmena se le
conoce como electrorotacién (ROT) y aprovechando los
espectros de electrorotacién se pueden determinar las
caracteristicas eléctricas de las particulas (conductividad
y permitividad). En el caso de las células a partir de su
espectro de ROT se pueden establecer su estado fisiologico
(viabilidad), edad y composicién entre otras cosas [23],

Los campos eléctricos rotatorios se pueden generar
utilizando configuraciones como la mostrada en la Figura
5, donde los electrodos se alimentan con cuatro voltajes
sinusoidales de igual magnitud, desfasados entre st 90°.
En forma general se pueden emplear n electrodos con
desplazamientos de fase (en la sefial de alimentacién) de
360%n y con formas de electrodos muy variadas, desde
electrodos planares hasta conductores puntiagndes [24].

Los espectros de electrorotacion se obtienen graficando la
velocidad y el sentido de rotacidn originados por el torque
inducido por el campo, como funcién de la frecuencia del
voltaje aplicado. El andlisis de éstos espectros permite
determinar las caracteristicas eléctricas de los diversos
componentes celulares (citoplasma, nicleo, etc.), las
propiedades superficiales de las particulas o el efecto de
agentes de ensayo que alteran las particulas bajo pruebha [25].

La manera controlada de inducir el spin celular es mediante
campos e¢léctricos rotatorios, y la geometria polinomial puede
servir para efectuar casi simultineamente medidas de DEP y
ROT [26]. Al generar un campo rotatorio E, se ejercerd un
torque T sobre la particula, el cual viene dado por [27]:

I'=m«E ()

En el caso de particulas esféricas, homogéneas, isotrpicas y
linealmente polarizables, su forque rotacional esta dado por:

I'=-4z7¢6¢,r Im[FCM]E2 1t

El simbolo Im representa la parte imaginaria del factor de
Clausius-Mosotti, el cual determina la velocidad y el sentido
de la electrorotacién inducida. Asi, si el componente
imaginario de m es positivo, en la Ecuacién (8) se ve que el
torque serd negativo y hara que la particula rote en sentido
opuesto al del campo eléctrico y viceversa. Una explicacion
més intuitiva del fendmeno se da en 1a Figura 5(b).
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Para que se presente el fendmeno ROT debe existir n-DEP
ya que en presencia de p-DEP las particulas serdn atraidas
hacia el borde de los electrodos enganchandose a ellos sin
poder rotar. :

REVISTA DE LA FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOMECAMNICAS

Figura 5. (¢} Un campo rotatorio se puede generar entre cuatro
electrados aplicando voltajes sinusoidales desfasados 90° entre si.
(b} Dependiendo del dngulo de fase del momento dipolar inducido,
ver ecuacion (9), el torque rotacional actuante sobre la particula
podrd ir en la misma direccion o en direccion opuesta al campo.
En el caso mostrado aqui, ¥ como resultado de los efectos de
repulsion de las cargas, In particula rotard en sentido contrario al

del campo.

El angulo de fase entre el campo aplicado y el momento
dipolar inducido esta dado por:

tan(p) = _____{;223

©

Cuando el factor Im(m) es positivo (para éngulos entre 0° y
+180°)}, y de acuerdo con la ecuacidn (8), la particula rotard
en sentido anti-campo, mientras gue si Im{m) es negativo
(para valores entre 0°y -180°), Ia rotacién seré co-campo.

En geometrias de electrodos simétricos, come la mostrada
en la Figura 5, el campo elécirico rotatorio es uniforme en la
parte central de la estructura y el comportamiento
electrorotacional estara descrito por la Ecuacién (8). Sin
embargo, cerca de los bordes de los electrodos tanto las
fuerzas DEP como ROT afectan el comportamiento
cinemético de las particulas, o en otras palabras, las
propiedades electrocinéticas de las particulas estarin
influidas tanto por la componente real como la imaginaria
del momento dipolar inducido. La dependencia cen la
frecuencia de estas dos componentes se muestra en la
Figura 6 para casos modelo de células con la membrana
intacta y no viables (con membranas débiles). Lo
interesante es que los maximos de frecuencia y los puntos
de cruce por cero son inicos para cada tipo de particula, y
de ellos se puede extraer informacion atil.

Figura 6. Variaciones en frecuencia de las componentes real e
imaginaria del momento dipolar inducido para cases modelo de
(a) Célula viable con la membrana intacta, y (b) Célula con la
membrana porosa. £l movimiento ROT y TWD puede ocurrir en los
rangos de frecuencias fi y fo

Como se muestra en la Figura 6, hay ventanas de
frecuencia donde la TWD y la ROT son posibles, y
corresponden a regiones donde también se presenta el
fendmeno de n-DEP,

Dielectroforésis de Onda Viajera

El arreglo de electrodos lineales con Ia configuracién adecuada

'y alimentados con la secuencia apropiada de voltajes, se puede
utilizar para generar ondas de campo eléctrico viajero, que al
interactuar con las particulas dentro de una suspensién,
causarin su desplazamiento, ver Figura 7.

Figura 7. Campo eléctrico viajero de izquierda a derecha producido
por electrodos energizados con voltajes cosenoidales cuya relacion
de fases se indica. (a) Movimiento esperado de una célula viable (fi
en Figura 8). (b) Célula atrapada por p-DEP. (¢) Movimiento de
una célula no viable (f: en Figura 6).

A éste fendmeno de movimiento translacional de materia
se le conoce como dielectroforésis de onda viajera (TWD)
v es muy 1til en aplicaciones de movimiento lineal,
separacion y transporte de particulas. Los electrodos
interdigitados castellados de la Figura 7 son alimentados
por voltajes cuya distribucion se repite periédicamente cada
cuatro electrodos, y ademas tienen la ventaja de que pueden
ser tan largos como lo requiera la aplicacion [28].
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Diversos autores han encontrado que la TWD es un
fendémeno en esencia de caracteristicas electrorotacionales,
donde la fuerza TWD que afecta a la particula es
proporcional a la componente imaginaria (o fuera de fase)
del momento dipolar inducido y, en ultimas, a la parte
imaginaria del factor de Clausius-Mosotti. Cabe recordar
que el Fom es una funcidén compleja debido a gue las
particulas reales exhiben propiedades conductoras y
dieléctricas, come se indicd en la Ecuacién (2).

En el caso especifico de 1a Figura 8, se ha encontrado que
la fuerza gencrada en el centro del canal interelectrodico se
puede describir como [29]:

2
_—dzg s, P’ Im[FCM] E

- (10)
FDEP /%

Donde E es 1a intensidad del campo eléctrico a través del
canal y A la distancia periddica entre electrodos de la misma
fase. Lejos del centro del canal y cerca de las puntas de los
electrodos, el comportamiento electrocinético de las
particulas es mas complicado que el descrito por la Bcuacion
(10), ya que en estas regiones también influye la
componente real del momento dipolar.

Las aplicaciones potenciales del efecto de los campos
eléctricos viajeros para la manipulacién y separacién de
bioparticulas surgen gracias a las variaciones con respecto
a la frecuencia de las partes real e imaginaria del momento
dipolar inducido, como se muestra en la Figura 6. La
situacidn ideal reflejada en la Figura 6{(a) corresponde a
una célula viable suspendida en un medio acuoso de baja
conductividad. A bajas frecuencias (tipicamente menores
a 10 KHz), la membrana lipida citoplasmica representa una
barrera resistiva al campo aplicado. La situacién mostrada
en la Figura 6(b) ocurrte cuando la particula es menos
polarizable que el medio circundante de manera que exhibira
n-DEP {30]. Asi, cuando la frecuencia se incrementa por
encima de 100 KHz, lareactancia capacitiva de la membrana
empezara a cortocircuitar a su resistencia y el campo podra
penetrar en el citoplasma conductor, de modo que Ia
particula aparecerd como mas polarizable que el medio
circundante y ocurtird p-DEP. Como la DEP esta determinada
por la componente real del momento dipolar inducido esto
significa que Re(m) se incrementard con el aumento de
frecuencia y, a causa de los procesos de polarizacion
involucrados, se ve que Im({m) serd positivo para el mismo
rango de frecuencias [31].

Conrespecto a la geometria de electrodos para TWD de la
Figura 7, las células solo seran empujadas al centro del
canal si experimentan n-DEP, de otra manera serdn
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atrapadas por los electrodos como consecuencia de la p-
DEP (como la particula b en la Figura 7). En la Ecuacién (10)
también se ve que la velocidad de desplazamiento de la
particula por el centro del canal es proporcional al valor de
Im{m). De acuerdo con ésta consideracion, asi como conla
Feuacion (10) y 1a Figura 6(a), las células viables se moveran
en sentido contrario al de la onda de carmpo viajero dentro
de la ventana de frecuencias {1; de otro lado, 1a particula
levitard sobre el plano de los electrodos para (f < fi) o
guedaran atrapadas en ellos para (f> 7).

Para el caso de células no viables, las cuales fienen su
membrana lipida fisicamente dafiada haciéndola porosa a
los iones, no representan una gran barrera resistiva al
campo eléctrico aplicado y para bajas frecuencias las células
experimentaran p-DEP. Los iones también se filtrardn desde
el citoplasma hacia el medio circundante y, para frecuenciag
alfas (iguales o superiores a | MHz), las estructuras Hpidas
y proteinicas de la célula se comportarin en términos
dieléctricos como "espacios muertos". El vohumen ocupado
por la célula aparecera como menos polarizable que el medio
de suspension deébilmente conductor v, cuando se alcanzan
éstas frecuencias, la particula presentard n-DEP. Asi, el
parametro Re{m) decae con el incremento de frecuencia, y
de consideraciones tedricas se puede deducir que Im(m)
es negativo dentro de éste rango y el movimiento serden la
rmisma direccion de Ja onda de campo viajero, dentro de 1a
ventana de frecuencias /> (Figura 6b) [31].

Microestructura CMOS en Espiral para Aplicaciones TWD

A coniinuacion se presentan algunos resultados obtenidos
con una microestructura CMOS en espiral para aplicaciones
TWD que fue probada con microparticulas de poliestireno.

La cémara TWD estd formada por 4 electrodos de aluminio,
arrollados en espiral, con 5 mm de ancho y 7 mm de
separacion como se muestra en la Figura 8. Los electrodos
fueron crecidos en la capa de metal del proceso CMOS
llevado a cabo en el Centro Nacional de Microelectronica
(CNM) de Barcelona, Espafia. 1.as estructuras en espiral
son tipicas en aplicaciones TWD ya que con ellas se
pueden generar ondas viajeras sobre una gran superficie
empleando una sola capa de metal, sin necesidad de
procesado adicional.

La sefial de-alimentacidn se obfuvo combinando un
generador Hewlett Packard y un circuito de disefio propio
que permite disponer de 4 sefiales bipolares desfasadas
entre si 50°, Como particulas de prueba se usaron
microesferas monodispersas de poliestireno (Polysciences
Europe Gmbil). Antes de aplicar la solucién con una
micropipeta sobre los electrodos, esta fue sometida a la
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accion de un agitador ultrasdnico durante tres minutos,
para mantener las microesferas en su estado monodisperso.
El comportamiento de las particulas se grabd en una cinta

de video para su posterior andlisis y se observd a través de-

un estereomicroscopio Karl Zeiss, con una camara Sony
adaptada a éL

Figura 8. Regidn central de los microelectrodos. EI ancho
caracteristico de las pistas es de 5 mm.

Al aplicar la sefial de alimentacién se observa que las
particulas ubicadas en la parte central de los brazos de la
espira presentan un desplazamiento lineal, alejandose o
acercandose al centro de la estructura segiin el brazo en el
gue se encuentren ubicadas. Al invertir la secuencia de
alimentacion de los electrodos también se invierte el sentido
de desplazamiento de las particulas. La velocidad promedio
de este movimiento es de aproximadamente 120 mm s-',
(ver Figura 9). Las particulas que se hallan mas proximas a
la diagonal signen una trayectoria parabdlica: primero se
acercan al centro y, una vez atravesada Ia diagonal, se alejan
de él. Este comportamiento se puede explicar debido a que
las esquinas de las espiras presentan el maximo gradiente
del campo eléctrico dentro de la estructura, y cualquier
particula desplazdndose en sus proximidades sufrird un
carnbio brusco en su direccion de movimiento. Después de
cada medida la microestructura se limpi6 con un bafio
ultrasémico de agua destilada durante 5 minutos. Este
procedimiento permite reciclar cada dispositivo hasta 3
veces sin percibir alteraciones en su funcionamiento.

Tigura 9. Secuencia del movimiento de aglomerados de particulas
en dos brazos de la espira. La tension aplicada fue de £4.5 Vy 190
KHz, con una conductividad de la solucicon de 1.26 m§ m-1. Los

cuadros fueron capturados cada 0.3 s [32].
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En la Figura 9 se muestra una secuencia de cuatro imégenes,
capturadas cada 0.5 s, en las cuales se observa el camino
seguido durante el desplazamiento de un aglomerado de
particulas de poliestireno. Valga decir que ias imagenes
corresponden a una vista superior de la estructura CMOS
y que la dificultad de su visualizacién radica en que las
particulas levitan a una cierta altura sobre la superficie,
haciendo necesario un cambio con respecto al plano inicial
de enfoque.

Uno de los principales problemas presentados es la
formacién de burbujas en Ia interface electrodo-solucion
para frecuencias inferiores a 10 KHz, como se muestraen fa
Figura 10. Esto es debido a la corriente que fluye entre los
electrodos. Una forma de reducir este problema es emplear
una capa delgada de dieléctrico, para eliminar el contacto
entre el electrodo y €l metal.

Figura 10. Formacién de burbujas sobre la estructura, s = 1.26
mSm-'yx8VallKiz

Con éste experimento se muestran la operatividad y las
posibilidades de una microestructuara CMOS para el
movimiento lineal de microesferas de poliestireno de 6 mm
de didgmetro. De esta manera, la tecnologia CMOS se
presenta como una alternativa para el desarrollo de
microherramientas para fa manipulacion de micreparticulas,
basadas en el fendmeno DEP. Ademas, ef hecho de poder
reciclar varias veces un mismo integrado es ventajoso de
cara a reducir costos en aplicaciones futuras. Finalmente,
la gran ventaja de una microestructura en fecnologia CMOS
es que se abre la posibilidad de integrar la circuiteria de
control requerida para configurar un microsistema completo
en una sola oblea.

RESULTADOS CON BIOPARTICULAS

Con base en la experiencia adquirida con la microestructura
CMOS descrita anteriormente, se fabricé un segundo
circuito para su utilizacion con microorganismos, El circuito
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integrado y algunos resultados de su prueba se describen
a continuacion.

Fabricacion del Microsistema

En 1a Figura 1 se mostrd el corte transversal de un
microsistema que opera bajo el principio de Ia DEP; dicho
esquema sirve como base para entender el circuito
integrado aqui descrito. Utilizando la tecnologia
microelectronica se disefiaron las mascaras para el deposito
de los electrodos de platino sobre una oblea de silicio, que
sirve como substrato. Asi mismo, se utilizd el ataque
anisotrépico para el micromecanizado de la oblea, locual
permitic la realizacién de los canales de entrada y salida de
la muestra bajo estudio. El volumen de la camara para el
estudio de la DEP viene delimitado por paredes de silicona,
estructuradas a partir de un proceso de deposito sobre
toda la oblea, seguido de un proceso de fotocurado
selectivo. La extraccion de la resina no curada termina con
el proceso de delimitacion de la microcdmara. Finalmente,
la estructura se cierra por la parte superier con un
cubreobjetos de vidrio para poder visualizar el
comportamiento de las particulas. El proceso tecnolégico
se llevo a cabo en las instalaciones del Instituto de
Microelectronica det CNM en Barcelona.

Como resultado del proceso de fabricacion se obtuvo fa
estructura mostrada en la Figura 11, en 1a cual se observan
las paredes de silicona y se incluye la capa de metal que
contiene tres estructuras de elecirodos interdigitados
castellados (clasicos, desplazados y triangulares) de 50, 70
v 90 mm para estudios de ¢-DEP {ver Figura 12).

Figura 11. Microestructuras de platino con electrodos interdigitados
castellados clasicos y desplazados, asi como electrodos en diente
de sierra. El fotocurado da como resultado paredes de resina de
800 mm de ancho alrededor del drea activa de los electrodos.

Figura 12. Detalle de los microelecirodos castellades de 50, 70 y
80 mm (de izquierda a derecha).

Resultados con Bioparticulas

Para las pruebas con bioparticulas se utilizaron levaduras
{Saccharomyces cerevisiae) como particulas modelo, las
cuales fueron provistas per el Departamento de Biologia
de la Universidad de Barcelona. Los resultados que se
describen a continuacién se obtuvieron con electrodos
casteliados vy muestran la conveniencia de ¢stas
microestructuras para la manipulacién de bioparticulas.

Una vez puesta la disolucién en la micropiscina, los
electrodos de 70 mm se energizaron con 8 V y 20 ©Mkz.
Después de unos pocos minutos s¢ observé que las
levaduras se concentraban formando agregados en las
bahias de los electrodos, asi como enfrente de las puntas
de los castellados y sobre el centro de la superficie de los
mismos, es decir que las particulas fueron conducidas hacia
y aglomeradas en los minimos del cainpo eléctrico, La Figura
13 muestra levaduras afectadas por n-DEP.

Figura 13. Agregados de S. cerevisiae diluidas en agua desionizada
(sm = 26 mS em'), afectadas por n-DEP, Se aplicé una sefial
sinusoidal de & V y 20 MHz. Las levaduras (puntos clares) han sido
repelidas hacia el espaciado interelectrédico y hacia las baktas de

Ios electrodos, lugares donde el campo elécirico es minimo.

Albajarla frecuencia manteniendo constante la amplitud, se
Ilega 2 un punto en que se observa el movimiento y
aglomeracién de particulas en las puntas de los electrodos,
como se ilustra en la Figura 14, Las células que inicialmente
se ubicaron en la parte central de la superficie de los
electrodos no fueron afectadas por los cambios en frecuencia.



Figura 14. Agregados de S. cerevisiae diluidas en agua desionizada
(sm = 26 mS cm’), afectadas por p-DEP. Se aplicé una sefal
sinusoidal de 8 V' y 1.5 MHz. Las levaduras {puntos claros}) han sido
atraldas hacia los bordes de los electrodos, lugares donde el campo

eléctrico es maximo.

En vista de los resultados obtenidos se puede decir que se
verificod experimentalmente la n-y p-DEP en levaduras, sobre
electrodos de platino crecidos sobre un substrato de silicio.
Esto demuestra ¢l potencial que posee la dielectroforésis
corno fenémeno fisico para la manipulacion de bioparticulas.

CONCLUSIONES

1 Los fenomenos electrocinéticos como Ia dielectrofordsis
comun (DEP), dielectroforésis de onda viajera (TWD)
v la electrorotacién (ROT) presentan una excelente
alternativa para la manipulacién de microparticulas,
especialmente cuando estas son de tipo biologico y se
debe evitar su contacto con el elemento que las mueve.
De otro lado, el proceso de fabricacion de herramientas
para manipular microparticulas es compatible con la
tecnologia microelectrdnica, ya que estos dispositivos
requieren de la integracion de electrodos de diversas
geometrias para generar los campos eléctricos
requeridos.

B Enlaparte experimental se pudo verificar la funcionalidad
de una estructura CMOS para aplicaciones de TWD con
particulas de poliestireno de 6 mm de didmetro. Sin
embargo, la conductividad de 1a solucién debe mantenerse
baja, al igual que el voltaje utilizado, para evitar 1a
electrolisis del fluido.

O Adicionalmente se disefié y fabrico un circuito integrado
con electrodos de platino, para la manipulacién de
objetos bioldgicos. Una ventaja de los metales nobles
es que su utilizacidn reduce los problemas de
biocompatibilidad, evitando alteraciones en las
particulas bajo estudio.

O Elhecho de haber utilizado una resina fotosensible para
fabricar la cavidad que contiene las particnlas fue de
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enorme ayuda, ya que €s posible automatizar el proceso
de encapsulado a nivel de oblea y reducir a la vez la
mtervencion de los operarios en la fabricacion del circuito.

Se ha verificado experimentalmente Ia viabilidad del
fendmeno dielectroforético (n- y p-DEP), con levaduras
Saccharomyces cerevisiae). Asi, se observé que a bajas
frecuencias las levaduras son atrapadas en los bordes
de los electrodos, como consecuencia de la p-DEP. A
frecuencias altas, las particulas son repelidas hacia los
sitios de menor intensidad del campo eléctrico como
consecuencia dela n-DEP.

Porltimo, el hecho de disponer de una herramienta para
la manipulacion de microparticulas que aprovecha los
procesos de fabricacion basados en tecnologia
microelectrénica, y la cual es sensible a las variaciones
en frecuencia de una sefial eléctrica, indica que estos
dispositivos poseen un enorme potencial para desarrollar
soluciones eficientes y de bajo costo, en sifuaciones
que impliguen la manipulacidn de bioparticulas.
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