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RESUMEN. El estudio de la interaccion entre particulas lgjioiés sometidas a campos eléctricos no
uniformes se realiza experimentalmente con el iobjele analizar la formaciéon de cadenas que se
produce a frecuencias y concentraciones de cétldeeyminadas. La coleccion de las bioparticulas
formando cadenas gpearl-chaining se produce cuando éstas estan muy proximas eintne &
someterlas a un campo eléctrico, interactian elaeitdnicamente por medio de la accién de los
momentos dipolares inducidos. En esta investigas&explican los conceptos bésicos, ecuaciones y
parametros que gobiernan la interaccion entreqodaid especificamente dielectroforesis mutual y la
dielectroforesis comurSe empled un sistema dielectroforético con uegiorde electrodos en forma de
espiral y dos concentraciones diferentes de cétlddevadura. Se demostré, que para la concentracié
menor, la interaccion entre células fue casi nae pna frecuencia de 1Mhz mientras que para la
concentracion mayor, se observé gran cantidad dienea de células para frecuencias 100kHz y 1MHz.
Se concluye que la interaccion entre dos o mascpkas bioldgicas cuando son sometidas a la accién
de campos eléctricos no uniformes guarda relacénaconcentracion celular empleada.

Palabras claves: interaccién entre particulagearl-chaining campos eléctricos no uniformes,
momentos dipolares inducidos, dielectroforesis;tedelos en espiral

INTERACTION BETWEEN YEAST CELLS SUBJECTED TO THE AC TION OF NON-
UNIFORM ELECTRIC FIELDS

ABSTRACT. The study of the interaction between biologicaltipbes subjected to nonuniform electric
fields is performed experimentally with the aimdafmonstrating that these, plants or animals, one ca
characterize and manipulate and these aspects bweeeme main axes of modern science and
biomedical engineering. The collection of the bitiokes forming chains occurs when they are closely
spaced, and when subjected to an electric fieletaat electromechanically through the action of the
induced dipole moments. This research describesdis&c concepts, equations and parameters that
govern the interaction between particles speclfiozdlled pearl chaining. We used a dielectrophoret
system with an array of spiral electrodes and twitergnt concentrations of yeast cells. It was
demonstrated that for the lower concentration, itlieraction between cells was almost zero for a
frequency of 1 MHz while for higher concentratiotisere was lot of chains of cells for frequencies
100kHz and 1MHz. It was concluded that the intéoachetween two or more biological particles when
subjected to the action of nonuniform electricdieit depend of cell concentration employed.

Keywords: interaction between particles, nonuniform electfields, induced dipole moments,
dielectrophoresis, spiral electrodes
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1. Introduccion

La manera en que las particulas biolégicas se caampouando son sometidas a la accion de
campos eléctricos es un tema que ha sido ampliamewtstigado y, por demas, de interés
para aplicaciones en areas de la biomedicina yidednologia [1-7]. Pohl fue pionero en
realizar investigaciones sobre este fendmeno cersido la longitud de las cadenas de
particulas de levadura como medida del rendimieditlectroforético demostrando su
dependencia de parametros fisicos como la frecaemti voltaje, la conductividad y la
concentracion celular; de parametros biolégicos a@wdanedad del cultivo y el tratamiento

térmico del cultivo [1].

La fuerza de interaccion entre dos particulas amesl se basa en su polarizabilidad y en la
magnitud del campo eléctrico externo que induadiplo, pero no en que las particulas estén
experimentando dielectroforesis positiva 0 negaf8jaPor otra parte, Hughes afirma que el
fendmenopearl-chaining o la formacion de cadenas de particulas se prodabe&do a la
denominada dielectroforesis mutual y es mas fudorede el campo eléctrico es mayor, es
decir, en los bordes de los electrodos. Cuandeat® de una fuerza dielectroforética positiva
una particula llega al electrodo y la distorsi6hodenpo que se produce hace que las particulas
entrantes sean atraidas a la particula y no alebdetl electrodo [8]; proceso que se repite
formando las cadenas y ocurre para ciertas fre@e[it-8]. Este resultado es considerado util

cuando se trata de la formacion de estructurasaderiales y de nanocables conductores [8].

Kadaksham y otros [3] reportan la interaccion enélelas de levadura para una frecuencia de
1 kHz y un voltaje de 4 Vpp. Al variar la frecueamcy llegar a 2 MHz observa el
aglomeramiento de células en los bordes de logrefles sin formar cadenas lo que le lleva a
concluir que el valor de la fuerza dielectroforétess mayor, comparado con la de interaccion
entre células a ésta frecuencia. Emplearon eniregatigacion un dispositivo con electrodos

intercastelados.

El presente articulo se centra en la descripcidosieonceptos basicos, ecuaciones y variables
gue influyen en la interaccion entre particulascasio también la variacion de la coleccion de

éstas en los microelectrodos por dielectroforesisitipa. Igualmente, se presentan los
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resultados experimentales mas relevantes obteritldés prueba con un sistema de electrodos
con geometria en espiral usando levadura. Se déaaupge la concentracion de particulas

empleada influye en la formacion de cadenas.

2. Teoria

2.1 Interaccion entre particulas sometidas a campaséctricos no uniformes.

Cuando se tiene una suspension de particulas muymas entre si, al someterlas a un campo
eléctrico, éstas interactian electromecanicamgmte medio de la acciéon de los momentos
dipolares inducidos. Dependiendo de la alineaci#od dipolos de las particulas, las fuerzas
de interaccion mutua pueden ser atractivas o rne@psIsEn general, las particulas similares se
atraen entre si cuando se alinean paralelas a mpocaplicado y se repelen cuando ésta
alineacion es perpendicular. En espacios de loshgistrecha, estas fuerzas de interaccion

pueden llegar a ser muy fuertes [9].

Existen, segun Jones [9], dos interpretacionesa§scomplementarias de la electromecéanica
entre particulas para explicar este fendmeno: wmsidera que son interacciones dipolo-
dipolo, mientras que la otra se centra en la digiordel campo aplicado en la vecindad de
cada particula. El modelo de interaccion dipolmttise deriva de la interpretacion fisica de la
electrodindmica que expresaction a una distancia 8eEn la figura 1 se observan dos

particulas similares con su linea central orienfatalelamente al campo aplicado. Los dipolos
inducidos claramente se atraen entre si, indepetediente del signo del factor de Clasius-

Mossotti, K (w) (definido mas adelante). Por otro lado, cuandopkasiculas estan alineadas

perpendicularmente a la direccion del campo aplicadrepelen entre si.
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FIGURA 1. Interaccién de particulas con momentos dipolaresducidos: a) paralelas al campo b)
perpendicular al campo. Jones (1995)

Fuente: Ledn, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)

La otra interpretacion de las interacciones enairiqulas inducidas por el campo se relaciona
con la perturbacion localizada del mismo causadappdticulas dieléctricas, conductoras o
magnéticas. Pata> 0, el campo se intensifica cerca de los polos seduce en el ecuador. Lo
opuesto ocurre cuand&<0. Por lo tanto, estas interacciones son consgstenon las

interacciones dipolo-dipolo.

Adicionalmente, Jones [9] menciona un caso queteegiteresante. Cuand¢> 0 para una
particula yK <0 para la otra, las dos se repelen entre si cuasdlipolos inducidos se alinean
y se atraen cuando estan orientadas de lado a Hmti®.aspecto puede ser comprobado en

mezclas de particulas bioldgicas diferentes emts ejemplo, vivas y muertas.

Kadaksham y otros [3] definen la fuerza de intadac@articula-particula entre umgsima
particula debido a urjagésimaparticula en un campo eléctrico no uniforme DGaoas en la

aproximacion de punto dipolar como:

2w sg8 gy (Re (K (w)])?a®
F, = ot RE;| v (rij(_Ei' Ej) + (_rij’ ) EE)E_;' + [rij ) EJ)EE - 5rij(_rij ) Ei)[ri_i ) Ej))

r

(1)
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dondea es el radio de la particula,, es la permitividad del medie, = 8,8542 x 10™**F/m
es la permitividad del vaci® el valor medio del campo eléctricory es el vector unitario en

direccion desde el centro deidésima particulaal centro de I§ésimaparticula.

2.2 Dielectroforesis

En campos eléctricos no uniformes en corrienteralt€dCA), la expresidn general para la

fuerza dielectroforéticddEP) de tiempo promedio esta dada [8]r:

(Fpgp) = 2ma’sys, (R e[K (w)IVEZy, + Im[K(w)](Ex Ve, + Ey Ve, + Exp° v‘f-:'s}) (2
De hecho, se puede dividir en dos expresiones:

(Fpgp) = 2ma®spsy, Re[ K (w)]VE? (3)
(Fpgp) = 2ma®coemIm[K(w)](Exo* Veu + Eyo” Voy + Ezo” Voo (4)

La ecuacion (3), es la ecuacion convencional dezéudielectroforética y es dependiente de la
magnitud del gradiente de campo eléctrico. La abna@}) describe la fuerza debida a un
gradiente de fase; tal expresién proporciona lezfuen un campo eléctrico viajero, que puede

ser descrito como una relacién de fase variabé&almente y, por lo tanto, un gradiente de fase

[8].

El término Re[K(w)] corresponde a la parte real del factor de Clasiassidti que es

dependiente de la frecuencia. Su expresion sendieteicon la ecuacion (5)

K(w) = (‘“) )

dondee; y =, son las permitividades complejas de la particighiypedio respectivamente. La
permitividad complejas* =¢, &, —j= , dondes, es la permitividad relativa del medio o

particula,z es la conductividad del medio o particulala frecuencia y = +/—1.
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Por definiciéon,k («) tendra valores entre -0,5 y 1. Si es negativanifstg que la particula es

menos polarizable que el medio donde se encuentsafyerzaDEP esta direccionada en
direccion opuesta al gradiente del campo, denordogenDEP 0 fuerza dielectroforética
negativa. En este caso, las particulas son llevadias regiones de menor intensidad del
campo. Si la polarizabilidad de la particula es onapie la del medio que la circunda, entonces

Re[K(w)] sera positivo y las particulas son trasladadas &lgiones de mayor intensidad de

campo mediante urEDEP o fuerza dielectroforética positiva [10].

De las ecuaciones (1) y (3) se puede notar queelzd inducida por la interaccion particula-

particula es proporcional @Re[K(w)])* mientras que la fuerza dielectroforética lo es a
Re[K(w)]. En los campos eléctricos no uniformes, el fad®rClasius-MossottRe[K (w)],
varia con la frecuencia. &8=[K(«)] se aproxima a cero, asumiendo que la expresiory1)

aproximadamente valida para campos AC, la aproxémadipolar predice que la fuerza de
interaccion particula-particula desaparece masloapie la fuerz®EP, esto quiere decir, que

para valores de frecuencia en los (Re[K(«)] se acerca a cero, es posible manipular

particulas principalmente por la fuerza dielectréfica sin que se formen cadenas de particulas

[3].
3. Materiales y Métodos
3.1Dispositivo dielectroforético

El dispositivo utilizado en esta oportunidad, posee geometria de cuatro electrodos
dispuestos en forma de espiral cuadrada. Los etkxgrtienen una anchura de 30 um y una
distancia entre ellos de 50 pm. El area total desfsiral es de aproximadamente 8 Trver

Figura 2.
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FIGURA 2. Arreglo de Electrodos

Fuente: Leén, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)

Este dispositivo es fabricado usando las técnicasndcrofabricacion estandar en la
Universidad Franche -Comté en Besancon, Francidagninstalaciones de la central de
tecnologiaVIMENTO cuyas siglas en francés significAficrofabrication pour la Mecanique,
les Nanotechnologies, la Thermique et I'Optiglende se encuentra su laboratorio central o

sala limpia

Este microdispositivo tiene definidas sus regiahesaxima intensidad de campo eléctrico en
los bordes de los electrodos y las regiones de matensidad entre los electrodos. En la
Figura 3 se observa el comportamiento vectoridhdeerza dielectroforética comUfifz5) y

las regiones de mayor (color rojo) y menor (capul) intensidad del campo. Estas graficas

simulan el comportamiento defg,z» segun lo describe la ecuacion (3).
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FIGURA 3. Fuerza Dielectroforética. a) Comportamiento Vedirial b) Contorno de la
amplitud; el color rojo corresponde a las regioneson valor maximo y el azul al valor minimo
[11]

Fuente: Leén, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParrilBharbi (2013)

3.2 Sistema Instrumental

En la Figura 4 se observa un esquema del sistesteurinental para la observacion del
fenomeno dielectroforético y la formacién de cadeda particulas. El microdispositivo se
coloca en un Microscopio Invertido marca Nikbn modelo TE2000-S, con camara
incorporadala configuracion de electrodos utilizada requieze energizada por una sefial
sinusoidal de %7, , proveniente de un generador de frecuenéiaaction generator GDF-917
PROMAX EIl rango de frecuencias empleado esta entre ¥kHEIHz. El voltaje aplicado fue

de 5Vpp. Es importante destacar que la sefial daelshgenerador de frecuencias va primero
al desfasador (ver sistema instrumental) el cysdrsela sefal en cuatro ondas senoidales con

un desplazamiento de fase-;%ieada. Este, por sus parametros de fabricaciomgprona sefal
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de 5V, fija que alimenta el sistema de electrodos par&yjuiea frecuencia. La sefial de salida

del desfasador y la que lo energiza son monitoeeadeavés de un osciloscofi@EKTRONIX
TDS 200. Todas las observaciones fueron registradesvés de imagenes que demuestran el
comportamiento electrocinético de las células dedara. En primer lugar se utiliza una

muestra de cultivo con concentraciny se registran las imagenes para distintas fretasy

luego se emplea una muestra del cultivo con coragah Cx.

Generador de funciones
oono
D _ Desfasador Microscopio
o 0 —_
o000 Computador
Camara
. L =
Osciloscopio Microsistema de electrodos

FIGURA 4. Sistema Instrumental

Fuente: Ledn, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)

3.3Preparacion de la suspension de células de levadura

Se utiliza un medio de cultivo de levadura formolaeégun el protocolo de Markx y otros [12].
El medio contiene sacarosa al 5%, peptona 0,5%trac® de levadura 0,5%; el cultivo se
prepara afiadiendo 50 mgr de levadura comercialat@deria o liofilizada y se incuba a
temperatura ambiente, se deja crecer por veint(ad) horas. Seguidamente las células son
recolectadas y lavadas cuatro veces con soluciéMaleitol a 280mM para finalmente
resuspenderlas en este mismo medio. La conduafiddaeste medio es = 14,5 uS/cm, se
midié con un conductimetro marétanna Instruments 8033.a concentracion de células es
estimada mediante conteo con Camara de Neubasé grtre 70-75xf@élulas/mL. Para las
pruebas realizadas se emplearon dos concentracidi@slas a partir de ésta. Una

esC, = 7—10x10 °® células/mL obtenida de una dilucién 1:10 de lacentracion inicial y

Leén Eddy, Torrealba Freddy, Loureiro Nelson, Arroyo Alonso, Padilla Nayalet, Gharbi Tijani INTERACCION ENTRE

CELULAS DE LEVADURA SOMETIDAS A LA ACCION DE CAMPOS ELECTRICOS NO UNIFORMES . Revista Digital d
Investigacion y Postgrado de la Universidad NacidBgperimental Politécnica “Antonio José de Sucr¥icerrectorado Barquisimet
Venezuela. Vol. 3, No. 2, Abril-Junio 2013.. 2®4- 500 ISSN: 2244-7393. http://redip.bgto.unexpo.edu.ve.



REDIP. UNEXPO. VRB. Venezuela. Vol. 3, No. 2, |Almio 2013. http://redip.bgto.unexpo.edu.ve.

una segunda dilucién obtenida siguiendo la sigaiédtmula,C; V1 = C, V, dondecC; es la
concentracion inicial de la solucion stotk,el volumen de solucién stock para llevar a cabo la
dilucion, €, es la concentracion de la muestra diluidi; yes el volumen final, total de la

muestra diluida. Esta segunda concentraciéfyes 2 — 4x10° células/mL.

Se utiliza una micropipeta graduada para sumari€plL de la muestra de cultivo de
levadura preparada como se describe en la sec@dro®bcandola sobre el microdispositivo.

La suspension se deja estabilizar por tres (3) tmnsobre los electrodos para luego encender
el equipo.

4. Resultados

Al encender el generador, a una frecuencia deKh20 y con una muestra de células con una

concentracionC, = 7 —10x10°, se observé que las células de levadura fuerafdas hacia

los bordes de los electrodos formando cadenasstectua lo largo de las lineas de fuerza
dielectroforética cercanas a los electrodos talija se observan en la Figura 3. Estas cadenas
llegan a alcanzar la longitud del espacio intetabelico, 50um (Figura 5). En las puntas de los
electrodos se observa también cadenas de partamilasyor longitud. Las cadenas se mueven
hacia los electrodos en direccion de la fuerzargnpaecen adheridas alli.
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FIGURA 5. Suspension de levadura con concentracion de 7x10° cél/ml para un campo eléctrico a
frecuencia 100 kHz

Fuente: Leén, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)
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Para la muestra, = 2 — 4x10° células/mL y para la misma frecuencia se obti¢mesaltado

gue se observa en la Figura 6. En la imagen sew@bsémo las células se adhieren a los
electrodos individualmente. Las interacciones eo#talas es menor que la que se observa en
la Figura 5.

FIGURA 6. Suspension de levadura con concentracion de 214% cél/mL para un campo eléctrico
aplicado a frecuencia 100 kHz

Fuente: Ledn, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)

Aumentando la frecuencia hasta llegar a 1MHz, sema movimiento de las células de
levadura atraidas nuevamente hacia los bordessdeldotrodos sin formar cadenas como
se puede observar en la Figura 7. Este fenOmenareoquara la concentracion

Cy =2 —4x10° células/mL. Se demuestra que la interaccion emiagticulas es

despreciable para esta concentracion.
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FIGURA 7. Suspension de levadura con concentracion de 214% cél/mL para un campo eléctrico
aplicado a frecuencia 1 MHz

Fuente: Ledn, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)
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FIGURA 8. Suspension de levadura con concentracién de 214K cél/mL para un campo eléctrico
aplicado a frecuencia 1 MHz

Fuente: Ledn, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)
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FIGURA 9. Comparacion de la concentracién de levadura paran campo eléctrico aplicado a
frecuencia a) 100khz b) 1 MHz.

Fuente: Leén, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)

De la Figura 8 se destaca lo que ocurre. En laaszdonde los electrodos son paralelos se
observan cadenas y el nimero de éstas entre lasi@sjnterelectrédicos es menor o igual que

las que se observan en la Figura 5 (Figura 9).

La concentracion de levaduras en el caso de lagafich y 8 es mayor que en las Figuras 6y 7
y por ende la aproximacion entre ellas mayor, estproducto de la dielectroforesis mutual y
por lo tanto se forman cadenas de células [13]oRorlado, en las puntas de los electrodos, en
el centro de la espiral (figura 8), se observarepad de menor longitud, lo que muestra una
diferencia con lo que ocurre en el mismo lugar para frecuencia de 100 KHz (Figura 5).
Pohl y otros[1] definieron el rendimiento dieledtn@ético basados en la longitud de las
cadenas de células que se formaron en sus expé&ssnemilughes [8] afirma que la medicion
de la longitud de la cadena se ha utilizado comandicador del valor real del factor de
Clausius-Mossotti; con base en estos andlisis selepafirmar para los experimentos aqui
presentados que, a una frecuencia de 100kHz yanwectracion alta de células el rendimiento

dielectroforético, segun Pohl o el val@e[K(«)] segun Hughes, es mayor que para la

frecuencia de 1MHz. La Tabla 1 resume los resustadidenidos.
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TABLA 1. Resumen de los resultados obtenidos

Concentracion Celular] Frecuencia Interaccion entre células
(cél/mL) (kHz)
c, =7-10x%x10° 100 Formacion cadenas y clusters a lo largo dénleas

de fuerza dielectroforética adheridas a los eldoso

C,=2-—4x10° 100 Las células se adhieren a los electrodos
individualmente. Las interacciones entre celulas es
menor
c, = 7-10x10° 1000 Menor numero de cadenas y clusters adherildas|a

electrodos que en 100 kHz

. Se demuestra que la interaccion entre partigulas
Cg =2—-4X10 1000 es despreciable para esta concentracion.

Fuente: Leén, Torrealba, Loureiro, Arroyo, ParriBharbi (2013)

5. Discusion de resultados.

Este trabajo muestra una exploracién de la intéacelectrocinética de una suspension de
levadura cuando es expuesta a un campo eléctricmifrme generado por un microsistema
de cuatro electrodos con geometria en espiralréfigtados experimentales coinciden con las
aproximaciones tedricas presentadas en las sesciantriores como también con los

resultados de otros investigadores [3-4,7,12,144]5-

Estos resultados demuestran que las células deluevasumergidas en un medio con
conductividado = 14,5 uS/cm experimentan principalmente dieléotesis positiva en un
rango de frecuencias entre 100Khz y 1 Mhz. Estérfemo se presentd acompafado con la

interaccion particula-particula para una frecuedeid00 Khz y 1 MHz para una concentracion
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de 7-10x16 cel/ml observandose la formacién de cadenas tdasécon una longitud
aproximada de 50um, espacio entre electrodos,grerf adhiriéndose a las zonas con mayor

intensidad de campo, esto es, los bordes de losaes.

Por otro lado, para la frecuencia de 100 kHz y 1lfbicada a la muestra con concentracion 2-
4x1@, las células de levadura se movilizaron por laiéecade la fuerza dielectroforética
positiva adhiriéndose a los bordes de los electa#gomanera individual (Figura 7). Cuando la
densidad celular en la suspension es suficientenata, se forman cadenas de células y ésto
depende de la frecuencia aplicada [13]. El experimenuestra que cuando la frecuencia es de
100 kHz y 1 MHz y la densidad celular es 7-10%&él/ml se forman cadenas en las zonas
donde los electrodos son paralelos. Markx y ott@$ &firman que si las células estan cerca
unas de otras, la induccién de una fuerza dielectrtica mutual entre las células puede
conducir a células a que se muevan cerca una oealgy formen cadenas. Segun Gierhart y
otros [14], la dielectroforesis mutual es un efet#csegundo orden y en general, es mucho mas
deébil que la dielectroforesis coman por lo querdelie que en la zona donde los electrodos
son paralelos la fuerza es mas débil que en laspule los electrodos, centro de la espiral, en

los que se observa aglomeracion de células pémcizencia de 1 MHz (Figura 8).

6. Conclusion

En los experimentos realizados se observa la otigma entre células cuando la concentracion
es de 7-10x10cel/ml y de menor a ninguna interaccién cuanddee-4x16 cél/ml. Para la
frecuencia 100 kHz se evidenciamREP y la dielectroforesis mutugbor la menor formacién
de cadenas que se presenta cuando se empled lentani®n de 2-4xfOcél/ml. Para la
frecuencia 1 Mhz y concentracién 7 - 10%t@l/ml estan present@dEP y dielectroforesis
mutualy para la concentracién 2-4X1@l/ml y frecuencia 1 Mhz s6[DEP. Estos resultados
confirman lo que Suheiro y otros [15] y Markx yastr[16] describen en su investigacion
cuando afirman que la interaccion entre dos o raécplas biologicas cuando son sometidas a
la accion de campos eléctricos no uniformes depeéedia concentracion celular empleada,

mientras mas alta es la concentracion mas rapittorsan las cadenas de células.
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