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Resumen
En los últimos años se ha tenido un importante crecimiento en el desarrollo de métodos en microescala para el análisis, separación
y concentración de células intactas, es decir, sin la realización de lisis. La miniaturización ofrece excelentes ventajas para el
manejo y análisis de células, como son rapidez, portabilidad, alta resolución y sensibilidad, bajo requerimiento de cantidad
de muestra y reactivos. Diferentes áreas de la ciencia y de la industria, como la industria alimentaria, los análisis clı́nicos
y biomédicos, el monitoreo ambiental, etc., están siendo beneficiadas por el uso de micro-laboratorios o micro-sistemas para
análisis. Debido a estas importantes ventajas, significativos esfuerzos de investigación a nivel mundial están siendo dedicados al
desarrollo de técnicas aplicables en microescala para el análisis de células.
El presente es un artı́culo de revisión tutorial que expone los fundamentos y aplicaciones recientes de las técnicas en microescala
más importantes para el análisis de células intactas. Se incluye una descripción breve del funcionamiento y ejemplos de
aplicaciones de seis técnicas en microescala estratégicamente seleccionadas para proveer al lector un panorama integral sobre
los avances en este campo. Las técnicas aquı́ presentadas cubren los principales mecanismos empleados en los métodos
miniaturizados para el manejo de células intactas. Estos mecanismos son campos eléctricos (electroforesis, dielectroforesis,
electrorotación e impedancia eléctrica), efectos de flujo (enfocado inercial) y efectos ópticos (citometrı́a de flujo).

Palabras clave: células, microescala, microfluı́dica, microorganismos.

Abstract
In recent years there has been significant development in microscale methods for the assessment, separation and concentration of
intact cells, that is, without carrying out lysis. Miniaturization offers excellent advantages for the handling and analysis of cells,
such as short response time, portability, high resolution and sensitivity, and low requirement of sample and reagents. Different
science and industry fields, such as food industry, clinical and biomedical analysis, environmental monitoring, etc., have benefited
from the use of micro-laboratories or micro analytical systems. Due to these advantages, significant research efforts worldwide
are being devoted towards the development of techniques than can be applied on the microscale for cell assessment.

The present article is a tutorial review that depicts the fundamentals and recent applications of the most important microscale
techniques for the analysis of intact cells. A brief description and examples of applications of six strategically selected techniques
have been included, with the objective of providing the reader with a comprehensive overview on the advances in this field.
The techniques presented here cover the main mechanisms employed in miniaturized methods for handling intact cells. These
mechanisms are electric fields (electrophoresis, dielectrophoresis, electrorotation and electric impedance), flow effects (inertial
focusing) and optical effects (flow cytometry).

Keywords: cells, microscale, microfluidics, microorganisms.
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1 Introducción

La miniaturización y la microfluı́dica son dos campos
de la ciencia que están alcanzando un crecimiento
acelerado. Un gran número de aplicaciones
para procesos en microescala y microdispositivos
surgen continuamente. Grupos importantes de
investigación están realizando grandes esfuerzos en
este campo debido a las caracterı́sticas atractivas que
la miniaturización ofrece, como son mayor control
y desarrollo de nuevas técnicas (Whitesides, 2006;
Pratt y col., 2011). Estos importantes avances han
beneficiado en particular procesos de bioseparación
en biotecnologı́a y en farmacéutica, ası́ como
análisis en la industria alimentaria, en diagnóstico
médico y ambiental. A pesar de ser un campo
aún naciente, el desarrollo de los microdispositivos
microfluı́dicos es considerable, ya que se han logrado
micro-laboratorios, conocidos en inglés como “lab
on a chip”, que son capaces de llevar a cabo
todas las funciones de equipos convencionales, con
ventajas atractivas como tiempos más cortos, menor
requerimiento de muestra y reactivos, portabilidad,
mayor resolución y sensibilidad, y bajo costo
(Lapizco-Encinas, 2008). Uno de los primeros
dispositivos capaces de desarrollar todas las funciones
requeridas para un proceso completo fue reportado por
Burns y colaboradores en 1998. Este grupo desarrolló
un dispositivo para el análisis de muestras de ADN
muy pequeñas (nanolitros), donde sin componentes
externos y sin intervención humana, el microsistema
realizó las funciones de mezclado, amplificado o
digestión del ADN, separación y detección (Burns
y col., 1998). Este estudio fue una piedra angular
para el campo de la microfluı́dica ya que demostró
el potencial de la miniaturización para aplicaciones
de análisis biológicos. El desarrollo de este tipo
de sistemas en microescala ha seguido avanzando,
y una de las áreas con mayor potencial para estos
sistemas es en el análisis y manipulación de células
intactas. Actualmente, si la detección o separación
de células se realiza por métodos de microbiologı́a
tradicionales, que en su mayorı́a dependen de cultivo
celular, los resultados de algunos análisis pueden
demorarse desde 24 a 72 horas. En aplicaciones como
análisis de contaminación de alimentos o cuerpos
de agua, control de calidad y análisis clı́nicos,
se requieren métodos y sistemas que proporcionen
resultados más rápidamente. Es precisamente en
este tipo de situaciones donde la microfluı́dica puede
ser la solución requerida. Existen reportes de
separación y concentración de células en menos

de dos minutos empleando microcanales y campos
eléctricos (Moncada-Hernández y Lapizco-Encinas,
2010). Aplicaciones en análisis clı́nicos pueden
ser también beneficiadas de manera significativa
por los métodos en microescala, un área que está
teniendo un crecimiento acelerado es en detección de
cáncer. Como ejemplo se tiene la rápida detección de
células cancerı́genas en microdispositivos empleando
dielectroforesis, desde la detección de células
iniciadoras de tumores prostáticos (Salmanzadeh y
col., 2012), hasta la caracterización de células de
tumor circulantes en sangre para el desarrollo de
métodos de detección y concentración (Sano y col.,
2011; Salmanzadeh y col., 2012). También, existen
estudios de la rápida caracterización de glóbulos rojos
para diferenciar su tipo y factor Rh (Keshavamurthy-
Srivastava y col., 2011; Leonard y Minerick, 2011).
Asi como sistemas para el cultivo y diferenciación
de células madres donde es posible estudiar su
metabolismo dentro de micro-cámaras (van Noort
y col., 2009). Otra atractiva caracterı́stica de las
técnicas en microescala, es la posibilidad de poder
realizar análisis de células completas, sin realizar
lisis celular; especialmente las técnicas que utilizan
campos eléctricos son adecuadas para el manejo de
células intactas (Gonzalez y Remcho, 2005; Voldman,
2006; Gagnon, 2011).

El presente es un artı́culo de revisión de tipo
tutorial, donde se busca proporcionar información
relevante sobre las técnicas en microescala y su
aplicación para el análisis y manipulación de células
intactas, tanto para el investigador principiante como
para el experto en esta área. Se seleccionaron
cuidadosamente artı́culos con el fin de incluir una
introducción esencial del tema y además mostrar
los avances más significativos en las técnicas en
microescala. Al ser el presente manuscrito un artı́culo
de revisión de tipo tutorial, el objetivo es presentar
al lector de una manera sucinta el panorama de
este campo, con suficiente material en cuanto a
los fundamentos y aplicaciones para despertar en
el lector el interés en este importante campo de
la microfluı́dica para el análisis de células. La
microfluı́dica es un campo todavı́a incipiente en
México (Lapizco-Encinas, 2008). Se presentan y
explican los fundamentos de seis de las técnicas en
microescala más empleadas con células, donde el
lector podrá apreciar la riqueza y potencial de estos
métodos miniaturizados, donde fuerzas eléctricas e
inerciales, y efectos ópticos son explotados para
realizar la caracterización, separación, concentración
y detección de diferentes tipos de células, desde
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bacterias hasta células de mamı́feros.

2 Metodologı́a
Para la preparación de este artı́culo de revisión se
realizaron búsquedas sobre la aplicación de métodos
en microescala para el análisis de células en bases de
datos como el ISI Web of Knowledge de Thomsom,
PudMed, Scopus, la Red de Revistas Cientı́ficas
de América Latina y el Caribe, España y Portugal
y Google Scholar. Los artı́culos incluidos se
seleccionaron buscando ejemplos representativos del
uso de cada técnica y aplicaciones relativamente
nuevas, publicadas del año 2000 en adelante.

3 Técnicas en microescala para la
manipulación de células

El avance que se ha tenido en el desarrollo de
técnicas en microescala y las ventajas que éstas
ofrecen sobre los métodos tradicionales, las convierten
en una alternativa atractiva para diversos análisis y
estudios de células. Se ha reportado un importante
número de estudios exitosos donde los tiempos de
respuesta son en minutos en lugar de dı́as u horas. La
portabilidad, bajo costo y corto tiempo de respuesta
abre la posibilidad de efectuar mediciones y análisis
en lı́nea en “tiempo real”. En el campo de los
análisis clı́nicos, los métodos en microescala permiten
la realización de estudios empleando métodos no
invasivos, como detección de células anormales
empleando una muestra de sangre periférica, lo
que evitarı́a el uso de biopsias. En el monitoreo
ambiental, un microdispositivo portátil proporcionarı́a
la posibilidad de efectuar análisis rápidos en campo,
obteniendo respuestas de inmediato. En la industria
alimentaria, permitirı́a el desarrollo de detectores en
lı́nea para ser usados en la detección de patógenos en
alimentos. Los ejemplos anteriores muestran como
el uso de estas técnicas facilitan y aceleran procesos
que suelen ser más largos. La Tabla 1 presenta una
comparación de las técnicas en aplicaciones a escala
convencional y en microescala. A continuación se
describe de manera breve seis técnicas en microescala
mencionando un par de ejemplos de cada una.

3.1 Electroforesis

La electroforesis es un fenómeno electrocinético que
consiste en el movimiento de partı́culas cargadas

electrostáticamente bajo la influencia de un campo
eléctrico uniforme. Cuando a una partı́cula con
carga neta q se le aplica un campo eléctrico E, ésta
experimenta una fuerza electrostática

~F = q~E (1)

conocida como Fuerza de Coulomb (Griffiths, 1999).
Si dicha partı́cula está inmersa en un fluido, los iones
del fluido se reorganizan alrededor de ella, de acuerdo
a su carga, dando origen a un potencial conocido
como potencial zeta (ζ). La Fig. 1 muestra una
representación esquemática de una partı́cula cargada
suspendida en un lı́quido en presencia de iones y bajo
la acción de un campo eléctrico; donde la partı́cula
posee carga negativa y por tanto experimenta una
fuerza electroforética (FEP) o movimiento hacia el
electrodo positivo.

La velocidad (~νEP) y movilidad (µEP)
electroforéticas experimentadas por la partı́cula están
representadas por:

~vEP = µEP ~E (2)

µEP =
εmζ

η
(3)

donde E es el campo eléctrico, εm es la permitividad
del medio, η es la viscosidad del lı́quido y ζ
es el potencial zeta. En la mayorı́a de las
células esta movilidad es de ∼ 10−4 cm2/Vs, lo
que equivale a 1 µm/s en un campo eléctrico de
1 V/cm (Voldman, 2006). Este desplazamiento
de partı́culas es muy empleado para análisis en
aplicaciones de biotecnologı́a y bioquı́mica. El
método convencional más común es la electroforesis
en gel, que es una técnica de rutina en los laboratorios
de biologı́a molecular que permite analizar, separar y
cuantificar muestras que contienen proteı́nas y ADN
(Ehlers y col., 1991; Ibeas y Jimenez, 1993) Sin
embargo, existen pocos estudios sobre separación
y caracterización de células intactas y completas,
es decir, sin previa lisis celular (Ainsworth y col.,
2005). La técnica principalmente usada para analizar
células intactas es la electroforesis capilar (EC), la
cual fue introducida en 1979, y ha sido empleada
para la identificación de bacterias, virus y células
sanguı́neas (Wallingford y Ewing, 1987; Kremser y
col., 2004). La técnica consiste en un capilar de
sı́lice con un diámetro interno ≤200 µm donde se
introduce la muestra previamente tratada con una
solución buffer, y posteriormente se aplica campo
eléctrico utilizando electrodos en ambos lados del
capilar que a su vez tendrá conectado un detector (Fig.
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Sósol-Fernández y col/ Revista Mexicana de Ingenierı́a Quı́mica Vol. 11, No. 2 (2012) 227-248

2a) (Amin y col., 2012). Los resultados de la EC
son similares a los de una separación cromatográfica,
ya que se obtienen electroferogramas graficando la
señal del efluente del capilar vs. tiempo. La
técnica se basa en las diferencias en la relación
carga/masa de cada partı́cula biológica, ya sea de
repulsión o de atracción, generando selectividad en
cuanto a tamaño y composición como se representa
en la Fig. 2b (Klodzinska y Buszewski, 2009). En
la imagen se muestra la vista lateral de un capilar de
sı́lice y como los microorganismos interactúan con la
superficie del capilar, esta interacción es única para
cada microorganismo y genera un tiempo de retención
dentro del capilar distinto.

El grupo de investigación de Daniel W. Armstrong
realizó un trabajo pionero en el uso de EC para la
separación y análisis de microorganismos reportando
avances muy importantes. Este grupo reportó por
primera vez que los métodos electroforéticos, usados
para separar biomoléculas, podı́an ser empleados
para separar microorganismos intactos (Armstrong
y col., 1999). En aplicaciones clı́nicas demostraron
la detección en orina de patógenos responsables
de infecciones del tracto urinario (Armstrong y
Schneiderheinze, 2000); en estudios analı́ticos
realizaron la medición del contenido de bacterias
presentes en suplementos alimenticios prebióticos,
lográndose resultados en menos de 10 minutos,
demostrando como un método electrocinético, como
lo es la EC, puede ser usado como técnica de control de
calidad en productos comerciales (Armstrong y col.,
2001). Uno de los estudios más importantes realizados
por Armstrong y colaboradores fue el uso de la EC
para pruebas de viabilidad de bacterias (Armstrong y
He, 2001); donde reportaron la separación simultánea
y detección de células vivas (fluorescencia verde,
gráfica superior) y muertas (fluorescencia roja,
gráfica inferior) de B. infantis, L. acidophilus y
S. cerevisiae, en un capilar de sı́lice, obteniendo
los electroferogramas mostrados en la Fig. 2c, que
presentan “picos” definidos por cada microorganismo.
Como puede observarse la señal de fluorescencia
de células vivas es mayor que las células muertas.
En la imagen se tiene un primer pico a un tiempo
aproximado de 15 min correspondiente a B. Infantis,
seguido de una señal debida a L. acidophilus y un
tercer pico que muestra la presencia de S. cerevisiae,
logrando resultados en un tiempo de análisis corto.
En otros estudios realizados este grupo usó la EC
para el análisis de la potencia y comportamiento
de células espermatogénicas de jabalı́ (He y col.,
2003); y para detección de células individuales de
bacterias, lo que abre la posibilidad del uso de la

EC en muestras con muy bajas concentraciones de
microorganismos (Lantz y col., 2007). Los ejemplos
anteriores demuestran el gran potencial para un amplio
rango de aplicaciones de la EC como técnica de
análisis y detección de células intactas.

En el 2009, Klodzinska y Buszewski hicieron una
importante contribución al modificar quı́micamente
la superficie de un capilar de sı́lice con la finalidad
de reducir o eliminar las interacciones entre
la sı́lice y los microorganismos, recubriendo la
superficie del capilar con varios reactivos como
acrilamida, trimetilclorosilano y divinilbenceno
(DVB), beneficiando con esto, la salida de los
microorganismos en tiempos más cortos (Klodzinska
y Buszewski, 2009). En una interesante aplicación
clı́nica estos investigadores utilizaron un capilar de
sı́lice con tres capas de acrilamida para analizar
muestras extraı́das de escaras (úlceras en la piel
originadas por presión). Los resultados se muestran en
la Figura 2d en un electroferograma, donde se observa
la separación exitosa de S. aureus y H. pylori en un
tiempo aproximado de 10 minutos. La electroforesis
capilar representa una alternativa atractiva en análisis
microbiológicos ofreciendo ventajas de rapidez,
eficiencia y sensibilidad en comparación a las técnicas
de microbiologı́a tradicionales; con aplicaciones
potenciales en biotecnologı́a, control de calidad,
monitoreo ambiental, entre otros. En otro estudio
reciente en el campo de aplicaciones clı́nicas, Szeliga
y col. (2011) reportaron el uso de la electroforesis
capilar de zona para análisis microbiológico rápido
de muestras tomadas de heridas post-operatorias. El
objetivo principal era el de crear un algoritmo para
detectar infecciones rápidamente de manera cualitativa
y cuantitativa, obteniéndose resultados con muy alta
sensibilidad en cuestión de minutos (Szeliga y col.,
2011).

Fig. 1. Esquema de una partı́cula cargada bajo
la influencia de un campo eléctrico uniforme,
indicándose la dirección de la fuerza electroforética.
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Tabla 1. Comparación entre aplicaciones en equipos convencionales y equipos en microescala

Técnica Principio fı́sico Operación en equipos convencionales Operación en equipos en microescala

Electroforesis
capilar

Movimiento de
partı́culas con
carga eléctrica en
presencia de un
campo eléctrico
uniforme.

Como ventaja se tiene que los tiempos
de operación son relativamente cortos,
en el rango de minutos. La desventaja
principal es que se requiere de la
aplicación de altos voltajes, en el rango
de decenas de miles de Volts.

La ventaja más importante es
que al reducirse el tamaño, se
reduce también la magnitud de los
potenciales eléctricos requeridos, por
lo que los análisis pueden llevarse a
cabo empleando fuentes de poder de
menor capacidad y mas económicas,
además del ahorro del energı́a.
Al realizarse en microcanales los
tiempos de análisis se reducen
considerablemente (menores de
1-2 minutos). La miniaturización
también permite mayor integración
con otros equipos o procesos previos
o posteriores.

Dielectroforesis Movimiento
de partı́culas
neutras y con
carga eléctrica
en un campo
eléctrico no
uniforme.

La dielectroforesis no ha sido aplicada
para células en equipos convencionales,
ya que es una técnica diseñada para
sistemas miniaturizados.

Existen numerosas aplicaciones con
proteı́nas, ADN, organelos, bacterias,
levaduras, células de mamı́feros,
y parásitos. La gran ventaja es la
rapidez, los análisis pueden llevarse
a cabo en un tiempo desde segundos
a minutos. Permite detección y
separación rápida de partı́culas.
Funciona con corriente alterna y
corriente directa y es aplicable a
partı́culas con carga y partı́culas
neutras. La desventaja es que
requiere de la generación de altos
campos eléctricos.

Electrorrotación Movimiento de
una partı́cula en
forma de torque
al exponerla a un
campo eléctrico
rotacional.

La electrorrotación no se lleva a cabo en
equipos convencionales.

Se lleva a cabo generalmente en
microdispositivos que contienen
una pequeña cámara rodeada de
cuatro electrodos que generan
el campo rotacional. Su mayor
ventaja sobre métodos analı́ticos
convencionales, es que proporciona
resultados en segundos, y tiene
gran aplicabilidad para pruebas
de viabilidad y distinción entre
diferentes tipos de células.

Impedancia
eléctrica

Medición de
la oposición
que presenta un
cuerpo al paso de
corriente.

En equipos convencionales se usa
mayormente para el análisis de tejido,
ya que permite medir los cambios
en impedancia en tejido que ocurren
como resultado de alguna enfermedad
o patologı́a. En aplicaciones para la
detección de células en suspensión tiene
la desventaja que el tiempo de análisis
puede ser largo cuando se tienen bajas
concentraciones de células.

En equipos en microescala se
utiliza mayormente para el análisis
de células en suspensión, con
la ventaja que en dispositivos
miniaturizados el tiempo de análisis
es mas corto, permite detectar
bajas concentraciones y requiere la
aplicación de voltajes mas bajos. Se
utiliza comúnmente como sistema de
detección.
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Enfocado
inercial

Manipulación del
movimiento y
dirección de partı́culas
en microcanales
empleando fuerzas
inerciales inducidas
mediante la topologı́a
del microcanal.

Esta técnica solo es aplicable en
microescala ya que explota las
caracterı́stica de flujo laminar obtenido
a altas velocidades en microcanales.
Esta técnica se refiere a un fenómeno
hidrodinámico en microescala.

Entre las ventajas sobre los métodos
convencionales para análisis de
células, es que se trata de un
efecto fı́sico, que no requiere el
uso de reactivos. La técnica se
usa para llevar a cabo separaciones
continuas de partı́culas, permitiendo
la identificación, enriquecimiento
y detección de diferentes tipos de
células.

Citometrı́a
de flujo

Clasificación e
identificación de
poblaciones celulares
mediante dispersión
de luz y excitación de
fluorocromos.

La mayor ventaja de los equipos
convencionales es su capacidad para
analizar altos flujos/grandes cantidades
de células. Su desventaja es el alto costo
de los equipos, que son de gran volumen
y requieren altas cantidades de muestra.
El tiempo de análisis es corto.

La miniaturización de los citómetros
conlleva importantes ventajas como
portabilidad, menor consumo de
muestra, menor costo, lo que hace
posible mayor disponibilidad de estos
equipos y el uso de dispositivos
desechables. Su desventaja es que no
es posible analizar altos volúmenes.

3.2 Dielectroforesis

Otra técnica con importantes aplicaciones para el
análisis y estudio de células es la dielectroforesis. El
término dielectroforesis fue introducido por primera
vez por Pohl en 1951, y consiste en el movimiento de
partı́culas en un campo eléctrico no uniforme debido
a un desbalance en las fuerzas electrostáticas. Cuando
una partı́cula es suspendida en un medio y se le aplica
un campo eléctrico, tanto la partı́cula como el medio
se polarizan, induciendo un dipolo en la partı́cula (Fig.
3). Si el campo eléctrico es no uniforme, cada polo es
expuesto a fuerzas eléctricas de diferente intensidad,
resultando en un desbalance que a su vez produce
un desplazamiento neto en la partı́cula (Pohl, 1978).
La fuerza dielectroforética FDEP ejercida sobre la
partı́cula esférica se define como (Jones, 1995):

~FDEP = 2πεmr3
p Re

[
fCM

]
∇E2 (4)

donde εm es la permitividad del medio, rp es el radio
de la partı́cula, ∇E2 expresa el gradiente del cuadrado
del campo eléctrico y fCM es el factor de polarización
conocido como factor de Clausius-Mossotti:

fCM =

[
ε∗p − ε

∗
m

ε∗p + 2ε∗m

]
(5)

donde ε∗p y ε∗m son la permitividad compleja, la cual se
define como:

ε∗ = ε − j
σ

ω
(6)

donde ε y σ son la permitividad y conductividad reales
de la partı́cula o del medio, respectivamente; j =

√
−1

y ω es la frecuencia angular del campo eléctrico. El
factor de Clausius-Mossotti determina el sentido de la
fuerza dielectroforética (positiva o negativa). Se define
como dielectroforesis positiva cuando una partı́cula es
más polarizable que el medio y es atraı́da hacia la parte
más intensa del campo eléctrico. Por el contrario,
si la partı́cula es menos polarizable que el medio, se
presenta dielectroforesis negativa y es repelida hacia el
campo eléctrico de menor intensidad, como se indica
en la Fig. 3a.

Esta técnica electrocinética ha tomado importancia
en años recientes debido a su potencial en la
separación, concentración y manipulación de una
amplia variedad de biopartı́culas como ADN,
proteı́nas, bacterias, virus y células (Lapizco-Encinas
y Rito-Palomares, 2007; Voldman, 2007). La
dielectroforesis es una técnica con alta flexibilidad,
ya que puede aplicarse con campos eléctricos de
corriente alterna o corriente directa, y funciona tanto
para partı́culas neutras como para partı́culas con carga,
teniendo ası́ mayor aplicabilidad que la electroforesis.
La dielectroforesis es una técnica con aplicación
en microescala, solo existen un par de reportes de
aplicaciones fuera de microdispositivos (Ivanoff y col.,
2011; Shen y col., 2011). En la mayorı́a de los casos
la dielectroforesis se lleva a cabo en microcanales o
cámaras cuyas magnitudes oscilan entre µm a mm, y
se manejan volúmenes en el rango de nL a µL. Existen
dos configuraciones principales para dispositivos
dielectroforéticos: arreglos de electrodos y arreglos
de estructuras aisladoras (Cummings y Khusid, 2007;
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Fig. 2. Técnica de electroforesis capilar. (a) Diagrama esquemático del sistema de electroforesis capilar y la imagen
de un cartucho para mediciones electroforéticas, (b) Vista lateral de un capilar de sı́lice mostrando las interacciones
existentes entre el capilar y la superficie celular de bacterias, adaptada con permiso de referencia (Klodzinska y
Buszewski, 2009), Copyright 2009 American Chemical Society. (c) Electroferograma de la separación simultánea
de B. infantis, L. acidophilus y S. cerevisiae; el eje y muestra la intensidad medida de la señal medida en forma
de fluorescencia del tinte con el que se tiñeron la células. La gráfica superior muestra la señal obtenida para
células vivas (fluorescencia verde) y la inferior para células muertas (fluorescencia roja). Adaptada con permiso de
referencia (Armstrong y He, 2001), Copyright 2001 American Chemical Society. (d) Electroferograma mostrando
la separación de S. aureus y H. pylori, el eje y muestra la señal en unidades arbitrarias, adaptada con permiso de
referencia (Klodzinska y Buszewski, 2009), Copyright 2009 American Chemical Society.
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Fig. 3. (a) Representación de una partı́cula esférica
bajo la influencia de un campo eléctrico no uniforme.
Se indica la dirección de dielectroforesis positiva
y negativa. (b) Representación de un sistema de
microelectrodos interdigitados que crean un campo no
uniforme, la región de mayor intensidad de campo
eléctrico es en el borde de los electrodos. (c)
Representación de las lı́neas de campo eléctrico en un
microcanal con postes aisladores cilı́ndricos, donde la
región de mayor intensidad de campo eléctrico es en
las constricciones entre los postes.

Çetin y Li, 2011). En ambos tipos de arreglos, el
objetivo es alterar la distribución del campo eléctrico,
para crear las zonas de gradiente. Con electrodos
generalmente esto se logra seleccionando geometrı́as
adecuadas que al energizarse generen estos gradientes.
La Fig. 3b muestra la representación de un arreglo
de electrodos de tipo interdigitados y la distribución
de campo eléctrico generada. En el caso de sistemas
de dielectroforesis con aisladores, la distribución de
campo eléctrico se logra mediante la inclusión de
obstáculos aisladores entre dos electrodos remotos. Al
aplicar el campo eléctrico, estos obstáculos de material
dieléctrico alteran la distribución de lı́neas de campo
eléctrico. La Fig. 3c, muestra una imagen de un
microcanal con postes aisladores cilı́ndricos, las lı́neas
rojas representan las lı́neas de campo eléctrico. En la
imagen se observa como en las constricciones entre
los postes se tienen las regiones de mayor intensidad
de campo eléctrico, mostrado por la concentración de
las lı́neas de campo eléctrico (Ozuna-Chacón y col.,
2007).

Utilizando un microdispositivo con arreglo de
electrodos, Li y Bashir (2002), reportaron la
manipulación de Listeria innocua, mediante la
aplicación de campos eléctricos de corriente alterna,

observando que a una frecuencia de 50 kHz se
obtiene una separación del 90% entre células vivas y
muertas. En la Fig. 4a, se muestra la respuesta de
las células sobre los electrodos al aplicar el campo
eléctrico, y se observa que las células vivas (teñidas
en verde) experimentan una dielectroforesis positiva
lo que provoca que se dirijan hacia los bordes de
los electrodos donde el gradiente de E2 es mayor.
Por otro lado, las células muertas (teñidas en rojo)
presentan dielectroforesis negativa, alejándose de los
electrodos y ubicándose en el centro del espacio entre
dos electrodos. Este comportamiento se debe a la
diferencia en propiedades eléctricas de las membranas
de células vivas y muertas. Cuando una célula muere,
la membrana pierde integridad y es contaminada con
iones del citoplasma celular, lo que aumenta en forma
considerable la conductividad eléctrica permitiendo
que a las condiciones empleadas en este experimento
se obtuviera dielectroforesis positiva y negativa, para
las células vivas y muertas, respectivamente (Li y
Bashir, 2002).

Por otra parte, Lapizco y col. (2004) reportaron
la separación de células vivas y muertas de E.
coli aplicando voltajes de corriente directa a través
de microcanales con arreglos de postes aisladores
cilı́ndricos de 200 µm de diámetro con separación de
50 µm de centro a centro, similares al canal mostrado
en la Fig. 3c, donde la zona de mayor gradiente
de campo eléctrico se genera en las constricciones
entre los postes cilı́ndricos. Este grupo demostró que
aplicando un potencial de 60 V de corriente directa
todas las células de E. coli presentaban dielectroforesis
negativa, teniendo las células muertas una respuesta
más débil. Las células fueron repelidas de las regiones
de constricción entre los postes, como se muestra en la
Fig. 4b, las células muertas (teñidas en rojo) están más
cerca de la constricción que las células vivas (teñidas
en verde). Como ya se mencionó, las células muertas
poseen una membrana con mayor conductividad, lo
que las hace mas semejantes al medio de suspensión y
por tanto disminuye la magnitud de su polarizabilidad
(factor de Clausius-Mossotti), disminuyendo ası́ el
efecto dielectroforético, que en este caso se trata de
un efecto de repulsión, es decir las células muertas
son “menos repelidas”. Este estudio demuestra el
potencial de la dielectroforesis para la manipulación
y separación de microorganismos en análisis de
viabilidad, por ser una técnica no destructiva, rápida
y económica (Lapizco-Encinas y col., 2004). Estos
estudios demuestran que la dielectroforesis es una
técnica que puede utilizarse en estudios de viabilidad,
con posibles aplicaciones en la industria de alimentos,
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control de calidad, monitoreo ambiental, etc.

Fig. 4. Separación de células viables y no viables:
(a) Dielectroforesis con electrodos donde las células
vivas se atrapan en los bordes de los electrodos y las
muertas son repelidas al aplicar 1 Vpp a una frecuencia
de 50 kHz. Adaptado con permiso de la referencia
(Li y Bashir, 2002), Copyright 2002 Elsevier. (b)
Dielectroforesis con aisladores demostrando distintas
respuestas para células vivas (verde) y muertas (rojo).
El flujo es de izquierda a derecha y las células muertas
se atrapan más cerca a la constricción al aplicar
un potencial de 60 V. Adaptado con permiso de la
referencia (Lapizco-Encinas y col., 2004), Copyright
2004 American Chemical Society.

En cuanto a aplicaciones clı́nicas, existe un
gran interés en el desarrollo de métodos rápidos
para el análisis de fluidos biológicos (Jones y col.,
2011). Recientemente, Srivastava y col. (2011)
realizaron un estudio empleando dielectroforesis para
clasificar células sanguı́neas de manera continua de
acuerdo al sistema ABO, utilizando un régimen de
dielectroforesis de corrientes. En este régimen la
fuerza de dielectroforesis, no es muy alta, de tal
forma que no atrapa o detiene las partı́culas, solo

altera la dirección de movimiento, este método es
muy empleado para separaciones con flujo continuo
(Cummings, 2003; Srivastava y col., 2011). En
este estudio se utilizó un microcanal con cuatro
salidas, el canal contenı́a un obstáculo de material
dieléctrico. Al aplicar un campo eléctrico a lo
largo del canal se tuvo un flujo del lı́quido y
de los eritrocitos, y mediante la acción de fuerza
dielectroforética se logró hacer una separación de
los glóbulos rojos; observando diferencias entre las
respuestas dielectroforéticas de cada tipo de sangre
(A+, B+, AB+, O+) (Srivastava y col., 2011). En otro
estudio del mismo grupo, se investigó la influencia
de los antı́genos de grupo sanguı́neo y de factor Rh
en la polarización eléctrica de glóbulos rojos bajo
campos de corriente alterna. Este estudio estableció
que los antı́genos de grupo sanguı́neo (ABO) afectan
la conductividad eléctrica membranal y los antı́genos
de factor Rh afectan la permitividad eléctrica de la
membrana. Esta información permitirá desarrollar un
método miniaturizado rápido en base a dielectroforesis
para la caracterización de glóbulos rojos (Leonard y
Minerick, 2011). Estos estudios aportan una opción
rápida y portátil para análisis de glóbulos rojos y
demuestra la aplicación de la dielectroforesis en el área
clı́nica.

La técnica de dielectroforesis sin contacto es un
nuevo método que fue derivado de la dielectroforesis
con aisladores. En este método se emplean
dispositivos con postes aisladores, pero los campos
eléctricos se aplican de manera perpendicular al canal,
a través de una delgada barrera conductiva que separa
los electrodos del microcanal evitando el contacto
directo con las células (Fig. 5a). Fue desarrollado por
Rafael V. Davalos y su grupo, reportado por primera
vez en el 2009 (Shafiee y col., 2009). En una reciente
aplicación clı́nica, Salmanzadeh y col. (2012) reportó
el aislamiento y separación de células iniciadoras
de tumores prostáticos (células PC3) mediante el
uso de dielectroforesis sin contacto. La Fig. 5b
muestra una vista superior del dispositivo. La Fig. 5c
muestra las células PC3 atrapadas con dielectroforesis
positiva alrededor de los postes aisladores al aplicar
un potencial de 129 V a lo ancho del canal a una
frecuencia de 600 kHz. La importancia de este trabajo
es que solo las células iniciadoras de tumor fueron
atrapadas, células sin esta capacidad fluyeron a lo
largo del canal sin ser atrapadas. Este atrapamiento
selectivo se debió a que las células iniciadoras de
tumor tienen diferentes proteı́nas en su membrana lo
que altera las propiedades dieléctricas de las células y
facilita el atrapamiento.
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Fig. 5. (a) Representación de la localización de un electrodo empleado para dielectroforesis sin contacto. (b) Vista
superior del microcanal completo, mostrando electrodos. (c) Atrapamiento de células PC3 bajo un potencial de 129
V a una frecuencia de 600 kHz. Reproducido con permiso de la referencia (Salmanzadeh y col., 2012) Copyright
2012 The Royal Society of Chemistry.

Fig. 6. Representación de un sistema de electrorotación donde la partı́cula está suspendida en el centro de un arreglo
de cuatro electrodos y es sometida a un campo eléctrico de rotación el cual se crea por cuatro señales eléctricas. La
dirección de giro de la partı́cula depende de las propiedades dieléctricas de la partı́cula, del medio y de la frecuencia
del potencial eléctrico aplicado.
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Este método permitió diferenciación sin el uso de
etiquetas como tintes fluorescentes, demostrando
ası́ la capacidad de la técnica de dielectroforesis
como método para análisis clı́nicos que no requieren
etiquetado (Salmanzadeh y col., 2012).

3.3 Electrorrotación

Otra técnica electrocinética importante para la
manipulación y caracterización de células en
microescala es la electrorrotación. Este fenómeno
ocurre cuando una partı́cula se expone a un campo
eléctrico rotacional. Al exponerse la partı́cula a un
campo eléctrico, se forma un dipolo que se alinea
con el campo, este dipolo tarda un tiempo corto en
formarse, y como el campo esta rotando, al terminarse
de formar el dipolo, el campo ya cambió, es decir
el dipolo no está alineado con el nuevo campo, y se
genera un torque en la partı́cula que la hace rotar
asincrónicamente con el campo. El torque rotacional
ejercido en una partı́cula se define como:

Ω (ω) =
εm

2η
Im ( fCM) E2 (7)

donde Ω es el ı́ndice de rotación dado en radianes
por segundo, η es la viscosidad del medio e Im
( fCM) es la parte imaginaria del factor de Clausius-
Mossotti. La respuesta de la partı́cula, en términos de
la dirección y velocidad de giro, dependerá tanto de
las propiedades del medio y de la partı́cula como de la
frecuencia y magnitud del campo eléctrico aplicado.
La Fig. 6 muestra una representación esquemática de
electrorrotación en un sistema de cuatro electrodos,
donde se observa que la partı́cula tiene una rotación en
la dirección contraria a la del campo eléctrico. En la
misma figura también se muestran las gráficas donde
se representa la señal sinusoidal que se aplica a cada
uno de los cuatro electrodos para generar el campo
eléctrico rotante (Cristofanilli y col., 2002; Hughes,
2002).

La electrorrotación al ser una técnica no invasiva,
tiene un gran potencial para la caracterización
de células viables en tiempo real; puede además
discriminar células individuales y usarse para
caracterizar propiedades dieléctricas de sub-
poblaciones. La electrorrotación puede operar con
una sola célula, lo que la hace ideal en pruebas
con bajas concentraciones y como indicador de
presencia de patógenos en agua y alimentos. Se han
reportado importantes estudios de electrorrotación en
diversos tipos de células, a continuación se describen
aplicaciones en parásitos (Dalton y col., 2004) y
microalgas (Wu y col., 2005b).

En el 2004 Dalton y col. reportaron un estudio
de electrorrotación para analizar la viabilidad del
parásito Cryptosporidium parvum, utilizando campos
eléctricos de corriente alterna a una frecuencia de 800
kHz y se observó que si el parásito era viable, la
rotación sucedı́a de lado derecho, y cuando no lo era
giraba del lado izquierdo. La Fig. 7a muestra el perfil
completo de la velocidad de rotación de los ooquistes
como función de la frecuencia del campo eléctrico
aplicado, donde se observa que a la frecuencia de
105 Hz los ooquistes viables alcanzan su máxima
velocidad de giro, la cual es mucho mayor que la
velocidad de los ooquistes muertos. Estas diferentes
respuestas se deben a cambios en las propiedades
dieléctricas de la membrana de los ooquistes al
perder viabilidad. Es importante mencionar que la
velocidad de giro en las células es mucho menor
que la velocidad con la que gira el campo, esto
permite observar el giro de las células con el ojo
humano y en cuestión de segundos conocer el estado
de viabilidad. Este es un ejemplo del potencial de
éste método en microescala para proveer una rápida
respuesta en análisis de viabilidad. En este estudio
también se reportó la diferenciación entre huevos
de Áscaris fertilizados y sin fertilizar mediante la
observación de la dirección del giro, ya que giran en
dirección opuesta; esto sucede porque en los huevos
fertilizados se van formando varias estructuras que
cambian las propiedades dieléctricas y la respuesta
de electrorrotación (Dalton y col., 2004). Estos
resultados demuestran la flexibilidad del fenómeno de
electrorrotación para determinar rápidamente el estado
fisiológico de células, desde estudios de viabilidad
hasta análisis de fertilización.

En el 2005 Wu y col., desarrollaron un
sistema electrocinético usando electrorrotación y
dielectroforesis de onda viajera, con la finalidad de
estudiar las diferencias dieléctricas existentes entre
células de algas. Los autores emplearon células de
Chlorella protothecoides, una microalga que tiene la
caracterı́stica de comportarse de manera autótrofa o
heterótrofa dependiendo de las condiciones del medio.
Se cultivaron células en diferentes medios de cultivo,
modificando únicamente la cantidad de glicina y
glucosa, con el propósito de obtener los dos tipos
de células (autótrofa y heterótrofa). Las células se
analizaron con electrorrotación obteniendo la gráfica
mostrada en la Fig. 7b, donde se observan distintas
respuestas entre las frecuencias 10 kHz a 10 MHz,
lo que indica que las células autótrofas (•) tienen una
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Fig. 7. Velocidad de rotación en función de la frecuencia del potencial aplicado en experimentos de electrorotación.
(a) Ooquistes de Cryptosporidium parvum donde se observa una clara distinción entre los ooquistes viables y no
viables, especialmente a 800 kHz donde muestran diferente dirección de rotación. Adaptado con permiso de la
referencia (Dalton y col., 2004), Copyright 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGa. (b) Algas Chlorella
protothecoides donde se obtuvo una respuesta diferente para las células autótrofas y las heterótrofas. Adaptado con
permiso de la referencia (Wu y col., 2005b), Copyright 2005 Elsevier.

velocidad de rotación mayor a las células heterótrofas
(�) debido a las diferencias en propiedades
dieléctricas en su membrana, principalmente en
el contenido de proteı́nas y lı́pidos. Los autores
propusieron a la electrorrotación como técnica para
la determinación de componentes bioquı́micos en
las células, ya que este estudio permitió conocer
que células con porcentajes altos de proteı́nas
giran con mayor velocidad que las células con
menor cantidad, esto porque las proteı́nas pueden
transportar carga eléctrica más negativa (Wu y col.,
2005b). Los resultados que obtuvieron prevén para
estudios futuros estimar la cantidad de proteı́nas,
lı́pidos y otros componentes de la partı́cula, lo cual
proporcionarı́a una manera más eficaz de determinar
las composiciones bioquı́micas de la partı́cula.

Otra aplicación importante de la electrorrotación
es para la caracterización de propiedades dieléctricas
de células y otras partı́culas complejas. Mediante
la realización de experimentos de electrorrotación
es posible medir la frecuencia de corte (frecuencia
donde el factor de Clausius-Mossotti es cero), y
de esta información extraer la conductividad y
permitividad de los distintos componentes de una
célula: membrana, pared y citoplasma. Las
propiedades dieléctricas son indispensables para poder
diseñar sistemas de manipulación de células, en
especial se requieren para el diseño de sistemas
dielectroforéticos. Estos datos usualmente se emplean
en simulaciones matemáticas donde se predice el
funcionamiento de dispositivos para cierto tipo de
partı́culas y se seleccionan los mejores sistemas

para ser construidos y probados. El conocer las
propiedades dieléctricas de las partı́culas a analizar
y realizar simulaciones, proporciona una herramienta
muy efectiva para la optimización de estos sistemas,
ahorrando recursos y tiempo (Lei y col., 2011).

3.4 Impedancia eléctrica

La impedancia eléctrica es una técnica rápida que
se ha empleado para cuantificar la concentración
de células y detección de presencia de patógenos.
La impedancia se define como la oposición a la
corriente, es decir, consiste en los efectos resistivos a
la corriente que se presentan en un circuito. La técnica
consiste en el empleo de dos electrodos para aplicar
campos de corriente alterna y medir la impedancia
de una suspensión de células a lo largo del tiempo,
donde se producen cambios debido a la liberación de
metabolitos iónicos de las células. Generalmente se
utilizan varias frecuencias con el fin de lograr una
caracterización completa de un sistema. Esta técnica
tiene más de 100 años de ser usada, pero tiene la
desventaja que en equipos convencionales, el tiempo
de detección puede ser muy largo cuando se tienen
bajas concentraciones de células. Se han reportado
aplicaciones de detección rápida de bacterias tanto
a nivel laboratorio como industrial. La técnica es
especialmente efectiva y rápida cuando se emplea en
dispositivos miniaturizados (Gomez-Sjoberg y col.,
2005). Estudios importantes demuestran el potencial
de la impedancia como método en microescala
aplicado con bacterias (Suehiro y col., 2003; Gomez-
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Sjoberg y col., 2005), esporas (Sabounchi y col.,
2008), y con lı́neas celulares de cáncer (Meighan y
col., 2009).

En el 2003 Suehiro y col. reportaron un
microdispositivo donde emplearon una combinación
de dielectroforesis con mediciones de impedancia. El
dispositivo contenı́a un arreglo de microelectrodos
interdigitados que se utilizaron para atrapar células de
E. coli mediante dielectroforesis positiva y detectarlas
midiendo la impedancia en términos de conductancia
en µS. Se utilizaron células viables y no viables, las
células no viables se obtuvieron mediante tratamiento
térmico y con luz ultravioleta. Los experimentos
consistieron en introducir al microdispositivo un
flujo 0.9 mL/min de suspensión con células a una
concentración de 107 células/mL, y atraparlas en los
electrodos mediante la aplicación de un potencial de
corriente alterna. Al aplicar el voltaje, las células
se atrapaban con dielectroforesis positiva y formaban
un “puente” entre los electrodos interdigitados como
lo muestra la Fig. 8a. Este “puente” que une los
electrodos aumenta la conductancia de la suspensión
y de esta forma permite detectar la presencia de
las bacterias. Conforme avanza el experimento, se
tiene una mayor acumulación de bacterias atrapadas
en estos “puentes” uniendo los electrodos y por
tanto se observa un aumento de conductancia con
el tiempo. La Fig. 8b muestra las mediciones de
conductancia llevadas a cabo durante 150 s, cuando
se aplicó un potencial de 3 V a una frecuencia
de 1 MHz a una muestra de células viables y
no viables. En la figura puede apreciarse que la
conductancia de las células viables aumenta con el
tiempo, lo que indica una efectiva acumulación de
células viables atrapadas con dielectroforesis positiva.
En cambio, no se ve este aumento en conductancia
con las células no viables, ya que éstas tienen
diferentes propiedades dieléctricas en su membrana y
no se atrapan con dielectroforesis. Estos resultados
obtenidos en menos de 3 min permiten evaluar
exitosamente la viabilidad de las células. Se demuestra
ası́ la capacidad de la impedancia para análisis rápidos
de microorganismos cuando se aplica en dispositivos
miniaturizados (Suehiro y col., 2003).

En el 2005 Wu y col. desarrollaron un detector
para bacterias combinando flujo electroosmótico con
mediciones de impedancia. Este grupo construyó un
microdispositivo con electrodos planos, localizados
en el fondo, los cuales se usaron para generar flujo
electroosmótico de corriente alterna para concentrar
de forma rápida células bacterianas de E. coli. La

Fig. 9a muestra una representación esquemática del
dispositivo empleado, donde se incluye la distribución
del campo eléctrico de corriente alterna. Como
se muestra en la Fig. 9a, al aplicar un potencial
de corriente alterna se generan vórtices encima de
los electrodos, si el potencial aplicado tiene una
magnitud suficiente, las partı́culas (mostradas en color
obscuro) se depositan en áreas de estancamiento. El
dispositivo empleado contenı́a electrodos de oro y
titanio, los cuales tenı́an una longitud de 2 mm,
ancho de 80 mm y separación de 40 mm. La Fig.
9b muestra los resultados obtenidos con células de
E. coli que se introdujeron en el microdispositivo
a una concentración de 4 × 106 UFC/mL (unidades
formadoras de colonia). Como se observa en la
imagen, las células se encuentran colectadas formando
una lı́nea en la región de estancamiento localizada a
lo largo del centro del electrodo. El atrapamiento
de estas células se logró en 30 segundos aplicando
un potencial de 1 V a una frecuencia de 100
Hz. Demostrando la rapidez que se obtiene al
emplear métodos en microescala. En cuanto a
la detección, la Fig. 9c muestra los resultados de
impedancia obtenidos en suspensiones de E. coli en
solución fosfato salino, estas mediciones se llevaron a
cabo empleando distintas concentraciones de células,
aplicando un potencial de 1 V. Como se observa
en la figura, altas concentraciones de células 106

UFC/mL son fácilmente detectables con impedancia.
En concentraciones celulares mas bajas, no es posible
detectar la presencia de las células a bajas frecuencias,
observándose que la sensibilidad de la detección
aumenta a frecuencias mas altas. Este estudio es un
ejemplo mas de una aplicación exitosa de métodos en
microescala. La miniaturización facilita integración
de varios procesos en un mismo dispositivo; en este
caso se logró la detección de bacterias en suspensión
por medio de impedancia, empleando electroósmosis
de corriente alterna para pre-concentrar las células y
mejorar la detección (Wu y col., 2005a).

En una combinación de las técnicas de
dielectroforesis con aisladores e impedancia eléctrica,
Sabounchi y col. (2008) reportaron la concentración
de esporas de B. subtilis seguida de detección con
impedancia eléctrica. Primeramente las partı́culas
(esporas y partı́culas inertes) se concentraron en un
microcanal con postes aisladores cilı́ndricos, para
su posterior detección en un canal lateral mediante
el monitoreo de cambios de impedancia entre dos
electrodos sensores.
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Fig. 8. (a) Células de E. coli viables atrapadas y formando un “puente” entre electrodos interdigitados cuando se
aplica una señal de 8 V a una frecuencia de 1 MHz, los electrodos se muestran de color negro y miden 50 µm de
cada lado. (b) Mediciones de conductancia obtenidas para células de E. coli viables y no viables atrapadas entre
los electrodos interdigitados cuando se aplica un potencial de 3 V a una frecuencia de 1 MHz; se observa que sólo
las células viables se acumulan gracias al atrapamiento dielectroforético y su conductancia aumenta. Las células
no viables no se atrapan con dielectroforesis y por tanto su conductancia no aumenta. Adaptado con permiso de la
referencia (Suehiro y col., 2003), Copyright 2003 IEEE.

Fig. 9. (a) Representación del dispositivo empleado con electrodos planos en el fondo de la cámara, se muestra la
dirección del flujo electroosmotico de corriente alterna y en color obscuro se muestran las partı́culas colectadas.
(b) Células de E. coli colectadas en la región de estancamiento que se extiendo a lo largo del centro del electrodo
cuando se aplica 1 V a una frecuencia de 100 Hz por 30 s. (c) Mediciones de impedancia obtenidas aplicando 1 V
para detectar la presencia de células de E. coli, posterior a la concentración con flujo electroosmotico. Adaptado
con permiso de la referencia (Wu y col., 2005a) Copyright 2005 American Chemical Society.
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Los resultados mostraron como un sistema de
este tipo, con acoplamiento entre dielectroforesis y
detección con impedancia puede ser usado como
un dispositivo de alto flujo para detección de bajas
concentraciones de células de interés. Al concentrar
las células con dielectroforesis se asegura tener una
señal suficiente para ser detectada por impedancia. Se
encontró también que al pasar el flujo de esporas por
el canal lateral de sensado se genera un descenso en
la resistencia entre los dos electrodos, lo que resulta
en una corriente más alta y genera un mayor voltaje
de salida. Este efecto se intensifica al aumentar la
concentración de esporas. Este estudio demuestra la
aplicación de la impedancia eléctrica en sensores de
partı́culas biológicas de alto flujo (Sabounchi y col.,
2008).

3.5 Enfocado inercial

El uso de fuerzas inerciales es otro mecanismo
que se emplea en la manipulación de células en
microdispositivos con un alto grado de control y

sensibilidad (Di Carlo y col., 2007). El enfocado
inercial es una técnica en microescala no destructiva,
que no requiere el etiquetado de células con tintes
o reactivos, y es utilizada con éxito para separar y
concentrar micropartı́culas. Este método consiste en
el direccionamiento y enfocado de partı́culas dentro de
un microcanal con ayuda de fuerzas inerciales, que son
inducidas mediante la topologı́a del microcanal. Las
topologı́as más empleadas son microcanales rectos
y curvos. En la Fig. 10a se aprecia una imagen
que muestra como es el ordenamiento de partı́culas
en un canal recto, se muestra la sección transversal;
observándose que las partı́culas se agrupan en cuatro
zonas en el centro de cada pared. La Fig. 10b es
una representación esquemática de la vista superior de
un canal rectangular, observándose que las partı́culas
se enfocan en tres corrientes o lı́neas, donde la lı́nea
central es más gruesa ya que corresponde a dos lı́neas
de enfocado. En los canales curvos el ordenamiento
y enfocado de partı́culas se obtiene en el centro del
canal, ası́ como lo muestra la Fig. 10c en la sección
transversal de un canal con forma de serpentı́n.

Fig. 10. (a) Sección transversal de un canal recto mostrando el enfocado de partı́culas en el centro de cada una
de las cuatro caras. (b) Esquema de la vista superior de un canal recto donde se observa que las partı́culas entran
sin ordenamiento alguno y son enfocadas a su posición de equilibrio conforme avanzan dentro del microcanal.
(c) Sección transversal de un canal con forma de serpentı́n mostrando el enfocado de partı́culas en el centro. (d)
Esquema de la vista superior del canal en serpentı́n mostrando el ordenamiento de las partı́culas a lo largo del canal.
(e) Esquema que muestra las posibles posiciones finales de equilibrio de tres partı́culas (circulo amarillos) en tres
posiciones distintas bajo el efecto de las fuerzas inducidas de pared y de fuerza de corte. Las regiones denotadas
como cı́rculos discontinuos muestran las regiones finales de enfocado. Adaptado con permiso de la referencia (Di
Carlo y col., 2007), Copyright 2007 The National Academy of Sciences of the USA.
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Fig. 11. Vista superior de un canal recto con glóbulos rojos fluyendo (a) sin lograr enfocado cuando Re= 0.3
y (b) enfocado exitoso de los glóbulos cuando Re= 60. Adaptado con permiso de referencia (Di Carlo y col.,
2007), Copyright 2007 The National Academy of Sciences of the USA. (c) Representación esquemática de un
microdispositivo en forma de espiral, en el centro del dispositivo se tiene la entrada de alimentación donde las
partı́culas están desordenadas. Al final del microcanal se cuenta con seis salidas que se utilizan para separar las
partı́culas que ya vienen enfocadas en corrientes distintas. Adaptado con permiso de referencia (Bhagat y col.,
2010), Copyright 2009 The Royal Society of Chemistry.

La Fig. 10d es un esquema de la vista superior del
mismo canal en forma de serpentı́n, donde se aprecia
que a la entrada del canal las partı́culas están en
desorden y se van ordenando conforme se acercan
a la salida del microcanal. Los microdispositivos
que emplean canales con curvaturas, pueden ser
de forma de serpentı́n o espiral, donde se han
reportado separaciones eficaces de una variedad de
micropartı́culas (Xuan y col., 2010).

En esta técnica, las partı́culas fluyen a lo largo
del canal con la ayuda de un flujo inducido por una
bomba o por electroósmosis. En estos sistemas se
tiene una combinación de fuerzas de ascensión (lift
forces en inglés) de fuerzas de corte y fuerzas de pared.

Las fuerzas de corte que se generan a números de
Reynolds mayores a 5 alejan a las partı́culas del centro
del canal, mientras que las fuerzas de efecto de pared
impulsan a las partı́culas hacia al centro, alejándolas
de las paredes. De esta forma, las partı́culas son
enfocadas a un punto donde las fuerzas se equilibran, y
permanecen enfocadas, la posición de las partı́culas es
dictada por la magnitud de las fuerzas. En la Fig. 10e
se muestra un esquema del movimiento que tendrán
tres distintas partı́culas en la sección transversal de un
canal. El balance o equilibrio entre las fuerzas de corte
y pared enfocan las partı́culas (cı́rculos amarillos) a
posiciones en el centro de cada una de las cuatro caras
del canal, estas posiciones están denotadas con lı́neas
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discontinuas.
Los parámetros más importantes que determinan

si las partı́culas serán enfocadas, son el número de
Reynolds del canal, la relación entre el diámetro de la
partı́cula (dp) y el diámetro hidráulico del canal (Dh).
Se ha demostrado que para lograr enfocado se requiere
flujo cuyo número de Reynolds sea moderado y que se
cumpla la relación dp/Dh ≥ 0.07.

El grupo de investigación de Di Carlo ha sido uno
de los pilares en el desarrollo del enfocado inercial de
partı́culas en dispositivos microfluı́dicos. Este grupo
ha publicado desde los principios fundamentales (Di
Carlo y col., 2007); hasta importantes aplicaciones
clı́nicas como el desarrollo de un filtro miniaturizado
para muestras de sangre con eficiencias mayores del
80% en la remoción de patógenos presentes en sangre
(Mach y Di Carlo, 2010). Reportes mas recientes
han extendido las bases teóricas del enfocado inercial,
desarrollando los primeros estudios en partı́culas no
esféricas (Hur y col., 2011a) y partı́culas deformables
(Hur y col., 2011b).

Di Carlo y col. (2007) estudiaron las fuerzas
inerciales generadas en canales curvos variando la
geometrı́a del canal, la densidad de las partı́culas
y de las soluciones de suspensión empleadas. En
estos experimentos con partı́culas inertes se encontró
que la razón entre las densidades de la partı́cula
y del medio no tenı́a un efecto significativo en el
enfocado. Este grupo reportó estudios con glóbulos
rojos donde se obtuvo un enfocado similar al de las
partı́culas inertes, con la excepción de que los glóbulos
rojos presentaron un ordenamiento adicional debido
a su forma bicóncava, ya que éstos rotaban sobre su
propio eje. En la Fig. 11a se tiene una imagen del
posicionamiento de los glóbulos rojos en un canal
rectangular, mostrando que a números de Reynolds
bajo (Re = 0.3) no hay un enfocado de glóbulos
rojos y en la Fig. 11b se observa el enfocado exitoso
de glóbulos rojos obtenido al aumentar la velocidad
del flujo con Re = 60. Cabe mencionar que la
curvatura del canal es un parámetro más que puede
explotarse para lograr una separación deseada. En
canales curvos existe un flujo secundario causado por
la inercia del mismo fluido que se ha utilizado para
manipular mas efectivamente la posición de partı́culas
en microcanales (Di Carlo y col., 2007).

El enfocado inercial también se ha usado para
manipular células cancerı́genas, como ejemplo se tiene
el trabajo de Kuntaegowdanahalli y col. (2009),
donde diseñaron un microdispositivo con un canal
en espiral para la separación continua de diferentes
células empleando la aceleración centrifuga en el

canal. En la Fig. 11c se muestra un esquema
del dispositivo en espiral, mostrando en la entrada
partı́culas no ordenadas, y conforme avanzan son
enfocadas y separadas hacia distintos reservorios o
salidas. Este grupo demostró la separación entre
células de neuroblastoma (SH-SYS5) de ∼ 15 µm
de diámetro y células de glioma (C6) de ∼ 8 µm de
diámetro. La eficiencia de separación fue superior al
80% para ambos tipos de células, con una viabilidad
celular después de la separación mayor al 90%
(Kuntaegowdanahalli y col., 2009). Estos resultados
demuestran la gran flexibilidad del enfocado inercial
para aplicaciones clı́nicas y biomédicas.

3.6 Citometrı́a de flujo

La citometrı́a de flujo es una importante herramienta
que utiliza los principios de dispersión de la
luz y excitación de fluorocromos en el estudio
y clasificación de poblaciones celulares, ya que
permite conocer caracterı́sticas como tamaño celular,
granularidad de la membrana e intensidad de
fluorescencia (en el caso de células marcadas con
tintes fluorescentes). En los estudios de citometrı́a en
microescala, las células se introducen en un sistema
microfluı́dico para ser alineadas hidrodinámicamente
y ser conducidas hacia un rayo láser. Esencialmente,
el sistema microfluı́dico se usa para introducir la
muestra, la cual es rodeada por un flujo envolvente
externo, y enfocar las células al centro del microcanal.
El flujo de células enfocadas se hace pasar, una por
una, a través de un rayo láser el cual al incidir sobre
las células se desvı́a obteniendo una señal especı́fica,
que es recibida por un sensor que la transforma de
luminosa a digital. La señal digital es relacionada
con la célula analizada, lográndose de esta manera, la
clasificación de las células. La Fig. 12 muestra una
representación esquemática del funcionamiento básico
de un citómetro de flujo.

Usualmente, los resultados de estudios de
citometrı́a de flujo son reportados en gráficas de
puntos, donde en los ejes x y y se representan las
escalas de fluorescencia de los diferentes tipos de
fluorocromos utilizados, y cada punto simboliza a
una partı́cula detectada. En estas gráficas se puede
diferenciar a poblaciones con caracterı́sticas diferentes
u obtener la densidad de una población de partı́culas
marcadas.

Una aportación importante en el campo de
citometrı́a de flujo en microescala fue reportada
Yamaguchi y col. (2006); este grupo desarrolló
una técnica rápida para analizar la presencia de
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Fig. 12. Representación del funcionamiento básico
del citómetro de flujo. La muestra es inyectada y
enfocada a través de un flujo envolvente, llevando a
las partı́culas enfocadas hacia un láser para su análisis.

Pseudomonas en leche. En este estudio las células
bacterianas fueron marcadas usando la técnica de
hibridación fluorescente in situ (FIS H en inglés).
En esta investigación se preparó una muestra
testigo de leche sin Pseudomonas y otra muestra
con Pseudomonas, previamente marcadas, ambas
muestras fueron analizadas con citometrı́a de flujo.
La Fig. 13a muestra la gráfica obtenida cuando
se analizó una muestra de leche sin bacterias,
observando ausencia de señal en la región 1 (dentro
del rectángulo). La Fig. 13b contiene los resultados
obtenidos con la muestra inoculada con Pseudomonas,

mostrando una alta densidad celular relativa a la
presencia bacterias en la región 1. El tiempo de
análisis de seis muestras en este sistema microfluı́dico
fue de solo 30 min. Este estudio comprueba que la
citometrı́a de flujo en microescala puede representar
una alternativa a las técnicas tradicionales en la
detección de bacterias y otros microorganismos en
alimentos; con ventajas atractivas como reducción
en la cantidad de muestra requerida, rapidez y
portabilidad (Yamaguchi y col., 2006).

Otras importantes aplicaciones de los citómetros
de flujo fueron presentadas por Palková y col. (2004)
mediante el empleo de un sistema hidrodinámico
miniaturizado para el análisis de viabilidad en
levaduras, detección del silenciamiento de un gen
y caracterización de infecciones fungales. Estos
resultados demuestran el gran campo de aplicación y
flexibilidad de la citometrı́a en microescala (Palkova
y col., 2004). En la actualidad los citómetros de
flujo son una poderosa herramienta en el análisis
celular, como por ejemplo en el estudio de los
distintos estados fisiológicos, la viabilidad celular o
la caracterización dinámica de secreción de algún
metabolito secundario. Sin embargo los equipos
convencionales de laboratorio (escala normal) resultan
ser demasiado costosos y de grandes dimensiones
(Bhagat y col., 2010; David y col., 2011; Want y
col., 2011). Por tanto existe un creciente interés en
el desarrollo de citómetros de flujo para microfluı́dica,
de menor costo, portátiles y de bajo requerimiento de
muestra (Meade y col., 2011).

Fig. 13. Gráficos de puntos de citometrı́a de flujo donde se observa (a) análisis de una muestra de leche sin ser
inoculada con Pseudomonas y (b) muestra de leche inoculada con Pseudomonas, donde los puntos contenidos en la
región 1 representan a dichas bacterias. Adaptada con permiso de referencia (Yamaguchi y col., 2006), Copyright
2006 The Society for Applied Microbiology.
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Conclusiones

El desarrollo de las técnicas en microescala para
el análisis de células está avanzando rápidamente.
Aplicaciones como detección de patógenos en
alimentos y cuerpos de agua, control de calidad,
análisis clı́nicos como detección oportuna de cáncer,
son áreas donde es esencial la obtención de resultados
rápidamente. El miniaturizar estos procesos permite
explotar diferentes fenómenos y caracterı́sticas que
impulsan el desarrollo de nuevas técnicas. Las
ventajas que ofrecen las técnicas en microescala,
como respuesta rápidas, portabilidad y alta resolución,
ofrecen una alternativa a los métodos tradicionales,
que en su mayorı́a requieren cultivo y por tanto no son
capaces de proporcionar respuestas oportunas.

El presente artı́culo de revisión muestra un
panorama de los avances en el manejo de células
intactas a microescala, donde se incluye una breve
descripción de los fundamentos de seis de las técnicas
más empleadas y ejemplos representativos de cada
una de ellas. En las aplicaciones se muestran
como fuerzas eléctricas, inerciales y efectos ópticos
han sido empleados exitosamente para el análisis de
una amplia variedad de células. El potencial de
los métodos miniaturizados es muy amplio, desde
simples mediciones de crecimiento celular y pruebas
de viabilidad, hasta análisis clı́nicos que se espera
puedan ser empleados para la oportuna detección de
cáncer. Las técnicas electrocinéticas en particular
tendrán un desarrollo acelerado; debido a su alta
flexibilidad y bajo costo, ya que ofrecen la posibilidad
de explotar diferentes caracterı́sticas, como los son
las propiedades dieléctricas de las células, para
lograr la detección, separación y concentración de
células. Existe aún mucho trabajo por hacer para
lograr que estos métodos novedosos sean aceptados
como práctica estándar en los laboratorios y en la
industria, sin embargo, se espera seguir teniendo en
los años venideros un gran avance en el desarrollo
de las técnicas en microescala para el análisis y
manipulación de células.
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Sósol-Fernández y col/ Revista Mexicana de Ingenierı́a Quı́mica Vol. 11, No. 2 (2012) 227-248

Kuntaegowdanahalli, S.S., Bhagat, A.A.S., Kumar,
G. y Papautsky, I. (2009). Inertial microfluidics
for continuous particle separation in spiral
microchannels. Lab on a Chip 9, 2973-2980.

Lantz, A.W., Bao, Y. y Armstrong, D.W. (2007).
Single-cell detection: Test of microbial
contamination using capillary electrophoresis.
Analytical Chemistry 79, 1720-1724.

Lapizco-Encinas, B.H. (2008). Aplicaciones de
microfluı́dica en bioseparaciones. Revista
Mexicana de Ingenierı́a Quı́mica 7, 205-214.

Lapizco-Encinas, B.H. y Rito-Palomares, M. (2007).
Dielectrophoresis for the manipulation of
nanobioparticles. Electrophoresis 28, 4521-
4538.

Lapizco-Encinas, B.H., Simmons, B.A.,
Cummings, E.B. y Fintschenko, Y. (2004).
Dielectrophoretic concentration and separation
of live and dead bacteria in an array of
insulators. Analytical Chemistry 76, 1571-1579.

Lei, U., Sun, P.-H. y Pethig, R. (2011).
Refinement of the theory for extracting cell
dielectric properties from dielectrophoresis and
electrorotation experiments. Biomicrofluidics 5,
044109-16.

Leonard, K.M. y Minerick, A.R. (2011).
Explorations of ABO-Rh antigen expressions
on erythrocyte dielectrophoresis: Changes in
cross-over frequency. Electrophoresis 32, 2512-
2522.

Li, H. y Bashir, R. (2002). Dielectrophoretic
separation and manipulation of live and heat-
treated cells of Listeria on microfabricated
devices with interdigitated electrodes. Sensors
and Actuators B-Chemical 86, 215-221.

Mach, A.J. y Di Carlo, D. (2010). Continuous
scalable blood filtration device using
inertial microfluidics. Biotechnology and
Bioengineering 107, 302-311.

Meade, S.O., Godin, J., Chen, C.-H., Cho, S.H.,
Tsai, F.S., Qiao, W. y Lo, Y.-H. (2011).
Microfluidic flow cytometry: Advancements
toward compact, integrated systems. En
Advanced Optical Flow Cytometry, Pp. 273-
310, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,

Meighan, M.M., Staton, S.J.R. y Hayes, M.A.
(2009). Bioanalytical separations using electric
field gradient techniques. Electrophoresis 30,
852-865.

Moncada-Hernández, H. y Lapizco-Encinas, B.H.
(2010). Simultaneous concentration and
separation of microorganisms: insulator-based
dielectrophoretic approach. Analytical and
Bioanalytical Chemistry 396, 1805-1816.

Ozuna-Chacón, S., Lapizco-Encinas, B.H., Rito-
Palomares, M., Collado-Arredondo, E. y
Martı́nez Chapa, S.O. (2007). Dielectroforesis
con estructuras aisladoras. Revista Mexicana de
Ingenierı́a Quı́mica 6, 329-335.

Palkova, Z., Vachova, L., Valer, M. y Preckel,
T. (2004). Single-cell analysis of yeast,
mammalian cells, and fungal spores with a
microfluidic pressure-driven chip-based system.
Cytometry Part A 59A, 246-253.

Pohl, H.A. (1978). Dielectrophoresis. Cambridge,
Cambridge University Press.

Pratt, E.D., Huang, C., Hawkins, B.G., Gleghorn,
J.P. y Kirby, B.J. (2011). Rare cell capture
in microfluidic devices. Chemical Engineering
Science 66, 1508-1522.

Sabounchi, P., Morales, A.M., Ponce, P., Lee,
L.P., Simmons, B.A. y Davalos, R. (2008).
Sample concentration and impedance detection
on a microfluidic polymer chip. Biomedical
Microdevices 10, 661-670.

Salmanzadeh, A., Romero, L., Shafiee, H., Gallo-
Villanueva, R.C., Stremler, M.A., Cramer,
S.D. y Davalos, R.V. (2012). Isolation of
prostate tumor initiating cells (TICs) through
their dielectrophoretic signature. Lab on a Chip
12, 182-189.

Sano, M.B., Henslee, E.A., Schmelz, E.
y Davalos, R.V. (2011). Contactless
dielectrophoretic spectroscopy: Examination of
the dielectric properties of cells found in blood.
Electrophoresis 32, 3164-3171.

Shafiee, H., Caldwell, J., Sano, M. y Davalos, R.
(2009). Contactless dielectrophoresis: a new
technique for cell manipulation. Biomedical
Microdevices 11, 997-1006.

www.rmiq.org 247
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