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ABSTRACT

We present a new ultrasonic microchip made of polymer for separation and sorting of particles
and cells in suspension. Includes a micro-channel through which flow in parallel a sample
containing the particles and other liquids. The device acts as a resonant multilayer system with
a pressure node within the channel, strategically located to collect and extract the target
particles. The behavior of multilayer chip allows the use of an acoustically soft material, such as
polymer.

The device was tested with organic and inorganic suspensions, obtaining values higher than
95% efficiency in inorganic suspensions 1MHz.

RESUMEN

Se presenta un nuevo microchip ultrasénico fabricado en polimero para separacién y
clasificacion de particulas y células en suspension. Incluye un micro-canal por el que fluyen en
paralelo una muestra conteniendo las particulas y otro liquido. El dispositivo actia como un
sistema multicapa resonante, con un nodo de presidn dentro del canal, estratégicamente
localizado para colectar y extraer las particulas diana. EI comportamiento multicapa del chip
permite la utilizacion de un material acusticamente blando, como es el polimero.

El dispositivo se ha probado con suspensiones organicas e inorganicas, obteniendo valores de
eficiencia superiores al 95% en suspensiones inorganicas a 1mhz.
MICRODISPOSITIVO ULTRASONICO

Se presenta un microdispositivo ultrasénico novedoso para micro-manipulacion de particulas y
células en suspension.
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Este incluye un chip realizado en material polimérico, recientemente publicado [1] y sin
precedentes en este tipo de dispositivos de actuacion ultrasénica.

El chip contiene un microcanal en el que fluyen dos muestras en paralelo en régimen laminar,
una de las cuales contiene, entre otras, las particulas o células diana para ser extraidas
mediante la aplicacién ultrasénica. También se destaca la aplicacion biomédica para la que se
ha desarrollado el dispositivo, cuyo objetivo es el desarrollo de una nueva tecnologia para
deteccién precoz de metéstasis a través de un sencillo analisis de sangre periférica extraida del
paciente.

El principio de trabajo se basa en el establecimiento de una onda estacionaria en el dispositivo
a través del ancho de las capas que lo conforman, incluyendo el actuador, el chip y el canal por
el que circulan las muestras. El conjunto actia como un resonador multicapa, con el
establecimiento de un nodo de presién en el interior del canal y en una ubicacién estratégica
para proceder a la extraccion de las particulas/células diana de su muestra inicial.

Ninguna de las capas del chip es resonante a la frecuencia de trabajo para la que se ha
disefado, de 1MHz, incluyendo el canal, algo mas ancho que un cuarto de la longitud de onda.
Esto permite el uso de polimeros o plasticos (materiales aclsticamente blandos) como material
constitutivo del chip en lugar de otros mas caros, como silicio o cristal, utilizados en los
microdispositivos convencionales para aplicaciones de separacién ultrasénica por su elevada
rigidez como condicidn necesaria para favorecer la resonancia del canal.

Con el que se presenta dispositivo se llevan a cabo procesos de extraccion y separacion de
particulas en suspensiones inorganicas bi-dispersas y de células humanas epiteliales
circulantes en muestras de sangre periférica, demostrando la viabilidad del dispositivo en
aplicaciones de clasificacion (sorter) y deteccion precoz de enfermedades neoplasicas de alta
impacto social.

El principio de operacién del dispositivo se basa en el establecimiento de una onda estacionaria
generando una fuerza de radiacién que empuja a las particulas hacia una zona de equilibrio
acustico dentro del canal. Esta fuerza se describe a través de la ecuaciéon (1) (Gor'kov),
asumiendo la particula con un volumen V,, densidad (p,) y compresibilidad (8,), mucho mas
pequefia que la longitud de la onda incidente, A, aplicada con una amplitud de presién P, sobre
un liquido de densidad p, y compresibilidad f;:

FR = ﬂ' — 2 P (B, )sm[ > ] (1)
50, ~20, B,
donde ¢(B, p) =—————— se conoce como el factor de contraste acustico.
2pp + 2p0 BO

La fuerza de radiacion es una funcion de la distancia "x” desde el lugar donde se encuentra la
particula hasta el nodo de presiébn mas cercano en la onda estacionaria, dando lugar a la
coleccion de particulas en bandas en dicha localizacién. Esta fuerza es directamente
proporcional al volumen de la particula (potencia cubica del radio en particulas esféricas). Por
lo tanto, pequefias variaciones en el tamafio de la particula dan lugar a valores muy diferentes
para la fuerza de radiacion. Este efecto se usa para llevar a cabo procesos de separacion en
suspensiones o fluidos biologicos, explotando la diferencia de tamafio, densidad o
compresibilidad. La figura 1 muestra una fotografia y esquema del dispositivo y de su sistema
de funcionamiento.
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Figura 1: Micro-dispositivo separador y esquema de su funcionamiento

La viabilidad del dispositivo para llevar a cabo procesos de clasificacion vy
separacién/extraccion de particulas/células se ha probado con suspensiones organicas e
inorganicas en flujo continuo, obteniendo un elevado nivel de eficiencia de separacion, que en
el caso de suspensiones inorganicas alcanza valores incluso superiores al 95% a diferentes
porcentajes de flujo dentro del régimen laminar y a una frecuencia proxima a 1MHz, para la
cual el dispositivo fue disefiado. Las figuras 2 y 3 muestran fotografias de procesos de
separacién en suspensiones acuosas de particulas de polystyrene y de células circulantes en
sangre periférica respectivamente.

Se destacan ventajas tecnolégicas y de aplicacion en este dispositivo, como es la rentabilidad
econdmica que representa el uso del plastico como material constitutivo de los chips, la
versatilidad de su funcionamiento (seleccion del nodo en la posicion deseada dentro del canal
segun la aplicacion)y , muy importante, el dispositivo constituye la primera tentativa tecnoldgica
en el desarrollo de una nueva tecnologia para deteccion precoz de metéstasis, capaz de
mantener la viabilidad de las células extraidas de forma completamente no invasiva para
posteriores analsisi biomoleculares en busca de biomarcadores.

Figura 2. Separacion ultrasonica de particulas de polystyreno con diametros de 20um y de 6um en suspensién acuosa.
Algunas de las particulas pequefias son arrastradas por las grandes durante su proceso de extraccion hacia la salida
correspondiente, tras ser colectadas acusticamente en el nodo de presion.
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Figura 3: Dos secuencias de células tumorales fluyendo a Q=20 pL/min y colectadas a lo largo del nodo de presién,
ubicado proximo a la pared izquierda del canal, antes de abandonar el canal de tratamiento por la salida inferior izda.
Las CTs son extraidas de la muestra inicial de sangre que continda fluyendo por el cauce derecho del canal hasta la
salida inferior derecha. Velocidad de filmacién 250 frames/s y en la muestra se incluyeron esferas de polystyrene
(20 um) como patron de calibraciéon standard. Algunos leucocitos son arrastrados por las células eptiteliales durante su
proceso de conduccion hacia el nodo de presién acustica.
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