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DESCRIPCION

Procedimiento y sistema de deteccién de sefiales de microondas que portan informacién de la dindmica funcional de
particulas biolégicas

Campo técnico

La presente invencién versa sobre mediciones de la dinamica funcional de particulas biolégicas. En particular, la
invencién versa sobre la medicién del potencial de la membrana de las particulas biolégicas con una mezcla de
frecuencias de microondas adaptada a la firma de sefiales caracteristica de la membrana haciendo uso de la falta de
linealidad de la respuesta tensidén-corriente de la membrana de las particulas biolégicas.

Antecedentes de la invencién

En las neuronas (células eucariotas) se usa el potencial de accién para transmitir informacién a otras neuronas,
mientras que en la accién equivalente de las biopeliculas bacterianas los potenciales se generan para transmitir
informacidn a bacterias externas u otras del entorno. Los dos sistemas son conductualmente similares, pero es mas
facil estudiar en profundidad la autoinduccidén en bacterias que la sefializacién entre células en eucariotas [1]. Avances
recientes en microbiologia han determinado que las bacterias son organismos modélicos facilmente caracterizables
con un conjunto de capacidades extraordinariamente complicado, comparable al de las células nerviosas o a la
deteccién de todo el cerebro. Entre ellas esta la autoinduccién, un sistema de sefializaciéon entre células que puede
tener un origen evolutivo comun con la sefializacién entre células eucariotas, y relacionada con los potenciales de
accidén. Debido a esta facilidad comparativa de estudio, la dindmica bacteriana también es més apropiada para la
interpretacién directa que la dindmica eucariota, es decir, la de la neurona.

La expresién “potencial de accidén” se refiere a la sefializacion eléctrica que se produce dentro de las neuronas o de
biopeliculas de bacterias, que surge por cambios en el potencial de las membranas a partir de concentraciones de
iones en las inmediaciones de las membranas. Un potencial de accién es un aumento rapido y una caida subsiguiente
en la tensién o potencial de las membranas a través de una membrana celular con un patrén caracteristico. Se requiere
una corriente suficiente para iniciar una respuesta de tensién en una membrana celular; si la corriente es insuficiente
para despolarizar la membrana hasta el nivel umbral, no se activard un potencial de accién [2]. “Potencial de
membrana” se refiere a la diferencia en carga entre el interior y el exterior de una célula (tal como neuronas o
bacterias), que se crea debido a la distribucién desigual de iones a ambos lados de la célula.

La membrana plasmética de una célula normalmente tiene un potencial transmembranal de aproximadamente -100
mV (negativo en el interior) como consecuencia de los gradientes de concentracién de K", Na* y CI que son
mantenidos por los procesos de transporte activo. Normalmente, se detecta por medio de técnicas épticas que usan
marcadores biolégicos [3], por ejemplo basados en optogenética incorporando en una célula eléctricamente excitable
un indicador 4ptico [4]. Se obtiene una sefial del indicador dptico en respuesta a una estimulacién de la célula. En
particular, sondas épticas potenciométricas permiten mediciones del potencial de las membranas en organulos y en
células bacterianas que son demasiado pequefias para los microelectrodos. Las sondas potenciométricas son un
procedimiento indirecto de deteccién de la translocacién de estos iones, mientras que los indicadores idnicos
fluorescentes pueden ser usados para medir directamente cambios en concentraciones de iones especificos. Ademas,
junto con técnicas de formacidén de imagenes, estas sondas pueden emplearse para correlacionar variaciones en el
potencial de las membranas a través de células excitables, con una resolucién espacial y una frecuencia de muestreo
que no pueden obtenerse usando microelectrodos. Ademas, la técnica de fijaciéon de parches permite mediciones
directas del potencial eléctrico, pero es muy invasiva. La técnica de fijacién de parches se ha aplicado Unicamente con
membranas bacterianas aisladas o en esferoplastos y protoplastos gigantes. Por lo tanto, aunque la fijacion de parches
es una técnica potente para el estudio de canales idnicos en procariotas, no es adecuada para estudios de la dindmica
del potencial de las membranas en condiciones fisiolégicas.

En muchas situaciones, las ondas electromagnéticas interactian con particulas no homogéneas y al correspondiente
proceso de interaccidn entre el electromagnetismo y la materia se lo denomina dispersién. En la Figura 2 se representa
un esquema general de la configuracién de iluminacidén electromagnética y deteccidén de la dispersién causada por
una bioparticula pequefia (por ejemplo, una bacteria) en un medio (por ejemplo, agua). Aqui, “particula” se refiere a
una zona del especio caracterizada por una permitividad dieléctrica compleja (&s, 0s) que es diferente de la del medio
circundante (€m, Om).

A frecuencias de microondas y para las dimensiones tipicas de las configuraciones experimentales, las condiciones
son de campo cercano. En particular, cuando la bioparticula esta aislada debido al uso de disoluciones suficientemente
diluidas, solo se considera la dispersién simple (no se considera la dispersién mdltiple), como se describe en [5]. Sin
embargo, en una situacién general que también considerara bioparticulas no diluidas (por ejemplo, dentro del cerebro)
se aplicarian los mismos principios fisicos y se consideraria la dispersién multiple.

Dispersién causada por una pequefia particula esférica

Cuando una onda electromagnética incide en un objeto, la onda incidente se modela como una onda electromagnética
plana (suficientemente precisa, dado que el emisor es mucho mayor que la particula). Supongamos que la onda
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electromagnética esté polarizada en la direccién z y se propague en la direccién x. Supongamos también que la
particula es una pequefia particula esférica con permitividad &s y radio a. Esencialmente, la particula ve un campo
constante cuando la onda plana incide en ella (y en el campo casi electrostético en el campo incidente). El campo
incidente polariza la particula, haciéndola parecer un dipolo eléctrico. Dado que el campo incidente es un arménico de
tiempo, el pequefio dipolo eléctrico oscilara e irradiard como un dipolo herciano en el campo lejano, pero también
puede ser analizado en el campo cercano. Un dipolo herciano puede aproximarse con una pequefia fuente de corriente

de modo que J(F) =zIl6 (77)
Régimen de campo cercano (podria llevarse a cabo un analisis similar para regimenes de campo lejano)

El campo eléctrico esta dado por E =—jwA—V®, donde el término del potencial escalar domina sobre el

potencial vectorial en el campo cercano del dispersor. El potencial escalar CD(I’) se obtiene del calibre de Lorenz
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cerca del dipolo, suponiendo que Br « 1, puede utilizarse una aproximacién cuasiestatica para el potencial (equivalente
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a ignorar el efecto de retardo) ——e /#" » ———, y reducir el potencial a CD(I’) R~ LZCOS@ . Este dipolo
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inducido en la pequefia particula se forma en respuesta al campo incidente. El campo incidente puede aproximarse

—

como V}i =—jous®d, que da como resultado CD(F) = . Cuando se esta

con un campo eléctrico estatico local constante Emc = ZE;- . El correspondiente potencial electrostatico para el campo

incidente es entonces @, =—z[  porloque £ ~—-V®, =z[  Elpotencial dipolar disperso de la particula
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3

a
esférica en las inmediaciones de la misma esté dado por CDdl.s = ES —ZCOSQ. El problema del limite electrostatico
r

E —€&
es ES =——F . En consecuencia, el campo eléctrico disperso  esté dado por
g, +2¢
. Ka e - aec-¢|.. o e—-¢ ..
s Ez~ ——3S7El.z. Puede obtenerse una derivacion similar para el
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campo cercano magnético disperso dado por Hdl.s ~ 3 > HI.E, donde Hmc :EHI. es el campo
roe te

magnético incidente.

Ademas, en términos de representacién equivalente de circuito eléctrico de los campos dispersos, los campos
magnéticos y el campo eléctrico perturbados dan lugar a un cambio en la capacitancia y la inductancia entre los
electrodos. Este cambio puede derivar de la energia del sistema eléctrico perturbado causada por el momento dipolar

1

- 1 . =
inducido p como AU = EAC Vl.2 =—— -El. , donde V;es la tensién de excitacién. Por ende, el cambio inducido
2
£
-
i

en la capacitancia puede expresarse como AC = Ara’R {SKCM}

La permitividad compleja de las particulas biolégicas no difiere mucho entre el estado de la membrana en reposo y
aquel en el que estan generando un potencial. La capacitancia de la membrana (relacionada con la parte real de la
permitividad compleja) de las bacterias depende de su superficie, mientras que la conductividad de la membrana
depende de su area en seccion transversal. Por ende, no cabe esperar que resulte facil observar una gran variacion
entre una particula biolégica en reposo y su generacién de un potencial de accién haciendo uso de técnicas
electromagnéticas lineales tipicas, porque no cabe esperar que estas dimensiones fisicas de las particulas biolégicas
tengan un cambio importante.

Con seflales de RF se produciria una extraccién de informacion directamente en la membrana de bioparticulas si la
conductividad eléctrica o la conductividad dieléctrica (en general, la permitividad compleja) de un componente
biol6gico variara significativamente con la intensidad del campo eléctrico [6]. Los argumentos de simetria muestran
que estos términos de orden superior deberian ser cero en elementos sélidos con simetria de inversidén. En particular,
en la polarizacién dieléctrica debida a dipolos giratorios, generalmente a frecuencias de microondas, cabria esperar
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una falta de linealidad medible debida a la saturacién de dipolos giratorios solo a temperaturas muy bajas y potencias
de campo intensas; por ende, cabe esperar poca falta de linealidad. Sin embargo, el Unico ejemplo conocido de un
componente biolégico que es no lineal de manera detectable para campos de tejidos extracelulares promedio es una
membrana celular. La bicapa lipidica neutra separa regiones de polaridad opuesta, por lo que la distribucién de cargas
es similar a la de una unién de semiconductores. Se demostrd la falta de linealidad mediante la observacién de que
las membranas rectificaban sefiales de RF de sefiales de frecuencias por debajo de unos kHz. Sin embargo, el valor
de la sefial rectificada caia rdpidamente a frecuencias mas altas y a 100 kHz era cien veces menor que el valor a baja
frecuencia, y sigue disminuyendo para frecuencias mas altas.

La generacion de arménicos de frecuencia a partir de una superficie de contacto también puede ser resultado de la
accién de un campo eléctrico estatico sobre la disolucion madre debido a cargas superficiales. Este campo es
responsable de una contribucién x® de susceptibilidad a la generacion de segundos arménicos (SHG, por sus siglas
en inglés) debido a la polarizacién de variedades disolventes por las cargas superficiales. Por lo tanto, la polarizacion
total de segundo orden P.w, que incluye las contribuciones x@ y x® procedentes de una superficie de contacto entre
sélidos y liquidos cargada estd dada por Pow = XPEwEw + XPEwEw®. Fundamentalmente, el potencial interno de las
membranas, producido por las bioparticulas de interés, proporciona el campo (potencial) ® externo de frecuencia muy
baja. Cuando se realizan mediciones del efecto no lineal superponiendo un campo alterno de baja intensidad sobre
un campo estatico de alta intensidad, la cantidad medida es la constante dieléctrica incremental dependiente del
campo.

La teoria de los efectos dieléctricos no lineales esta bien documentada, en particular en los campos estéticos [7]. El
efecto de la saturacién dieléctrica andmala se encuentra normalmente en compuestos alcohdlicos terciarios, que
tienen un valor relativamente bajo del factor de correlacién de Kirkwood, y para disoluciones de otros alcoholes en
disolventes no polares o polimeros polares, con base en la formacién de pares polares en el liquido. Los pares
moleculares tienen un momento dipolar neto, dependiendo del 4ngulo entre las moléculas que constituyen el par. El
campo influye en el momento dipolar promedio del par molecular de tal manera que el momento dipolar promedio
elevado del par molecular aumente a intensidades de campo mayores.

Se postulan efectos no térmicos de las microondas como consecuencia de una interaccion directa propuesta del
campo eléctrico con moléculas polares en el medio de reaccién que no esta relacionada con un efecto de temperatura
en el medio. Normalmente, en la operacién no térmica de las microondas, los efectos no lineales de las microondas
seran x@ = 104 y x® = 10° mientras que el potencial de las membranas ® = 10® V/m y la magnitud del campo
incidente (régimen no térmico) sera £Ew=1,5 - 10° V/m. La polarizacién estara dominada por el efecto del potencial de
la membrana, como se muestra en la Figura 1.

En el caso de los polimeros polares, el origen de la respuesta no lineal es la saturacién de la disposicién de los dipolos
y su signo es negativo. Ademés, en un potencial de campo eléctrico debido a la doble capa —como cuando una
superficie de contacto cargada hace contacto con una disolucién electrolitica— los iones en la disolucidn interactuaran
con la superficie de contacto cargada y se distribuiran en consecuencia por si mismos. La presencia de contraiones
apantalla el campo eléctrico estético debido a la superficie de contacto cargada y disminuye la magnitud del campo a
medida que aumenta la distancia desde la superficie de contacto. Cominmente se aplica tampén fosfato salino (PBS,
por sus siglas en inglés) como electrolito para la aplicacién de biosensores, dado que la concentracidn i6nica y la
osmolalidad del PBS son similares a las del cuerpo humano.

Se ha propuesto un experimento que comprueba si las estructuras eléctricas y magnéticas de las células biolégicas
presentan las respuestas no lineales necesarias para la desmodulacién. Pueden usarse una cavidad Q con un valor
elevado y una amplificacién de ruido muy baja para detectar respuestas no lineales sumamente débiles que aparecen
como segundo arménico de un campo de RF incidente sobre la muestra. Los campos no lineales distribuidos a partir
de células biolégicas metabélicamente activas cultivadas en monocapa o suspendidas en un medio pueden ser
distinguidos de las faltas de linealidad del aparato.

Las estimaciones de la sensibilidad teérica de las sefiales y del anélisis del ruido del sistema indican la posibilidad de
deteccién de una sefial de microondas a 1,8 GHz (2° arménico de 900 MHz), tan débil como un fotén de microondas
por célula por segundo. El limite practico, establecido por la degradacién de la cavidad Q, es sumamente bajo en
comparacién con el segundo plano térmico, mucho mas brillante, que tiene su pico en el infrarrojo, a una longitud de
onda de aproximadamente 17 pm e irradia 10 fotones infrarrojos por segundo por célula en la estrecha banda de
frecuencias dentro del 0,5% del pico. El sistema puede ser calibrado mediante la introduccién de cantidades conocidas
de material no lineal, por ejemplo, un diodo Schottky. Operando en la direccién de conversion de frecuencia inversa
con fines de calibracién, para una potencia de entrada de 160 pW a 900 MHz incidente sobre tal material bioldgico, se
calcula que el aparato produce una robusta sefial de salida de 0,10 mV a 1,8 GHz si se la detecta con un analizador
de espectro y un amplificador de bajo ruido de 30 dB de ganancia.

Se ha divulgado que la presencia de productos arménicos debido a la posible interaccion no lineal de sefiales de RF
moduladas en amplitud en células vivas se detecta de manera éptima usando una cavidad con un factor de calidad
elevado. Los productos armdnicos generados por osciladores elementales pueden quedar atrapados y acumularse en
una cavidad, permitiendo una sensibilidad de deteccién mucho mayor que en un entorno abierto, donde se irradiarian
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en todas las direcciones. El procedimiento experimental descrito en [9] es un planteamiento sistematico para la
deteccién de la energia de RF no de Planck (en caso de haberla) emitida por una muestra expuesta de células vivas.

También ha habido un estudio que versa sobre sefiales de RF moduladas en amplitud y centrado en una configuracion
especifica de laboratorio establecida para la deteccién de sefiales de RF con sensibilidad potencialmente elevada.
Por ende, los autores discuten y entran en explicaciones sobre un sistema de deteccién de potenciales que afiade a
la frecuencia principal portadora de sefiales (microondas) una sefial de banda lateral de baja frecuencia (por debajo
de la RF) en funcién de un proceso de conversién de frecuencia a la baja.

Descripcidn de la invencién

Por tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar una configuracion detectora de microondas para la
medicién del potencial de las membranas que supere las limitaciones de la técnica anterior. Con este fin, la invencién
comprende las etapas de excitacién de potenciales oscilantes de microondas para producir una mezcla del campo
electromagnético iluminador por microondas a frecuencias dadas dentro de la membrana de las particulas biolégicas,
que generara un campo disperso a la frecuencia fundamental y también a los arménicos relacionados con la relacion
no lineal entre la tensién y la corriente en la membrana de las particulas biolégicas.

En particular, el proceso paramétrico de las frecuencias usa una generacién de frecuencia suma a partir de dos haces
de entrada, siendo este un proceso de conversién de energia al alza. Normalmente, los procesos de conversién de la
frecuencia a la baja, generalmente usados en la bibliografia, tienen eficacias entre 2 y 4 6rdenes de magnitud por
debajo de los procesos de conversién de la frecuencia al alza.

El objeto anteriormente citado se cumple mediante un procedimiento con las caracteristicas de la reivindicacién 1 y
con un sistema con las caracteristicas de la reivindicacion 8.

Las realizaciones de la presente invencién proporcionan, segin un primer aspecto, un procedimiento de deteccion de
sefiales de microondas que portan informacién de la dindmica funcional de particulas biolégicas. El procedimiento
comprende iluminar una o mas particulas biolégicas con ondas electromagnéticas de microondas, estando
comprendidas las ondas electromagnéticas de microondas en un régimen de intensidad no térmica, que tienen
frecuencias con longitudes de onda mucho mayores que las dimensiones caracteristicas de la o las particulas
bioldgicas y estan adaptadas a una firma de la dinamica funcional de la o las particulas biolégicas; adaptar/transformar
las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacion para producir frecuencias adicionales (es decir, arménicos)
mediante un proceso paramétrico de conversién al alza de mezcla de frecuencias en una zona de las inmediaciones
de la membrana de la o las particulas biolégicas con una relacién no lineal; captar una respuesta afectada por la
relacién no lineal en diferentes estados funcionales de la o las particulas biolégicas; y detectar, por medio de un
elemento filtrante, las componentes frecuenciales resultantes de la respuesta captada, para inferir a partir de ello la
dinamica funcional de la o las particulas biolégicas.

En particular, la relacién no lineal es una relacién no lineal de corriente-tension que produce un potencial de tension
en la superficie de contacto de la membrana. La relacién no lineal del medio sigue un efecto de la saturacién dieléctrica
andmala que se encuentra normalmente en compuestos alcohdlicos terciarios, que tienen un valor relativamente bajo
del factor de correlacién de Kirkwood, y para disoluciones de otros alcoholes en disolventes no polares o polimeros
polares, con base en la formacién de pares polares en el liquido. Por tanto, en algunas realizaciones, las ondas
electromagnéticas de microondas son reguladas/adaptadas al medio que comprende la o las particulas biolégicas,
siendo dicho medio un alcohol, un tampdn biolégico ibnico, un polimero, etc.

En una realizacién, las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacién se emplean a una potencia muy por
debajo de un umbral que pueda provocar dafios térmicos en la o las particulas biolégicas. De manera alternativa o
complementaria, las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacién se emplean de modo que la duracién de
la iluminacién esté adaptada a la dinamica funcional temporal de la o las particulas biolégicas. También de manera
alternativa o complementaria, las frecuencias de las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacién pueden
ser reguladas a las resonancias de la dinamica de la o las particulas biolégicas.

En una realizacion, el procedimiento comprende, ademas, una etapa de aislamiento de las frecuencias de las ondas
electromagnéticas de microondas de iluminacién, ya sea espacialmente o en frecuencia.

Algunas realizaciones de la presente invencién también proporcionan, segin un segundo aspecto, un sistema de
deteccién de sefiales de microondas que portan informacién de la dindmica funcional de particulas biolégicas. El
sistema comprende una particula bioldgica, un generador de microondas, un adaptador/controlador de iluminacién, un
detector de microondas y un elemento filtrante.

El generador de microondas esta adaptado/configurado para producir ondas electromagnéticas de microondas para
iluminar la particula biolégica, estando comprendidas las ondas electromagnéticas de microondas en un régimen de
intensidad no térmica, que tienen frecuencias con longitudes de onda mucho mayores que las dimensiones
caracteristicas de la particula biol6gica y estan adaptadas a una firma de la dindmica funcional de la particula biolégica.
El adaptador de iluminacién estad adaptado/configurado para adaptar las ondas electromagnéticas de microondas de
iluminacién para producir frecuencias adicionales a través de un proceso paramétrico de conversion al alza de mezcla
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de frecuencias en una zona de las inmediaciones de la membrana de la particula bioldgica con una relacién no lineal.
El detector de microondas adaptado/configurado para captar una respuesta afectada por la relacién no lineal en
diferentes estados funcionales de la particula biolégica. El elemento filtrante esta adaptado/configurado para detectar
las componentes frecuenciales resultantes de la respuesta captada.

En una realizacién, el sistema también incluye un elemento de aislamiento espacial o frecuencial para aislar las
frecuencias de las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacion.

En una realizacién, el generador de microondas estd adaptado para emitir impulsos y funcionar de modo que la
duracién de la iluminacién se regule a la dinamica funcional temporal de la particula biol6gica.

El adaptador de iluminacién y el detector de microondas pueden estar situados de forma ya sea mutuamente colineal
o adyacente. En otras realizaciones, el adaptador de iluminacién puede estar dispuesto a uno de los lados de la
particula biolégica, mientras que el detector de microondas esta dispuesto a otro lado de la particula biol6égica. En
cualquier caso, no es preciso que ambos elementos/unidades estén directamente enfrentados.

En una realizacién, el elemento filtrante es un filtro de frecuencias de paso alto. En otra realizacién, el elemento filtrante
comprende un receptor de filtro adaptado configurado para aprovechar esquemas de procesamiento de sefiales por
filtro adaptado, por ejemplo productos de intermodulacién pasiva (PIMP, por sus siglas en inglés), entre otros.

En una realizacién, el detector de microondas estd basado en esquemas de deteccién electromagnética cuéantica
sensible.

La presente invencién permite medir diferencias minusculas de sefiales que han limitado el estado de la técnica actual.
En particular, el procedimiento propuesto usa un sistema que tiene dos (0 mas) frecuencias de iluminacion, a
frecuencias de microondas. Por una parte, estas frecuencias, como minimo, tienen que ser separadas mas que las
bandas laterales del ruido de fase de las frecuencias de microondas de iluminacién, a la vez que cumplir los requisitos
explicados a continuacién. Por otra parte, los términos (a, b, ¢) de interferencia de intermodulacién no lineal en los
sistemas de deteccion tipicos se comportan como a A + b A%+ ¢ A% con la amplitud A, siendo normalmente la potencia
P =A%2Z, siendo Z = 50 el valor tipico de impedancia. Considerando que la amplitud A consiste en dos (0 mas) sefiales
sinusoidales de amplitud con frecuencias (fi y f2), amplitudes (A1 y A2) y una diferencia de fase ¢, la amplitud A es
igual a A cos (21fit) + Ao cos (21t + ¢). Considerando la relacion particular entre las frecuencias de iluminacién > =
2f1 y trabajando las sefiales a través del sistema a la frecuencia fy + f», la amplitud corresponde a 0,75cA+® + bA:Ax
cos ¢. Obsérvese que otras relaciones entre las frecuencias de iluminacién elegidas y el punto de frecuencia de
observacién final también permiten llevar a cabo el procedimiento propuesto para reducir la interferencia de
intermodulaciéon no lineal. Por ende, escogiendo debidamente las frecuencias de iluminacién, la potencia de
iluminacién en cada frecuencia y la fase entre ellas, se puede adaptar una autocancelacién de interferencias (técnica
PIMP) para mejorar el nivel de la sefial con respecto a los términos de ruido de intermodulacién (como una mejora de
la relacién sefial-ruido), como se muestra en las Figuras 6A y 6B.

Breve descripcién de los dibujos

Las ventajas y caracteristicas anteriores y otras se entenderan mas plenamente a partir de la siguiente descripcién
detallada de realizaciones, con referencia a las figuras adjuntas, que deben ser consideradas de manera ilustrativa y
no limitante, en las cuales:

La Figura 1 ilustra el cambio en la modulacién por posicién de impulsos (ppm, por sus siglas en inglés) en la potencia
del segundo arménico debido a un potencial de accién y un potencial en reposo. La intensidad del campo estatico en
un potencial de accién alcanza su maximo a 100 MV/m, produciendo un cambio en la potencia del segundo arménico
de 800 ppm, mientras que en el potencial en reposo no se produce ningin cambio en el segundo arménico.

La Figura 2 es un esquema general de la configuracion de iluminacion electromagnética y deteccion de la dispersién
causada por una bioparticula pequefia (por ejemplo, una bacteria) en un medio (por ejemplo, agua). la respuesta
electromagnética de las bacterias depende de su forma y su tamafio, de su estructura interna y de la conductividad y
la permitividad eléctricas de los diferentes componentes de la célula bacteriana, que pueden depender del estado
fisiolégico bacteriano pero dependen muy poco del estado funcional de las bacterias. Se presentan el esquema de la
configuracién y los valores relevantes representados, donde &s representa la permitividad de la célula, os la
conductividad, a el radio, emla permitividad del medio, om la conductividad, dp es la longitud de las placas de iluminacién
y deteccién, y ds es la distancia a la célula (considerada equidistante).

La Figura 3 muestra diferentes configuraciones para poner en practica el proceso segun la invencién, en las cuales el
elemento de deteccidn esta situado con orientaciones diferentes con respecto al elemento de iluminacién.

La Figura 4 ilustra la respuesta no lineal tensién-corriente del potencial de la membrana; (arriba) dependencia no lineal
de la densidad de corriente con el potencial de tensién diferencial; (recuadro) densidad de corriente inducida debida a
un campo de microondas incidente a dos estados diferentes de potencial de las membranas, mientras esta en reposo
y mientras genera un potencial de accién. Las magnitudes de la densidad de corriente inducida difieren en ocho
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6rdenes de magnitud; (abajo) se muestra un esquema de membrana en el que se da una respuesta rapida por medio
de un cambio en su estructura electrénica, en respuesta a un cambio en el campo eléctrico circundante.

La Figura 5 ilustra el anélisis del dominio frecuencial en el que la frecuencia (de bombeo) fundamental esta dispersa
debido a la bioparticula y su estado funcional estd enmascarado por la propia iluminacién, haciendo muy dificil detectar
la diferencia entre las bacterias en reposo y en un estado de potencial de acciéon. En vez de ello, la diferencia de la
respuesta electromagnética de las bacterias en los dos estados funcionales diferentes en el segundo arménico
frecuencial es de aproximadamente 8 6rdenes de magnitud.

Las Figuras BA y 6B muestran el procedimiento de autocancelacién de productos de intermodulacién pasiva.
Considérense los términos a, b y ¢ de intermodulacién no lineal de un sistema, siendoa =1, b=103y ¢ =10% y una
potencia incidente de -10 dBm para una de las frecuencias. La Figura 6A representa graficamente la mejora en la
relacion particular sefial-ruido (S/R) para la relacidn y la fase de potencia especificas para la segunda frecuencia de
iluminacién. La relacién S/R entre la sefial y la interferencia (debida al equipo de medicién) se amplia dentro de las
relaciones especificas de potencia y la fase de la segunda frecuencia de iluminacién con respecto a la primera
frecuencia. En particular, pueden lograrse mejoras en la relacién S/R de méas de 40 dB, como se muestra en la Figura
6B.

La Figura 7 muestra que los niveles de sefial relativos a los campos magnéticos son ligeramente mayores que los de
los campos eléctricos para las frecuencias mas elevadas. Considerando el campo magnético o eléctrico, el nivel de la
sefial de segundo orden es cercano al nivel de ruido. Pueden aplicarse diferentes técnicas para mejorar la sensibilidad
de los detectores, tales como los novedosos esquemas de deteccidn electromagnética cuéantica.

Las Figuras 8A y 8B muestran un ejemplo en el cual la iluminacién con sefiales de microondas esta adaptada a la
firma de la dindmica funcional de la particula biolégica, para distinguir estas del potencial que otras sefiales presentan
en el sistema y que no portan informacién de la dindmica funcional de las particulas biolégicas.

Descripcidn detallada de realizaciones preferidas

La presente invencién se basa en la transformacién de la energia iluminante en las frecuencias de microondas
iluminantes para producir arménicos subsiguientes dentro de la dependencia no lineal de corriente-tensiéon en las
membranas de las particulas biolégicas.

Maés en particular, la presente invencién proporciona un procedimiento y un sistema de medicién del potencial de las
membranas que porta informacidn sobre la dinamica funcional de las particulas biolégicas por medio de una dispersién
no lineal de microondas. La invencién emplea sefiales de microondas por medio de la firma de sefiales de la dindmica
de las particulas biolégicas, combinada con la respuesta no lineal de la membrana de los microorganismos, transforma
las frecuencias del campo electromagnético de microondas iluminante incidente en una secuencia de arménicos, y
detecta la sefial resultante. La sefial detectada es representativa de la dindmica funcional de las particulas biol6gicas.

Seguln una primera realizacién, mostrada en la Figura 2, esto se logra iluminando la particula biolégica con ondas
electromagnéticas de microondas a frecuencias fi, f, ... (por ejemplo, 1 - 100 GHz), en donde las diferentes
frecuencias de iluminacién pueden estar indicadas como f, en donde las intensidades especificas de las sefiales de
microondas iluminantes en el régimen no térmico (por ejemplo, 0 - 30 dBm) y las frecuencias (por ejemplo, con
frecuencias incidentes mucho mayores que la dimensién caracteristica equivalente de la particula bioldgica de 1 ym -
1 mm, estando Af en el intervalo de 100 Hz - 10 GHz) se regulan debidamente para producir la mezcla de las

N
frecuencias, relacionadas por el principio de conservacién de la energia E f = E 1f , dentro de la membrana
n=

de la célula biologica, produciendo, con una eficacia de transformacién relativamente alta, varios armonicos !, 2, -+
V. Ademas, los términos no lineales de orden superior se vuelven significativos a medida que aumenta la tensién a
través de la membrana de la particula biolégica, tal como en el proceso de generacién de un potencial de accién.

Las membranas celulares, asi como las intracelulares, presentan un claro comportamiento eléctrico no lineal, debido
a la barrera de potencial resultante de la diferencia entre los electrolitos internos y externos y la accién de bombas
i6nicas. En ausencia de un potencial de accién, la diferencia de potencial transmembranal A¢ es igual al potencial en
reposo de la célula, Vo (= -100 mV, en una célula tipica). Cuando se produce un potencial de accién, aparece un
exceso de potencial transmembranal Ap = Vo + 8¢. En consecuencia, fluye una densidad de corriente transmembranal

Jm . Es sabido que la respuesta corriente-tensidén puede aproximarse bastante bien con una relacién no lineal de tipo

diodico de la forma J, =/, (eg”’/VT —l) con valores tipicos Jo = 10°° Alem?, Vr=5 mV. En consecuencia, todas las

variables eléctricas de interés (por ejemplo, campos, corrientes, etc.) pueden derivarse del potencial escalar unico
CD(I’) que se produce.
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Con referencia de nuevo a la Figura 2, la membrana de la célula es iluminada con campos de microondas, mientras
que el punto operativo de polarizacién en el modelo no lineal de tensién-corriente estarg determinado por el estado de
potencial propio de la particula biolégica. Dependiendo del estado del potencial de la membrana, se dispersaran las
sefiales de microondas incidentes reguladas, que tienen multiples armdnicos frecuenciales generados (debido al
modelo no lineal de tensién-corriente de la membrana), en comparacién con las sefiales iluminantes incidentes. En
particular, usando la expansién en serie de Taylor para los primeros dos términos de la densidad de corriente
transmembranal Jm, la eficiencia esperada del proceso de segundo orden a 8, = 100 mV, en comparacién con &y = 0
mV, es 2 - 10® veces mayor, mientras que el proceso de segundo orden a &, = 100 mV en comparacién con el primer
orden es 3 - 10°%, lo cual sigue siendo considerablemente eficiente.

Cuando hay una incidencia de campos con frecuencias de microondas (por ejemplo, 10 GHz), se genera una densidad
de corrientes inducidas en el punto operativo del estado de potencial de la membrana, en donde aumentan su magnitud
y sus arménicos frecuenciales cuando la célula se encuentra a un potencial de accién en comparacién con un estado
en reposo. La dispersion de las frecuencias (de bombeo) de iluminaciéon debida a la membrana (en torno a 10 nm)
queda oscurecida en comparacién con la dispersién generada por todo el cuerpo de la célula (que es al menos dos
6rdenes de magnitud mayor), haciendo muy dificil detectar la diferencia entre las bacterias en reposo y en un estado
de potencial de accién. En vez de ello, por ejemplo para el segundo armoénico frecuencial hay una diferencia de
aproximadamente 11 érdenes de magnitud en los dos estados de la célula, porque, en esencia, es detectar
directamente el efecto del potencial de la membrana y no todo el cuerpo bacteriano. En la Figura 4 se muestra la
respuesta esperada de segundo orden relativo a diferentes frecuencias, con respecto a la frecuencia de bombeo
fundamental, en reposo y en un estado de potencial de accién. Ademas, como es sabido, el tamafio de las bacterias
modifica la escala de la respuesta con el cubo del radio; por ende, es mas dificil detectar células de 1 um que las de
10 um.

En la Figura 5 se muestra el nivel de las sefiales de generacién de segundos arménicos con respecto a las frecuencias
de bombeo en el intervalo de GHz y la potencia de bombeo en el intervalo de m\W. Se muestra, como es comuUn para
la conversion de frecuencias, la relacién no lineal entre la potencia de bombeo y la potencia de los arménicos
generados, mientras que la dependencia de la frecuencia de bombeo es mas uniforme.

Para una temperatura ambiente tipica y un ancho de banda de 10 Hz, el nivel de ruido es aproximadamente -164 dBm,
mientras que a niveles de temperatura criogénicos de 4 K el ruido equivalente es de aproximadamente -182 dBm.
Ademas, en la regién del campo cercano de los campos electromagnéticos, los niveles de respuesta de los campos
eléctricos y magnéticos no son iguales. En particular, se calcula que el campo magnético, mas estrechamente
relacionado con corrientes, tiene un nivel mayor de respuesta electromagnética para frecuencias més altas, como se
muestra en la Figura 7. No obstante, los niveles de intensidad esperados y los niveles de ruido equivalentes son del
mismo orden. Puede ser apropiado experimentar con un amplificador criogénico de bajo ruido u otras técnicas
similares para detectar tales niveles reducidos de sefial para lograr una relacién S/R razonable y entrar en los limites
de sensibilidad de los detectores.

En las Figuras 8A y 8B las sefiales de microondas iluminantes estan adaptadas a la firma de la dindmica funcional de
la particula biolégica, para distinguir estas del potencial que otras sefiales presentan en el sistema y que no portan
informacién de la dindamica funcional de las particulas biol6gicas. La Figura 8A muestra en el dominio temporal la firma
de sefiales prevista de la dinamica funcional de las particulas biol6gicas, las sefiales de microondas generadas
adaptadas a la firma especifica, las sefiales generadas adaptadas a partir de la dindmica funcional de la particula
biologica y la sefial detectada que porta informacién de la dindmica funcional de las particulas biolégicas. La Figura
8B muestra en el dominio temporal la firma de sefiales prevista de la dinamica funcional de las particulas biolégicas,
las sefiales de microondas generadas no adaptadas a la firma especifica, las sefiales generadas a partir de la dindmica
funcional de la particula biolégica y la sefial no detectada que porta informacién de la dinamica funcional de las
particulas bioldgicas. Obsérvese que la firma de la sefial no esta a escala, pero ello no es perjudicial para el
procedimiento, para mostrar facilimente las etapas descritas en la presente invencién.

El alcance de la presente invencidn se define en el siguiente pliego de reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccién de sefiales de microondas que portan informacién de la dindmica funcional de
particulas biolégicas, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

a) iluminar al menos una particula biolégica con ondas electromagnéticas de microondas, estando comprendidas las
ondas electromagnéticas de microondas en un régimen de intensidad no térmica, que tienen frecuencias con
longitudes de onda mucho mayores que las dimensiones caracteristicas de la al menos una particula bioldgica y estan
adaptadas a una firma de la dindmica funcional de la particula biolégica;

b) adaptar las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacién para producir frecuencias adicionales mediante
un proceso paramétrico de conversién al alza de mezcla de frecuencias en una zona de las inmediaciones de una
membrana de la particula biolégica con una relacién no lineal,

¢) captar una respuesta afectada por la relacién no lineal en diferentes estados funcionales de la particula biolégica;
y

d) detectar, por medio de un elemento filtrante, las componentes frecuenciales resultantes de la respuesta captada,
para inferir a partir de ello la dinamica funcional de la particula biolégica.

2. El procedimiento seguln la reivindicaciéon 1 que, ademas, comprende la adaptacién o regulacién de las ondas
electromagnéticas de microondas a un medio dado que contiene la al menos una particula biolégica, incluyendo dicho
medio dado un alcohol, un tampdn bioldgico idnico o un polimero liquido.

3. El procedimiento seguln la reivindicacién 1 0 2 en donde la relacidén no lineal comprende una relacién no lineal de
corriente-tensién que produce un potencial de tensién en una superficie de contacto de la membrana de la particula
biolégica.

4. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde las ondas electromagnéticas de
microondas de iluminacién se emplean a una potencia muy por debajo de un umbral que pueda provocar dafios
térmicos en la particula biol6gica.

5. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde las ondas electromagnéticas de
microondas de iluminacién se emplean de modo que la duracién de la iluminacién esté adaptada a la dindmica
funcional temporal de la particula biolégica.

6. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde las frecuencias de las ondas
electromagnéticas de microondas de iluminacién son reguladas a las resonancias de la dinamica de la particula
biolégica.

7. El procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que, ademas, comprende una etapa de
aislamiento de las frecuencias fundamentales de las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacién, ya sea
espacialmente o en frecuencia.

8. Un sistema de deteccién de sefiales de microondas que portan informacién de la dinamica funcional de particulas
biolégicas que comprende:

al menos una particula biolégica;

un generador de microondas configurado para producir ondas electromagnéticas de microondas para iluminar al
menos una particula biolégica, estando comprendidas las ondas electromagnéticas de microondas en un régimen de
intensidad no térmica, que tienen frecuencias con longitudes de onda mucho mayores que las dimensiones
caracteristicas de la al menos una particula biolégica y estédn adaptadas a una firma de la dinamica funcional de la
particula biolégica;

un adaptador de iluminacién configurado para adaptar las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacion
para producir frecuencias adicionales a través de un proceso paramétrico de conversién al alza de mezcla de
frecuencias en una zona de las inmediaciones de una membrana de la particula biolégica con una relacién no lineal;

un detector de microondas configurado para captar una respuesta afectada por la relacién no lineal en diferentes
estados funcionales de la particula biolégica; y

un elemento filtrante configurado para detectar las componentes frecuenciales resultantes de la respuesta captada.

9. El sistema segun la reivindicacién 8 que, ademas, comprende un elemento de aislamiento espacial o frecuencial
configurado para aislar las frecuencias fundamentales de las ondas electromagnéticas de microondas de iluminacién.
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10. El sistema segun la reivindicacién 8 0 9 en donde el generador de microondas esté adaptado para emitir impulsos
y funcionar de modo que la duracién de la iluminacién se regule a la dinamica funcional temporal de la particula
biolégica.

11. El sistema segln una cualquiera de las anteriores reivindicaciones 8 a 10 en donde el adaptador de iluminacién y
el detector de microondas estan situados de forma ya sea mutuamente colineal o adyacente, o cada uno a un lado de
la particula biolégica.

12. El sistema segun una cualquiera de las anteriores reivindicaciones 8 a 11 en donde el elemento filtrante es un filtro
de frecuencias de paso alto.

13. El sistema segun una cualquiera de las anteriores reivindicaciones 8 a 11 en donde el elemento filtrante comprende
un receptor de filtro adaptado configurado para aprovechar esquemas de procesamiento de sefiales.

14. El sistema segun la reivindicacién 13 en donde los esquemas de procesamiento de sefiales estdn basados en la
cancelacién interferométrica de productos de intermodulacién pasiva.

15. El sistema segun una cualquiera de las anteriores reivindicaciones 8 a 14 en donde el detector de microondas esta
basado en esquemas de deteccién electromagnética cuantica sensible.

11
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Filtro adaptado, con factor de separacion de frec. dual 1
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