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Objetivos

En el presente trabajo de tesis se desarrollaran microcanales basados en canales de
microfluidica, utilizando la ingeniera de materiales para prescindir de una sala
limpia. El novedoso procedimiento utilizara un fotopolimero y una resina para
la fabricacion de microcanales. Los microdispositivos fabricados seran

empleados para el sensado de células y biomoléculas.

Para el desarrollo de este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1. Fabricar dispositivos de microfluidica de polidimetilsiloxano (PDMS),

empleando una resina epoxica.

2. Fabricar microporos mediante el método quimico utilizando obleas de silicio

cristalino.

3. Sensar opticamente lineas celulares utilizando dispositivos de microfluidica
fabricados con polidimetilsiloxano (PDMS) en los cuales se incluira un

microporo.

4. Analizar la muerte celular de células cancerigenas expuestas a
quimioterapéuticos a través del sensado de biomoléculas en dispositivos de

microfluidica.

5. Desarrollar un dispositivo de microfluidica para electroforesis de marcadores

moleculares de ADN asociados a la resistencia de la roya de la hoja en trigo.
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Resumen

En la Gltima década, los dispositivos de microfluidica han desempefiado un papel
importante en muchos procesos bioldgicos, quimicos, y aplicaciones de
ingenierial. Con esta consigna, en este trabajo de tesis se han desarrollado
exitosamente dispositivos de microfluidica, los cuales fueron empleados para el
sensado dptico de células con un microporo inmerso en estado sélido fabricado por
un método quimico. Ademas, se estudid la muerte celular con medicamentos
quimioterapéuticos a través de la fluorescencia de las biomoléculas celulares para

identificar tipos de muerte celular.

Es destacable que en este trabajo de tesis se desarroll6 un método de fabricacion
de dispositivos de microfluidica, prescindiendo del acceso a un cuarto limpio
(cleanroom), de tal manera que se posibilita la inclusion de la microfluidica

practicamente en cualquier laboratorio.

Varios disefios fueron fabricados e investigados para evaluar la capacidad de la
resina epdxica para para obtener réplicas en polidimetilsiloxano (PDMS) para
ensamblar los dispositivos de microfluidica. Esta capacidad para transferir el
disefio desde la resina epoxica hacia el PDMS fue verificada mediante la

caracterizacidén con microscopia electronica.

Ademas, se logré fabricar un microporo de estado sélido e integrarlo en un
dispositivo multicapa de microfluidica. Este dispositivo fue utilizado para sensar
Opticamente las células mediante la adquisicion y andlisis de imagenes,
demostrando ser un método muy bueno y asequible para la deteccion y el conteo

de células.

Los dispositivos de microfluidica también permitieron identificar tipos de
apoptosis celular ocasionado por la exposicion a la quimioterapia utilizada
comunmente en células del cancer mama. Alrededor de 7000 imagenes fueron
analizadas, lograndose identificar biomoléculas implicadas en la autofagia,

vialidad celular, apoptosis programada y no programada.

1 Kong, T., Shum, H. C. & Weitz, D. A. The Fourth Decade of Microfluidics. Small 16, 2000070 (2020).



Por otro lado, se desarrollaron varios microcanales que fueron disefiados,
contrastados y estudiados para realizar electroforesis de marcadores moleculares

de ADN para estudiar genes de resistencia a la roya de la hoja del trigo.



ADN:
AFM:
AG:
AP:
ARN:
ASR:
BC:
BCC:
CE:
CTAB:
CVD:
DEP:
DI:
DLD:
DMEN:
DOX:
E:
ED:
EOF:

ERmold:

FIB:
Fmold:
GFP:
HVPS:
HEK:
HR:
LC:

PACVD:

PC:
PCR:
PFF:
PI:
PMMA:
PTX:
SD:
SDS:
SEM
TIL:

VIS-UV:

D:
LDM:
LOC:
MEMS:
PDMS:
Pe:
PEG:
PET:
nTAS:

Abreviaturas

Acido Desoxirribonucleico
Microscopio de fuerza atbmica
Autofagia

Apoptosis programada caspasa
Acido Ribonucleico

Resstencia en todos los estadios
Céancer de mama humano

Células de cancer de mama
Electroforesis Capilar

Bromuro de cetiltrimetilamonio
Deposicion de vapor quimico
Dielectroforesis

Agua desionizada

Desplazamiento lateral determinista
Medio de aguila modificado
Doxorrubicina

Campo eléctrico

Diodo, electroquimico

Flujo electroosmotico

Resina epdxica reutilizable

Haz de iones enfocado
Fotopolimero flexografico

Proteina fluorescente verde

Fuentes de alto voltaje

Células embrionarias de rifidn humano
Respuesta Hipersensible

Viabilidad celular

Deposicion quimica por vapor asistida por plasma
Policarbonato

Reaccion en cadena de la polimerasa
Fraccionamiento de Flujo de cizalla
Yoduro de Propidio
Polimetilmetacrilato

Paclitaxel

Desviacion estandar

Dodecilsulfato sédico

Microscopia electronica de barrido
Capa térmica de imagenes
Visible-ultravioleta

Coeficiente de difusion
Quimioterapia dosis bajas
Lab-on-a-Chip

Sistemas microelectromecénicos
Poli-dimetilsiloxano

Numero de Péclet

Polietilengrlicol
Polietilentereftalato

Microsistemas de analisis
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Introduccion.

La microfluidica es la ciencia que se ocupa de estudiar el comportamiento,
control preciso y la manipulacion de fluidos y particulas en la escala de decenas
a cientos de micrometros®. La microfluidica se considera como una plataforma
para aplicaciones biomédicas y quimicas, llamado Lab-on-a-Chip (LOC) o micro
sistemas de anélisis total (WTAS)?. En la historia los primeros dispositivos de
microfluidica demostraron que los mecanismos podian ser miniaturizados e
integrarse entre si, lo que llevo a la idea de que se podria fabricar un "laboratorio
en un chip". Desde entonces, ha habido un gran interés en aprovechar todo el
potencial de este enfoque y en consecuencia se han desarrollado innumerables
dispositivos de microfluidos, asi como metodos de fabricacion. Materiales como
el poli-dimetilsiloxano (PDMS), y otros elastomeros han surgido recientemente
como excelentes alternativas al silicio y el vidrio utilizados en los primeros
dispositivos  fabricados mediante procesos MEMS (sistemas
microelectromecanicos)®*. La fabricacion simplificada de dispositivos
utilizando resinas poliméricas como moldes maestros permiten fabricar una
amplia gama disefios. Ademas, poseen extensas arquitecturas y dimensiones en
la escala micrométrica que son comparables con las Ultimas tecnologias
dependientes de cuartos limpios®. Permitiendo que la microfluidica se convierta

en una tecnologia ubicua y con aplicaciones en muchos campos diversos.
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1.2. Beneficios de la miniaturizacion.

Una de las ventajas, de los componentes y procesos miniaturizados es la
utilizacion de volumenes pequefios, lo que lleva a la reduccion en el consumo de
reactivos. Todo esto disminuye los costos y permite utilizar pequefias cantidades
de muestras®. También se reducen las cantidades de productos de desecho.
Adicionalmente, la relacion superficie/volumen de los componentes pequefios
facilita la transferencia de calor, lo que permite realizar cambios répidos de
temperatura y un control preciso de la misma. En reacciones exotérmicas, esta
caracteristica puede ayudar a eliminar la acumulacion de calor que podrian

provocar reacciones secundarias no deseadas’.

A pequefia escala y con el tamafio de los dispositivos de microfluidica, la mezcla
por difusion es rapida, a menudo aumenta la velocidad y precision de las
reacciones. En algunos trabajos las mejoras son notables en los tiempos de
medicion, sensibilidad mejorada, mayor selectividad y repetitividad, por citar los
méas comunes. Por ejemplo, la dispersion se reduce en las separaciones
electroforéticas por la rapida disipacion del calor. En algunas separaciones, la
sensibilidad mejora porque el tiempo de medicion reducido conduce a un grado

menor de ensanchamiento de picos®.

Los dispositivos de microfluidica a veces permiten realizar procesos de formas
completamente nuevas. Por ejemplo, la temperatura del fluido se puede variar
rapidamente moviendo el fluido entre las regiones del chip con diferentes
temperaturas en lugar de calentar y enfriar el fluido. En un dispositivo para
detectar proteinas en las condiciones de cristalizacion se aprovecha la difusion
de interfaz libre, un proceso que es practico solo en el microescala®. La naturaleza
del flujo de un fluido en microcanales permite nuevos métodos para realizar

intercambio de solventes, filtrado y reacciones en dos fases'®.
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1.3. Beneficios de la automatizacion e integracion.

Los beneficios de la microfluidica incluyen, (i) volimenes reducidos de muestra
y reactivo, (ii) procesamiento rapido de la muestra, (iii) alta sensibilidad, (iv)
bajo costo, (v) mejor portabilidad, y (vi) el potencial de estar altamente integrado

y automatizado para reducir la intervencién humanay el errortt.

La manipulacion precisa, la separacion y el fraccionamiento de bioparticulas es
una capacidad indispensable de la microfluidica. Por ejemplo, en el
procesamiento de microparticulas dispuestas en sola linea permite la deteccién y
analisis que es un componente importante de la citometria de flujo en un chip.
Ademas, la separacion de microparticulas/células de acuerdo con sus formas
biofisicas unicas, como; el tamafio, la densidad, la forma, la deformabilidad y las

proteinas de superficie permiten una amplia gama de aplicaciones!?*3,

Figura.1.1. Dispositivo de microfluidica que se utiliza para estudiar el
crecimiento de poblaciones microbianas, se observan canales complejos. Este
dispositivo incluye una alta densidad de valvulas neumaticas. Los colores son

tintes introducidos para trazar los canales'®.

Realizar todas las operaciones de manipulacién de fluidos en un solo chip ahorra
tiempo, reduce el riesgo de pérdida o contaminacién de la muestra y puede
eliminar la necesidad de un laboratorio voluminoso y costoso usando robots.
Ademas, el funcionamiento de los dispositivos de microfluidica se puede

automatizar, aumentando asi el rendimiento, mejorando la facilidad de uso,
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mejorando la repetitividad y reduciendo el elemento de error humano. La
automatizacion también es Util en aplicaciones que requieren operacion remota,
como dispositivos que realizan seguimiento continuo de procesos quimicos o

ambientales en lugares inaccesibles*®.

Otra forma de aumentar el rendimiento es aprovechar el paralelismo. Se han
demostrado chips individuales que realizan cientos de ensayos o reacciones
idénticas'®!"18, Poseen una distribucion en el chip con una sola entrada para la
muestra donde es conducida a microrreactores, una solucion interesante para el
problema de la interfaz de micro-a-macro'®'’. Este problema se refiere al
desajuste entre los tamafios de muestra que pueden se dificiles de manipularse

en el laboratorio (uL—mL) versus el volumen de microrreactores (pL—nL).

Una de las ventajas de la automatizacion es poder manipular particulas, las
tecnologias se pueden clasificar en dos tipos activos y pasivos. Tecnologia activa
como la dielectroforesis (DEP)?, que dependen de campos de fuerza externos,
mientras que las tecnologias pasivas dependen completamente de la geometria
del canal o fuerzas hidrodindmicas intrinsecas, como el fraccionamiento de flujo

de cizalla (PFF)?* desplazamiento lateral determinista (DLD).

Los pequefios dispositivos de microfluidica también pueden ofrecer la
caracteristica de portabilidad, lo que permite aplicaciones en andlisis quimico,
medicina en el punto de atencién o medicina forense. La capacidad de realizar
pruebas integradas para diagnostico en lugar de en un laboratorio centralizado
podria reducir los costos, mejorar el tiempo de respuesta y reducir el riesgo de
confusion de muestras. Si se fabrican a bajo precio, los dispositivos podrian ser

desechables, eliminando la contaminacion cruzada entre pruebas.
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1.4. Areas de aplicacion.

En la literatura se han reportado varias reacciones y ensayos que se han realizado
en los dispositivos de microfluidica?223242526,  Algunos han mostrado
importantes mejoras en el rendimiento en comparacion con sus homdélogos de
macroescala y ofrecen una prometedora comercializacion. En algunos casos, las
implementaciones a microescala han transformado completamente la forma en
que cierto tipo de experimentos se realizan o han permitido la paralelizacién de
experimentos que antes ni siquiera se podian contemplar.

Entre los numerosos procesos bioldgicos y bioquimicos demostrados se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)'/, inmunoensayos?’,
deteccion de farmacos, recuento y clasificacion de células?®, electroforésis,
extraccion de acido nucleico?®, analisis de muestras de sangre sin purificar?’,
secuenciacion de ADN?°, exdmenes de deteccién de condiciones de
cristalizacion de proteinas®, estudios de cultivo celular* y manipulacion

unicelular®,

Figura.1.2. Dispositivo de microfluidica, que realiza pruebas de inmunoensayos
que se utilizan ampliamente en medicina e investigacion bioldgica. Los tornillos
en este sistema (marcados con circulos punteados) actian como valvulas simples
operadas manualmente le otorgan la caracteristica de bajo costo, portéatil y facil

de operar. El agua tefiida de verde marca los canales®?.
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Otros procesos bioldgicos y bioquimicos dentro de las aplicaciones de la
quimica, han producido mejoras significativas en rendimientos sintéticos y de
selectividades®>’. Ademas, los dispositivos de microfluidica posibilitan nuevas
reacciones o procesos mediante un control sin precedentes sobre la quimica de
la superficie, el calor local y la transferencia de masa3®334233, Un mayor grado
de control puede ayudar a disefiar experimentos para aumentar el conocimiento
sobre el proceso de muchas sustancias quimica®®.

Varios investigadores también han argumentado que los microrreactores podrian
usarse en productos quimicos industriales, plantas de produccion o tratamiento
de residuos si los requisitos de procesamiento volumétrico son bajos3”"34, La
capacidad de configurar la produccién cuando y donde sea necesario podria
disminuir la necesidad de almacenamiento y transporte de productos quimicos
peligrosos o de productos de corta duracion. Ademas, los microrreactores tienen
el potencial de aumentar la seguridad de procesos peligrosos. Por ejemplo la
fluoracién de compuestos aromaticos se puede lograr con una prevencion de la
fuga térmica?. En caso de falla del microrreactor, las consecuencias seran
relativamente menores debido a la pequefia masa de material presente en el

reactor en un momento dado.

Aparte de los ensayos y reacciones, la microfluidica ha jugado un papel
interesante en muchas otras areas. Los ejemplos incluyen fotoméascaras en escala
de grises que consta de canales llenos de diferentes concentraciones de
colorante®, camaras elastoméricas presurizadas®, circuitos fluidicos para
implementar en computacion del ADN y microcanales para enfriar circuitos

microelectronicos*.
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1.5. Conceptos Fundamentales y Fisica de la microfluidica

en estudios celulares.
1.5.1 Introduccioén.

El manipular pequefias cantidades de fluidos (gases y/o liquidos) para efectuar
reacciones, hacer andlisis, o investigaciones fundamentales, energia, medio
ambiente, la medicina, la biologia, la fisica y la quimica son de gran interés en el
campo cientifico y aplicaciones industriales. Si se fabrican a bajo precio, los
dispositivos podrian ser desechables, eliminando la contaminacion cruzada entre
pruebas*142:43.144,4546,47.4849 | 3 microfluidica es la ciencia y tecnologia que
puede manipular pequefias cantidades de fluidos (107 a 10°'° L.), donde las
estructuras o canales tienen dimensiones en escala micrométrica* 4051, | a
microfluidica se han convertido rapidamente en una herramienta importante en
varios campos de investigacion basica-4952535455 = \/arios materiales e
instrumentos como: tubos, nebulizadores y aspersores hoy en dia estan basados
en sistemas de microfluidica especialmente en sintesis quimica®®-485455 Una
razén de su rapido desarrollo es por la prediccion de los flujos en una escala
micrométrica permitiendo un control exquisito de las interfaces en los
microcanales. Hoy en dia la microfluidica se ha utilizado en muchos campos
cientificos e industriales como una herramienta para el desarrollo de diversos

temas relacionados con la quimica, materiales, biologia o fisica.

En esta seccion se enfoca en los fundamentos fisicos sobre los que esta disciplina
ha formados sus pilares y como estos fundamentos tienen efectos directos sobre
las células. Las caracteristicas espaciales de la microfluidica se centran entre la
macroescala y nanoescala, lo que le confiere una dualidad en el comportamiento
del fluido. Sin embargo, la microescala es mucho mas grande que la trayectoria
libre media (4) del movimiento de las moléculas. Por lo tanto, el fluido en el
espacio de la microescala obedece a la ley del medio continuo, que puede tratarse
mediante la ecuacion de la continuidad®?. Generalmente, la mayoria de los
mecanismos basicos que gobiernan a los fluidos, también se puede utilizar para

la microfluidica como; la ley de Pascal, la ley de Laplace, la de Bernoulli y las
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leyes de Poiseuille, y los modelos de dinamica de fluidos de Navier-Stokes-
Fourier. Sin embargo, a medida que se reduce la escala, el efecto de las fuerzas
viscosas se vuelve dominante en la microfluidica, diferente de la macroescala en
la que el efecto de la fuerza de inercia domina el comportamiento del fluido y en
la microescala con un nimero de Reynolds bajo el flujo laminar se vuelve
dominante. Por lo tanto, el tipo de transporte de masa dominante cambia de
conveccion a difusion. Ademas, la movilidad electroforética es independiente de
la escala, estd relacionada con los campos eléctricos que conduce a
caracteristicas de flujo Gnicas en microfluidica®3°¢>’, El transporte por difusion,
efectos capilares, asi como los relacionados con la viscosidad, tension superficial
y efectos de superficie e interfaz, resultan ser dominantes en sistemas
microfluidicos®*%8. A continuacién, se describira el mecanismo de fluido basico
de la ley del medio continuo y algunas caracteristicas mesoscopicas Unicas en
los microcanales. Luego, brevemente la fabricacion de los dispositivos

microfluidicos sera descrita y analizada.

1.5.2 Viscosidad en los fluidos y en las células.

A diferencia del estado s6lido donde las moléculas suelen vibrar en el estado fijo,
las moléculas en los liquidos son libres de moverse y solo estan limitadas por la
cohesién, fuerzas que dan lugar a efectos viscosos, que se ven afectados en su
mayor parte por la temperatura y ligeramente por presion. Por lo tanto, al igual

que los solidos, los liquidos generalmente se tratan como no compresivos.

Entonces, la viscosidad (x) es muy importante para las moléculas en estado
liquido, particularmente en el analisis de transporte de masa y calor en las
interfaces de liquido-liquido y gas-liquido®. Por otro lado, la viscosidad celular
se ve afectada por una multitud de parametros y cada célula tiene una viscosidad
especifica y, por lo tanto, deformabilidad. Por ejemplo, la deformabilidad de las
células sanguineas disminuye cuando se infectan con Plasmodium falciparum.
Por el contrario, las células cancerosas tienden a ser mas deformables que las

células sanas de su entorno®. En consecuencia, los estudios deformaciones
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celulares tienen un gran potencial en el desarrollo de métodos novedosos para

clasificar y aislar células o incluso en estudiar procesos bioldgicos.

Tradicionalmente, los estudios de deformacion celular se realizan con una sonda
de un microscopio de fuerza atdbmica (AFM) que esta en contacto directo con la
célula®. Sin embargo, implican un contacto directo con la célula que puede dafiar
o alterar su estructura. Para evitar el contacto directo con las células y prevenir
dafios no deseados y/o alteraciones de la estructura celular, se han realizado
varios estudios utilizando hidrodinamica manipulacion en sistemas
microfluidicos®1:6263,64656667.6869 hor ejemplo; estudiando la deformabilidad de
poblaciones de leucocitos sanos y malignos se logro predecir el estado de
enfermedad en pacientes con cancer con activacion inmunitaria obteniendo una
sensibilidad de 91% y una especificidad del 86%*2 .

Por lo tanto, para las células la viscosidad esta muy ligada con la deformabilidad
celular, mientras que la viscosidad () o la viscosidad dindmica de un fluido es
una medida de su resistencia a la deformacion gradual por el esfuerzo cortante o
el esfuerzo de traccion. Si se visualiza mas detenidamente un fluido como se
observa en la figura 2.3 se puede apreciar que el mismo se encuentra contenido
entre dos placas con limites paralelos, donde una placa es estacionaria y la otra
placa estd en movimiento, con una velocidad horizontal constante u. Donde la
magnitud de la fuerza F es proporcional a la rapidez u y al &rea A de cada placa

es inversamente proporcional a su separacion y:

Ecuacién.1.1 F= yA;—f
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dimension y A

Placa movil (2D) > Velocidad, u

Esfuerzo de corte, 1

Gradiente,

Fluido —i u/d
du/dy
*

Placa fija (2D)

Figura.1.3. Flujo laminar de cizalla entre dos placas. La friccion entre el fluido y
los limites en movimiento ocasiona que el fluido cizalla debido a la tension (7)
causado por la velocidad de gradiente (du/dy) en una velocidad de flujo relativo
(u). La fuerza requerida para esta accion es una medida del valor numérico de la

viscosidad del fluido 8.

El factor de proporcionalidad p en esta formula es la viscosidad
(especificamente, la viscosidad dinamica) del fluido®8. Ademas, la velocidad del
fluido cambiara suavemente desde cero en la superficie estacionaria hasta la
velocidad de la superficie en movimiento, o formando un gradiente espacial. La
velocidad del fluido du/dy ocasionado por esfuerzo cortante es linealmente
proporcional a la tasa de deformacion en fluidos Newtonianos que es una
constante de proporcionalidad. La cual se la denomina convencionalmente como
viscosidad del fluido p Ecuacion 1.1 (que es Unica e independiente para cada
fluido). Por otro lado, muchos de los fluidos bioldgicos pertenecen a una
clasificacion conocida como fluidos no-Newtonianos como por ejemplo; la
sangre’®, donde la relacién entre el esfuerzo cortante y la velocidad de
deformacion no es lineal y ademas resulta variable, lo que resulta en diferentes
patrones de comportamiento en el flujo. Por lo tanto, es importante que se tenga
en cuenta cualquier no linealidad en el comportamiento de los fluidos cuando se
estudia células o particulas en un flujo™. La relacién u/y se conocida como tasa
de deformacidn o velocidad de cizalla y es la derivada de la velocidad del fluido
en la direccion perpendicular a las placas. Isaac Newton expreso las fuerzas

viscosas mediante la ecuacioén diferencial:
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Ecuacion.1.2 T=p—

donde T = F/Ay du/dy es la velocidad de corte local. Esta formula asume que
el flujo se mueve a lo largo de dos lineas paralelas al eje y, el cual es
perpendicular al flujo. Esta ecuacion se puede utilizar cuando la velocidad no
varia linealmente mientras el fluido pase a través de la tuberia. En un flujo
paralelo en general (como podria ocurrir en una tuberia recta), el esfuerzo
cortante es proporcional al gradiente de la velocidad, como en una seccion
transversal de un canal de microfluidica®. El perfil de velocidad a través de la
seccidn transversal de un canal de microfluidica se puede determinar a partir de
la solucién de las ecuaciones de movimiento de fluidos, Navier-Stokes y las
ecuaciones de conservacion de masa (o continuidad)’?. Sin embargo, para una
seccion circular transversal canal de diametro d, el perfil de velocidad est4 dado

por la siguiente relacion (r, 0, z):

2
Ecuacion.1.3 1, (r) = %(1 _ (Zd_r) )

donde Q es el caudal volumétrico y r es la distancia radial desde la linea central
del canal. La ecuacion 2.3 describe una funcion parabdlica en la direccién radial
y, por lo tanto, el perfil de velocidad dentro de un canal o tuberia circular se
denomina "parabdlico”, con una velocidad méxima que ocurre en la linea central
del canal. Sin embargo, la distribucion de velocidad en un canal cuadrado o
rectangular es mas complejo, la ecuacion de la velocidad y su distribucion en un
canal rectangular se proporciona en la seccion S1 para el lector interesado. Este
perfil de velocidad particular (en un canal rectangular) es el producto de las
interacciones de la capa limite entre las paredes laterales y las paredes superior
e inferior y la diferencia en sus dimensiones. Al introducir simetria dimensional,
por ejemplo, adoptando un canal con idéntica altura y ancho, los perfiles de
velocidad a lo largo del ancho y la altura de el canal se vuelven idénticos. Por
otro lado, en fluidos no-Newtonianos, la relacion entre el esfuerzo cortante o

corte de cizalla y la velocidad de deformacion no es lineal. Por lo tanto, el
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esfuerzo cortante en las paredes de los microcanales resulta ser critico para las
células. Las fuerzas de corte pueden alterar el comportamiento o incluso dafiar
laestructura del citoesqueleto de la célula si ésta fuerza es excesivamente grande.
Para obtener la distribucion del esfuerzo cortante en la pared del canal, el
gradiente de velocidad (es decir, la tasa de deformacion) en la pared debe ser
determinado utilizando la ecuacion 2.3 para un canal circular, con respecto a r,

lo que produce:

P du 32uQ
Ecuacién.1.4. Tpared = W pared = _”d_rZJ =2k
T=2

En la ecuacion 2.4 se el esfuerzo cortante de pared en un canal circular o tubo es
constante a través de las paredes del canal. La viscosidad y del didmetro del canal
son una funcion del caudal. ElI mayor flujo en el canal ocurre cuando el didmetro
del canal es menor, la viscosidad se vuelve constante cuando se alcanzan valores
grandes del esfuerzo cortante de la pared. Por el contrario, el esfuerzo cortante
de la pared en un canal rectangular no es constante y varia a lo largo de las

paredes superior, inferior y laterales del canal.

1.5.3 Difusién y particulas.

La mezclaen fluidos no solo depende de la viscosidad de los fluidos sino también
del coeficiente de difusion de masa o la difusividad de masa (D)%. El
movimiento browniano es el movimiento aleatorio de particulas en suspension
sumergidas en un fluido (liquido o gas), que es el resultado de su frecuente
colision con los a&tomos o moléculas en el gas o liquido. Segun la teoria de
Einstein-Smoluchowski, la distancia cuadratica media a la que se difunde una

particula en el tiempo t se expresa como®®.73;
Ecuacién.1.5 <r?>=6Dt
donde D es el coeficiente de difusion. Segun la relacion de Stokes-Einstein, el

coeficiente de difusion se expresa como:
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kT
3ntua

Ecuacion.1.6 D =

Donde k es la constante de Boltzmann, que es aproximadamente 1.3806488x 10
23 J/K. T es la temperatura absoluta’. De la ecuacion anterior, podemos ver que
cuanto mayor es la temperatura T, mayor es el coeficiente de difusion D. Por el
contrario, cuanto mayor es el tamafio de particula o mayor es su viscosidad media
i, menor es el coeficiente de difusion. Un sistema de microfluidos tipico
normalmente opera a una temperatura ambiente de 25 °C. El coeficiente de
difusion D para una particula de 1 pum en agua es tedricamente aproximadamente
4x101® m/s. Cuando el sistema particulas-fluido no es estatico, sino que se
mueve a lo largo del microcanal, el nimero de Péclet se puede emplear para

evaluar la importancia relativa de la conveccion a la difusion’.

Ecuacion.2.7 Pe = —

donde L es la dimensidn caracteristica del canal y U es la velocidad caracteristica
del fluido. Un namero de Péclet grande indica que la conveccion domina el
transporte de particulas en el flujo, mientras que un nimero de Péclet pequefio

significa que la difusion juega un papel principal en el transporte.

En la microfluidica inercial, la velocidad lineal caracteristica del fluido esta en
la escala de ~ m/s, y las dimensiones caracteristicas de los microcanales esta en
el orden de ~100 pm. El nimero de Péclet para particulas de 1 um en
microfluidos inerciales es ~2.5 x 108, lo que indica que la convecciéon domina el
transporte de particulas en lugar de la difusion. Por lo tanto, la difusién
normalmente se ignorard en el analisis del movimiento de particulas a

microescala en microfluidos inerciales.

La difusion de la sefializacién moléculas se ha estudiado ampliamente en la
perfusion de sistemas microfluidicos’. Por ejemplo; utilizando un dispositivo de
microfluidica junto con modelos numeéricos para movimiento browniano.
Determinaron el impacto local endégenamente de ligandos secretados para la

activacion de la glucoproteina 130 (gp130) y su activacion del transductor de
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sefial y activador de la transcripcién 3 (STAT3) en células madre embrionarias
de raton (mESC). Lograron demostrar tanto experimental como numéricamente
que los niveles de activacion de STAT3 disminuyen al aumentar el caudal (es
decir, con el numero de Péclet), lo que resulta en una mayor diferenciacion de
mESC™,

1.5.4 Efectos Hidrodinamicos en los microcanales.

El flujo de un fluido se caracteriza comunmente por numeros adimensionales,
como el nimero de Reynolds Re, que es la relacion entre las fuerzas inerciales y

las fuerzas viscosas:

.y, ud
Ecuacién.1.8 Re="2 ’ Hog, =22

donde p es la densidad del fluido, U es la velocidad caracteristica del flujo, dH
es el diametro hidraulico del canal, p es la viscosidad dindmica del fluido, A y P
son el area de la seccion transversal y el perimetro del canal, respectivamente. El
flujo de un fluido en los canales de microfluidica esta descrito por el
desplazamiento en canales con pequefias dimensiones (dH), velocidades (U) v,
por lo tanto, en la mayoria de los casos, se caracteriza por un nimero bajo de
Reynolds, donde el flujo es laminar y los elementos de fluidos se mueven en
lineas paralelas ordenadas. Numeros bajos de Reynolds también indican que las
fuerzas viscosas dominan a las fuerzas de inercia en la microescala. En pocas
palabras, las fuerzas viscosas surgen cuando el fluido se ralentiza debido a la

friccién, por ejemplo, cerca de la pared de un canal .

1.5.5 Momentum y limite de la trasferencia de masa entre las

capas de un fluido.

Cuando un fluido es confinado en un microcanal, las paredes del canal ralentizan
a los fluidos. Forméandose capas, adyacentes a la pared que fluye lento, en

comparacion con el flujo de campo lejano (fluido que fluye a una distancia muy
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alejada de la pared). Entre estas dos capas (capa limite) crece segln la relacion

obtenida de la solucién de Blasius para una capa limite laminar’®77:

Ecuacion.1.9 6=

donde 6 es el espesor de la capa limite y x es la distancia desde el borde de la
pared’?. Mas alla de la longitud de la entrada (Le), las distribuciones de
velocidades a través de la seccion transversal del canal no evolucionan durante
mas tiempo, pero se mantienen estables a lo largo del canal. La longitud de
entrada para un canal con una seccion transversal arbitraria y de diametro

hidraulico, dh, y el nimero de flujo de Re esta dado por’®:

Ecuacion.1.10 ;_e ~ 0.05Re

h
De la ecuacion 2.10, es notable que para un nimero de Reynolds bajo (Re ~ 1),
la longitud de entrada es sélo una fraccion del diametro hidréaulico y por lo tanto

es insignificante en la mayoria de las aplicaciones de microfluidica.

La concentracion de analitos dentro del flujo entrante también se ve afectada por
la distribucion del momentum (velocidad). Como el analito es consumido o
producido por las células adheridas a la pared, sera transportado a través de la
seccion transversal del canal por una combinacién de difusion de masa y
conveccion, lo que resulta en una capa limite de transferencia de masa. La capa
limite de transferencia de masa el espesor (d¢) esté relacionado con la capa limite

de momento (8) de acuerdo con’®:

.. S¢c 1 v
Ecuacion.1.11 5= Sc73,8c = =

donde Sc es el nimero de Schmidt (que define la relacion entre la difusion del
momento en el fluido y la difusion del analito dentro del fluido), D es el
coeficiente de difusion del analito y v la viscosidad cinematica. EI momentum

de la capa limite es a menudo mas gruesa que la capa limite de transferencia masa
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porque el coeficiente de la difusién del momentm (también conocido como
viscosidad cinemaética) es a menudo varios 6rdenes de magnitud mayor que la

difusion del coeficiente del analito’®.

Similar a la caracterizacion de flujo y del transporte, a través del numero de
Reynolds, el transporte de masa en canales y capilares se caracteriza por ser
adimensional NUumero de Péclet. EI nimero de Péclet es la relacion entre el
transporte de masa convectiva (es decir, transporte debido al flujo) y el transporte
de masa difusiva, cuanto mayor es la velocidad en un capilar, mayor es el nUmero
de Péclet y entonces estd asociado al transporte convectivo. Ademas una
caracteristica importante del trasporte de masa del flujo de un fluido en entornos
microfluidicos es la dispersion de Taylor, que describe una mejor propagacion
axial de los analitos debido que estudia la distribucion de velocidades en la pared
del canal a lo largo de la seccion transversal. Donde el coeficiente de difusién

"efectivo” (De) se puede determinar a partir de la siguiente relacion’:

Ecuacioén.1.12 D,=D (1 + LPez)

192

Donde la ecuacion 2.12 sugiere que, a nimeros bajos de Pe, el coeficiente de
difusion es igual al coeficiente molecular de difusion y a medida que aumenta la

velocidad del flujo mejora la difusion efectiva®®8?,

1.5.6 Ley de Pascal.

La presion ejercida en fluido incompresible, estatico en cualquier lugar cerrado
se transmite por igual en todas las direcciones a través del fluido (Ley de Pascal).
La presion ejercida por un fluido estatico se denomina presion de fluido estéatico,
que surge del peso de ese fluido y por lo tanto depende solo de la profundidad

del fluido h, su densidad p, y la aceleracion de la gravedad g:

Ecuacion.1.13 Prruido estatico = pgh
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Se puede interpretar de la ley de Pascal, que cualquier cambio en la presion
aplicada en cualquier punto del fluido se transmite de forma igual a través del

fluido®s.

1.5.7 Conservacion de energia (ecuacion de Bernoulli)

La ecuacion puede ser derivada del principio de la conservacién de la energia
donde, la suma de todas las formas de energia mecanica permanecen constantes
alo largo de la linea de flujo. El fluido posee energia cinética por su movimiento,
y también tiene energia potencial. Ademas, si se realiza un trabajo sobre el fluido
debido a la presion estatica. Si no hay pérdidas por friccion, se aplica la ley de

conservacion de energia y la ecuacion de Bernoulli es la siguiente:
., 1
Ecuacion.1.14 P+ pgh + Epu2 = constante

Donde P es la presion hidrostatica, h es la altura sobre el nivel de referencia, u
es la velocidad, p es la densidad y g es la aceleracidn de la gravedad en cualquier
elemento de volumen en la linea de flujo del fluido. EI término pgh se conoce
con el nombre de presién hidraulica y la expresion ¥ pu? se denomina presion

dindmica®s.

1.5.8 Efecto de las fuerzas hidrodinamicas sobre la cinética

de unidn de receptor-ligando.

La adhesidon celular a menudo esta mediada por un pequefio nimero de enlaces
receptor-ligando, a veces incluso por un solo enlace. Como resultado de estos
pequefios numeros de enlaces, los eventos de unidon celular se vuelven
estocasticos. La presencia de fuerzas externas (como fuerzas hidrodinamicas)
durante la reaccién de unién complica ain mas la union (en términos de
estocasticidad). Esta naturaleza probabilistica multifacética de la union receptor-
ligando ha estimulado las maneras de dilucidar estos efectos estocasticos a través

de modelos matematicos y de la experimentacion®?. Bells® ugiri6 una relacion
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entre la tasa de disociacion de la union y la reaccién de la fuerza de desalojo

Ccomo Se muestra a continiacion:
Ecuacion.1.15 K;(f) = KSexp[(af /K, T)P]

donde K es la tasa de disociacion en ausencia de una fuerza externa, a define el
estado de enlace, f es la fuerza de desalojo, y K, y T son la constante de
Boltzmann y la temperatura, respectivamente. Se han dedicado muchos estudios
experimentales a probar la validez del modelo de Bell y una variedad de
investigaciones numeéricas han implementado el modelo en sus soluciones®. Por
ejemplo, utilizando una bicapa lipidica en un canal confinado, utilizando un
fluido que contenia neutrdfilos®. La bicapa estaba formada por lipidos y
enlazados con P-selectina (a una densidad de 1 a 15 por um?). Lograron validar
las tasas de disociacion a varias fuerzas de traccion para comprender mejor la
biofisica del rodamiento celular e investigar el desprendimiento de neutréfilos
en flujo cortante (3,5 s7') y sin esfuerzo de traccion (1 s™') para definir
parametros cinéticos. Sus datos experimentales coincidieron con la ecuacion
propuesto por el modelo de Bell, y pudieron calcular la distancia del enlace de
0,05 nm.

Fabricacion de dispositivos de microfluidica

Hoy en dia, la microfluidica y las microtecnologias han surgido como poderosas
herramientas para recrear los microambientes para el desarrollo y anélisis
celular. Hay diferentes técnicas de fabricacion para generar los dispositivos de
microfluidica, y cada técnica ofrece diferentes ventajas y desventajas.
Histéricamente, la técnica mas utilizada para fabricar microdispositivos en
aplicaciones celulares hasido la litografia®. Dado que esta técnica se ha utilizado
para fabricar los microdispositivos utilizados en esta tesis, la técnica sera
explicada brevemente. Una fotoresina se expone a una longitud de onda
especifica (por ejemplo, luz ultravioleta) siguiendo un patron espacial definido
por una mascara. En fotoresinas negativas (por ejemplo, SU-8), la luz expuesta
regiones polimerizan, mientras que las regiones no expuestas se eliminan

utilizando diferentes disolventes. En fotoresinas positivas, las regiones no
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expuestas polimerizan, mientras que las expuestas se eliminan. La utilizacion de
fotoresinas, demanda la utilizacion de salas limpias, impidiendo la accesibilidad
a esta tecnologia. Por otro lado, En el capitulo 2 se detalla el protocolo utilizado
de un fotopolimero que es utilizado ampliamente en esta tesis. Tradicionalmente,
la estructura de la fotorresina se utiliza como plantilla 0 moldes para fabricar los
microdispositivos, basados en PDMS. El PDMS se vierte sobre la fotorresina y
después de la polimerizacién del PDMS las estructuras se desprenden. La
estructura final basada en PDMS se adhiere a un cubreobjetos de vidrio por
medio de un tratamiento de plasma (los detalles del protocolo utilizado en esta
tesis se muestran en el capitulo 2). ElI PDMS exhibe varias ventajas para las
aplicaciones de cultivo celular: 1) es biocompatible; 2) alta permeabilidad
permite el intercambio de gas oxigeno/CO2 en incubadoras; 3) su
comportamiento elastico permite deformaciones mecanicas; y 4) su costo

relativamente bajo permite la produccion de microdispositivos®’.
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1.8. Suplementario S1

Resolviendo Navier-Stokes para un microcanal cuadrado sin condiciones de

borde por la fuerza de cizalla en las paredes, donde se describe el perfil de

velocidad:
y
cosh|nm=
Y =1,3,.. % 1- #‘7‘) sin (nn%)
480Q cosh (nnz—h)
Ux(Y: Z) = 3
m>hw 1-Y*=1,3 192h tanh (nnl)
n - ) ) llllnSnSW Zh

Donde Q es el caudal volumétrico, h y w son la altura y el ancho del canal.
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Capitulo 11

Molde de resina epoxica y dispositivos
de microfluidica de PDMS mediante
una placa de un fotopolimero de

Impresion flexografica.
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Resumen.

La placa de impresion de fotopolimero flexografico es un material fotopolimérico
nuevo utilizado para la fabricacion de microdispositivos. Este trabajo demuestra
que el molde maestro de fotopolimero flexografico puede ser utilizado para la
fabricacion de microdispositivos de PDMS a través de un proceso de manufactura
multipasos. Esta metodologia abarca tres pasos principales de fabricacion: (1) se
genera un molde de placa de impresion de fotopolimero flexografico (Fmold)
mediante exposicion a luz UV a través de una filmina transparente, (2) las
estructuras del molde de fotopolimero se transfieren al molde de resina epoxica y
(3) se fabrica el microdispositivo a partir del molde de resina epoxica. La
caracterizacién de los microdispositivos de PDMS fabricados fue realizada
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y perfilometria. Los resultados
mostraron alta precision en la replicacion de los perfiles. La metodologia descrita
en este trabajo provee una estrategia facil, robusta y de bajo costo que facilita el

escalamiento de los dispositivos de microfluidica sin requerir equipo sofisticado.

Introduccion.

La técnica de flexografia es un proceso de impresion muy extendido que se ha
utilizado en varios sustratos como paquetes de alimentos, periddicos, insertos,
papel de regalo, papel tapiz, catalogos, entre otros 2. En los Gltimos afios, esta
técnica se ha empleado para producir varias estructuras en relieve para sistemas de
fluidos en papel®, dispositivos electronicos como electrodos®, condensadores®,
sensores® y transistores’. Los procesos involucrados son; el uso de impresion
grafica convencional, tintas funcionales, sustratos como vidrio, papel, pelicula
PET, placa de impresion flexografica de fotopolimero entre otros®®. Como
resultado, una variedad de patrones con escala micrométrica se puede obtener con
una resolucion y espesor uniforme. Las mejoras logradas con esta técnica han
llevado a un alto rendimiento y a un disefio de dispositivos complejos con una
amplia variedad de aplicaciones en diferentes campos®°. La metodologia de uso de
la tecnologia flexogréfica para la fabricacion de los dispositivos de microfluidica
la metodologia se ha desarrollado y caracterizado recientemente previamente por

los autores'?. Tiene muchas ventajas sobre métodos no tradicionales como la
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ablacién con laser de CO2, estampado en caliente!?, sello de acero inoxidable®3,
toner 4, moldeado liquido®%, bloques de construccién'’, ablacion laser'®,
hinchamiento laser'®, semicontacto escritura®®, impresion 3D?1?? y molde de
cera?. Las principales ventajas de los moldes flexograficos son: (i) fabricacion de
moldes en poco tiempo, (ii) el fendmeno de laminacion debido a las estructuras del
molde de fotopolimero forma un solo elemento que esta ausente, (iii) bajo costo,
(iv) moldes multiples con una variedad de dimensiones (altura, ancho, largo)
podrian fabricarse, (v) replicacién de alto rendimiento, (vi) ancho minimo del canal
de 10 um y (vii) baja rugosidad superficial de las estructuras'®. En los trabajos
anteriores, a pesar de todas las ventajas mencionadas del Pliegues, su vida til se
limitaba al desprendimiento de la capa de SiO:2 causado por el proceso de
replicacion. Adicionalmente, para la fabricacion es necesario un equipo de
deposicion de vapor quimico (CVD) para los moldes. En este trabajo, una
metodologia alternativa para fabricar microdispositivos PDMS fue desarrollado,
combinando la técnica Fmold con el método ERmold. La nueva metodologia
ofrece moldes duraderos que no requieren la deposicion de SiO2 como la
metodologia informada anteriormente y, por tanto, su durabilidad es mucho mayor.
Ademas, la fabricacion ERmold no requiere equipo CVD, por lo que este molde se
puede utilizar ampliamente en cualquier laboratorio sin necesidad de adquirir
costosos equipos. Finalmente, los moldes resultantes y las réplicas de PDMS
fueron caracterizados mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y

técnicas de perfilometria.

2.4. Materiales y métodos.

2.4.1 Fabricacion de dispositivos de microfluidica PDMS.

El proceso de fabricacion de los dispositivos de microfluidica de PDMS consta de
tres pasos principales: (1) fabricacion del molde maestro flexografico de
fotopolimero (Fmold), (2) fabricacion de un molde macho de resina epoxica
reutilizable (ERmold) utilizando el Fmold mediante copia de la réplica y (3)
transferencia del ERmold en PDMS. Este proceso se resume esquematicamente en
figura 2.1. El Molde maestro flexografico de fotopolimero (Fmold): El
fotopolimero Flexcel NX y la capa térmica de imagen (TIL) utilizadas en la

fabricacion de los moldes fueron suministrados por Eastman Kodak?*. Los pasos
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de fabricacion del Fmold se han descrito en un trabajo anterior'®. Brevemente, la
red de microcanales se disefid con un paquete informatico editor de disefio?® este

disefio fue transferido al TIL con una fuente de laser infrarrojo de 2400 ppi.

" RESINA .
> EPOXICA . /'/

PDMS

" Fmold ERmold B PDMS VIDRIO

Figura. 2.1. Fabricacién del microdispositivo de PDMS. (a) Molde maestro del
fotopolimérico flexografico (Fmold). (b, ¢) La resina epoxica se cuela sobre el
molde F y se cura a 25 °C. (d, €) Después de 72 h, se despega el molde ER para
formar el molde macho. (f, g) El PDMS se vierte sobre el ERmold y se curaa 40 °
C durante la noche. (h) Se despega la réplica de PDMS. (i) Se perforan los puertos
de entra y salida para las conexiones y luego la réplica se une irreversiblemente a

un portaobjetos de vidrio por exposicion al plasma.

En el siguiente paso, se expuso la placa de fotopolimero a la luz UVA a 0.45 J en
el reverso y luego en el anverso se expuso a luz UVA a 19 J durante 360 s, después
se elimino el TIL. Se utilizaron diferentes periodos de exposicion a los rayos UVA
en el reverso para controlar la altura de los microcanales. Posteriormente, la placa

de fotopolimero se lavé con disolvente PROSOL N-1 (suministrado por Eastman
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Kodak) a 360 mm.mint y se secé en estufa durante 30 min a 50 ° C. Finalmente,
la placa de fotopolimero se expuso a luz UVC a 10 J durante 17 miny luz UVA a
4 J durante 2 min en la parte frontal. Este molde fue codificado como Fmold. Antes
de su uso, el Fmold se coloco en una estufa a100 °C por 12 h y luego se tratd en
una cdmara de vacio por 1h. a 25 °C, seguido de un proceso de limpieza en solucion
de etanol al 70% en bafio ultrasonico por 7 min, secado a 40 °C por 10 min y con
nitrégeno. EI molde de resina epdoxica (ERmold): disponible comercialmente y un
agente de curado (Cristal-Tack, Novarchem - Argentina) se mezclaron con
agitacion manual durante 3 minutos en una proporcidn en peso de 2:1 y se trataron
con un sonicador (TESTLAB Ultrasonic Cleaner) durante 7 min para eliminar las
burbujas de aire. Luego, la mezcla se vertio sobre el molde Fmold y se curé a
temperatura ambiente durante 72 h. Después del curado, el molde de resina epoxica
se despegd del molde Fmold para formar el molde macho (Figura. 2.1d), este
molde se conoce como ERmold.

Microdispositivo PDMS: Brevemente, el PDMS se mezcl6 con el agente de curado
en una proporcién en peso de 10:1 (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit), como fue
descrito por Pefiaherrera et al.?® Luego, la mezcla se coloco al vacio durante 30
min para eliminar las burbujas de aire, se vertié en el Ermold y se cur6 en una
estufa a 40 ° C durante la noche (Figura. 2.1f, 2.1 g). Después del curado, la réplica
de PDMS se despeg6 del molde y se perforaron los orificios para las entradas y
salidas de los canales de 1 mm de didmetro. (Integra Miltex®Ted Pella, Inc).
Finalmente, la réplica se unié de forma irreversible a una oblea de vidrio después
de la exposicion a un generador de alta frecuencia (BD-10AS, Chicago) durante
120 s.

2.4.2 Caracterizacion.

La caracterizacion morfologica de los Fmolds, ERmolds y las replicas de PDMS
se llevd a cabo utilizando un microscopio electrénico de barrido (TESCAN FEG
SEM MIRABJ). Para evitar dafio de las muestras, las mediciones SEM se realizaron
a voltajes de 7 kV. Previamente, los moldes fueron metalizados con una capa de
oro de 20 nm. Las mediciones cuantitativas se realizaron con el paquete
informatico MIRA TC version 4.2.24.0. Las medidas de perfilometria fueron
realizado con el perfilometro Dektak XT de Bruker, y el analisis se llevo a cabo

utilizando el paquete informatico Vision 64. Se realizaron exploraciones lineales
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con una punta de radio de 25 um, a una velocidad de escaneo de 10 ums™ y a una
frecuencia de muestreo de 0,01 Hzmm™. Antes de la caracterizacion, los moldes

estuvieron en una estufa a 40 ° C durante 1 h.

2.5. Resultados y discusion.

2.5.1 Replicacion de caracteristicas.

La figura 2.2 muestra imagenes de SEM de PDMS réplicas con diferentes
topologias, estructuras y dimensiones. Caracteristicas: circular, curvas,
serpenteante, cuadrado, diagonal y lineal y sin canales lineales, con dimensiones
de ancho que van desde 80 pum hasta 2200 pum. La replicacion exitosa de las
topologias microfluidicas en Fmold y ERmold demuestran que la metodologia

desarrollada permite obtener réplicas de PDMS a través de la plancha de impresion

flexografica del fotopolimero.

Figura. 2.2 Imégenes SEM de topologias de canales de microfluidica PDMS

moldeados a partir de ERmold. Replicas de topologias microfluidicas que van
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desde patrones lineales y curvos: A: circular, B: serpentina, C: diagonal, D: curvo,

E: cuadrado, F: interseccion lineal. (barra de escala: 100 pm).

Tabla 2.1. Fidelidad de la replicacién de Fmold/ERmold. Profundidad, altura y

ancho medidos en el microcanal después de cada réplica.

Disefio por L-edit

., ERmold- ERmold- ERmold-
Seccion paquete Fmold
. " 1 2 3
informatico
Altura/Profundidad (pm),
—————————————— 144+16 141+16 143+22 143+1.6
Ancho(pm)y
A 500 518+25 505+05 503+34 507+79
B 400 411+05 395+21 395+31 392+11
C 70 83+05 75+42 78+24 7942

a Las medidas de altura y profundidad se determinaron mediante la técnica de perfilometria (n = 6).

b Las medidas de ancho se determinaron mediante la técnica SEM (n = 3).

2.5.2 Fidelidad de la replicacion de Fmold/ERmold vy

durabilidad de Fmold.

La fidelidad de replicacion de Fmold al ERmold fue evaluada comparando las
dimensiones caracteristicas de los moldes. Para ello, un dispositivo microfluidico
generador de gotas de emulsion Unica de enfoque de flujo fue disefiado. Se
utilizaron medidas de perfilometria e imagenes de SEM para determinar las
dimensiones de profundidad, altura y ancho. Ademas, la estabilidad y durabilidad
del Fmold se evaluaron comparando tres réplicas de ERmold obtenidas del mismo
Fmold. La figura 2.3 muestra las imagenes SEM de tres secciones de interés en el
Fmold y la primera, segunda y tercera réplicas de ERmold. Las regiones
seleccionadas se componen de una union en T (seccion A), curva (seccion B) e
interseccion lineal (seccion C) que corresponden a segmentos del microcanal. La
Tabla 1 enumera las dimensiones de altura, profundidad y ancho del Fmold con
respecto a las réplicas de ERmold en las secciones A, B y C. La dimension del
ancho del ERmold fue obtenido por SEM, donde se aprecia una ligera contraccién
(<10%) en comparacion con Fmold. Ademas, el analisis de perfilometria muestra

que las dimensiones de las réplicas en la altura y profundidad tanto en el Fmold
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como en ERmold estdn muy cerca (144 pum), se observa una pequefia contraccion
(<3%). Los resultados demostraron que Fmold es un molde reutilizable que
permite obtener ERmolds con éxito. En cuanto a la comparacién entre el ancho del
canal del Fmold y el disefiado por el paquete informéatico L-edit, se observan
algunas diferencias. El ancho del canal dibujado es de 500 pm, 400 um y 70 pm
en las secciones A, B y C, respectivamente. Sin embargo, los anchos de canal en
estas secciones es 18, 11y 13 pm mas alto que el disefiado utilizando por el paquete
informéatico. Esto puede deberse al proceso de obtencion de imégenes de las
microestructuras en el TIL, ya que el laser tiene un didmetro de 10,5 um. En
consecuencia, las medidas finales del ancho de canal obtenidas en el TIL son més
grandes que los dibujados por el paquete informatico.

ERmold-1

ERmold-2

ERmold-3

~
=
~

Figura. 2.3. Precision en las caracteristicas de Fmold a ERmold. (a) Imagenes SEM
de secciones seleccionadas del Fmold fabricado (fila azul), ERmold-1 (fila verde),
ERmold-2 (fila verde) y ERmold-3 (fila verde). Seccion A: Union en T, seccion B:
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curva, seccién C: segmentos la interseccion del canal lineal. (b) Enfoque en el
disefio de dispositivo microfluidico donde se generan las gotas de doble emulsién.

(Barra de escala: 200 pum).

2.5.3 Fidelidad de replicacion ERmold / PDMS y durabilidad
ERmold.

La Tabla 2.2 muestra las medidas de SEM y perfilometria de las dimensiones del
canal para el Fmold y el ERmold, ademas se detallan la primera, quinta y décima
réplicas de PDMS de un dispositivo microfluidico que genera gotas de doble
emulsion. Se puede apreciar que las dimensiones del canal (ancho, alto,
profundidad) varian en menos del 10%, lo que demuestra que el PDMS puede
replicar con alta fidelidad. La figura 2.4 muestra las imagenes de SEM de las tres
secciones de las réplicas de PDMS; primera, quinta y décima. La geometria del
microcanal no cambio durante los multiples pasos. A partir de estos resultados, se
demostrd que las caracteristicas de transferencia del ERmold al PDMS son
precisas. Adicionalmente, se determiné la estabilidad y durabilidad del ERmold.
Los resultados evidencian que el ERmold puede emplearse en maltiples veces para
obtener réplicas de PDMS. Por otro lado, la precision es comparable a las
tolerancias fotolitograficas tipicas (10%)?, haciendo que la metodologia propuesta
sea candidato ideal para la fabricacién de dispositivos microfluidicos con
diferentes propositos ya que los microcanales poseen dimensiones relevantes para
una amplia gama de aplicaciones. Ademas, se demostré la reutilizacion y
durabilidad del ERmold; la resina epoxica comercial seleccionada genera moldes
maestros que se pueden utilizar para obtener réplicas de PDMS con un minimo

cambios en las dimensiones y de las caracteristicas.

UTN, Carrera Doctorado en Ingenieria, mencion Materiales 36



Tesis doctoral Gustavo Ivan Rosero Yanez. Capitulo 11

Tabla 2.2

Replicacién de ERmold/PDMS. Medida de la profundidad, ancho y alto del
microcanal después del proceso de desmolde.

Seccién Disefio por L-edit Fmold ERmold PDMS-1 PDMS-5 PDMS-10
Altura/
Profundidad
(pm)a
- - 227+16 227+23 246+19 230+26 229%3.6
Ancho(pm)b
A 2100 2118 +4.6 2112+6.0 2085+23 2098+5.6 2104+9.8
C 70 85+1.2 86 + 0.6 83+ 0.6 86 +2.5 85+ 2.3

a Las medidas de altura y profundidad se determinaron mediante la técnica de perfilometria (n = 6).
b Las medidas de ancho se determinaron mediante la técnica SEM (n = 3).
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Figura. 2.4. Precision en la copia de caracteristicas de ERmold a réplica de PDMS.
(@) Iméagenes SEM de secciones seleccionadas de las réplicas de PDMS. (b)
Enfoque en el sitio de emulsion del dispositivo de microfluidica generador de

gotas. (Barra de escala: 1000 um).

Conclusiones.

Para una variedad de areas de investigacion, un aspecto critico es seleccionar una
metodologia para construir moldes para fabricar microdispositivos PDMS.
Demostramos que ERMold podria considerarse una buena opcion para obtener
réplicas de PDMS con distintas topologias. Sorprendentemente, el enfoque
metodologico propuesto aqui permite fabricar moldes reutilizables con alta
capacidad de replicacidn y que contienen estructuras que van desde micrones hasta
milimetros. La funcionalidad y versatilidad de la metodologia ha demostrado con

éxito la fabricacion de varias topologias.
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Capitulo 111

Caracterizacion del proceso de
fabricacion de microporos sobre
sustrato de silicio por metodo

electroquimico.
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Resumen.

Para poder realizar el sensado de células y continuar con los objetivos planteados,
en el presente capitulo, se estudio el proceso de fabricacion de una serie de
microporos sobre obleas de silicio cristalino mediante la técnica del grabado
himedo. Se evalud la incidencia de distintos factores como el voltaje, la
temperatura y el agente de frenado sobre las caracteristicas especificas de la
formacion. A partir de los datos obtenidos de la evolucion de las corrientes fue
posible estandarizar el proceso y determinar el momento de formacion del poro, lo
cual es esencial en cuanto a la disponibilidad de un método compatible con las
exigencias de la industria. Finalmente, se concluy6 que la fabricacion de poros en
forma controlada, las condiciones dptimas corresponden a una temperatura de 84
°C, HCI como agente de frenado y voltajes de 0,1V, 0,5V y 1V respectivamente.
Los resultados encontrados son de gran importancia en los campos de la medicina

y la biologia en relacion con la utilidad de los poros como dispositivos de sensado.

Introduccion.

Durante la dltima decada las investigaciones en las areas de la nanotecnologia y la
nanobiotecnologia han motivado al desarrollo de dispositivos con tamafios en el
orden de los nanémetros. Actualmente, uno de los grandes intereses se centra en la
fabricacion de microporos y nanoporos que permitan el sensado de células y
moleculas como nucledtidos, enantiomeros, polimeros como PEG
(polietilenglicol), RNA, DNA vy polipéptidos. Esta linea de investigacion
representa perspectivas positivas en cuanto a la secuenciacion de ADN de tercera
generacion y el diagnéstico médicol. Entre los métodos que reporta la literatura
para la fabricacion de poros se encuentran metodologias que hacen uso de la
microscopia electronica®®, métodos de grabado quimico’® y métodos
electroquimicos®?*2. La fabricacion de nanoporos mediante técnicas de microscopia
electronica resulta ser muy util y permite tener un control adecuado con relacion al
tamafio y localizacion del poro. No obstante, estas tecnologias son costosas y
producen poros de alta fragilidad que presentan complicaciones al momento de
adaptarlos a las exigencias masivas de la industria médica y biologica, asi como a

los sucesivos traslados y manipulaciones de los que deberan ser objeto. En cuanto
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al método electroquimico, este consiste en la aplicacion de un voltaje durante el
proceso de grabado quimico controlado, seguido de una neutralizacion mediada
por un agente de frenado. Entre las ventajas de los poros obtenidos mediante la
técnica se destacan: alta resistencia, geometria controlada, estabilidad, y control en
los tamarfios® 1. Ademas, la fabricacion puede llevarse a cabo en un laboratorio sin
instalaciones costosas. Para la fabricacion de poros mediante el método
electroquimico se usan generalmente sustratos de silicio cristalino. Dicho material
se expone localmente a un agente como &cido fluorhidrico, hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio (KOH), hidroxido de tetra-metil amonio, entre otros, agentes
que lo corroen quimicamente. El grabado quimico con KOH ha sido especialmente
estudiado debido a su bajo costo, alta relacion de ataque (100) / (111), su naturaleza
no téxica y su facilidad de manipulacién en laboratorio”*4. Durante el proceso, los
atomos de silicio son arrancados de la estructura cristalina al entrar en contacto con
los hidrdxidos presentes en el medio. De esta manera, cuando se expone al ataque
quimico una region acotada sobre la superficie del material, se genera un cambio
de caracteristicas anisétropas con relacion a la reaccién sobre cada plano cristalino.
En particular, para el plano <111> se registran velocidades menores en
comparacion con el plano < 100 > 5, De este modo, el ataque quimico del sustrato
resulta en una pirdmide de base cuadrada de unos 54.74° de inclinacion®®. Sobre la
base de las caracteristicas particulares del método electroquimico, este trabajo de
tesis presentara la caracterizacion de la fabricacién de microporos bajo diferentes
condiciones de control. Los resultados del proceso se muestran teniendo en cuenta
la incidencia de los siguientes parametros en cuestiones especificas de la
formacion; a) potencial (0.1, 0.5 y 1V), b), agente de frenado (&cido clorhidrico,
acido formico) y c¢) temperatura (65 °C y 84 °C). A partir del estudio de cada uno
de los parametros mencionados es posible obtener las condiciones Optimas del
proceso y al mismo tiempo extrapolar el procedimiento para la fabricacion de
nanoporos. Cabe resaltar que hasta el momento no se ha reportado la
caracterizacion del proceso de formacién de poros bajo las condiciones

establecidas en este trabajo.
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3.3. Materiales y métodos.

Para la fabricacion de los poros se utilizaron obleas de silicio cristalino de 520 um
de espesor (Virginia Semiconductor In.) orientadas segun el plano < 100 > de la
estructura cristalografica. Las obleas de silicio fueron recubiertas por una capa de
200 nm de nitruro de silicio (SisN4) mediante el método de deposicion quimica por
vapor asistida por plasma (PACVD) a 600 °C. Como primera etapa del proceso, se
llevé a cabo la remocion localizada de SisN4 por medio de ablacion laser de
ventanas cuadradas convenientemente localizadas sobre la superficie de la oblea.
El recubrimiento de SisNa, resistente al grabado himedo, posibilita la localizacion
precisa de la zona de ataque, y en consecuencia el control de la posicion del poro
resultante (Figura 3.1) 8. En la segunda etapa se lleva a cabo un proceso de grabado
humedo rapido con una solucién acuosa de KOH (agq) 7M a 80°C sobre ambos
lados de la oblea, que finaliza cuando la separacion minima entre los hemisferios

se encuentra en el orden de 100 y 200 um (figura 3.1).

1. Oblea de silicio

2. Deposito de SizN4

3. Remocion localizada, via laser

4. Grabado Himedo (KOH 7M)

Figura. 3.1. llustracion esquemaética de las etapas iniciales del proceso de
formacion de poros. 1.1) Oblea de silicio, 1.2) Oblea de silicio con deposicion de
nitruro de silicio, 1.3) Remocién localizada de nitruro de silicio y 1.4) grabado
himedo con KOH 7M.

Posteriormente, se realiza un segundo ataque quimico en presencia de potencial y

temperatura, que culmina con la apertura del poro y el mecanismo de frenado
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autocontrolado por la neutralizacion de los reactivos. Para ello, como se puede ver
en la figura 3.2 se utiliza una celda en la que se ubica en un lado una solucion de
KOH 4 My en el otro lado el agente de frenado (HCI 12 M y HCOOH 30 M segun
corresponda). En cada compartimiento se introduce un electrodo de platino el cual
se conecta a con un dispositivo Keithley 2612b Single and dual channel scalable
sourcing and measurement (Keithley Instruments), que entrega el voltaje indicado
y es capaz de discriminar corrientes del orden de los 0,1 pA y tensiones de hasta
0,1 pV. El mismo se controla por medio de conexion USB con el software Test
Script Builder (TSB), como se ve en la figura 3.2. Para tomar mediciones de
corriente en el tiempo con una frecuencia de 0,1Hz. En esta etapa el encuentro de
ambas piramides inve