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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo el desarrollo de un protocolo de fabricacién de chips
microfluidicos en PMMA y PDMS por fresado CNC, una técnica de manufactura sustracti-
va que ademads de permitir el prototipado ultra rapido ha mostrado ser compatible con la
produccién a escala (300-2000 piezas/mes) de dichos componentes. El protocolo desarro-
llado para la fabricacién de chips de PDMS consiste en el maquinado de un micro molde
en PMMA que se replica por litografia suave en PDMS, esta réplica es sellada sobre vidrio,
resultando asi un circuito de microcanales cerrados. En PMMA la fabricacién es directa, los
microcanales se maquinan sobre el plastico que luego se sella sobre un sustrato plano del
mismo material empleando etanol, presién y temperatura.

En el capitulo uno se presenta la microfluidica y la tecnologia Lab-On-Chip como alter-
nativa a los protocolos tradicionales para manejo de liquidos en investigacién biomédica.
Debido a que las ventajas de la microfluidica provienen de la reduccién de la escala y el do-
minio de las fenémenos que dependen del drea superficial sobre el volumen, es critico para
este proyecto caracterizar la rugosidad de las estructuras producidas asi como su tamario.

En el capitulo dos se describe el proceso de fabricacion de los dispositivos Lab-On-Chip
y se hace énfasis en el fresado CNC como alternativa a la fotolitografia para la manufactura
de chips microfluidicos en PMMA y PDMS, los dos polimeros més usados en microfluidica.
El capitulo tres comprende el desarrollo y los resultados de este trabajo.

Para optimizar la rugosidad y disminuir el tiempo de maquinado de los moldes y los
microcanales, se caracterizaron dichas variables en términos de los parametros de corte; se
determiné que la rugosidad depende del didmetro de la fresadora, la velocidad de giro y
la velocidad de desplazamiento; se encontré que controlando estos pardmetros es posible
obtener una superficie de rugosidad inferior a los 80 nm.

La caracterizacién de la resolucién y exactitud del proceso de fresado se realiz6 ma-
quinando pilares de seccién transversal cuadrada cuyo lado se vari6é de 1mm a 10um. Se
encontré una relacién lineal y un desplazamiento de 30um entre las dimensiones disefiadas
y las dimensiones maquinadas.

Para los chips en PDMS, se mostré que la litografia suave es compatible con micromol-
des de PMMA y cémo al tratarlos con solvente en forma de vapor se puede disminuir su
rugosidad y mejorar el sellado de los microcanales.

La parte més delicada de la fabricacion en PMMA es el sellado de los microcanales.
Para este proceso, se encontraron los pardmetros de presién, solvente y temperatura para
producir chips sellados adecuadamente; se encontré que un punto critico de esta etapa es
no usar PMMA producido por extrusion.

Finalmente, se discute el atractivo y la importancia del desarrollo de estos protocolos,
con respecto a las necesidades de un laboratorio como en el que se llevé a cabo esta inves-
tigacion. Ademads, se presenta una aplicaciéon de sumo interés donde se utilizaron los chips
fabricados por estas vias.
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Introduccion

La salud es un privilegio del que no todos los ciudadanos gozan. En la tdltima déca-
da, a nivel global, se han alcanzado importantes logros tales como el suministro masivo de
vacunas, la mejora de la salud maternoinfantil, la casi erradicacion de la poliomielitis, una
disminucién del 50 % en la tasa de mortalidad por VIH y una reduccién del 11 % en el ries-
go de mortalidad por céncer especifico de cada edad [1]. Este progreso, por desgracia, no
ha sido homogéneo para paises desarrollados y para aquellos en desarrollo. A nivel nacio-
nal el contraste entre la Ciudad de México y, por ejemplo, municipios del sur-este del pais
puede ser abismal. Mientras en la capital los ciudadanos tenemos acceso a instituciones de
primer mundo como el INER, el 25 % de los hogares del pais no cuentan con acceso al agua
potable[2].

El nivel de desarrollo de un pais y la salud de la cual gozan sus ciudadanos son factores
interdependientes y por tanto la pobreza es uno de los factores principales que impiden la
mejora en las condiciones de salud de una comunidad. En paises como México, el empleo de
examenes rutinarios para el diagnéstico de enfermedades o déficits orgédnicos son de recien-
te implementacién (el sistema Medibus de la CDMX, por ejemplo). Mds atin, los protocolos
para implementar tales pruebas no son universales pues dependen en gran medida de la
localidad en la que se llevan a cabo, o simplemente son propuestas poco ambiciosas para
la magnitud de los problemas que se desean atacar. Una de las principales causas de éste
retraso, en términos de salud, es el nulo acceso a mucha de la tecnologia de diagnéstico.

No es de sorprenderse. Tales estrategias, como la citometria de flujo o los ensayos de in-
munoabsorcién ligado a enzimas, fueron concebidas para realizarse en laboratorios: entor-
nos limpios, almacenaje de reactivos refrigerados, abasto confiable y a tiempo de reactivos y
consumibles, electricidad estable, sin mencionar el personal altamente entrenado para todas
éstas técnicas. Surge asi, como reto tecnolégico, el desarrollo de herramientas de diagnéstico
Optimas para su uso en entornos de medianos y bajos recursos. Estos métodos deberan de
ser rapidos, faciles de usar, baratos, ficilmente interpretables, de facil transportaciéon y
lo suficientemente robustos para soportar condiciones ambientales extremas[3]. En otros
casos, incluso se debe poder asegurar que tanto el médico como el paciente puedan dar
seguimiento inmediato a su historial clinico de forma inmediata, lo que facilitara la imple-
mentacién de una terapia para el paciente de forma oportuna y personalizada. La salud
publica a nivel mundial se encuentra sumamente obstaculizada por la no existencia de tales
herramientas de diagnéstico [3].

La microfluidica tiene el poder de resolver la carencia de dicha tecnologia [4]. Esta técni-
ca ha despertado un alto interés en la investigacién biomédica, en particular en la forma en
la que se hace diagnostico y deteccién de enfermedades. Este interés tiene como origen dos
bondades inherentes a ella: la posibilidad de usar bajos voliimenes de muestras y reactivos
(1077 — 10718L) y los efectos fisicos consecuencia de la microescala. Mas atin, los sistemas
microfluidicos permiten la miniaturizacién e integracién de procesos complejos, lo que faci-
litard el acceso de los sectores con més retraso a las herramientas sofisticadas de diagnéstico
actualmente sélo accesibles a un grupo reducido. El uso 6éptimo de estas bondades permiti-
ra a investigadores, industria y especialistas de la salud, el desarrollo de soluciones de bajo
costo, precisas, confiables y robustas que tendrdn un impacto directo en la sociedad [3].



2 Indice de tablas

Este trabajo tiene como objetivo el desarrollo de un protocolo de fabricacién de dis-
positivos microfluidicos para su uso en investigacién biomédica. En el capitulo dos, se
presentan los fenémenos fisicos que dominan a micro escala y cémo su control contribuye
directamente a las bondades de la microfluidica; a continuacion se muestran las técnicas de
fabricacién comtinmente usadas para la produccién de estos dispositivos y se hace énfasis
en el microfresado CNC, una técnica de manufactura sustractiva que por sus beneficios, en-
tre ellos su costo, se eligi6 para este trabajo. En el capitulo cuatro se presentan los resultados
mas representativos de este proyecto y se discute de forma breve su contexto y alcances. A
manera de conclusién, en el capitulo 5 se hace una recapitulacién de lo desarrollado en el
texto, de los logros y el trabajo restante.

= Desarrollar un protocolo de operacién del equipo y maquinado de moldes y microca-
nales para fabricaciéon directa en PMMA e indirecta en PDMS.

» Caracterizacién de la rugosidad y la resolucién alcanzables en las micro estructuras.
= Desarrollo de un protocolo de réplicas en PDMS y su sellado en vidrio.

= Desarrollo de un protocolo de sellado para chips de PMMA.



Capitulo 1

Microfluidica, Dispositivos
Lab-On-Chip y Point-of-Care

Un chip microfluidico (dispositivo) es una red interconectada de microcanales y reser-
vorios, cuya dimension caracteristica se encuentra en el intervalo que va de unas cuantas
micras a cientos de ellas (10~%m — 10~%m), cuyo objetivo es el control de cantidades peque-
fas de liquidos( ;L - pL). Cuando en esta clase de dispositivos se integran funciones propias
de un laboratorio, tales como anélisis quimico, manejo de células, secuenciacién celular, sin-
tesis de farmacos 6 diagnostico médico se les conoce como Lab-On-Chip (Laboratorio en un
chip).

1.1. Dispositivos Lab-On-Chip

Los dispositivos Lab-on-chip son la consecuencia tecnolégica natural de la microfluidi-
ca. Dicha teoria, descrita en este capitulo, permite que protocolos usualmente complejos y
tardados se lleven a cabo en un solo dispositivo que no sélo es de menor costo si no que
presenta las ventajas (y desventajas) inherentes de la microescala. Gracias a este comporta-
miento inusual (para nosotros, humanos macroscépicos) del microflujo y de los fenémenos
de transporte, la microfluidica permite procesos que antes no eran posibles o que eran im-
précticos de realizar con herramientas macroscépicas.

En los tltimos 10 afios, el gran interés que ha despertado ésta técnica ha llevado al desa-
rrollo de un sinntimero de procesos de fabricacion que han permitido la integracion de ana-
lisis quimicos complejos y ensayos biolégicos. Esta nueva filosofia Lab-On-Chip (LoC) re-
presenta un cambio de paradigma en la forma en que se hace diagndstico en investigacién
bioquimica[5]. En contraste con laboratorios convencionales con personal especializado en
el que se utilizan varios mililitros de reactivos, equipos especializados para mezclar (o se-
parar) una sustancia, calentarla, concentrarla y analizarla, en un Lab-On-Chip esos procesos
son realizados de manera automatica y reproducible por actuadores, microcanales, vélvulas,
calentadores, sensores y electrénica de lectura y control. En su estado tltimo un dispositivo
LOC incluye todos los procesos, reactivos y componentes necesarios en un chip o una tarjeta
desechable capaz de proporcionar una lectura a partir de una muestra cruda (ver figura 1.1).
Usando esta aproximacién, de integracién y miniaturizacién, se han mostrado dispositivos
microfluidicos que han logran reducir laboratorios de 10m? a 20cm?[6], al mismo tiempo, la
reduccién de escala trae consigo consecuencias clave para el proceso[7]:

= Costo reducido: Un chip requiere de menor capital inicial de inversién y reduce signi-
ficativamente el volumen de los materiales que pueden llegar a ser muy costosos.

= Mejor rendimiento: Mejor precision y mayor rapidez gracias a la posibilidad de reali-
zar procesos simultdneos de forma automatizada.
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FIGURA 1.1: Composicién esquematica de un dispositivo Lab-On-Chip.

= Manejo més seguro de materiales peligrosos.

= Paralelizacién masiva gracias al tamafio reducido de cada dispositivo.

En un Lab-On-Chip el control de un fluido puede lograrse mediante distintos meca-
nismos tales como una diferencia de presion, capilaridad, fuerza centrifuga, fuerzas elec-
trocinéticas y fuerzas actsticas. Esto ha llevado a una clasificaciéon del sinntimero de LoC
reportados segiin su mecanismo de actuacién. Al momento de disefiar un chip microflui-
dico debe elegirse cuidadosamente un mecanismo de actuacién acorde a las exigencias y
contexto del objetivo que se persiga. La siguiente lista presenta los factores més importantes
que deben de evaluarse en la etapa de disefio y que en conjunto moldeardn un arquetipo
del dispositivo y determinaran el mecanismo de actuacién mds adecuado para una cierta
aplicacion.

= Portabilidad: Tamafio, consumo de energia y facilidad de manipulacién.

» Capacidad de andlisis: Nimero de muestras/ensayos que se pueden analizar /realizar
por unidad de tiempo.

= Costo de la instrumentacién requerida.
= Costo de los reactivos y desechables que se emplean en cada ensayo.
» Diversidad de ensayos que se pueden realizar.

= Resolucién maxima y limites de deteccién.

Los dos componentes que funcionan de forma conjunta al circuito microfluidico en un
LoC son la instrumentacién y la deteccién. La primera, ademds de encargarse del control de
los procesos dentro del circuito microfluidico, es responsable de proveer una interfaz entre
el usuario y la deteccién. Procesos en chip tales como la filtracién, lavado, inyeccién y mez-
cla de reactivos y purificacion, tipicamente estdn determinados por canales microfluidicos
de una forma especifica en la que el flujo esta sujeto a actuadores (vélvulas, calentadores,
bombas,etc.), sensores (de presion, temperatura, PH, etc.) y microcontroladores. En conjun-
to estos tres elementos controlan automaética y sincrénicamente el fluido dentro del chip, lo
que permite un proceso exitoso y reproducible (Figura 1.2).

El proceso muestra-lectura en un LOC culmina con la deteccién o medicién del proceso
de interés. De acuerdo con el mecanismo que se esté estudiando o empleando como na-
cleo de la deteccidn, existen distintos tipos de deteccién que se han demostrado feascibles
en este tipo de dispositivos. Las tecnologias de detecciéon mds comunes incluyen deteccién
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FIGURA 1.2: Ejemplo de un ensayo de electroforesis completamente integrado
en un dispositivo Lab-On-Chip[8], nétese la presencia de microcanales, elec-
trénica, calentadores, sensores de temperatura y control neumatico.
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Optica, electroquimica, magnética, impedométrica (conductancia o capacitancia), mecanica
o térmica. Cada uno de ellos con distintos grados de sensitividad, precision, facilidad de in-
tegracion y costo. Dos de los métodos que sobresalen de entre los demds por su sensibilidad
y facilidad de implementacion, respectivamente, son la deteccién 6ptica y eléctrica.

La facilidad de implementacién de la deteccion eléctrica tiene como origen la amplia ex-
periencia que se tiene gracias a la electrénica moderna en la medicién de sefiales eléctricas.
Corriente, capacitancia y conductancia son pardmetros que se pueden asociar, por ejemplo,
con el nimero de células que cruzan por un canal o la cantidad de moléculas presentes
que se oxidan en una reaccién, y que pueden ser medidos facilmente con un osciloscopio,
un microcontrolador o incluso un multimetro. Por otra parte, un obstdculo inherente a este
método es que requiere de la integracién de micro electrodos en la zona de interés. Aun-
que esto es un reto por si mismo, existen en la literatura multiples métodos para abortar
esta dificultad y que se suman a los ya bien conocidos por la microelectrénica de circuitos
integrados.

La deteccién 6ptica es ampliamente usada en aplicaciones donde se requiere una alta
sensitividad. La integracién de éste método de detecciéon en dispositivos LOC tiene como
origen el amplio uso de los marcadores fluorescentes y de absorcién en la biologia molecular
y celular. Sin embargo, la translaciéon de estos protocolos de deteccién a un chip requiere de
un paso extra (a menudo laborioso), en el que se afiade una molécula de propiedades 6pticas
bien conocidas para marcar los analitos de interés. Ademds de este paso, dicho método de
deteccién requiere de un sistema 6ptico compuesto de lentes, filtros, espejos y fotodetectores
que, aparte de ser voluminosos y delicados, tienen un costo elevado. Estas desventajas, no
obstante, estdn bien justificadas cuando la aplicacién que se persigue lo amerita, como por
ejemplo en la deteccién on-chip de moléculas individuales[9] o en la separacion de células
activada por fluorescencia[10].

La microfluidica, a través de la tecnologia Lab-On-Chip, estd destinada a revolucionar,
tal como lo hizo la microelectrénica, nuestra vida diaria y la sociedad. El uso de esta técnica
es hoy dia una herramienta que esta transformando el entendimiento actual de la biologia
y serd, al igual que la microscopia, un parteaguas en la historia de la ciencia. Ya que el
ntcleo de esta revolucion es el control de los fenémenos a microescala, es fundamental para
el futuro desarrollo de nuevos y mejores Lab-On-Chip el entendimiento de la dindmica de
fluidos en geometrias micrométricas.

1.2. Microhidrodindmica

Las ecuaciones que describen la conservacién de masa, momento y energia en un flui-
do son validas para los fenémenos que ocurren en todos los sistemas y dispositivos, sin
importar que sean a macro o microescala. En términos précticos, es decir, que persiguen al-
guna aplicacion, dichas ecuaciones son la mayor parte del tiempo sumamente dificiles de
resolver, por lo que es necesario restringir el problema a casos o situaciones especiales pa-
ra lograr avanzar hacia una solucién[7]. Sin embargo, existen casos fortuitos como el de la
microfluidica, en el que las restricciones que se aplican a la teoria son precisamente las im-
puestas sobre el sistema por las condiciones fisicas, y de esta forma se logra una excelente
concordancia entre los resultados experimentales y tedricos. Mds atn, los resultados de ejer-
cicios tedricos o simulaciones numéricas se traducen directamente en ejemplos reales de los
fenémenos estudiados.
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TABLA 1.1: Comparacién entre macro y microflujo

Caracteristica \ Macroflujo \ Microflujo

Dinamica Ecuacién de Navier-Stokes Ecuacion de Stokes
Ntmero de Reynolds | IMPORTANTE para evaluar | Tipicamente Re <1
transicién de laminar a turbu-
lento

Rugosidad superficial | Despreciable Se debe de evaluar cuidadosa-
mente pues puede llegar a ser
comparable con las dimensio-
nes del canal causando campos
de flujo complejos en las fron-
teras

Difusion Presente pero comunmente | Debido al tamafio reducido de
lenta y por tanto despreciable | las canales es importante y
puede usarse para mezclar.
Tension superficial Despreciable Puede contribuir fuertemente
y ocasionar flujo pasivo.

1.2.1. Leyes de escalamiento

El gran poder de la microfluidica tiene como origen el dominio de los fenémenos que
dependen del area sobre las fuerzas de cuerpo[7] [11]. Este resultado es consecuencia directa
de la reduccién de las dimensiones del sistema (de los metros a los micrémetros) y se vuelve
evidente al analizar el cociente:

Area superficial A 2

= = — ~ — = -1
= Volumen v B l (1.1)

[ es la dimensién caracteristica del sistema y puede ser entendida de dos maneras:

= Geometria isotrépica. En este caso, las dimensiones de la geometria en las tres dimen-
siones espaciales son del mismo orden de magnitud. En este caso I representa de forma
directa el tamafio del objeto.

= Geometria anisotrépica Este es el caso de microcanales, por ejemplo, cuya longitud es
generalmente varios cientos de veces mas grande que su ancho o su alto. En estos casos
[ se debe de entender como una cantidad que controla las dimensiones del sistema en
conjunto: Didmetro hidraulico, ancho o alto del canal, etc. Cuando I/ disminuye, todas
las dimensiones del sistema disminuyen manteniendo constante la razén de aspecto
(ancho entre altura).

Ya que lim;_,o/~! — oo, se sigue que en microfluidica las cantidades que dependen del
area, tales como la presion, los esfuerzos cortantes, el flujo de calor o la difusién, se vuelven
dominantes. Este resultado se conoce como la regla o ley de escalamiento y deriva en que
el flujo en macrocanales y microcanales sea fundamentalmente distinto. Tales diferencias se
resumen en la tablal.1.

Los efectos mencionados en la tabla 1.1 pueden obtenerse a partir de la dindmica de
fluidos. No obstante, una forma mads elegante de abordar éste andlisis es a través de la ley de
escalamiento o, mejor dicho, las leyes de escalamiento (tabla 1.2), que muestran por medio
de un andlisis dimensional el comportamiento de las magnitudes fisicas al hacer tender la
longitud caracteristica a cero[7].
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TABLA 1.2: Magnitudes fisicas y su dependencia.

Cantidad \ Dependencia ‘
Didmetro, altura o ancho del canal: L ~ [ /
Area superficial: S ~ [? 1
Volumen: V ~ [3 13
Fuerza gravitacional: pvg ~ I3 &
Presion: F/A ~ | l
Esfuerzos Cortantes: T = F/A ~ [ l
Fuerza viscosa: TA ~ [I? 13
Fuerza coulombiana: —pectrica VOV ~ 13/1 12
Fuerza capilar: yL ~ | l

TABLA 1.3: Magnitudes fisicas tipicas en microfluidica.

] Cantidad ‘

Densidad p
Tensién superficial: 7y
Volumen: V
Aceleracion gravitacional: g
Presion: P
Esfuerzos Cortantes: T
Viscosidad dindmica v
Velocidad caracteristica: U
Diametro hidraulico: Dy,
Campo de velocidades: 7

Mientras que en algunos casos la ley de escalamiento es obvia, tal es el caso de la masa y
el volumen m ~ v ~ I3, la mayoria de las veces la relacién entre la cantidad fisica estudiada
y la forma en la que escala involucra otras cantidades fisicas[11]. En el caso en que dichas
cantidades involucradas sean constantes (como g la aceleraciéon de la gravedad) la ley de
escalamiento se puede derivar directamente:

F, =mg =pvg~v~ I

Cuando ademas de constantes se involucran cantidades fisicas que dependen también
del tamafo (la diferencia de presién en un microcanal, el campo eléctrico entre dos placas,
etc), la manera de proceder es asumir tales cantidades constantes estimando el valor médximo
que pueden llegar a tener segtin las constricciones del sistema. Una lista de los magnitudes
fisicas usualmente encontrados en microfluidica se presenta en la tabla 1.3

1.2.2. Ecuacidon de Stokes

Escrita apropiadamente para la descripcién de la dindmica de un fluido, la segunda ley
de Newton se conoce como la ecuacién Navier-Stokes (ec.1.2) del momento lineal y en ella

puede apreciarse de forma clara la contribucién de las distintas fuerzas al movimiento del
fluido[7].

Arotal = LF = Fpresién + Foiscosidad + Fgmvedad + Ftens.sup. + Felectrostatica
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a0 . 1 . . . -
*—F(U-V)U: ——Vp+ vV2G + g + 7 +pelecE (1.2)
at_. P p LY - SN~ N~ p
7 =" Fiscosidad E E. .. N——
aT 7 Fgmvedud tens.sup. R
otal Fpn’sién Foloe

Donde 7 es el campo de velocidades, p la presién, v la viscosidad dindmica, § la fuerza gra-
vitacional, y el coeficiente de tensién superficial, p,.. la densidad de carga eléctricay V el
operador (29%' %, %). La ecuacién 1.2 junto con la ecuacién de la continuidad V - 7 = 0 se
conocen como las ecuaciones de Navier-Stokes y describen en general la dindmica de los
fluidos Newtonianos incompresibles. Por su naturaleza vectorial, son un conjunto de ecua-
ciones diferenciales parciales que pueden ser resueltas por métodos numéricos. Segun la
dificultad de la geometria y las condiciones iniciales, dicha solucién puede requerir desde
los recursos de una computadora personal hasta un equipo para stiper computo. Para un
fluido 2D en un campo gravitacional, en coordenadas rectangulares por ejemplo, las ecua-
ciones de Navier-Stokes toman la siguiente forma, donde p es el campo de presioén, u 'y v son
las componentes en X y en y del campo de velocidades respectivamente, v = % el coeficiente

de viscosidad cinemética y g; las componentes del campo gravitacional.

—~ =0

ox dy  pox 0x2  9y? &x

ox dy  pdy a2 ay2) T8

Las leyes de escalamiento tienen un profundo impacto en la ecuacién de Navier-Stokes.
Cada una de las fuerzas en la ecuacion 1.2 escala de manera distinta con la longitud, por
lo que unas tiende a cero més rdpido que otras o viceversa, unas divergen (dominan sobre
las demads) mds rdpido al hacer I — O(ver tabla 1.2). El dominio de una fuerza sobre otra
se puede evaluar a través de los nlimeros adimensionales del problema, los cuales son co-
cientes entre las distintas fuerzas en la ecuacién 1.2 y su andlisis puede ser suficiente para la
solucién conceptual o incluso analitica de un problemal7].

Los nimeros adimensionales mds importantes en microfluidica son el nimero de Weber(We),
el de Peclet(Pe), el capilar(Ca) y el de Reynolds (Re). La forma en la que se definen y escalan
estos niimeros segtn la longitud caracteristica se detalla a continuacién(ver tabla 1.3)[7].

Frnercial _ PV(’(_j V)’(_j _ pUZL P

We = Frenssup. ~ v-L Y (13)
s
= oo supertial = 78~ 1 =" 09
_ Fuerza Inercial _pu 2 (16)

Fuerza viscosa v

Una de las propiedades mas fuertes de la microfluidica proviene de la forma en la que
escala el niimero de Reynolds. Considérese primero la ecuacién 1.2 (en ausencia de tensiéon
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Término Contribucién Escalamiento
1 Aceleracion 12
2 Fuerza Inercial 12
3 Presion |
4 Viscosidad 1
5 Fuerza gravitacional 12

TABLA 1.4: Escalamiento de los términos en la ecuacién NS

superficial y fuerzas electrostéticas) en la que, a manera de artificio matematico, se hace
un cambio a un grupo de variables normalizadas por su parametro caracteristico asociado,
tiempo ¢, longitud I y velocidadUy:

x =% y=13j z=1z
p = DPyp t=Ti

En términos de las nuevas variables £ 240 @ p f la componente en Z ( X y Y son anélogas)
se puede escribir como:
pUp o  pUj o b 9w,  Pyop Upu o*®  0*0 0%

T ot 1 U Pt =Tt e Getag o) tes

Multiplicando todo por 12/ Upp:

plPow  pU3l - . . Pl 0p  w, .  pgl?
SRR e R 0 v T i S v R - 1.7
Tu ot u (0 V)@ Uop 0% Tt Uou (1.7)
—— _\2,_/ ;\3,_/ 4 \.\5,./

1

Escrita en estas nuevas variables, adimensionales y normalizadas, el estudio de la ecua-
cion NS es mas sencillo pues las soluciones de la ecuaciéon diferencial dependen tinicamente
de los coeficientes de cada término que son ntimeros reales, incluso si dos sistemas son di-
ferentes (en tamano, tiempo, velocidad, etc.) pero los cocientes son tales que los coeficientes
de cada término son los mismos, ambos presentardn la misma dindmica. Més atn, al aplicar
dicha ecuacién a un sistema a micro escala, las reglas de escalamiento describen el comporta-
miento de dichos coeficientes al hacer I — 0. El término 2 corresponde a los efectos inerciales
del sistema y su coeficiente es exactamente el nimero de Reynolds. Obsérvese que segin la
ecuacién 1.6 este ntimero escala como /% y por consecuencia Re <<< 1 cuando ! < 1, ade-
mas en estas nuevas variables 3 - V ! est4 acotado por sus pardmetros caracteristicos [ y Uy
(que se toman en cuenta en Re) de tal forma que el término 2 es despreciable comparado con
el 4, que es del orden de la unidad. Cada uno de los 5 términos escalan conforme la tabla
1.4.

De la tabla 1.4 se concluye que la presion y la viscosidad dominan sobre la fuerza de
gravedad y los efectos inerciales (de aceleracion). Este es el origen del gran contraste que
existe con los sistemas macroscépicos, donde tipicamente los niimeros de Reynolds que se
encuentran son altos y los efectos de la gravedad (los que se deben a un cambio de altura,
como en la ecuacién de Torriceli o Bernoulli) son sumamente significativos.

1@:(A ii)
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Més importante que la baja influencia de la gravedad es el hecho de que en estos sis-
temas, el nimero de Reynlods sea bajo: cuando esto sucede se dice que el flujo es laminar,
mientras que el flujo turbulento estd asociado con ntiimeros de Reynolds altos.

El flujo laminar es una de las propiedades mds explotadas de la microfluidica pues per-
mite el uso del flujo para la manipulacién de particulas, células, e incluso moléculas, ya que
en este régimen la velocidad de una particula inmersa en el fluido no es una funcién aleato-
ria del tiempo y estd bien determinada a diferencia de en un flujo turbulento (cadtico), en la
que es imposible predecir la velocidad de una particula en el tiempo.

Bajo los argumentos anteriores, el comportamiento de un fluido a microescala esta regido
por la ecuacién 1.7 en la que los términos inerciales son despreciables, a dicha ecuacién se le
conoce como la ecuacién de Stokes y para sus tres componentes se escribe como:

N Ty (1.8)
0 0 0

Para un microcanal, por ejemplo, de seccion transversal circular de radio 7y y de longitud
L al que se aplica una diferencia de presién Ap, la solucién de esta ecuacién es sencilla. Por
la simetria del sistema las componentes angular y radial deben de ser igual a cero, por lo que
el campo de velocidades 7 s6lo es en direccién axial 7 = (u,0,0). Ademds dicha componente
s6lo depende del radio u = u(r). Para este sistema la ecuacion se escribe como’:

Ap
L

Aprovechando la simetria del problema, escribimos el laplaciano en coordenadas cilin-
dricas y usando que u = u(r) esta ecuacién se reduce a:

1d fdu) _ Ap
Ma\lar) 7L
La velocidad u(r) debera ser maxima en el centro del canal y nula en las paredes®, es

decir, u(rg) =0y % = Oenr = 0. Bajo estas condiciones de frontera la velocidad dentro del
microcanal estd dada por:

uV?o = Vp = —

2
u(r) = L(AL”)(rg ) =ty [1 - (:0) ] (19)

A este resultado se le conoce como ley de Poiseuille. Obsérvese que la velocidad como

., . , L. Apr? .
funcién del radio es una pardbola cuyo valor maximo es . = 4Z 2. Una vez que se tiene

este resultado se puede calcular la taza de flujo Q, el volumen de liquido que circula en el
canal por unidad de tiempo al calcular la integral de u(r) sobre la secciéon transversal del
canal. Nétese en la ecuacion 1.11 cémo Q es directamente proporcional a AP :

70 2
Q= /Ru(r)dA zzn/o o [1 - <:0> ] rdr (1.10)

4
Q= ;ZEAP (1.11)

Ya que la solucién de la ecuacién de Stokes puede ser tan complicada como la geome-
tria en cuestién, la mayoria de las veces el andlisis de un circuito microfluidico se realiza

2Se pude demostrar que en este tipo de sistemas el gradiente de presion es constante y su valores Vp = — AT.
3Esta condicién se conoce como condiciones de frontera adherentes o de no resbalamiento y es justificable en

casos en los que la superficie interna del micro canal no sea hidrofébica
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por métodos numéricos o incluso se prescinde de dicha solucién empleando el concepto de
resistencia microfluidica.

1.2.3. Presion, taza de flujo y resistencia microfluidica

La resistencia microfluidica R es la oposicién de un microcanal al paso de un fluido a
través de él. De forma andloga a los circuitos eléctricos R es introducida por medio de la
ecuacion®:

AP

Q=% (1.12)

En esta relacién notamos inmediatamente que la tasa de flujo es directamente proporcional
a la diferencia de presion a lo largo de un canal, entre mds grande sea AP mds grande serd
la tasa de flujo Q. Mds atn, Q es inversamente proporcional a R: entre mayor sea la resis-
tencia de un microcanal menor seré el flujo que este permite. De manera general el origen
de la resistencia microfluidica es la friccién que ocurre entre las paredes de un circuito y el
fluido[12], ya que reducir la dimensién caracteristica de un sistema magnifica los efectos de
drea. Entre mas se reduzca un micro canal, mas serd su resistencia. En este factor ademas,
se toma en cuenta la naturaleza del fluido. Es fécil de ver que un liquido viscoso requiere
mucha mads fuerza (presion) para hacerlo fluir a través de un canal en comparacién con el
agua o el alcohol. Este hecho se toma en cuenta en la resistencia microfluidica R (ver ec.
1.11) al ser inversamente proporcional a y. Asi, en forma andloga a la resistencia eléctrica en
términos de la resistividad, la resistencia microfluidica depende de la geometria del micro
canal (longitud y seccion transversal) y del fluido. La tabla 1.5 muestra la resistencia R, la
tasa de flujo Q y la solucién a la ecuacién 1.2.2 para los micro canales de seccién transversal
homogénea mas comtnmente encontrados en la literatura.

Este analisis en términos de Q, R y AP es valido en general para flujos en los que Re <<'1
y la analogia en este régimen con los circuitos eléctricos es tan robusta que para dos secciones
en serie de un circuito microfluidico caracterizado por resistencias R; y R, se puede definir
una resistencia equivalente R3 dada por:

Rz =Ra+ Ry
La resistencia equivalente de dos secciones en paralelo se puede obtener por:

RiR,

Ry = ————
ST Ri+ R,

Esta descripcion en términos de presiones, flujos y resistencias permite el disefio préctico
de circuitos microfluidicos sin necesidad de resolver la ecuaciéon de Stokes para el campo
de velocidades °. En un micro canal con geometria en Y de ramas asimétricas, se puede
saber cudl serd la tasa de flujo Q en cada una de las ramas a partir de su geometria, de
la misma forma que se puede obtener la corriente que circula por dos resistencias de un
arreglo en paralelo. En la practica se suele usar el proceso inverso, si se requiere suministrar
con precisién un volumen en un cierto tiempo, se calcula la tasa de flujo necesaria y la
resistencia R que se necesita para una presion P. Es a partir de R que se disefia el micro canal
adecuado con lo que se obtiene el volumen requerido[7][13].

“La tasa de flujo Q y la diferencia de presién P que causa el flujo son anédlogas a la corriente I, al voltaje V en
la ley de Ohm

SEste proceso es andlogo a la electrénica, donde para disefiar circuitos no es necesario resolver para el campo
eléctrico.
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13

TABLA 1.5: Velocidad, resistencia y tasa de flujo segtin su seccién transversal

Seccidn transversal

Resultados

AP r
u(r) = - (o
4
Ty
= AP
~ 8ul

BuL

4
try

R = ~ 3

—)?)

AP a2b? Y

“E) = ey el
o _er
4ul a® + b?
 4pLa2 412
o1 adh’

Q=

~ 1

-3

a

—-0.5a 0.5a

"’e_\_:

V3

Up
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u(y,z) = 3(=

(La—z2)(z2 -

3y°)

h
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cosh( Ty)

cosh (5% )]

© 1
Y 5 [1
n,impar
WB3wAP
12uL

e 192h
1= Z nddw

n,impar

Q=

12uL 192,

R =
hBw

8

nritz

nh(==)

nmw
2h

tanh<”27;f)]

-1
|~

Silo que se desea es un sistema en el que la velocidad de particulas (células por ejemplo)

tenga un valor fijo v, el disefio se hace a partir del perfil de velocidad (ver tabla 1.5), se
iguala vg al valor de u en el centro del canal y se calcula la geometria requerida para producir
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dicha velocidad por una diferencia de presion AP con la que se cuente. Gracias a que el flujo
dentro de este canal es laminar(Re << 1), las particulas embebidas en el fluido circularan
con la velocidad apropiada[14].

En algunos casos, como el de desarrollo de plataformas biomiméticas para cultivo celu-
lar, el niimero de Peclet(Pe = %) juega un papel mds importante que el de Reynolds.
Puesto que el ambiente propio de las células emplea la difusién en lugar de la conveccién
para suministro de nutrientes, es importante que en estos sistemas el ntimero de Peclet se
mantenga por debajo de 1[15] (ver ec. 1.4). Una vez que se conoce la viscosidad dindmica
del fluido v se puede variar el didmetro hidraulico® Dj, para asegurar que Pe << 1 en un

rango de velocidades v.

1.3. Dispositivos Point-of-Care

Una de las criticas mds duras hacia los dispositivos Lab-On-Chip es el hecho de que la
mayoria de las veces estos resulten ser un Chip in a Lab. Esta critica no es infundada, debi-
do a la complejidad y cantidad de instrumentos de control y medicién que algunos sistemas
microfluidicos requieren. La implementacién de un experimento de este tipo resulta impréac-
tica y costosa con lo que se pierde uno de los mayores atractivos de la tecnologia. A pesar
de sus inconvenientes, dichos arreglos pueden alcanzar tal nivel de integracién y de control
de fluidos que justifica su uso, como es el caso del dispositivo mostrado en la figura 1.3 en el
que en un solo chip se lleva a cabo la captura, lisado y amplificaciéon del material genético de
células individuales. Este enfoque, sin embargo, es particularmente inadecuado para una de
las aplicaciones mas prometedoras de la microfluidica: el diagnéstico clinico y la deteccién
de biomoléculas.

La respuesta a esta tendencia Chip in a Lab es una nueva generaciéon de dispositivos de
deteccién conocidos como Point-of-Care(PoC) cuya microfluidica es desechable, y la instru-
mentacion alrededor de ellos es auténoma’, apta para ambientes no especializados, portable
e idealmente de bajo costo (ver figura). Las pruebas caseras de embarazo y los medidores
portatiles de glucosa en sangre son el mejor ejemplo de este tipo de dispositivos.

Los sistemas Point-of-Care hacen posible la aplicacién répida y en el lugar de accién, de
ensayos de diagnéstico cuyo resultado puede evitar la hospitalizacién de un paciente o in-
cluso hacer la diferencia entre la vida y la muerte en el caso de algunas infecciones. Este
tipo de pruebas pueden ser aplicadas por profesionales de la salud, cuidadores o incluso los
pacientes. Al no requerir de personal o instalaciones especificas, la tecnologia PoC encuen-
tra una gran ventana de oportunidad en poblaciones alejadas de las ciudades o de bajos
recursos cuyo acceso a los sistemas de salud convencionales es dificil o en muchos casos
inalcanzable.

Esta forma de deteccién, reduce los costos alrededor del cuidado de la salud, pues dismi-
nuye la necesidad de un hospital, un laboratorio con un técnico entrenado; los resultados no
necesitan esperar para ser entregados ni analizados y se reduce al minimo la necesidad de
repetir pruebas debido a un mal manejo de las muestras. Mas atin, gracias a que los lectores
PoC son més especializados (y menos versatiles) su costo es menor y se amortiza sobre los
cientos de pruebas que se pueden realizar. Queda a discusién el costo del cartucho micro-
fluidico que estd sujeto a la complejidad del ensayo que realiza, asi, es fundamental trabajar
en la reduccién de costos de este componente para lograr desatar el prometedor futuro de
los dispositivos PoC.

6Dy, = 4Area/ Perimetro
’Que no requiere de més instrumentos
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FIGURA 1.3: Enfoque chip in a Lab, a) Arreglo experimental alrededor de
un chip, b) Chip altamente integrado para amplificacién de material genéti-
co [16].

1.4. Obstaculos para la tecnologia LoC y PoC

La figura 1.4 muestra una idealizacion que a la fecha no ha sido materializada. Si bien
hay casos de rotundo éxito (las tiras para medicién de glucosa y la prueba de embarazo), es
generalmente aceptado que estos ejemplos son sélo la punta del iceberg y no son represen-
tativos del potencial de la microfluidica[18] [19]

A pesar del debate que existe entre los miembros mds prominentes de la comunidad
Lab-on-Chip, el acuerdo comtn es que el retraso de la revolucién microfluidica se debe
principalmente a dos motivos: la insuficiente colaboracién de las distintas disciplinas (inge-
nieria, fisica, quimica, biologia) en aras de un objetivo comun y la carencia de un protocolo
para la fabricaciéon en masa de chips microfluidicos.

El primero de los motivos ha disminuido significativamente en los tltimos afios. Mien-
tras que en el albor del desarrollo de esta rama la tendencia era desarrollar dispositivos para
los que posteriormente se buscaba una aplicacién, en la actualidad los laboratorios y centros
de investigacion parten de un problema a solucionar para el cual se emplea la microfluidica
como herramienta en aras de una solucion.

Ya que la estructuracién de un material con canales de longitud caracteristica en el orden
10~%m no es sencilla, la fabricacion de la microfluidica en POC y LOC es un reto por si misma
y tiene que tomarse en cuenta durante todo el proceso de desarrollo. Mds atin, a pesar de
que existen numerosos métodos para fabricar microcanales, éstos son s6lo adecuados para
prototipado o produccién de chips individuales y son apenas compatibles con los protocolos
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FIGURA 1.4: Dispositivo Point of Care ideal. Acondicionamiento de la muestra,
microfluidica, instrumentacién y deteccién en un solo dispositivo portable,
desechable y de bajo costo. [17].

actuales de fabricacién en masa que permiten la reduccién exponencial de los costos de
fabricacién. En este contexto, el objetivo de este trabajo es el desarrollo de un protocolo
de fabricacién de chips microfluidicos que sea compatible con la produccién en masa
y el prototipado de estos. El capitulo siguiente estd dedicado a las distintas técnicas de
fabricacién, a los materiales que se emplean en la produccién de dispositivos Lab-On-Chip
y la técnica desarrollada en este proyecto.
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Capitulo 2

Fabricacion de chips microfluidicos

En este capitulo se presentan brevemente las distintas técnicas que se emplean para la
manufactura de dispositivos microfluidicos, asi como los materiales mas comtnmente usa-
dos. Por su bajo costo y versatilidad, se hace énfasis en el microfresado CNC como método
empleado para lograr el objetivo de este trabajo, pues permite la estructuraciéon de dos de
los polimeros més usados en microfluidica hoy dia: PDMS y PMMA.

2.1. Origenes

En la dltima mitad del siglo pasado, la industria electrénica desarroll6 técnicas para la
manufactura de microestructuras en silicio, gracias a las cuales hoy es posible la microelec-
trénica moderna[20]. Técnicas como la fotolitografia, la deposicién de peliculas metélicas
y el ataque quimico dieron origen a los primero dispositivos microfluidicos en vidrio y en
silicio en la década de los 90s [21, 22, 23]. A partir de estas pruebas de concepto comenzo
una carrera por el desarrollo de mas y mejores dispositivos que eventualmente dio origen a
la filosoffa Lab-on chip. Poco después de que se publicara el uso de las técnicas de manufac-
tura en silicio y vidrio para la micromanipulacién de fluidos, la comunidad cientifica se dio
cuenta de la falta de compatibilidad de estos materiales con la aplicaciéon que se perseguia.
A pesar de que su resistencia a altas temperaturas y a los solventes es excelente, el silicio es
opaco a la luz visible y UV, lo que impide la visualizacién dentro de él. Aunque el vidrio no
presenta esta desventaja, ambos materiales son no permeables a gases, lo que imposibilita
su uso en una de las aplicaciones méas prometedoras: el cultivo celular [5, 4]. Aunado a es-
to, la fabricacién de microestructuras por fotolitografia y ataque quimico en silicio y vidrio
son procesos muy costosos por las instalaciones altamente especializadas que se requieren
(cuarto limpio, alineadora de mdscaras, mesas para ataque quimico, etc.) y méds atin, debi-
do a la alta toxicidad de los reactivos empleados (HF), resultan sumamente dafiinos para la
salud y el medio ambiente, llegando incluso a ser mortales en algunos casos.

Hacia finales de la década de los 90, la microfabricacién de sistemas integrados repre-
sentaba un campo con un futuro prometedor del que sélo se vislumbraba el comienzo, sin
embargo, el progreso de ésta tecnologia hacia nuevos fendmenos en microfluidica se encon-
traba constrefiido principalmente por la lentitud y alto costo del micromaquinado de silicio.
Como respuesta a este rezago, en 1998, el grupo de George Whitesides propuso el uso de
polidimetilsiloxano (PDMS), un polimero suave, transparente, biocompatible y permeable
a gases, para la fabricacién de microcanales[23]. La propuesta de Whitesides consiste en un
método de réplica-molde en el que el PDMS se deja curar sobre un micromolde estructurado
por fotolitografia. !

ITécnica en la que una resina fotosensible sobre un sustrato se expone selectivamente al UV empleando
una mascara. Las zonas donde la resina no es expuesta se remueven empleando un solvente, resultando asi un
relieve sobre el sustrato.
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Esta técnica se conoce actualmente como litografia suave y representa el cambio de para-
digma que desato el boom de la microfluidica. Hoy en dia la litografia suave es una técnica
empleada por la industria y la academia para el desarrollo de dispositivos LoC y PoC. Res-
pecto al micromaquinado en silicio y vidrio, el uso de PDMS es un proceso de bajo costo
pues ademads de que este material es mds barato, se suprime el uso de las instalaciones para
el ataque quimico o por plasma; respecto a la fotolitografia, en lugar de emplear una més-
cara metélica, de cromo por ejemplo, se puede emplear una impresién de alta resolucién en
una transparencia; mientras que en silicio cada dispositivo se tiene que fabricar individual-
mente, en la litografia suave se puede replicar el mismo molde varias veces y sobre todo el
tiempo de fabricacién se reduce drasticamente a menos de 24H [23].

2.2. Prototipado ultra rapido

La litografia suave presentada por Whitesides emplea la fotolitografia como técnica de
fabricacién de micromoldes. Pese a sus ventajas respecto a métodos anteriores, ain hoy di-
cha tecnologia resulta inaccesible para muchos laboratorios que carecen de las instalaciones
necesarias. Si bien se puede evitar el uso de un cuarto limpio, es necesario contar con un sis-
tema de alineacion de méscaras y exposiciéon a UV; el alto costo y fragilidad de los materiales
(obleas de silicio y fotoresinas) presenta una barrera sélo sorteable por centros especializa-
dos con el presupuesto necesario. Esto lleva a un uso limitado de la microfluidica y deriva
en el retraso de su desarrollo. En la actualidad, uno de los obstaculos que frena la revolucién
Lab on Chip y Point of Care es inherente a la fotolitografia, que al requerir de varios pasos hace
incompatible la litografia suave con la exigencia actual de prototipado ultrardpido (de dise-
fio a dispositivo en unas cuantas horas). En términos de escalabilidad, la litografia suave no
es compatible con la producciéon en masa debido a que los micromoldes de silicio son deli-
cados y, por tanto, poco robustos, de fabricacién costosa (alrededor de 6000 $ por una oblea
de 10 cm) y el proceso de fabricacién de canales es dificil de automatizar, llegando incluso a
ser un proceso artesanal para algunos autores[24].

La carencia de instalaciones adecuadas y personal entrenado, junto con la necesidad de
una alternativa a la fotolitografia, adecuada para la produccién en masa, han llevado al
desarrollo de métodos alternativos de micromanufactura que no sélo acercan la microflui-
dica a una comunidad cientifica mas amplia (bi6logos, quimicos, médicos, etc.) si no que
son de ultra bajo costo ( 50% por dispositivo). La réplica de alambres, hojas encogidas de
poliestireno (Shrinky Dinks) y de estructuras hechas por impresién 3D y xurografia, han
demostrado ser una alternativa factible para la fabricacién de chips microfluidicos en am-
bientes no convencionales [25, 26, 27, 24] que ademads presentan una ventaja de sumo valor:
el prototipado ultra rdpido. Tipicamente el proceso de desarrollo de un chip microfluidico
requiere de varias iteraciones que solucionan las distintas carencias que cada uno presenta,
empleando fotolitografia, este proceso de prototipado requiere de tantos moldes como ver-
siones de chip se tengan y por tanto, el costo de desarrollo puede llegar a ser muy elevado.

En aplicaciones donde la resolucién de los microcanales requeridos es del orden de los
cientos de micras, estas herramientas han demostrados ser valiosas para el desarrollo de
prototipos y pruebas de concepto, aunque fallan en términos de escalabilidad, resolucién y
rugosidad. Estos dos tltimos factores son de importancia particular en estudios de biologia
celular y donde intervengan interacciones con los sustratos, ensayos ELISA por ejemplo,
donde la rugosidad de las superficies puede magnificar la relacién volumen-area superficial
o incluso impedir la visualizacién por microscopia 1.

Existe pues, una necesidad no satisfecha de un método de fabricacién de circuitos
microfluidicos que sea de bajo costo (respecto a la fotolitografia), adecuado para la pro-
duccién en masa y que ademads permita una baja rugosidad(400nm) y resolucién de hasta
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10 um (el tamafio de una célula). En este trabajo se propone el microfresado CNC como
técnica para satisfacer dicha area de oportunidad.

2.3. Microfresado CNC

El microfresado CNC o fresado CNC de alta resolucién, es una técnica de manufactura
sustractiva en la que una herramienta rotatoria de corte remueve material de un sustrato al
desplazarse, con resolucién micrométrica (~ 10um) en una trayectoria definida por control
numérico computarizado (ver figura ).

Diseno CAD Microfresado Prototipo

Spindle

Fresadora

Mesa de trabajo

FIGURA 2.1: Proceso de fabricacién por fresado CNC [28]

Gracias a que a partir de un modelo CAD en 3D se puede obtener la trayectoria de cor-
te para producir tal pieza, este método se ha vuelto una herramienta muy usada para el
prototipado ultrarapido, pues en un disefio sencillo el tiempo de maquinado puede ser tan
corto como 3 minutos. Ademads de su rapidez, el gran atractivo de este método proviene de
su versatilidad: escogiendo adecuadamente el tamafio y material de la fresadora, es posible
maquinar dreas grandes (600cm?) y pequefias (1cm?) en diversos materiales (plasticos, me-
tales, ceras, madera, etc.) con baja y alta resolucioén (1mm — 10um). Més atn, los equipos de
fresado CNC modernos permiten produccién en paralelo de varias piezas de forma comple-
tamente automatizada: preparan el sustrato a maquinar en el 4rea de corte, fijan su sistema
de coordenadas, cambian entre distintas herramientas e incluso realizan rutinas de acabado
para mejorar la calidad de las superficies. [28, 29].

En los ultimos afios, esta técnica ha sido propuesta en diversas ocasiones como una al-
ternativa a la fotolitografia para producciéon de dispositivos microfluidicos. Pese a que el
fresado CNC no alcanza la resolucién submicrométrica, en la mayoria de las aplicaciones
una resolucién de decenas de micras es suficiente, ademas, su versatilidad permite no sélo
la fabricacion de canales en PDMS si no en pldsticos y metales [28].

En la actualidad, los dos métodos més empleados para la manufactura a escala de plasti-
cos son el Hot embossing y el Moldeo por inyeccién. Estas técnicas aprovechan la maleabilidad
de los pldsticos a temperaturas superiores a su transicion vitrea para estructurarlos emplean-
do un molde. Estos métodos son empleados exitosamente en microfluidica por compafiias
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como Microfluidic Chip Shop. Sin embargo, en contraste con el fresado CNC, no son adecua-
dos para el desarrollo de prototipos pues el costo de implementar una linea de produccién
en estas técnicas es elevado (~ 300k$) y requieren de un molde cuya fabricacién debe ser
resuelta por separado, por ejemplo por CNC. Una alternativa es el contratar una compariia
de manufactura, con la desventaja de que el tiempo de espera por un prototipo incrementa.
Asi, el fresado CNC no sélo es atractivo para el desarrollo y prototipado de chips microfluidicos, si no
también es posible alcanzar la produccién a mediana escala (300 — 2000chips /mes)[29] .

2.4. Fabricacién de chips microfluidicos poliméricos por fresado
CNC

Todo dispositivo microfluidico debe ser de un material compatible con la aplicacion que
con él se persiga. Debido a que en la mayoria de las aplicaciones microfluidicas lo que se
busca es la biocompatibilidad y la resistencia quimica, los dos materiales mas empleados
son el PDMS y los termoplésticos. Desde la publicacion en 1998 por Whitesides del uso
de PDMS en microfluidica[23], este material se ha posicionado como el mds utilizado en
esta rama, lo cual no es de sorprenderse: ademds de que su estructuracién por litografia
suave estd bien comprendida y es relativamente facil de implementar, sus propiedades como
la permeabilidad a gases, transparencia, biocompatibilidad y elasticidad han permitido el
desarrollo de una amplia gama de dispositivos basados en ellas[29]. Un ejemplo son los
llamados 6rganos en un chip, que son sistemas microfluidicos que explotan estas cualidades
para emular las condiciones fisioldgicas en un organismo y proveer a un cultivo celular de
un entorno realista (un 6érgano en miniatura) en el que se pueden estudiar eventos como el
suministro de un farmaco [30] .

El uso de termoplésticos en microfluidica es una tendencia relativamente reciente, aun-
que se ha hablado de ella desde principios de los 2000’s [31]. Su introduccién a este campo
proviene de la necesidad de un material compatible al mismo tiempo con aplicaciones en
biologia y con los métodos de manufactura a escala. A la fecha, se ha reportado el uso de
plésticos como el poliestireno (PS), el policarbonato (PC), la familia de las olefinas ciclicas
(COC,COPCBC) y el polimetilmetacrilato (PMMA), que destacan por su estabilidad meca-
nica, baja absorcién de agua y resistencia quimica a 4cidos, bases y solventes, lo que los
hace ideales para aplicaciones bioanaliticas como la cromatografia liquida de alta presiéon
(HPLC). La tabla 2.1 muestra las principales propiedades (concernientes a la microfluidica)
de estos termopldsticos asi como del PDMS.

TABLA 2.1: Propiedades de los polimeros comtinmente usados en dispositivos

microfluidicos[29].
| ______ | Termopldsticos | ~________________|
. Polimero | - b1\ pg PC PMMA PS COC/COP/CBC
Propiedades
Mecénica Elastémero | Rigido Rigido Rigido Rigido
Resistencia a solventes Pobre Buena Buena Pobre Excelente
Resistencia a acidos y bases Pobre Buena Buena Buena Buena
Transmitancia en el visible Excelente | Excelente Excelente Excelente Excelente
Transmitancia en el UV Buena Pobre Buena Pobre Excelente
Biocompatibilidad Buena Buena Buena Buena Buena
Costo ~ 3k$(1kg) | ~ 60%kg ~ 40 — 80%kg ~ 60%kg | ~ 400 — 500$kg

El diagrama 2.2 muestra el proceso a seguir para la fabricaciéon de un chip microfluidico
polimérico (PDMS o plastico). El proceso se divide en tres etapas: disefio, fabricacion de
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canales y sellado e interfase. Es en la segunda etapa en la que el fresado CNC tiene una
valiosa aportacion.

Termoplastico
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FIGURA 2.2: Etapas de fabricacién de un chip microfluidico en PDMS o ter-
moplasticos. [29]

1. Disefio: En esta primera etapa se busca el disefio del circuito microfluidico que permi-
tird la aplicacion que se desea. En funcién de esta, se debe seleccionar el material en el
que se fabricara el dispositivo. Considerando las propiedades enunciadas en la tabla
2.1hay que ponderar cada uno de los materiales asi como su costo y el proceso por el
cual se va a estructurar. Si el dispositivo es un disefio bien estudiado y terminado, se
recomienda proceder a la produccién en masa por moldeo por inyeccién, por ejemplo.
No obstante, si se estd trabajando en el desarrollo de un prototipo, se recomiendan
las técnicas rdpidas (impresion 3D, xurografia, microfresado CNC) pues se facilita la
identificacion de los posibles errores y las posibilidades de mejora.

2. Fabricacién de los microcanales. El microfresado CNC permite la fabricacién indi-
recta de microcanales en PDMS y la fabricacion directa e indirecta en termoplasticos.
En la figura 2.3 se esquematiza el proceso de fabricacién de chips microfluidicos en
PMMA y PDMS? por medio de ésta técnica.

= Fabricacién indirecta: PDMS En el caso del PDMS la fabricacién de microcanales
se lleva a cabo por litografia suave. E1 PDMS en forma liquida se mezcla con su
agente curante en una proporciéon 10:1 (M/M) y se vierte sobre un molde con
estructuras en relieve. Después de dejarse curar a 60 deg C durante al menos una
hora (ver apéndice B) el polimero solidifica replicando la topografia del molde
(ver figura litografia suave). En litografia suave convencional, el molde a replicar
se fabrica por fotolitografia a la que, como se discuti6 arriba, el fresado CNC es
una alternativa. Si en lugar de remover con la fresadora el circuito microfluidico
deseado se remueve el material que lo rodea, lo que se obtiene es el negativo
del canal en relieve que al replicarse en PDMS producira el microcanal abierto
deseado (figura 2.3).

= Fabricacién directa: Termopldsticos La fabricacién directa en plésticos se logra
al utilizar la fresadora para remover el material en el drea de los microcanales. En
esta aproximacion, el tamafio que se puede alcanzar para un microcanal depende
del didmetro de la fresadora empleada (existen compaiiias que ofrecen fresadoras
de hasta 25um). Como ventaja, el maquinado directo de microcanales es mucho

2Por sus propiedades(tabla 2.1), costo y disponibilidad
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FIGURA 2.3: Proceso de fabricacién de un chip microfluidico en PDMS o en
PMMA por microfresado CNC.

mas rapido que el maquinado de moldes gracias a que se remueve una menor
cantidad de material. Por ejemplo, un canal de 50 mm se puede fabricar en 2
minutos al desplazar la fresadora a una velocidad de 25mm /min [28].

» Fabricacién indirecta: Termoplasticos En termoplasticos, la fabricacién indirecta
emplea la plasticidad de estos materiales para transferir una estructura de un
molde a su superficie. Este proceso se logra calentando el molde y el plastico
por encima de la temperatura T, de transicién vitrea del material y aplicando
presion  en un ciclo que depende del material, la temperatura y la resolucién
deseada [32]. Este método es el mds atractivo para la produccién a escala de chips,
aunque la fabricacién del molde debe de realizarse por separado. Aunque se ha
reportado el uso de micromoldes de silicio, se prefiere el uso de metales al ser més
resistentes y compatibles con métodos de fabricacién accesibles como el fresado
CNC.

3. Sellado e interfaz. Los métodos mencionados en la seccién anterior producen canales

abiertos (de tres paredes), es decir, la fabricacién de un microcanal completo requiere
de un paso extra: el sellado sobre un sustrato. En PDMS este proceso se realiza comtn-
mente sobre vidrio o PDMS y se encuentra bien estudiado desde 1998 [23]; en él un
tratamiento de plasma ioniza los grupos de la superficie dejando enlaces disponibles
que se unen unos con otros al poner ambas superficies en contacto. Pese a que el mé-
todo publicado por Whitesides emplea un equipo de plasma de oxigeno para activar
las superficies, actualmente pueden usarse equipos de bajo costo como bobinas Tesla
cuya descarga corona es suficiente para producir dicho fenémeno. En la préctica este
proceso es relativamente facil de implementar y de corta curva de aprendizaje.

Enla actualidad el sellado de microcanales en plésticos sigue siendo un tema de inves-
tigacion y es, segtn algunos autores, la razén principal que impide la comercializacién
en masa de chips microfluidicos [33]. En estos materiales, de forma opuesta al PDMS,
la estructuracion de microcanales es sencilla de implementar mientras que el sellado,

3La compresion del molde con el material se puede realizar empleando una prensa, un rodillo o mediante

un tornillo que inyecta el plastico derretido en una cavidad con el molde, estos procesos se conocen como Hot
embossing ,Roller imprinting e Injection Molding respectivamente.
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que usualmente se hace sobre otro sustrato del mismo material, es un reto atin no su-
perado. Se han propuesto en la literatura métodos como el asistido por temperatura [34]
en el que se lleva el material a una temperatura superior a su Tg para fundir la placa
maquinada y el sustrato. Aunque es un método directo de implementar su desventaja
es que deforma la geometria de los canales. El uso de adhesivos es otra aproximacion
cuyo éxito ha llegado al nivel comercial [29], no obstante éste método resulta poco
atractivo para la mayoria de la comunidad por la alta probabilidad de que el adhesi-
vo llene los canales y los bloquee. Un método prometedor es el asistido por solventes
[35], en el cual un solvente organico incompatible con el material se usa para atacar
las superficies y promover la movilidad de sus moléculas, cuando ambos sustratos se
ponen en contacto y se aplica presion, la difusién de las moléculas de una con la otra
entrecruzan las superficies y logran una unién resistente a altas presiones (28 MPa).
Aunque se encuentran publicados diversos protocolos, la implementacién de estos en
otros laboratorios resulta complicada, lo que frecuentemente se debe a que los materia-
les empleados son diferentes con cada proveedor. Asi, cada vez que se desea fabricar
chips en estos termopldsticos es necesario desarrollar un protocolo de pegado adapta-
do al material disponible.

2.5. Objetivo de este trabajo de tesis

En las secciones previas se ha presentado a los Lab on Chip como respuesta a la necesidad
de una alternativa para la investigacién biomédica y los métodos de diagnoéstico convencio-
nales. Para que este cambio de paradigma sea posible, se deben de resolver fundamental-
mente el reto de la fabricacién escalable de estos dispositivos, para el cual el fresado CNC
de alta resolucién(~ 10um) presenta una valiosa aportacion.

El Laboratorio Nacional de soluciones biomiméticas para diagnoéstico y terapia es una
institucién que busca conectar la tecnologia de punta con las necesidades de la sociedad
en el drea de la salud. En particular, en el laboratorio de micro y nanotecnologia uNTec se
propone el uso de la microfluidica y la tecnologia Lab on Chip en aras de este objetivo y en
este trabajo de tesis se explora, segtin lo mostrado a lo largo de éste capitulo, el fresado CNC
como técnica para lograrlo.

El objetivo general de este proyecto es el desarrollo de un protocolo de fabricacion de
dispositivos microfluidicos para su uso en investigacién biomédica. La figura 2.4 presenta
el equipo de microfresado CNC alrededor del cual se desarrolla este trabajo, utilizdndolo
para la produccién de chips microfluidicos en PDMS y PMMA®. Este proyecto se dividi6 en
los siguientes objetivos particulares cuyos resultados se presentan en el capitulo siguiente:

» Desarrollar un protocolo de operacion del equipo y maquinado de moldes y microca-
nales para fabricaciéon directa en PMMA e indirecta en PDMS.

» Caracterizacién de la rugosidad y la resolucién alcanzables en las micro estructuras.
= Desarrollo de un protocolo de réplicas en PDMS y su sellado en vidrio.

= Desarrollo de un protocolo de sellado para chips de PMMA.

4 termoplastico que se elige por su disponibilidad, costo, y previa experiencia con él
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Capitulo 2. Fabricacién de chips microfluidicos

FIGURA 2.4: Equipo MiniMill 4 de fresado CNC empleado en este trabajo.
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Capitulo 3

Desarrollo y Resultados

A lo largo de este capitulo se describe el trabajo realizado para lograr la fabricacién de
chips microfluidicos en PDMS y PMMA empleando microfresado CNC. Cada uno de los
objetivos particulares presentados en el capitulo 2 corresponde a una etapa a desarrollar y
consolidar en el proceso de fabricacién cuyo esquema se presenta en la figura 3.1:

Réplica en
PMMA PDMS

—_—
ficroestruchyL: \
l en PMMA Vidrio
Sellado de Chip
—_ H microcanales microfluidico

PMMA Microestructura @
Maquinado en PMMA m /

PMMA

FIGURA 3.1: Proceso de fabricacién de chips microfluidicos por fresado CNC
y objetivos particulares de este trabajo.

1. Desarrollar un protocolo de operaciéon del equipo y maquinado de moldes y microca-
nales para fabricacion directa en PMMA e indirecta en PDMS.

2. Caracterizacion de la rugosidad y la resolucién alcanzables en las micro estructuras.
3. Desarrollo de un protocolo de réplicas en PDMS y su sellado en vidrio.

4. Desarrollo de un protocolo de sellado para chips de PMMA.

3.1. Operacion del equipo de microfresado CNC Minimill4

El maquinado de una pieza por fresado CNC requiere de tres etapas.
1. Disefio en CAD y CAM.
2. Preparacién del equipo.

3. Maquinado de la pieza.
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3.1.1. Disefio en CAD y CAM

El disefio asistido por computadora (CAD) y el maquinado asistido por computadora
(CAM) son dos técnicas que han permitido el avance de la manufactura a un ritmo sin pre-
cedentes. Por una parte el disefio CAD, que consiste en el modelado 3D de objetos en una
computadora, no sélo permite la creacion de disefios y piezas de alta complejidad si no que
facilita el prototipado ultra rapido al s6lo requerirse un par de clicks para modificar dimen-
siones y caracteristicas entre un modelo y su version siguiente. Tal velocidad de prototipado
para la mejora de un disefio no seria posible sin el maquinado asistido por computadora,
método en el que un disefio CAD se traduce en instrucciones numéricas (Control Numérico
Computarizado) para la producciéon de dicho modelo por una maquina. En conjunto, estas
herramientas facilitan la automatizaciéon de una serie de procesos que anteriormente reque-
rian de la intervencién humana. De esta forma, la precision y eficiencia de la manufactura
se incrementan.

El disefio CAD y CAM en este trabajo se realizaron en el software Autodesk Fusién 360. La
mayor ventaja de este software es que en él se implementan en un mismo entorno el disefio
CAD y CAM de una pieza: cualquier modificacién en el modelo 3D se traduce sin esfuerzo
en el archivo (.NC) con las instrucciones para la fabricacion de una pieza.

Un disefio a maquinar comienza con un modelo en 3D que a su vez inicia como un dibujo
2D de dimensiones fijas que se extruye. A manera de ejemplo, la figura 3.2 presenta el flujo
de trabajo para crear un cilindro con una cavidad en el centro.

FIGURA 3.2: Flujo de trabajo para el modelado en 3D de un cilindro.

Una vez que se tiene el modelo 3D deseado, se procede a la fase de CAM. El primer paso
de esta rutina consiste en construir un modelo del sustrato que se va a emplear para maqui-
nar la pieza. Una vez que se cuenta con él, se identifican las zonas de material a remover,
se selecciona la herramienta adecuada para tal propésito’ y se especifican las caracteristicas
de la trayectoria que seguira para la remocién del material (velocidad, nimero de pasadas,
direccion, traslape, etc.). La figura 3.3 presenta el flujo de trabajo de esta etapa, asi como una
simulacién del proceso.

La etapa de disefio concluye en el momento en que se tiene una trayectoria de corte que
produce la pieza deseada y que satisface los pardmetros del operador. Para finalizar, basta

1Seleccionar una herramienta no es un proceso trivial: tamafio, material, forma y velocidad de corte son
algunos de los factores a considerar que se ha reportado en la literatura afectan drasticamente el proceso. Una
discusion en esta drea se presenta en las secciones siguientes.
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FIGURA 3.3: Flujo de trabajo para el modelado CAM de una pieza

con exportar dicha trayectoria a un archivo .NC que contiene las instrucciones de corte en el
formato GCODE.

3.1.2. Preparacién del equipo

Como resultado de este trabajo, se desarrollé un procedimiento técnico (ver apéndice A)
de operacién del equipo CNC Minimill 4 (figura 2.4). La parte central de este procedimiento
es fijar el sustrato a maquinar (pieza de trabajo) sobre la mesa de trabajo y sobre él definir
un sistema de coordenadas sobre el cual se trabajard el maquinado. De estos dos puntos
depende la precisiéon? y la exactitud ° de las geometrias maquinadas y por tanto la calidad
de la pieza final.

3.1.2.1. Sujecion de la pieza de trabajo

En maquinado tradicional, donde las tolerancias admitidas en las piezas estan ente las
10pum y 100um, se suelen emplear abrazaderas o mordazas para fijar la pieza a la mesa de
trabajo de las médquinas, debido a su practicidad. En rutinas de precisiéon en plasticos estos
métodos son inadecuados pues la fuerza ejercida sobre el sustrato deforma el material(3.4),
esto resulta en una reduccién en la exactitud de las dimensiones de la geometria maquinada.
En este trabajo, como alternativa, se emple6 cinta adhesiva doble cara para sujetar el mate-
rial a la mesa de trabajo, la cual elimina la presién sobre el material y con ella los errores de
maquinado originados por el warpage y vibraciones del material(3.4)[28].

3.1.2.2. Sistema de coordenadas sobre la pieza de trabajo

En un sistema de control numérico existen dos sistemas de coordenadas principales so-
bre los que se define el movimiento de la maquina. El sistema de coordenadas absoluto es aquel
cuyo origen esta referido a los limites de carrera de los motores, y es a partir del cual el
equipo reconoce la posicién de la mesa de trabajo, del spindle y sus diferentes componentes
respecto a si mismo. Para fijar este sistema de coordenadas, se emplea una rutina de Home

2Precisi6n:Consistencia entre varias estructuras.
3Exactitud:Capacidad de lograr dimensiones programadas.
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Pieza de trabajo

. P Deformacion
o R A
Tornillo \ R - el x /
de ajuste - —
\ . ‘ = Soportes =

= c ¥

(a) Con mordazas

Pieza de trabajo Cinla adhesiva
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Mesa de trabajo

(b) Con cinta adhesiva

FIGURA 3.4: Métodos de sujecion de la pieza a la mesa de trabajo.

en la que los motores se desplazan hasta activar los switches de limite de carrera en todos
los ejes; es en esta posicion que se fija el origen absoluto de la mdquina y gracias a que esta
es fija (y repetible), con hasta 5um de precision, el equipo puede regresar siempre a las po-
siciones predeterminadas de los distintos componentes y evitar colisiones de un eje con los
otros.

El sistema de coordenadas de trabajo se emplea para el maquinado de la pieza y su origen
puede desplazarse a voluntad por el usuario. Gracias a este sistema, el usuario puede ma-
quinar distintas piezas de forma versatil pues en la etapa de disefio se puede especificar
algtn punto del sustrato como origen de las trayectorias de corte, por lo que se puede colo-
car dicho material a maquinar en cualquier punto de la mesa de trabajo sin comprometer su
precision e integridad.

Sistemade |
coordenadas

absoluto - -
Sistema de
coordenadas
- de trabajo
; — Picza de
& — trabajo

Mesa de trabajo

FIGURA 3.5: Sistemas de coordenados en un equipo CNC

Comunmente, se elige el centro de la pieza de trabajo o una de sus esquinas como origen
relativo de la mdquina. Para todas las rutinas programadas en esta tesis y como estandar en



3.2. Caracterizacion 29

el procedimiento desarrollado, se emplea la esquina inferior izquierda de los sustratos * co-
mo origen de las rutinas de corte; asi, una vez fijo el portaobjetos de PMMA con cinta doble
cara a la mesa de trabajo, la siguiente tarea es determinar la posicién XYZ en coordenadas
absolutas de dicha esquina.

Para fijar el sistema de coordenadas de trabajo, se han mostrado en la literatura diversos
métodos que incluso se han traducido a soluciones disponibles en el mercado. Dos méto-
dos comtnmente empleados y que no requieren de una herramienta especial, son el uso
de una hoja de papel que, a mano, se desliza suavemente sobre la superficie del sustrato a
medida que se acerca lentamente la fresadora a él, en el momento en que la fresadora hace
contacto con la hoja, esta evita su movimiento, por lo que operador puede fijar la coorde-
nada absoluta actual de la fresadora mads el espesor de la hoja de papel como origen de ese
eje. El segundo método consiste en visualizar cuidadosamente, al desplazar lentamente la
fresadora al sustrato, el punto de contacto con el sustrato.

Debido a las dimensiones de las geometrias que se desean en microfluidica, las fresado-
ras empleadas para este propdsito son micrométricas de didmetro 381um, 254um y 127um,
para las rutinas de corte en las que se dese remover porciones macrométricas( cm?) de ma-
terial se emplea una fresadora de 3.17 mm. Como consecuencia de su reducido tamafio, el
punto de contacto de estas con la hoja de papel es dificil de sentir por lo que este método no
es adecuado para este trabajo. Es este mismo tamafio el que impide la inspeccién empleando
el segundo método, sin embargo, como solucién a esta dificultad se propuso el uso de un
microscopio USB montado sobre la mesa de trabajo para visualizar la posicién de contacto
(figura 3.6) que se identifica al observar el PMMA removido del sustrato en forma de un
polvo blanco fino.

Una vez que se tiene el sustrato sujeto a la mesa y el sistema de coordenadas de trabajo
fijo en €1, el equipo se encuentra listo para proceder a la rutina de corte.

3.1.2.3. Maquinado de la pieza

Durante estas ultima etapa, la rutina de corte CAM de su correspondiente disefio CAD
guia la fresadora sobre el sustrato para la producciéon de la pieza. Es en esta etapa que se
debe de tener extrema precaucién con el equipo pues la fuerza de los motores y el filo de la
fresadora (que gira a 60 kRPM) son suficientes como para triturar y cercenar piel y huesos.

En la etapa de diseno CAM, ademads de determinarse la trayectoria que seguiré la fresa-
dora sobre el sustrato, se especifica su velocidad de desplazamiento (Feed Rate) y de rotacién
(RPM). Es un hecho bien conocido que estos parametros son criticos para un trabajo exitoso
pues de ellos depende la calidad de las superficies (rugosidad) y la integridad de la herra-
mienta de corte’. Tomando como referencia el trabajo de Guckenberg et. al [28], para las
primeras pruebas en este trabajo se emplearon las velocidades de corte de la tabla 3.1 con
las fresadoras de 3.17 mm, 381um, 254pum y 127um.

Empleando estos parametros de forma conjunta con el procedimiento de operacién del
equipo se logré exitosamente maquinar los primeros resultados de este trabajo(fig. 3.7).

3.2. Caracterizacion

Tras consolidar un procedimiento de operacién , el siguiente paso hacia la fabricacién
de dispositivos microfluidicos por fresado CNC es la caracterizacién de los modelos maqui-
nados. Como se discuti6 en el capitulo 1, a microescala las fuerzas que dependen del &rea

A pesar de que es posible maquinar sustratos de cualquier geometria, en este trabajo se emplearon exclusi-
vamente portaobjetos de PMMA de 75X25X2 mm

5Una fresadora que se emplea a velocidades de desplazamiento o giro inadecuadas puede perder su filo o
romperse.
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—

(a) Microscopio USB

(b) Detalle con el microscopio de la fresadora y la su-
perficie de la pieza de trabajo

FIGURA 3.6: Arreglo para fijar el sistema de coordenadas de trabajo.

TABLA 3.1: Parametros de corte preliminares

Diametro | Vel. Desplazamiento (mm/min) | Vel. Giro(kRPM)
127um 5 5
254um 25 5
381um 25 5
3,17mm 100 5
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FIGURA 3.7: Resultados preliminares: Pozos y microcanales en un portaobje-
tos de PMMA

dominan sobre las que dependen del volumen. Al mismo tiempo el tamafio de los micro-
canales (ancho y largo) determina la resistencia microfluidica R cuyo valor es fundamental
para conocer el flujo que origina una diferencia de presién AP. Asi, los dos factores criticos
para la microfluidica a caracterizar en esta etapa son la rugosidad y la resolucion (tamafio
de los microcanales) que el equipo permite.

3.2.1. Caracterizaciéon de la Rugosidad

La rugosidad de una superficie que se obtiene por micro fresado CNC depende de tres
pardmetros: el tamafio de la micropunta de corte, el feed rate © y la velocidad de giro del
spindle” [28]. Para evaluar el papel de estos tres factores se disefiaron 4 estructuras (una
por cada punta de corte con que se cuenta) en la que se maquinaron cavidades cuadradas
(fig. 3.8) variando el feed rate y las velocidad del spindle. Para la fresadora de 3.17mm las
dimensiones de las cavidades fueron de 17x5x0.2mm mientras que para las micrométricas
fueron de 5x0.625x0.050mm. Cada una de las cavidades se realiza con uno de los pares
(feedrate, vel. giro) que se muestran para cada pieza en la figura 3.9 y las muestras obtenidas
de dicho proceso se presentan en la figura 3.10.

FIGURA 3.8: Estructura de cavidades cuadradas para evaluar la rugosidad.

3.2.1.1. Rugosidad y Ondulacién

La caracterizacion de la rugosidad se realizé por perfilometria de contacto (KLA Tencor
D-600), técnica en la cual una aguja se desplaza a velocidad constante sobre un sustrato y

®Velocidad de desplazamiento de los motores
"Herramienta rotatoria
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FIGURA 3.9: Pardmetros de corte (feedrate,vel. spindle) empleados en cada
cavidad para evaluar la rugosidad con las distintas fresadoras.
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FIGURA 3.10: Muestras de PMMA maquinadas.

detecta las variaciones de altura en dicha trayectoria (fig. 3.11). Tipicamente el perfil prima-
rio ® de una superficie corresponde a una superposicién de muchas longitudes de onda, que
seglin su tamafio (en forma descendente) se separan en forma, ondulacién y rugosidad. Para
separar las distintas componentes de un perfil primario, en analogia con el andlisis de sefia-
les, se emplean filtros pasa bandas segtin la informacién que se requiera estudiar. Ya que las
frecuencias de corte en estos filtros pasa bandas son un parametro libre, para este trabajo se
tomé como referencia la norma internacional 1ISO4288 que establece que para un perfiléme-
tro de contacto, cuya punta tiene un radio de curvatura de 2um se emplea para obtener el
perfil de rugosidad un filtro pasa altas con una frecuencia de corte A = 800um[36, 37, 38].
Debido a la periodicidad de la rugosidad esperada por el proceso de fresado y encontrada
posteriormente en los perfiles, se aplico segtin la norma internacional ISO 16610, a los datos
obtenidos un filtro pasa altas gaussiano robusto’[39, 40]. La figura 3.12 muestra un tipico
perfil primario y sus correspondientes perfiles de rugosidad y ondulacién.

Styluas tip

Measuredprofile

Original profile

z
Machined surface

FIGURA 3.11: Perfilometria de contacto.

8El que se obtiene de los datos crudos de una mediciéon
9Las frecuencias de corte para separar un perfil primario en sus componentes se indican en la norma 1504288,
mientras que la forma del filtro, gaussiana robusta, es indicada por la norma ISO16610
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T Perfiles de rugosidad (R) y ondulacion (W). - 127pm_0004
pm

FIGURA 3.12: Perfil primario (azul) y sus componentes de ondulacién (rojo) y
rugosidad (verde).

3.2.1.2. Coeficientes de Rugosidad

De forma general, los perfiles de rugosidad de una superficie son demasiado complejos
para evaluarse con un sélo coeficiente[8, 41]. Para entender mejor las propiedades en un per-
fil se han desarrollado un amplio nimero de pardmetros que describen tanto las variaciones
verticales (pardmetros de amplitud) como longitudinales (pardmetros de espaciamiento) de
la altura, una lista exhaustiva de ellos puede ser consultada en el trabajo de Soliman et. al.
[41]. El pardmetro mas empleado en la literatura para reportar la rugosidad es el promedio
aritmético de las alturas Ra al que también se le conoce como linea promedio central (CLA)
y se define como el promedio del valor absoluto de todas las alturas medidas en el perfil
(ver eq. 3.1). Gracias a su fécil definicion y cédlculo, este coeficiente presenta una buena des-
cripcién de los cambios en la altura y puede emplearse como primera aproximacién para
describir una superficie, no obstante, se ha de tomar con cautela ya que no es susceptible
a las pequefias variaciones de perfil a perfil y puede, en casos especificos, representar erré-
neamente una superficie[8]. Para entender mds a fondo un perfil de rugosidad se emplea el
coeficiente de rugosidad RMS Rq (eq. 3.2) que al promediar el cuadrado de las alturas es mas
sensible a pequefios cambios y grandes desviaciones del promedio [41].

1 n

Ro= ) lyil (3.1)
i=1
1 n

Ry = EXy? (3.2)

3.2.1.3. Resultados

Las figuras siguientes presentan los resultados de la caracterizaciéon de la rugosidad de
una rutina de maquinado como funcién del tamarfio de la fresadora, su Feed Rate y su veloci-
dad de spindle. Para cada uno de los perfiles primarios obtenidos se calcularon los valores Ra
y Rgq de los perfiles de rugosidad, que se obtienen después aplicar el filtro gaussiano pasa
altas. Estos valores se mapean segtin sus condiciones de maquinado en el plano FeedRate-
Vel.Spindle con un punto azul y para indicar su valor se emplea la escala de colores mostra-
da a su derecha.
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FIGURA 3.13: Rugosidad Ra con la fresadora de 127 um
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FIGURA 3.14: Rugosidad Rq con la fresadora de 127 yum
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FIGURA 3.15: Rugosidad Ra con la fresadora de 254pum
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FIGURA 3.16: Rugosidad Rq con la fresadora de 254um
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FIGURA 3.17: Rugosidad Ra con la fresadora de 381um
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FIGURA 3.18: Rugosidad Rq con la fresadora de 381um
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FIGURA 3.19: Rugosidad Ra con la fresadora de 3,17mm
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FIGURA 3.20: Rugosidad Rq con la fresadora de 3,17mm
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3.2.1.4. Discusion

La informacién mds importante que se obtiene de las graficas de rugosidad son los pa-
rametro Optimos para el maquinado de futuras piezas. Estos puntos, de rugosidad minima,
estdn indicados como el lugar en el que la coloracién es mds oscura. Entre las dos rugosi-
dades Ra y Rq que se analizaron se elige tomar como referencia el valor Rq pues ademds
de que es siempre més grande por la forma en que se calcula, el tomar en cuenta el valor
al cuadrado del relieve amplifica los detalles finos del perfil. Para futuros experimentos los
parametros 6ptimos de corte y su rugosidad se presentan en la tabla 3.2:

TABLA 3.2: Parametros 6ptimos de corte para minimizar la rugosidad en una
rutina de maquinado.

Fresadora | FeedRate(mm/min) | Vel. Giro (kRPM) | Rugosidad Rq(nm)
3,17mm 500 10 < 1000
381um 50 5 < 125
254um 50 12 < 150
127um 50 7.5 < 80

De esta tabla se destaca que el feed rate 6ptimo para las fresadoras micrométricas es
distinto al empleado en procesos anteriores, cambiando de 25mm/s a 50mm/s para las fre-
sadoras de 381 y 254 mum, y de 5mm/s a 50mm/s en la de 127 um. Esto significa una
reduccién del tiempo de maquinado a la mitad y a una décima parte respectivamente. Ca-
be destacar que, segtin se observa en la tabla 3.2 el parametro de corte que tiene un mayor
efecto en la rugosidad del maquinado es el didmetro de la fresadora.

Los valores de rugosidad medidos muestran concordancia con los reportados por Guc-
kenberg en 2015. En este experimento se explor6 la zona del plano correspondiente a bajas
velocidades de spindle y bajos feedrates, y se verificé segtin lo mostrado en su trabajo que la
rugosidad obtenida es menor a 400 nm incluso cuando dicho grupo menciona que la carac-
terizacion de la rugosidad que se obtiene varia de maquina a mdquina, debido a vibraciones
y resonancias especificas de cada equipo. Al mismo tiempo, en concordancia con sus resul-
tados, en este experimento se mostré que la rugosidad no es inversamente proporcional a la
velocidad del Spindle (tradicionalmente se espera que la rugosidad disminuya al aumentar
este pardmetro). En este experimento la rugosidad no decrece monétonamente con el fee-
drate y tampoco mostré un patrén definido cémo se puede ver en las siguientes gréficas.
Si bien con la broca de 254 um se verific6 un aumento de la rugosidad con el feedrate y
decremento con la vel. del spindle, esto cambia en la fresadora de 3.17mm y 127um donde
la rugosidad decrece conforme aumenta el feedrate.
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FIGURA 3.21: Rugosidad Ra y Rq Como funcién del feedrate.

A pesar de que no se tiene certeza de la razén del comportamiento observado en las gra-
ficas anteriores, los valores de rugosidad encontrados en este experimento son consistentes,
pues se observa que la rugosidad Rq sigue el mismo comportamiento que la rugosidad Ra

Como conclusién de esta seccion, se resalta que gracias a este experimento se encontra-
ron los pardmetros de corte que minimizan la rugosidad en las superficies maquinadas de
PMMA, logrando con la fresadora méas pequefia un valor tan bajo como 80 nm que se en-
cuentra en el mismo orden de magnitud de los 40 nm que se alcanzan por fotolitografia de
bajo costo en SUS [42].
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3.2.2. Caracterizacion de la resoluciéon

La compafifa Minitech, fabricante del equipo MiniMill4 asegura en su hoja de especifi-
caciones que su equipo tiene una resolucién reproducible de hasta 5um. Para verificar esta
afirmacién o, en caso de demostrarse errénea, encontrar la real, se disefi¢ una pieza en Fu-
sion 360 para probar la resolucién del equipo. Para probar la resolucién en el plano XY, la
pieza de prueba consiste en una serie de pilares cuadrangulares cuyo ancho varia de 500um
a 100um en pasos de 100um y de 100pm a 10um en pasos de 10um. Para evaluar la resolucién
en el eje Z del equipo, se maquiné dicho patrén de pilares variando su altura en los siguien-
tes valores de 100um, a 10um, en pasos de 10um. La figura siguiente, muestra el modelo de
la pieza maquinada.

FIGURA 3.22: Modelo CAD para evaluar la resolucién.

3.2.2.1. Resultados

La figura presenta la pieza maquinada descrita en la figura 3.22, los pardmetros de corte
fueron Feedrate:25mm /min y Sipndle:25kRPM con la fresadora de 381um. Para analizar las
dimensiones maquinadas en XY y compararlas con la dimensién programada en el disefio,
se empled microscopia Optica y se tomaron fotografias de cada uno de los arreglos de pilares.
Empleando el software Imagen y la relacién previamente conocida para microscopio de
Tamario de estructura /No. de Pixeles se midieron las longitudes de las aristas de los pilares,
tales valores se promediaron y su resultado se presenta en las graficas 3.24 donde se compara
dicho promedio con su valor esperado.
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(a) Muestra maquinada

(c) Pilares de 90um, 80um, 70um,60um, 50um, 40um y 30um,
20pum,10um

FIGURA 3.23: Pieza maquinada para evaluar la resolucién.
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FIGURA 3.24: Pieza maquinada para evaluar la resolucioén.

La medicién de la altura de los pilares se realiz6 empleando tomografia de coherencia
6ptica (Thorlabs Ganymede II). A cada una de las series de pilares se les tomé un perfil
2D y su altura se midi6 con el software nativo del equipo. En la figura 3.25 se presenta
una muestra de los perfiles obtenidos y en la 3.26 la medicién de las alturas de los pilares
comparadas con su dimensién esperada.
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FIGURA 3.25: Perfil de altura de los pilares por OCT
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FIGURA 3.26: Medicién de la altura de los pilares por OCT comparada con su

3.2.2.2. Discusion

altura esperada.

La tabla 3.3 muestra los pardmetros de los ajustes lineales realizados (Mathematica 11) a
las series de datos mostrados en las graficas 3.24 y 3.26.

TABLA 3.3: Pardmetros de los ajustes lineales para cada eje.

| Eje | m (um/pm) [ Am (um/pm) | b(um) | Ab (um) |
X(mx + b) 1.01 0.01 33 6
Y(my + b) 1.04 0.01 29 3
Z(mz +b) 0.99 0.03 2.35 2.07

De este andlisis destaca que el valor de b en los ajustes es distinto de cero. Esto significa
que todas las estructuras que se realizan con el equipo tienen un error en sus dimensiones
pues se obtienen 31 & 5um mds grandes de como se disefian en el plano XY. Esto limita el ta-
mafio minimo de estructuras en positivo que se pueden producir, pues segin las mediciones
de las fotografias dicho tamario es alrededor de 30um.

Atn cuando en el eje Z b es distinto de cero, su valor queda por debajo del tamarfio de
paso minimo especificado por el fabricante y queda cubierto por el intervalo de incertidum-
bre Ab, esto significa que en este eje se logran las dimensiones que se programan en la etapa
de CAD. La discrepancia entre el eje z y los dos anteriores puede deberse a la forma en que
se sujeta el sustrato a la mesa de trabajo: si la cinta adhesiva que se emplea no es lo sufi-
cientemente fuerte como para resistir la fuerza que ejerce la fresadora sobre el PMMA, este
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se desplazara siguiendo el movimiento de la fresadora, alterando asi las dimensiones de las
estructuras; este efecto es nulo en el eje Z pues atin cuando la fresadora presiona el PMMA,
la normal de la mesa de trabajo mantiene la pieza en su lugar. Para descartar esta probable
causa, futuros experimentos requerirdn emplear otra clase de cinta doble cara o incluso otros
métodos de sujecion.

La formacién de rebabas (ver. figura 3.23) alrededor de las estructuras se debe a la es-
trategia (trayectoria) de corte empleada. Para cada uno de los pilares la fresadora entraba y
salia del material, este movimiento es el responsable de la formacién de bordes irregulares.
Una mejor estrategia es perforar en el material y devastar las estructuras manteniendo la
fresadora dentro del sustrato minimizando las retracciones.

Las mediciones deben tomarse con cautela pues las micrografias no permiten apreciar
adecuadamente las estructuras mas pequefias y alrededor de todos los pilares se observa la
presencia de rebabas que impiden observar los bordes reales de los pilares.

Un efecto similar ocurre al analizar los perfiles de altura obtenidos por OCT: la serie de
puntos que corresponden a la linea base del sustrato y a la superficie del pilar presentan
un ancho de alrededor de 15um lo que dificulta encontrar con precisién las superficies y por
tanto resta fiabilidad a las mediciones, atn cuando el ajuste lineal encontrado para este eje es
maés cercano a la identidad. En aras de resolver tal dificultad, se sugiere como trabajo futuro
medir de nuevo las estructuras empleando perfilometria de contacto y descartar que tales
discrepancias provengan del tamafio de la fresadora repitiendo el experimento para cada
una de ellas. De verificarse que el tamafio real de las estructuras maquinadas presenta un
corrimiento respecto a las disefiadas, bastard con reescalar los disefios para tomar en cuenta
tal efecto de maquinado.

Una vez que se tiene un micro molde maquinado y caracterizado gracias a los resultados
de la seccion anteriores, el siguiente paso es replicarlo para obtener estructuras abiertas que
después de pegarse a un sustrato conformaran los microcanales.

3.3. Litografia suave y chips microfluidicos de PDMS

En el capitulo 2 se present6 el PDMS como un polimero transparente y biocompatible
ubicuo en microfluidica. La fabricacion de chips microfluidicos en este material se realiza a
través de litografia suave, proceso que se ilustra en la figura 3.27. De forma breve, la lito-
grafia suave es un proceso molde-réplica en la que se vierte una mezcla de PDMS y agente
currante sobre un micro molde; al aplicar un tratamiento térmico (1 hora a 60°C), el agente
curante entrecruza las cadenas de PDMS vy lo solidifica conformando su estructura a la del
micromolde. Por tltimo, esta réplica de la estructura en PDMS sdlido se desprende y queda
lista para su uso posterior. Es un hecho bien reportado en la literatura que el protocolo de
preparacion de PMDS afecta drasticamente las propiedades de la réplica [43]. Para estan-
darizar la preparacién de dicho material y obtener propiedades consistentes en cada chip
fabricado se desarroll6, en colaboracién con otros miembros del laboratorio, un protocolo
estandarizado que se emplea de forma rutinaria para todo chip (Apéndice B).

Procedimiento de preparacién de PDMS.

» Medir la cantidad requerida de PDMS.

= Afiadir el agente curante en una proporcién 10 a 1 en peso, es decir agregar el 10 %
de la masa de polimero en agente curante. 3. Mezclar durante 5 minutos con Dremel
(taladro de mano) a 1500 rpm (la velocidad mads baja). 4. Desgasificar en un desecador
durante el tiempo necesario para extraer las burbujas de aire generadas durante el
mezclado (aproximadamente 10 minutos).
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FIGURA 3.27: Litografia suave en PDMS[44].

Antes de pasar a la fabricacion de chips de PDMS es necesario demostrar que es posible
replicar estructuras maquinadas por CNC en PMMA. Para tal objetivo, a la estructura de
pilares de la seccién 3.2.2 correspondiente a una altura de 50um y maquinada con la fresa-
dora de 127 um, se le realiz6 una réplica en PDMS empleando el procedimiento descrito en
el apéndice B. Posteriormente dicha réplica se caracterizé por perfilometria fisica. La com-
paracion entre el tamafio de los pilares en PMMA y su réplica en PDMS se muestran en la
tigura 3.28.

Después de haber logrado la fabricacién de microesructuras en PMMA, haber entendido
los pardmetros que la afectan y demostrar su factibilidad como micromoldes para litogra-
fia suave, el ultimo paso para lograr la fabricacién de chips microfluidicos es el sellado de
las estructuras producidas tanto en PMMA como en PDMS. En esta seccién se presenta el
estudio de este proceso.

Las publicaciones del grupo de Whitesides al principio de este siglo presentan, junto
con la litografia suave, un protocolo basado en el uso de plasma de oxigeno para activar
la superficie de PDMS y sellar los microcanales abiertos. Como se mencioné en el capitulo
3, el uso de una bobina Tesla de mano permite el mismo fenémeno. Tal protocolo, que se
presenta a continuacion, fue trabajo previo en el laboratorio[44]. La aportacion de esta tesis,
y objetivo en esta etapa, fue validar su compatibilidad con un tipo de moldes fabricados por
fresado CNC.

Protocolo de sellado de chips de PDMS:

1. Replicar un micromolde con los microcanales en positivo.
Cubrir la parte superior de la réplica con cinta méagica.

Desprender el PDMS del micromolde (no retirar la cinta mégica).

L

Perforar los inlets en los canales usando un biopuncher de 500um sobre el tapete de
corte. Perforar siempre desde la cara con los microcanales.

5. Tomar con las pinzas un portaobjetos sobre el cual se pegard la réplica.

6. Colocar el portaobjetos y la réplica (con la cara de los canales hacia arriba) sobre una
superficie de plastico limpia y al menos 10 cm alejada de cualquier objeto de metal.
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10.

Aplicar un tratamiento de plasma con la bobina Tesla a 1.5 cm de distancia durante 45
segundos.

Levantar el PDMS por la cinta mégica y colocar la superficie tratada (la cara con los
microcanales) sobre el portaobjetos. En caso de encontrar burbujas, remover aplicando
una ligera presion sobre ellas, llevandolas hacia los canales o hacia los bordes del chip.

S6lo hay una oportunidad, una vez que se pega el PDMS al portaobjetos no desprender
de nuevo.

Colocar el chip en la parrilla a 90c durante una hora para mejorar la fuerza de la adhe-
sion.

Retirar el chip de la parrilla y dejar a temperatura ambiente durante dos horas.

3.3.0.1. Resultados
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FIGURA 3.28: Dimensién medida en la réplica en PDMS contra la dimensién
del micromolde.

En la figura 3.29 se presenta el molde maquinado para la verificacién del protocolo de
pegado de PDMS, su réplica y el resultado de sellarla sobre un portaobjetos de vidrio.
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FIGURA 3.29: Molde en PMMA, su réplica en PDMS y chip sellado en vidrio.

Como se puede observar en la figura 3.29 el resultado de sellar una répllica de PDMS
de un molde de PMMA maquinado por CNC no fue satisfactorio. En toda la superficie se
observan areas donde donde la adhesién del PDMS con el sustrato de vidrio es deficiente.
Tal baja calidad de sellado es consecuencia de la rugosidad en el micromolde.

Una parte clave para el éxito del procedimiento anterior es el contacto entre las super-
ficies a pegar. Debido a que el fresado CNC, a diferencia de las técnicas para las que tal
procedimiento se encontraba probado, es un proceso en el que la rugosidad puede llegar a
ser considerable (ver seccién 3.2.1), el contacto entre la réplica de una superficie maquinada
y el portaobjetos de vidrio no es 6ptimo, asi, fue necesario adaptar tal procedimiento para
esta nueva técnica.

En su trabajo de microfresado en plasticos para estudios de cultivo celular, Guckenberg
et. al. [28] publicé un protocolo para pulir superficies de PS empleando un tratamiento de
vapor de acetona a 40C durante 90s. Este mismo procedimiento se aplicé al molde de la
figura 3.29 usando el arreglo de la figura 3.30. El efecto del tratamiento con vapor de solvente
sobre el molde de PMMA se presenta en la figura 3.31. La réplica del molde pulido y la
calidad de sello en vidrio que con €l se alcanza se muestra en la figura 3.32.
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Acelona

Parrilla a 40°C
4

FIGURA 3.30: Arreglo para aplicar un tratamiento con vapor de acetona a 40C
para pulir el PMMA( El PMMA puede sostenerse empleando un trozo de cinta
doble cara o un par de imanes, uno sobre el PMMA y otro sobre la caja petri).

(a) Molde de PMMA sin tratar 10X (b) Molde de PMMA tratado 10X

(c) Molde de PMMA sin tratar 40X (d) Molde de PMMA tratado 40X

FIGURA 3.31: Efecto del vapor de acetona en PMMA.
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(a) Sin tratamiento (b) Con tratamiento

FIGURA 3.32: Comparacién de la calidad de sellos que se obtiene gracias al
tratamiento con vapor de acetona

3.3.0.2. Discusion

Enla figura 3.29 se puede observar cémo la rugosidad del molde se replica en la membra-
na (que no se observa completamente transparente) y que esta es responsable de las zonas
en las que no hay adhesién puesto que esa rugosidad impide un buen contacto entre las su-
perficie. Dicho problema puede solucionarse aplicando presién en el dispositivo después de
ser ensamblado pero con esto se corre el riesgo de que los canales se deformen y colapsen;
asi, la forma correcta de proceder es suavizar el molde previo al proceso de réplica. Esto
puede hacerse, por una parte, modificando los pardmetros de la rutina de corte (ver seccién
3.2.1) o bien con un post procesamiento de la pieza en el que se aplica vapor de solvente pa-
ra atacar (“pulir”) la superficie y mejorar su calidad. Ya que el sustrato es de acrilico, dicha
calidad se puede apreciar con la transparencia de la superficie, la opacidad en el molde se
debe al esparcimiento de la luz que el microrelieve produce, de tal suerte que una superficie
suave (de rugosidad minima) se aprecia transparente.

Seguin algunos autores, la principal limitante del micro fresado CNC en aplicaciones
microfluidicas es la alta rugosidad que se obtiene con el proceso. Esta dificultad se verifico
en este trabajo: en el molde maquinado, se aprecia como la rugosidad es responsable de la
baja calidad en la superficie del molde, la réplica, y el chip. No obstante, como lo demuestra
la figura 3.32, el post tratamiento con acetona permite salvar tales dificultas

En la figura 3.31 se muestra el cambio en la rugosidad de la superficie maquinada des-
pués del tratamiento con vapor de acetona. Dicho cambio en la rugosidad es tal que una
muestra opaca se vuelve transparente (ver fig. 3.32). Este fendmeno ocurre gracias a que la
acetona disuelve la superficie del PMMA devolviendo movilidad a sus cadenas moleculares,
lo que permite su reacomodo a una superficie de menor area. Llama de inmediato la aten-
cién la formacién de grietas en la superficie después de la exposicion a la acetona (fig. 3.31),
este fendmeno se ha observado en distintos trabajo y se discute en la seccién de chips de PM-
MA. Ya que no se tiene una cuantificacion de la rugosidad antes y después del tratamiento
de acetona, la caracterizacion cuidadosa de este fenémeno se deja como trabajo a futuro en
el que se deberd, ademads, estudiar si el tratamiento con acetona afecta las dimensiones de
los microcanales.

Segtin lo expuesto arriba, a manera de conclusion de esta seccién, se resalta que gracias
al control de la rugosidad en una rutina de maquinado, ya sea procurando el uso de los
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parametros 6ptimos de corte (feedrate y vel. giro) o a través de un tratamiento con vapor de
acetona, es posible la producciéon de chips de PDMS por microfresado CNC.

3.4. Chips microfluidicos de PMMA

La necesidad de produccién escalable de chips microfluidicos ha obligado a explorar téc-
nicas de fabricacién y materiales distintos a la litografia suave y el PDMS. En particular, los
termopldsticos son sustratos sumamente atractivos por su bajo costo y naturaleza desecha-
ble. Uno de los pldsticos més prometedores por su transparencia 6ptica al visible y al UVA
y resistencia a solventes, dcidos y bases es el PMMA. A pesar de que la estructuracién de
este material se tiene bien estudiada y entendida (sec. 3.2.2), el sellado de estos sustratos
estructurados para producir canales microfluidicos esta atin en desarrollo. De esta forma,
la estandarizacién y optimizaciéon del pegado de dos sustratos representa una etapa funda-
mental para la produccién escalable de chips microfluidicos desechables, de facil fabricacion
y bajo costo.

El método mds simple para pegar dos sustratos de PMMA es el uso de una adhesivo
liquido (ep6xicos, acrilicos, etc.). A pesar de que se ha discutido numerosas veces, en la lite-
ratura[34] hay pocos ejemplos donde se haya usado exitosamente. Este bajo indice de éxito
se debe a que no se ha encontrado una técnica o un adhesivo que asegure que al ponerlo
entre las dos superficies a pegar, éste no llene los microcanales y termine por obstruirlos y
dejarlos inservibles.

Un método amplia y exitosamente reportado es el del pegado asistido por solventes. En
éste método, un reactivo disuelve las superficies a pegar y al ponerlas en contacto, la capa
derretida actia como adhesivo uniendo los sustratos una vez que el solvente se evapora.
La mayor desventaja de estos métodos es que al disolverse la superficie del sustrato, las
estructuras maquinadas en él pueden deformarse o colapsar por lo que se recomienda tener
el mejor control posible en la dosis de solvente que se aplica a la superficie asi como de su
tiempo de exposicion.

En aras de encontrar un protocolo 6ptimo para la adhesién de dos superficies de PMMA
se probaron los dos métodos de pegado descritos a continuacién.

Método 1, tratamiento por vapor de cloroformo : Este método se basa en la publicacién
del 2010 Ogilvie et al. [45] y es sumamente atractivo para los propositos de éste experimento
pues ademds de servir para pegar dos sustratos de PMMA, produce superficies de calidad
Optica en microcanales maquinados por micro fresado CNC al reducir la rugosidad de 200
nm a 15 nm. El protocolo a seguir se enlista a continuacién y se esquematiza en la figura
3.33.

1. Se construye un ambiente de vapor de cloroformo a 25°C utilizando dos cajas petri,
una de 25 cm de didmetro y otra de 10, sobre una parrilla eléctrica a 25°C. En la primer
caja se vierte agua como reservorio térmico para mantener la temperatura constante
a 25°C; en ella se coloca la segunda caja (10 cm) en la cual se vierte el cloroformo. La
segunda caja se cierra con las placas de PMMA dentro exponiendo las caras de los
sustratos a pegar al liquido dejando una separacién de 1 cm entre el cloroformo y el
PMMA. La exposicién al vapor de cloroformo dura 5 minutos.

2. Se retiran los sustratos de PMMA de la campana de vapor de cloroformo y se pegan
las cara que fueron expuestas.

3. Se presiona la unién a mano durante 1 minuto.

4. Se aplica presion al ensamble con una prensa de tornillo entre dos placas de metal y se
mete al horno a 60°C durante 30 minutos.
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FIGURA 3.33: Esquema del método 1.

Método 2, tratamiento con cloroformo aplicado por un sello de PDMS: Este procedi-
miento se basa en la publicaciéon de 2012 de Malaquin et. al. [46] El atractivo de este protocolo
consiste en el uso de un cojin de PDMS saturado por inmersién en cloroformo. La placa de
PMMA se pone después en contacto con el cojin. Cuando el sustrato de PMMA se encuen-
tra en contacto con el PDMS, el cloroformo se difunde hacia el PMMA a través de la red
polimérica de PDMS. Esta forma de abordar el problema provee de un mejor control de la
exposicion al solvente respecto a otros métodos en los que el sustrato estd completamente
inmerso en el vapor o en el liquido. La naturaleza eldstica del PDMS asegura un contacto
uniforme y por tanto un tratamiento homogéneo de la superficie; mientras la cara estructu-
rada del PMMA es atacada por el solvente, la parte interna de los microcanales permanece
integra por lo que se reduce el problema de la deformacién causada por la presién sobre los
canales 3.34. El protocolo adaptado es el siguiente:

1. Preparar el cojin de PDMS segtn el procedimiento oficial del laboratorio (Apéndice
B).

2. Sumergir el PDMS en cloroformo durante 1hr.
Sacar del cloroformo y secar con aire comprimido.
Colocar las placas de PMMA sobre el PDMS durante 4 min(fig. 3.34).

Remover y pegar las caras tratadas.

S

Aplicar presién y colocar 10 minutos en el horno a 80°C.

N

Sacar y dejar enfriar a T ambiente .
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PMMA+Cloroformo

PDMS t Cloroformo

FIGURA 3.34: Esquema del método 2.

Una parte que se cuida mucho en estos experimento es la limpieza de los sustratos a
pegatr, para esto, se sigui0 el siguiente proceso reportado en la referencia namero [45]:

1. Lavar los sustratos con detergente para material de laboratorio.
2. Enjuagar con agua desionizada.

3. Sonicar durante 3 minutos en agua desionizada.
4. Enjuagar con IPA.

5. Enjuagar con agua desionizada.

6. Secar con aire comprimido.

En los dos métodos indirectos la presion sobre los sustratos se ejerce utilizando una
prensa de tornillo y dos placas de metal, dicho arreglo se muestra en la figura 3.35

FIGURA 3.35: Prensa de tornillo para aplicar presion.
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3.4.0.1. Resultados

En la imagen 3.36 se presenta la calidad tipica que se obtiene de pegado entre dos placas
de PMMA sin maquinar con los métodos 1y 2. Como se puede apreciar, ninguno de los dos
resultados es adecuado pues presentan zonas de adhesioén deficiente en toda el 4rea. Para
mejorar la adhesiéon de ambas placas, se decidi6 descartar el uso de una prensa de tornillo
y emplear una prensa neumadtica caliente (Dapbress Dp80), gracias a este cambio aplicando
una presion de 4Bar se logré una adhesién homogénea.

(a) Método 1. (b) Método 2.

(c) Método 1 aplicando 4Bar de presion

FIGURA 3.36: Calidad de adhesién lograda empleando cloroformo.

Una vez logrado el resultado de la figura 3.36 C, se intenté probar el método 1 con la
prensa neumadtica para el sellado de canales microfluidicos. Este resultado se presenta en
la figura 3.37, sin embargo se encontré un efecto inesperado: la presencia de grietas en la
superficie interior del chip. Revisando la literatura se encontré que dicho efecto se observa
cada vez que un solvente ataca un plastico, asi, para evitar la presencia de grietas se decidi6
emplear un solvente menos agresivo que cloroformo para sellar microcanales.
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FIGURA 3.37: Chip en PMMA fabricado con el método 1 usando una prensa
neumatica.

Un protocolo de pegado de PMMA con etanol, un solvente menos agresivo, es el pu-
blicado por Liga et. al. en 2016 [47]. En dicho trabajo, para atacar las superficies a pegar se
aplican 80uL de etanol puro en medio de los sustratos a los que se les aplica 1,57MPa de
presién a 70C durante 2 min. Usando los microcanales de la figura 3.37 y este protocolo se
encontr que, en efecto, el etanol es un solvente capaz de pegar dos placas de PMMA al apli-
car presién y temperatura. No obstante, el sellado de ambas placas fue de muy baja calidad
pues la mayor parte del drea no estd adherida (fig. 3.38). Una revisién mas profunda de la
literatura[35, 48] mostré que 80uL de etanol es un volumen muy bajo para sellar por com-
pleto un chip de 25mm x 75mm, por lo que se aument6 el volumen a 300uL [48] esto mejord
la calidad del sellado logrando pegar casi toda el drea a excepcién del centro (fig. 3.39). Ya
que esta zona se repetia siempre entre distintos chips, se examiné cuidadosamente la pren-
sa y se notd que la superficie en ella no era homogénea y que la presién no se distribuia
por igual sobre toda el drea, para solucionar tal problema se afiadié una placa de unicell al
arreglo como se muestra en la figura 3.40 .
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(@) (b) (©

(d)

FIGURA 3.38: V:80uL etanol 100 %, P: 4bar,T: 70C t: 2min
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(d)

FIGURA 3.39: V:300uL etanol 100 %, P: 4bar,T: 70C t: 2min

L Placa de vidrio }
[ Portaobjetos con canales ]
T = . ]

( Placa de vidrio ]
B
Placa de unicel
4

FIGURA 3.40: Arreglo para homogeneizar la presién usando una placa de uni-
cell.

Etanol
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(@) (b)

(d)

FIGURA 3.41: V:300uL etanol 100 %, P: 4bar,T: 70C t: 2min y bloque de unicell.
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(d)

FIGURA 3.42: V:300pL etanol 100 %, P: 4bar,T: 70C t: 2min, un bloque de unicel
y nuevo lote de PMMA

Con el arreglo de la figura 3.40 se logré eliminar el 4rea no unida del centro de los chip
3.41. Una vez logrado un sello homogéneo en toda la superficie del portaobjetos, se procedioé
a solucionar el problema del agrietamiento del material. Después de notar que tal fenémeno
ocurria sin importar las condiciones de presion, temperatura o solvente se decidié cambiar
de Lote de PMMA y con esto le logré eliminar este problema (figura 3.42). El progreso de
este experimento asi como los ajustes en el protocolo que lo hicieron posible se resumen en
la figura 3.43
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FIGURA 3.43: Ajustes al protocolo de pegado y sus resultados.
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3.4.0.2. Discusion.

Cuando la superficie del polimero es solvatada, las cadenas que lo componen pueden
moverse libremente y se pueden difundir en la interfaz de los materiales en contacto; cuan-
do el solvente se evapora, las cadenas regresan a su estado de movilidad original pero el
entrecruzamiento es tal que las superficies forman parte de un mismo material[34]. El papel
de la presién en este fendmeno es asegurar el contacto entre las superficies para lograr tal
difusién de las cadenas moleculares y lograr una buena unién. Esto puede llevar a pensar
que incrementar la presion tanto como sea posible asegura el éxito del proceso. Sin embargo,
al hacer esto se corre el peligro de deformar los microcanales o colapsarlos. Asi, la relacién
entre cantidad de solvente aplicada y presién es un pardmetro critico en el proceso en el
que debe de tenerse especial cuidado. Mds atn, segtn lo hallado por la figura 3.39, ademds
de controlar la presién que se ejerce, se debe de asegurar la distribucién homogénea de la
fuerza sobre el material, esto se logré al introducir la placa de unicell en el arreglo, que al
ser deformable se comprime primero en las zonas de mayor presién, homogeneizando asi
los esfuerzos sobre el material.

Un reactivo quimico acttia como solvente de otro cuando sus moléculas no exhiben una
tendencia a mantenerse separadas las unas de las otras, es decir, cuando la fuerza de atrac-
cién entre moléculas similares es menor que entre moléculas distintas. Esta atraccién entre
moléculas del mismo tipo se puede entender como una energfa de cohesién propia del ma-
terial. Si dos materiales presentan energias de cohesién similar, sus moléculas pueden di-
solverse una en la otra. A su vez, la energia de cohesién de un material se puede evaluar
a través del coeficiente § de Hildebrand definido como la raiz cuadrada de la densidad de
energia cohesiva en un sistema de moléculas, por tanto, un material serd un buen solvente
de otro si sus coeficientes J son iguales.

A diferencia del cloroformo el etanol no ataca al PMMA a temperatura ambiente, pero
si a 70° C. Este comportamiento puede entenderse a la luz del coeficiente de Hildebrand
cuyo valor para el PMMA a temperatura ambiente es 20,18 MPa'/?. Mientras a 25 ° C para
el etanol 6 = 26,5MPal/? para el cloroformo 6 = 18,6 [49]. Segtin el pérrafo anterior, el
cloroformo es un mejor solvente para el PMMA pues sus coeficientes § son mds similares.
Cuando la temperatura aumenta, el pardmetro de Hildebrand de un polimero permanece
estable, sin embargo, en liquidos presenta un comportamiento decreciente[50], en particular,
para el etanol ¢ disminuye a un valor aproximado de § = 20,1MPa'/? por lo que se vuelve
un solvente ideal para el acrilico. Hay que destacar que esta temperatura estd por debajo
de la temperatura de transicién vitrea Tg y por tanto se evita la deformacién térmica de los
microcanales. Este método, que controla la solubilidad del polimero con la temperatura del
solvente, permite alcanzar un mejor control en el grado de ataque que sufre la superficie por
lo que el etanol resulta un mejor solvente que el cloroformo para el pegado de PMMA.

La formacion de grietas es un fenémeno que se observé tanto al usar etanol, acetona y
cloroformo para atacar el acrilico. Al adsorber la superficie de PMMA el solvente, se crea un
gradiente de concentracién (en zonas més cercanas a la superficie se adsorbe mas solvente y
viceversa) que hincha el material e induce estrés local de compresién en él. Una vez que el
solvente comienza a evaporarse, el estrés en la superficie es ahora de tension. Ya que la eva-
poracién es mayor en la superficie que en el bulto, la tensién es mayor en esta zona; cuando
esta tensién supera un cierto valor critico, la superficie se rompe y se genera una grieta. El
cloroformo y la acetona, al tener parametros de Hildebrant més cercanos al del PMMA se
difunden mejor en su superficie, creando mds ,swelling y mas tensién, por lo que producen
grietas mds facilmente que el etanol. No obstante, se encontré que el etanol fracturaba o no
el PMMA segtn el lote que se escogiera, tal diferencia de comportamiento se sospecha tiene
origen en el método de fabricacién de ambos lotes: por casting y por extrusion [45, 45]. En
el primer método una mezcla de metil metacrilado y agentes entrecruzante se vierte en un
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molde hasta que la mezcla solidifica, en el segundo, se emplean pellets fundidos a los que
se les aplica presion a través de una abertura, este proceso de extrusion, junto con la con-
traccion térmica del material, crean un pre estrés de tension en la superficie que facilita la
fractura del material.

3.5. The big picture: Dispositivo Point-of-Care para deteccién dual
de glucosa insulina

A lo largo de este capitulo se ha mostrado el desarrollo de un protocolo para la fabrica-
cién de dispositivos microfluidicos por fresado CNC. Este protocolo es parte de un objetivo
maés grande, en el que se persigue el impacto social a través de la tecnologia Lab-on-Chip y
Point-of-Care. A continuacién se presentan los resultados preliminares de uno de los dispo-
sitivos microfluidicos desarrollados gracias a este trabajo y a la colaboracién con distintos
miembros del laboratorio.

3.5.1. Contexto

La diabetes mellitus es una epidemia que actualmente padecen 422 millones de personas
alrededor del mundo. Tan s6lo en México, la diabetes mellitus tipo 2(DMT2), responsable
del 90 % de todos los casos de diabetes, prevalence en 20.1 millones de habitantes(15,8 %)
siendo ésta la principal causa de ceguera, enfermedad renal, amputacién de miembros e
infarto al miocardio. Clinicamente la diabetes mellitus tipo 2 se reconoce como un estado
constante de niveles anormales de la cantidad de glucosa en la sangre y por tanto, surge la
necesidad imperativa de monitorear ésta molécula en un individuo. No obstante, lograr los
niveles apropiados de monitoreo de glucosa en sangre en la poblacién mexicana ha sido una
meta sumamente dificil de alcanzar; este hecho se demuestra en que esta enfermedad es la
principal causa de muerte entre las mujeres de y la segunda entre los hombres.

Ya que la DMT2 representa un estado metabdlico alterado, definirla o delimitarla resul-
ta sumamente complicado. La hiperglucemia en ayuno delimita un estado relativamente
tardio en el proceso de la enfermedad y de forma temprana, la homeostasis de la glucosa
y el metabolismo energético puede presentar alteraciones facilmente detectables, especifi-
camente, en la DMT2 se produce una deficiencia relativa de insulina, hormona clave en la
homeostasis de la glucosa.

La secrecion de la insulina estd acoplada a los niveles de glucosa a través de una relacion
dosis-respuesta que mantiene la concentracién de glucosa dentro de un rango de alrededor
de 4.5M, la regulacion de la glucosa por la insulina se lleva a cabo principalmente impidien-
do la liberacién de glucosa por el higado y promoviendo la captura de ella por el muasculo
y tejido adiposo. Un organismo que falla en éstos mecanismos a pesar de presentar la con-
centracion tipica de insulina se dice que ha desarrollado resistencia a la insulina, defecto
comun del sindrome metabdlico en el que se encuentra agrupado la DMT2. Un organismo
que presenta resistencia a la insulina muestra un periodo de glucemia normal en el que el
péncreas compensa la resistencia mediante la hipersecrecion de insulina, después de esto, el
péncreas fracasa en secretar suficiente insulina y se desarrolla la diabetes.

Por lo anterior, es de importancia fundamental contar con una herramienta para cuanti-
ficar en una poblacién la sensibilidad a la insulina. Contar con los datos de la dindmica de
esta hormona permitird investigar de manera adecuada la epidemiologia y mecanismos fi-
siopatoldgicos, el beneficio de intervenciones terapéuticas y el curso clinico de los pacientes
con resistencia la insulina. La forma mads directa de evaluar la sensibilidad a la insulina en
la medicién dual (en paralelo) de los niveles sanguineos de glucosa e insulina.
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A la fecha, no existen plataformas de medicién dual glucosa-insulina miniaturizadas y
de bajo costo que permitan realizar un diagndstico preciso, ni monitoreo en tiempo real de
manera generalizada, como es requerido por el sector médico, tanto en México como en el
resto del mundo. Actualmente, la manera generalizada en la que se monitorea la diabetes
consiste en la medicién del nivel de glucosa sanguinea, este estudio es necesario pero no
suficiente para revelar el estado de salud del paciente sobre todo en la etapa temprana del
padecimiento. Medir simultdneamente la glucosa y la insulina es un requisito critico para
describir la condicién de un paciente y mas atin, para analizar el impacto inmediato o a
largo plazo de los tratamientos, dieta, ejercicio y cualquier intervencién que se aplique en el
paciente.

En este contexto, el objetivo de este proyecto es el desarrollo de un biosensor tipo PoC
que permita medir simultdneamente los niveles de glucosa e insulina de una persona en una
muestra de saliva de manera f4cil, rapida, barata y confiable.

En las secciones siguientes, se describe el desarrollo de un dispositivo microfluidico LoC
que integra una prueba ELISA de competencia con la ayuda de microparticulas magnéticas
funcionalizadas con insulina para la medicién de la misma y un proceso de cronoampe-
rometria con el que se mide la concentracién de glucosa en sangre. Ademads del cartucho
microfluidico, nuestra propuesta cuenta con un lector miniatura, portable y de bajo costo
que permite realizar la lectura de insulina y glucosa en cualquier sitio y con habilidades
técnicas minimas.

3.5.2. Chip microfluidico y reacciones de deteccién

La deteccién dual en una sola muestra de sangre de los niveles de glucosa e insulina en
el sensor desarrollado aqui se lleva a cabo gracias a dos etapas, una electroquimica y una
Optica, que consisten en dos tipos de reacciones diferentes.

En el caso de la primer reaccién, se mide una corriente eléctrica aprovechando la produc-
cion de cargas, producto de la oxidacién de la glucosa. En esta etapa el nimero de cargas
producidas es directamente proporcional al ntimero de moléculas de glucosa presentes y por
tanto al medir éstas cargas como una corriente eléctrica es posible determinar la cantidad de
glucosa en la muestra.

La etapa Optica corresponde a la medicién de insulina. Esta rutina de deteccién esta
basada en un ensayo ELISA de competencia en la que se aprovecha el enlace especifico de
dos moléculas (insulina y anti-insulina) para producir una sefial luminosa (fluorescencia)
de la que es posible inferir la concentracion de insulina en la muestra de sangre, el proceso
completo se describe a continuacién:

En primer lugar, una gota de sangre con los niveles que se desean medir se deja reac-
cionar con una solucién de antiinsulina, estas dos moléculas producen una unién especifica
(s6lo se enlazan entre ellas) que deja libre una cantidad determinada de anticuerpos. Entre
mads insulina haya en la muestra menos anticuerpos quedaran libres y viceversa. Ya que el
nimero inicial de anticuerpos es conocido, la cantidad de éstas moléculas que quedaron
libres es un indicador directo de cudnta insulina habia en la muestra. El conteo de los anti-
cuerpos que quedaron libres se realiza gracias a que éstos emiten luz verde al ser iluminados
con luz azul, ésta luz verde es medida con un fotodetector y su intensidad es proporcional
al niimero de anticuerpos que no se hayan adherido. Para eliminar la contribucién a la in-
tensidad de luz verde de los anticuerpos que se unen a la insulina en la primera etapa, los
anticuerpos restantes con capturados por microparticulas magnéticas a las que se les ha pe-
gado insulina. Utilizando una imdn, estas particulas magnéticas son llevadas a dénde se
encuentran los anticuerpos, estos se capturan y por tltimo se llevan a una zona limpia don-
de se mide la sefial luminosa que producen, de ésta forma, la intensidad de luz verde que es
producida por las particulas magnéticas que tienen anticuerpos adheridos es indicador de
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la cantidad de anticuerpos que quedan libres en la primera reacciéon y por tanto es indicador
de la cantidad de insulina en la muestra de sangre(ver figura 3.45).
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I/ 7
l
o Dynabeads O BSA ¢ Antigeno ) Anticuerpo @ Fluoréforo

FIGURA 3.44: Esquema de deteccién de insulina[51]

La parte central de este sensor consiste en un chip microfluidico que integra en un solo
dispositivo y a partir de una sola muestra las dos reacciones anteriores. La fotografia de la
figura 3.45 muestra el chip desarrollado y la zonas que lo componen.
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FIGURA 3.45: Chip de deteccién dual.

El chip microfluidico desarrollado consiste en tres pozos conectados entre si por micro-
canales. Cada uno de los pozos es una zona funcional del chip, depésito de la muestra,
deteccién electroquimica y deteccién 6ptica.

Por su bajo costo, facilidad de manufactura y escalabilidad este chip se fabrica en acrilico
(PMMA); para fines de prototipado rdpido este chip se fabrica por micro maquinado CNC
segln se detall6 en las secciones anteriores.

3.5.3. Preparacién del chip

El proceso de lectura comienza preparando el chip para la detecciéon. En este proceso, pri-
mero, se deposita en el pozo de deteccién 10 uL de microparticulas magnéticas (Dynabeads™
M-450 Tosylactivated) a las que se les ha unido insulina.

La zona de deteccién electroquimica estd disefiada para recibir electrodos insertables que
son los que capturan las cargas producto de la reaccion. Este chip es compatible con electro-
dos de fabricacion propia y electrodos comerciales en caso de que se requiera 3.46. Mientras
que los electrodos comerciales representan una solucién inmediata y disponible de manera
masiva para el ptublico, lo electrodos de fabricacién propia representan un solucion flexible
en la que es posible integrar distintos disefios, paralelizar mediciones o utilizar distintos ma-
teriales que reduzcan costos o permitan otras técnicas de medicién. Una versién siguiente
de nuestro chip microfluidico tendrd incluidos los microelectrodos fabricados por nosotros
y evitard este paso de preparacion.
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FIGURA 3.46: Electrodos de fabricacién propia(izquierda) electrodo comer-
cial(derecha).

La preparacion del chip para la detecciéon de glucosa consiste en tinicamente colocar el
chip en la plataforma A de nuestro dispositivo, insertar un electrodo en el chip y conectarlo
a el circuito de medicién que se ha desarrollado para calcular el nivel de glucosa a partir de
la sefial temporal de corriente obtenida, exactamente andlogo a un glucémetro comercial.

El tltimo paso para preparar la lectura de deteccion en chip consiste en preparar la mues-
tra de sangre, en este paso se toman 9uL de una muestra a analizar y se agrega 1uL de an-
ticuerpo antiinsulina, esta solucién se deja incubar por aparte durante 2 horas y finalmente
esta preparacion se deposita en el pozo de muestra.

3.5.4. Deteccién electroquimica

La detecciéon dual de glucosa e insulina comienza en el momento en el que se coloca la
muestra en el chip, en este punto el liquido depositado fluye por capilaridad hacia la zona de
electrodos!’ donde se produce la oxidacién de la glucosa, las cargas libres que se producen
en esta reaccion se leen en los electrodos como una corriente que obedece a una dindmica
temporal como la que se muestra en la figura 3.47.

19Todos los electrodos empleados son sensibilizados con la enzima glucosa oxidasa.
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FIGURA 3.47: Corriente eléctrica en los electrodos de medicién como funcién
del tiempo[52]

Una mayor cantidad de glucosa produce mas cargas libres y por tanto una corriente més
alta, de verde se aparecia como una muestra con glucosa a una concentraciéon de 145 mg/dL
produce un pico de alrededor de 120 uA mientras que una concentracién de 50mg/dL pro-
duce un pico de 40uA. El intervalo que se abarca de los 50mg/dL a 145mg/dL corresponde
con los niveles tipicos de glucosa que presenta la poblacién sana y con diabetes. El resultado
de caracterizar el drea bajo la curva como funcién de la concentracién de insulina se muestra
en la gréfica 3.49 y la ecuacion que la describe es la forma en la que nuestro sensor traduce
la corriente que mide en un valor de glucosa.
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FIGURA 3.48: Corriente eléctrica en los electrodos de mediciéon como funciéon
del tiempo[52]
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3.5.5. Deteccion de fluorescencia

Después de que se obtiene la lectura de glucosa el siguiente paso es obtener la medicién
de la insulina. En éste punto debe de recordarse que el pozo de la muestra se encuentra
lleno y que en él se encuentran los anticuerpos libres que no son capturados por la glucosa
en la muestra. Segun se discuti6 arriba, éstos anticuerpos se llevan a la zona de detecciéon
capturdndolos con microparticulas magnéticas que son movidas por un iman en la parte
inferior del chip.

En el momento en que las beads se encuentran en la zona de medicién, el tltimo paso es
la medicién de la intensidad de fluorescencia. La lectura de la cantidad de anticuerpos so-
brantes de la reaccion se realiza excitando las moléculas con un LED azul de IW y midiendo
su emisién con un fotodiodo SensL. MicroFM-SMTPA-30050. Adicionalmente se emplean
dos filtros 6pticos que seleccionan la longitud de onda emisién del LED para coincidir con
el maximo de absorcién del fluoréforo Alexa 488 que es el responsable de la fluorescencia de
los anticuerpos. El filtro verde se coloca entre el fotodetector y la muestra y elimina la sefial
en él, que no se deba a la emision de los anticuerpos.

Para validar de nuestro chip microfluidico, es necesario demostrar que es posible medir
concentracioén a partir de la deteccion de una baja intensidad de fluorescencia. Ya que el
realizar estas pruebas con anticuerpos representaria un costo muy elevado, ésta validaciéon
se realiz6 con una molécula de propiedades de fluorescencia similares a las de Alexa 488,
fluoresceina.

Empleando esta molécula, hemos demostrado que podemos distinguir con nuestro chip,
distintas concentraciones de moléculas fluorescentes y mds atin, éstas concentraciones se
encuentran en el orden de los micro y nanomoles que producen una sefial en el fotodetector
en el mismo intervalo en el que se espera estara la corriente producida por los anticuerpos.
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FIGURA 3.49: Curva de corriente en el fotodetector en funcién de la concen-
tracion de fluoresceina.

Obtener la gréfica anterior utilizando dynabeads funcionalizadas es el paso que hace fal-
ta para completar la medicién dual de glucosa e insulina en nuestro biosensor. Actualmente
los esfuerzos de nuestro grupo se concentran en éste objetivo.
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La microfluidica tiene el potencial de cambiar la forma en la que se estudia la biologia
moderna [5]. Este cambio de paradigma requiere de, primero, un compromiso tanto de las
instituciones para adoptar esta nueva tecnologia, como de la academia para ofrecer solucio-
nes a problemas concretos y que puedan transferirse directamente, a la industria privada y,
como fin tltimo, al sector que lo necesita.

La microfluidica tiene el potencial de cambiar la forma en la que se estudia la biologia
moderna [5]. Este cambio de paradigma requiere de un compromiso tanto de las institu-
ciones para adoptar esta nueva tecnologia, como de la academia para ofrecer soluciones a
problemas concretos que sean transferibles al sector que lo necesita a través de la industria
privada.

Para que tal transferencia de tecnologia sea posible, es necesario asegurar que es factible
la produccién masiva(>5000 piezas/mes) de chips microfluidicos. El trabajo desarrollado
en esta tesis tiene como fin dltimo dicho objetivo, y muestra cémo el microfresado CNC es
una alternativa a los métodos de fabricacién tradicionales para acceder a la microfluidica
desde una aproximacién no convencional en la que no se requiere de un cuarto limpio ni de
fotolitografia en obleas de silicio.

Seguin lo mostrado en el capitulo 3, el microfresado CNC es una herramienta versatil
que permite la fabricacion de micro estructuras de hasta 30um que pueden ser transferidas
a PDMS por litografia suave o empleadas directamente para fabricar chips microfluidicos.
Gracias a este trabajo de tesis, el laboratorio yntec-LaNSBioDyT es ahora capaz de producir
dispositivos microfluidicos bajo demanda nos sélo para sus integrantes si no para la comu-
nidad que requiera de este servicio. La figura 4.1 muestra dos ejemplos de (uno en PMMA
y uno en PDMS) de los chips que se pueden ahora producir rutinariamente, estos disefios
sencillos pueden fabricarse desde cero en alrededor de 10 minutos para el PMMA y 90 para
el PDMS. A partir de este flujo de trabajo, se estima que una persona podria fabricar 32 chips
de PMMA por dia e incluso igualar esta cifra en PDMS si se emplean varios micromoldes
en paralelo.



70

Capitulo 4. Conclusiones y perspectivas

(a) PMMA (b) PDMS

FIGURA 4.1: Chips microfluidicos fabricado gracias a este trabajo de tesis.

De los resultados expuestos en el capitulo 3 se concluye:

Se demostré que el fresado CNC de alta resolucién es una técnica que permite la fabri-
cacién de microestructuras en PMMA.

Es posible controlar la rugosidad de una superficie segtin sus parametros de corte en
un rango que va de los 5000nm a los 80nm.

La litografia suave es un proceso compatible con estructuras en PMMA fabricadas por
fresado CNC.

Un tratamiento por vapor de acetona sobre los micromoldes de PMMA disminuye ala
rugosidad y mejor el sellado de los chips que a partir de ella se obtiene.

El fresado CNC es una técnica que permite la fabricacién de chips microfluidicos en
PMMA y en PDMS

Un aspecto en el que destaca la técnica estudiada en este trabajo es el tiempo de fabrica-
cién: para disefios sencillos, como los de las secciones 3.4 y 3.3, el tiempo de espera entre un
disefio y un chip, puede ser en PMMA tan bajo como 10 minutos o 90 en PMDS mejorando
asi el récord de un dia reportado por Whitesides en 1998. [23]

Para mejorar el precio final de cada chip y lograr la produccién masiva, resta como tra-
bajo a futuro desarrollar un protocolo para transferir a PMMA un circuito microfluidico por
termoformado(hot embossing) empleando un molde maquinado por CNC en latén. Para que
esta produccién masiva sea exitosa, este proceso deberd disminuir el tiempo de fabricaciéon
a menos de 2 min. por chip [29].
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