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Resumen

En este trabajo, se disenaron dos dispositivos microfluidicos con membranas de PDMS
microestructuradas con el objetivo de ejercer estimulos mecéanicos sobre cultivos celulares.
Mediante la réplica de las microestructuras de DVD se cre6 un patrén de lineas periddicas
que permite la difraccién de luz blanca. Es posible observar la difraccién de la luz en la
superficie de las membranas. Al someter las membranas de los chips a un cambio de presién
utilizando una bomba microfluidica se observa un cambio en el tamafnio y forma del patréon
difraccion.

Se prob6é un método de fabricacién para cada diseno propuesto para estandarizar los
procesos y encontrar resultados reproducibles de un chip a otro. El primer método consistio
en fabricar la membrana y la base del chip en procesos paralelos, ensamblarlas y finalmente
adherir el chip completo en un portaobjetos de vidrio. El segundo método se realizé utilizando
un molde que permite la fabricacién de la membrana directamente en el cuerpo del chip para
luego adherir el chip en un portaobjetos de vidrio.

Al aumentar la presion dentro de la cavidad central del chip se observé que el drea del
patron de difraccion disminuyd, mientras que al disminuir la presion interna ocurre el efecto
contrari6 en el area del patrén de difraccion. Dicho cambio se midié usando una aproximacion
eliptica con ayuda del programa de analisis de imagenes ImagelJ, cada valor de presion se
relaciono con un valor del tamano del patrén de difraccién. El cambio en el radio de curvatura
de la membrana también fue caracterizado, para esto se utilizaron las imagenes laterales de
los chips obtenidas mientras la presiéon cambiaba dentro de la cavidad central. Se desarrollo
un cédigo en MatLab para medir el radio de curvatura utilizando tres puntos de referencia en
las imagenes de las membranas, el cédigo también es capaz de calcular la altura del menisco
y el angulo de contacto de cada imagen.

Con los datos obtenidos del analisis de iméagenes se generaron graficas para determinar
el comportamiento de las membranas, buscando lograr una correlacién entre los valores del
radio de curvatura y el tamano del patrén de difraccion para cada valor de presién al que
fueron sometidas las membranas. El comportamiento encontrado en los dos casos fue un
declive exponencial.






Summary

In this work, two microfluidic devices with microstructured PDMS membranes were de-
signed to exert mechanical stimuli on cell cultures.A periodic pattern of lines was created
by replicating the DVD microstructures, allowing to observe the diffraction of white light on
the surface of the membranes. When applying a pressure change on the membranes, using a
microfluidic pump, a change in the size and shape of the diffraction pattern is observed.

A manufacturing method was tested for each proposed design to standardize processes
and find reproducible results from one chip to another. The first method was to manufacture
the membrane and the base of the chip in parallel processes, assemble them and finally adhere
the complete chip on a glass slide. The second method was done using a mould that allows
the manufacture of the membrane directly on the body of the chip and then adhering the
chip on a glass slide. By increasing the pressure inside the central cavity of the chip it was
observed that the area of the diffraction pattern decreased, while by decreasing the internal
pressure the opposite effect occurs in the area of the diffraction pattern. This change was
measured using an elliptical approach with the help of the ImageJ image analysis program.
The change in the radius of curvature of the membrane was characterized using the lateral
images of the chips obtained as the pressure changed within the central cavity. A code was
developed in MatLab to measure the radius of curvature using three reference points in the
membrane images, the code is also capable of calculating the height of the meniscus and the
contact angle in each image.

Using the data obtained from the image analysis, graphs were generated to determine
the behavior of the membranes, seeking to achieve a correlation between the values of the
radius of curvature and the size of the diffraction pattern for each pressure value to which the
membranes were subjected. The behavior found in the two cases was an exponential decline.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Plataformas microfluidicas

La microfluidica es el area de la mecanica de fluidos encargada de manipular y controlar
pequenios voliumenes de fluidos (de 1072 a 107! litros) en canales que van de los 10 um a
los 100 pm en sus dimensiones transversales [1]. Los origenes de la microfluidica se remon-
tan al crecimiento de la microelectréonica. La insistencia de integrar la mayor cantidad de
componentes electréonicos discretos en un cristal de silicio llevé a lo investigadores a gene-
rar procesos para la miniaturizacién de dichos componentes. En 1964, Jack Kilby (Texas
Instruments) pantenté el proceso de fotolitografia que permitié la creacién de los primeros
circuitos integrados en silicio, ademas de abrir la puerta a la generacién de microcanales y
otras estructuras en superficies como el silicio y el vidrio [2, 3].

Figura 1.1: Sistema de cromatografia de gases en una oblea de silicio de 2 pulgadas fabricada en
1979 [2].
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A finales del siglo XX, los primeros dispositivos microfluidicos comerciales hicieron su apa-
ricion: las cabezas de inyeccion de tinta para impresoras. Mientras que los primeros usos de
la microfluidica en la investigacién derivaron en el desarrollo y uso de sistema de micro-anali-
sis: cromatografia de gases (figura 1.1), cromatografia liquida de alta presién y electroforesis
capilar[1].

Entre las ventajas que presentan las plataformas microfluidicas se encuentran su alta sen-
sibilidad, bajos costos de fabricacién y uso, tiempos cortos de prueba y menos uso de espacio
en los laboratorios [4]. Debido a la capacidad de implementar diferentes componentes, los nue-
vos procesos de fabricacién que permiten el prototipado rapido y el uso de materiales flexibles,
como los polimeros, las aplicaciones de las plataformas microfluiducas se han expandido a
diferentes dreas de la ciencia y la tecnologia (tabla 1.1). En este trabajo haremos enfésis en las
aplicaciones dirigidas a los sistemas biomiméticos: Dispositivos Lab-on-chip y Organ-on-chip.

Tabla 1.1: Potenciales aplicaciones de dispositivos microfluidicos [5].

Area Aplicacién
Sistemas analiticos miniaturizados
Gendmica y proteémica Sequenciacién rapida y de alta densidad, secuenciacién de ADN;

andlisis combinatorio, ensayos de expresion génica, integracion de
fluidica en arreglos de ADN

Sistemas de defensa en guerras quimicas o biolégicas Deteccion e identificacién temprana de patdgenos y toxinas,
diagnéstico a tiempo
Analisis clinicos Analisis rapido de sangre y fluidos corporales, dispositivos point

of care basados en ensayos inmunolégicos o enzimadticos, conteo
de células, deteccién electroquimico

Pruebas ambientales Analisis in situ de contaminacién ambiental
" Proyeccién de alto rendimiento Quimica combinatoria y pruebas de farmacos, ensayos toxicolégi- -
COs.
Dispositivos biomédicos
" Dispositivos implantables T Dispositivos para entrega de farmacos in vivo, monitoreo de en-

fermedades y sintomas en tiempo real
Herramientas para quimica y bioquimica

Sintesis organica a baja escala Quimica combinatoria
" Preparacién de muestras 7 Purificacién de muestras bioldgicas
" Amplificacién de acidos nucléicos y secuencias | PCR, RT-PCR
Sistemas para investigacion basica
" Sistemas para el estudio del flujo de fluidos Estudio de flujos electroosmético y flujo laminar en canales pe- -
quenos, estudios de difusion
" Estudios de reacciones quimicas Enzima-sustrato
" Sistemas biomiméticos 7 Desarrollo de maquinas que imitan funciones biolégicas
" Sistemas para estudiar pequefias cantidades de muestras | Deteccién de moléculas

1.1.1. Dispositivos lab-on-chip

Los dispositivos o plataformas lab-on-chip buscan integrar las funciones de varios ins-
trumentos de laboratorio en un area de algunos centimetros cuadrados(figura 1.2). Entre
sus componentes se encuentran las valvulas, bombas, reactores, columnas cromatograficas
y sensores. Dichos componentes permiten realizar una serie de procedimientos como el facil
manejo de fluidos, mezclado, filtrado, andlisis, deteccion y separacién de diferentes reactivos
en un sélo espacio [6, 7].
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Figura 1.2: Ejemplo de una plataforma modular lab-on-chip para investigacién en células madre[8].

Los dispositivos lab-on-chip generalmente son plataformas microfluidicas que presentan
entre sus componentes sistemas microelectronicos. Y sus aplicaciones van desde sistemas
point-of-care hasta sensores y andlisis de particulas dispersas en el ambiente[9]. Entre al-
gunas de las ventajas de este tipo de dispositivos se encuentran la capacidad de realizar
procedimientos en cascada o de forma paralela, la baja contaminacion que sufren los reacti-
vos y muestras, la alta resoluciéon en las mediciones, la facilidad para manejarse y por ultimo
su posibilidad de fabricacién en masa [10].

1.1.2. Dispositivios organ-on-chip

Las plataformas o dispositivos orga-on-chip(OOC) estan definidas como plataformas mi-
crofluidicas con un uso especifico, que tienen subestructuras vivas de 6rganos en un ambiente
controlado, que agrupa uno o més aspectos de la dinamica, funcionalidad y respuesta (pato)
fisiologica de érganos in vivo ademds de la capacidad de monitoreo en tiempo real [11]. El
objetivo final de las plataformas OOC es generar microambientes capaces de imitar ciertas
condiciones o estructuras de tejidos u 6rganos recreando tres aspectos clave de la fisiologia
humana: a) interfaces vasculares o epiteliales multicelulares, b) la organizacién dentro de los
tejidos de células parénquimas y c)la interaccién sistémica entre miltiples 6rganos [12].
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Figura 1.3: Ejemplos de dispositivos organ-on-chip [13].

Uniendo la ciencia de materiales, tecnologias de microfabricacién y biologia celular se ha
logrado tener plataformas que presentan varias ventajas frente a cultivos celulares en pla-
taformas convecionales de mayor tamafno. Algunas de estas ventajas son la flexibilidad de
los disenos de las plataformas, flexibilidad y control experimental, la pequena cantidad de
células a utilizar, la posibilidad de usar células aisladas, automatizacién, acomplamiento en-
tre diferentes sistemas, la posibilidad de hacer cultivos celulares por perfusién y co-cultivos
controlados, por ultimo el consumo reducido de reactivos|14].

Aunado a las ventajas mecionadas anteriormente una de las ventajas mas importantes
de los dispositivos organ-on-chip es la posibilidad de incorporar estimulos mecanicos sobre
los cultivos celulares que son fisiologicamente relevantes como esfuerzos cortantes debidos al
flujo de liquidos, tensiones ciclicas y compresiones mecéanicas, entre otros|[15]. La importancia
de esto radica en que los esfuerzos mecanicos alteran las propiedades funcionales y estruc-
turales de las células a niveles moleculares y genéticos. Las respuestas celulares a efuerzos
mecanicos involucran una interaccion entre elementos estructurales y segundos mensajeros
bioquimicos[16].

1.1.3. Generacion de estimulos mecanicos sobre cultivos celulares

En los sistemas in vivo las células se encuentran expuestas a diferentes estimulos mecani-
cos como el latido del corazon, los movimientos peristalticos de los intestinos, la expasion y
compresion en los pulmones, los flujos en el sistema vascular, la compresién de los huesos,
entre otros. Dichos esfuerzos mecanicos tienen un papel importante en la proliferacion, mi-
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gracién, fenotipo y diferenciacién de las células.

En sistemas de cultivo tradicionales es dificil imitar los estimulos mecédnicos a los que las
células se encuentran expuestas en sistemas vivos debido a la complejidad presente en crear
y monitorear sistemas dinamicos e ignorar la influencia de los estimulos mecanicos sobre
las células puede derivar en resultados poco concluyentes o enganosos [17]. Sin embargo,
los sistemas organ-on-chip logran generar diferentes estimulos mecanicos sobre los cultivos
celulares; en general, los tipos de estimulos se dividen en (figura 1.4): esfuerzos cortantes,
compresién y compresion/extension [18].

A. Flujo laminar  B. Flujo pulsatil C. Flujo intersticial

D. Compresion  E. Extension/contraccion

Figura 1.4: Ejemplos de estimulos mecanicos que se pueden integrar en plataformas organ-on-chip:
flujos A) laminares y B) pulsétiles en los canales microfluidicos, C) flujos intersticiales en la matriz
extracelular y D) compresién,E) extension y contraccién del sustrato [19].

) céua
- Canal microfluidico

Andamio MEC
mmmp Direccion del estimulo

1.2. Fabricacién de plataformas microfluidicas por lito-
grafia suave

La litografia suave es un conjunto de métodos de fabricacién que permite la creacion de
plataformas microfluidicas con caracteristicas especificas; generamelente se utilizan materia-
les elastoméricos como el polidimetilsiloxano[20]. Las técnicas de litografia suave son de bajo
costo, son sencillas de realizar, se pueden usar para fabricar sustratos planos o con curvatu-
ras y no necesitan controles rigurosos del ambiente en el que son utilizadas|[21]. El principio
basico de la litografia suave es la réplica de un sello o molde microestructurado que tiene el
diseno inverso a la estructura final deseada[22].

Entre las técnicas de fabricacién por litograffa suave se encuentran las siguientes [23]:

= Molde-réplica
= [mpresién por microcontacto
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= Moldeo por microtransferencia
= Micromoldeo en capilares
= Micrmoldeo asistido por solventes

En este proyecto se utilizé el método molde-replica para la fabricacion de los chips mi-
crofluidicos, es por esto que es el inico método que se explicara a detalle.

1.2.1. Método Molde-réplica

El método molde-réplica es la técnica mas sencilla para generar microestructuras y con-
siste en recrear las estructuras que se encuentran en molde maestro, que generalmente es un
material acrilico como polimetilmetacrilato (PMMA). En concreto este método consiste en el
vaciado de un material elastomérico en el molde maestro. Debido a que estos materiales antes
de ser polimerizados se encuentran en forma liquida pueden llegar a llenar todos los espacios
del molde. Una vez que el material se vacié en el molde se polimeriza con ayuda de un aumen-
to de temperatura y finalmente es posible retirarlo del molde maestro gracias a su flexibilidad.

En la figura 1.5 se presenta un esquema simplificado del proceso de fabricacién por el
método molde-réplica. Es importante notar que las estructuras que se encuentran en el molde
maestro seran replicadas de manera inversa en el polimero utilizado, es decir, si en el molde

maestro se encuentran postes en el resultado final seran pozos, en caso de que en el molde
maestro haya uno pozo en la réplica sera un poste.

PDMS
Prepolimero

en molde
maestro

PDMS

Molde
maestro

Estructura
polimerizada

Figura 1.5: Esquema de fabricacién por el método molde-réplica. Imagen adaptada de [24].
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1.2.2. Polidimetilsiloxano

El polidimetilsiloxano (PDMS) es un polimero organico perteneciente al grupo de las
siliconas. Su estructura bésica estda formada por cadenas de oxigeno, carbono, hidrégeno y
silicio (figura 1.6). Las propiedades elastoméricas del material en bulto se encuentran ligadas
al peso molecular que estd definido por la cantidad de veces que el monémero (Si(CHj;),0)
se repite [25].

HsC HaC  CHa CHg
"Osg 5 5
O O
H,C CHg
L 4n

Figura 1.6: Estructura quimica del polidimetilsiloxano. Imagen obtenida de [26].

Entre sus propiedades se encuentra la estabilidad térmica, ser quimicamente inerte, per-
meabilidad a diferentes gases, transparencia, biocompatibilidad y no toxicidad, ademas de su
facilidad para manipularse y moldearse [27]. Debido a estas caracteristicas es ampliamente
usado en el area de las ciencias biomédicas.

El PDMS es un buen material para la fabricacién de plataformas microfluidicas para usar
con muestras biolégicas por diferentes razones. Como la facilidad para reproducir microestruc-
turas con una alta fidelidad, es opticamente transparente, las temperaturas de polimerizacion
son bajas (de 25° a 150° [28]), es posible realizar cultivos celulares, su superficie puede ser
modificada quimicamente, entre otras ventajas [5].

Una de las ventajas que presenta el PDMS para la fabricacién de plataformas microfluidi-
cas, ademas de las mencionadas anteriormente, es que puede adherirse de forma irreversible
a otros materiales o a él mismo a través de tratamientos de plasma en las superficies que se
quieren unir [2]. Debido a su naturaleza elastomérica y su capacidad de deformarse de manera
ciclica se desarrollaron los primeros dispositivos con membranas deformables:s: valvulas de
Quake (figura 1.7). Estas plataformas tienen una serie de microcanales sobrepuestos de ma-
nera perpendicular y los microcanales se encuentran separados por una membrana de PDMS.
Al cambiar la presion en uno de los microcanales la membrana que se encuentra entre ellos
dos se deformara obstruyendo o permitiendo el paso de un fluido en el microcanal opuesto

[2].
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A B Flexible Material

(PDMS)

Control Channel
\\ Increase Pressure
/ in Control Chann Channel

Flow Channel ngl

Substrate

d

===

Figura 1.7: Valvula de Quake; A) Proceso de fabricacién, B) funcionamiento de la plataforma y C)
plataforma con un arreglo de vélvulas de Quake[2].

L

=
El
£l

I




Capitulo 2

Antecedentes

Las rejillas de difraccién son elementos Opticos con un patron peridédico de rendijas o
surcos que dividen un haz de luz en un ntimero limitado de direcciones llamadas érdenes de
difraccion. La direccién de la luz difractada depende de diferentes variables como la distancia
entre surcos o rendijas,el &ngulo de incidencia de la luz y su longitud de onda (figura 2.1). En el
caso de una luz policromatica (como la luz blanca) cada longitud de onda por la que encuentra
formado tendra una direccion de difraccion diferente, por lo que sera posible observar cada
componente del haz de luz. Este comportamiento es resultado de la interferencia constructiva
después de interactuar con los surcos y con ella misma y se encuentra descrita por la ecuacion
2.1 [29].

mA =dsinf; m=0,£1,+2,+3... (2.1)

donde m es el orden de difraccién de la luz difractada, A es la longitud de onda, d la separacién
entre los surcos o rendijas y por ultimo 6 es el angulo de difraccion.

Luz incidente

l Luz difractada

d

Figura 2.1: Difraccién de luz policromatica para ser separada en las longitudes de onda que la
componen en una rejilla de difraccién por reflexién [30].

En los tdltimos anos los procesos de fabricacion de rejillas de difraccion se han diversificado
teniendo en cuenta los tiempos y costos de fabricacién, las limitaciones de escala y area
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de trabajo y por tultimo las caracteristicas especificas de las rejillas de difraccién para sus
diferentes aplicaciones. Teniendo en cuenta el proceso de fabricacion las rejillas se pueden
clasificar en rejillas grabadas, rejillas holograficas o rejillas litograficas [31]. Entre los procesos
de fabricacién de rejillas se encuentran [32]:

= Grabado mecanico: Como su nombre lo indica se hace un grabado mecanico usando
una punta de diamante sobre una superficie, generalmente metalica.

= Grabado holografico: Para este proceso se utiliza un patrén de interferencia gene-
rado en la interseccion de dos haces de luz coherente que se proyecta sobre una resina
fotosensible.Por tltimo se protegen las estructuras colocandolas entre dos sustratos de
vidrio.

» Litografia por haz de electrones (EBL): Para la fabricaciéon por este método
un sustrato cubierto por una capa de cromo y una capa de material fotosensible que
es expuesto a un haz de electrones para generar un patron. Se somete el material a
un proceso para eliminar el material que no fue expuesto al haz, el material restante
funciona como una mascara al exponer el cromo a un proceso de grabado iénico reactivo.
Por tltimo se retira la capa de material fotosensible y se utiliza la capa de cromo como
mascara al someter el sustrato a un proceso de grabado profundo.

» Litografia por inmersién en solventes (SIIL): Este proceso consiste en la inmer-
sion de un sustrato polimérico en solventes comunes para generar una capa delegada en
la interfase entre el polimero y el solvente. El grosor de la capa suave puede ser regulada
de acuerdo al tiempo de inmersién del sustrato. Al retirar el sustrato del solvente la
capa suave puede ser moldeada usando sellos de Silicio o PDMS.

= Réplica-molde: En este proceso se utiliza una rejilla de difraccién maestra que servira
para generar varias réplicas. Se cubre el molde maestro con una capa reflectora y por
ultimo se vacia una resina que es adherida a un sustrato que permite separar la resina

del molde.

El espaciamiento entre los surcos, la cantidad de surcos por milimetro en las rejillas de
difraccion y el indice de difraccién suelen ser parametros fijos como consecuencia del uso
de materiales rigidos como el silicio, vidrio y diferentes metales. Existen trabajos que han
explorado la posibilidad de utilizar materiales poliméricos (como el PDMS) para la fabricacién
de rejillas de difraccion deformables o flexibles.

2.1. Rejillas de difraccién deformables

Las rejillas de difraccion deformables o flexibles son estructuras épticas responsivas, es
decir, responden a diferentes estimulos externos. Este tipo de rejillas de difraccién son ca-
paces de sensar perturbaciones mecanicas como deformaciones, oscilaciones y vibraciones [32].

En los trabajos donde se explora la fabricacién de rejillas de difraccion deformables se
han inclinado por el uso del método réplica-molde utilizando materiales poliméricos como
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se explico en el capitulo anterior. Entre algunos de los ejemplos de aplicaciones para rejillas
de difracciéon deformables se encuentran: el monitoreo del latido de cardiomiocitos [30], el
monitoreo de presiones locales en dispositivos microfluidicos [33, 34], monitoreo de cambios
de temperatura[35], modulacién del indice de refraccién [36], biosensores [37], entre otros
ejemplos.

En este trabajo nos enfocaremos en el dipositivo dirigido al sensado de presiones internas
en un sistema microfluidico y al dispositivo que se dirige al monitoreo celular de una manera
no invasiva.

2.1.1. Sensor de presiéon interna

Hosokawa, K., Hanada, K., & Maeda, R.(2001) crearon una plataforma microlfuidica con
una rejilla de difraccion deformable integrada en la busqueda de sensar la presion interna
del sistema teniendo un impacto minimo sobre el resto de los competentes. En la figura 2.2
se presenta un esquema del diseno de la plataforma microfluidica a caracterizar. Cuenta con
un microcanal conitinuo de 200um de largo por 20 um de alto, dos puertos de entrada y
una rejilla de difraccién de 2*2 mm, con surcos de 2um de alto por 5 um de largo con una
separacion (d) entre ellos de 5 pm conectada al microcanal.

Rejilla |
2 mm x 2 mm \\E—bi o Puerto 1
1

-~ ‘,
Microcanal = #- Puerto 2

200 wm x 20 um

b POMS 17| Tubo de vidrio

Vidrio

() PDMS
2um - — I_s\
|l Vidrio Aire

Sum 5pm

Figura 2.2: Diseno del dispositivo de prueba. a) Vista superior del dispositivo, b)vista lateral y c)
acercamiento a la rejilla de difraccién([34].

Esta plataforma fue fabricada en PDMS utilizando el método replica-molde y se unié
de manera irreversible a una placa de vidrio al exponer ambas superficies a un plasma de
oxigeno. En la figura 2.3 se presenta el andlisis de elemento finito (FEM, por sus siglas en
inglés) para conocer el desplazamiento de los surcos al ser sometidos a un rango de presiones
que van desde los -100 kPa a los 100 kPa. Como se puede obsevar hay un comportamiento
lineal en el desplazamiento en y de los surcos. Esto indica que al haber un cambio en el
desplazamiento en el surco la la luz incidente deberia cambiar el camino 6ptico que sigue.
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Figura 2.3: Anélisis de elemento finito para un surco de PDMS de 2*5um a) presiones negativas y
b) presiones positivas, ¢) desplazamiento promedio en el eje y de los surcos vs presién aplicada[34].

Para conocer si el dispositivo podria funcionar como un sensor de presiones y corroborar
que el camino 6ptico de la luz cambia con el desplazamiento de los surcos se conectaron
bombas de presién en ambos puertos para generar presiones positivas. Para el caso de las
presiones negativas los puertos fueron conectados a bombas de vacio. Se obtuvieron imagenes
de la rejilla de difraccién en la cual se hizo incidir un haz de luz con longitud de onda de 635
nm. Se grafico la intensidad relativa de la luz del orden 0 y el primer orden de difraccién en
funcién de los valores de presién. En la figura 2.4a) se presentan los valores experimentales
obtenidos y los valores calculados para cada orden de difraccién, podemos ver que los valores
experimentales siguen el mismo comportamiento que los valores calculados, los autores co-
mentan que las diferencias se pueden deber a imperfecciones en el proceso de fabricacion o a
la aproximacion rectangular que se hizo sobre el desplazamiento de los surcos al ser sometidos
a diferentes presiones.

Para conocer el cambio cromatico producido por la deformacion en la rejilla se tomaron
imagenes en video cuando la rejilla fue iluminada con una fuente de luz blanca. Se separaron
los canales rojo, verde y azul de las imédgenes y se calculd la intensidad relativa de cada
imagen en cada valor de presién. En la figura 2.4b) se presentan los resultados obtenidos
de esta prueba, podemos ver que los cambios mas grandes se ven en los canales azul y
rojo, mientras que el canal verde se mantiene dentro de los mismos valores en todas las
presiones. Las lineas de error en esta grafica representan la desviacion estandar de los valores
de intensidad de cada pixel en la imagen.
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Figura 2.4: a)Intensidades relativas del orden 0 y el orden 1 vs presién. b)Cambio cromaético en la
intensidad relativa al aplicar cambios de presién negativa[34].

Al ver este trabajo sabemos que es posible tener un sensor éptico de presiones internas
en un dispositivo microfluidico. La rejilla de difraccion deformable responderd a cambios de
presiéon positivos y negativos. Es posible tener una cuantificacion del cambio de la intensidad
en luz monocromatica y en luz policromética. Al realizar una adhesion irreversible entre el
PDMS y el vidrio se evitan fugas dentro de la plataforma.

2.1.2. Monitoreo celular

Gibbons, A., et al. (2017) propusieron el uso de una réplica de un disco compacto (CD)
en PDMS para monitorear el ritmo del latido de un cultivo celular de cardiomiocitos. Para la
fabricacion de las rejillas de difraccién se llevo a cabo mediante el proceso réplica-molde. En
la figura 2.5 se presenta un resumen visual del proceso de fabricacion, se removié la etiqueta
del CD y se recorto6 el CD para tener un molde maestro, se colocé sobre PDMS sin polimerizar
y se llevé al horno a 75°C por 24 horas. Se fabricaron muestras con 6 diferentes proporciones
de base y agente curante. En el tltimo recuadro se puede observar la réplica del CD en PDMS
y un poco de la difraccion de luz blanca en su superficie.

Remover etiqueta del CD

Colocar el CD en la
Recortar la parte expuesta solucién de PDMS

—> 1‘_/) — SR

PDMS

/ Curar el
PDMS
Remover la pieza del CD

Rejilla de difraccion de PDMS

Figura 2.5: Proceso de fabricacion de sustratos de PDMS microestructurado para cultivo de
cardiomiocitos[30].
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Para corroborar que se habia logrado la réplica de los surcos en el CD se obtuvieron image-
nes del perfil de los sustratos de diferentes proporciones en AFM y se obtuvieron imagenes
en SEM. En la figura 2.6a) y ¢) se observan las imagenes de SEM para una réplica en PDMS
con proporcién 10:1 de base:agente curante y 35:1 de base:agente curante, en la figura2.6b) y
d) se presenta el CD que se utiliz6 como molde. Podemos ver que la estructura presentada en
el PDMS 10:1 es més cercana a la estructura original y que, la estructura en el sustrato 35:1
la estructura se replicé pero es posible ver algunas imperfecciones en los surcos. La diferencia
en las proporciones de base y agente curante hace que el PDMS tenga una rigidez diferente y
por lo tanto su capacidad para replicar estructuras también es diferente. En este trabajo los
autores decidieron usar un sustrato suave (proporcion 40:1 base:agente curante) para realizar
el cultivo celular y realizar las pruebas con luz.

Figura 2.6: Imagen tomada en SEM de a) réplica de surcos de un CD en PDMS en una proporcién
10:1 de agente:base curante, b) surcos del CD utilizado para generar los surcos en PDMS 10:1, ¢)
réplica de surcos de CD en PDMS con una proporcién 35:1 de agente:base curante y d)surcos del
CD utilizado como molde. La barra de escala en todas las imédgenes es de 5um [30].

En la figura 2.7a) se presenta un diagrama del movimiento que se espera observar de los
cardiomicitos sobre el sustrato de PDMS microestructurado. Para lograr observar el latido
de los cardiomiocitos se sembraron sobre PDMS 40:1 y se colocé una fuente de luz blanca.
Los cardiomiociocitos se obsevaron en un microscopio estereoscépico y se grabo su evolucion,
se observaron en tres condiciones diferentes: sin agregar epinefrina, los primeros 15 segundos
después de agregar epinefrina y 35 segundos después de la adicién de epinefrina. En la figura
2.7¢) se presentan el cambio en la intensidad relativa de la luz en el tiempo. Para obtener
los valores de intensidad de las imagenes de los videos obtenidos se extrajeron los frames de
cada video y utilizando el programa image J se hizo un promedio de la intensidad promedio
de los pixeles(L) en los canales azul, rojo y verde utilizando la ecuacion:

Zpimeles (7” + g + b)

I —
3N
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donde r,g y b son valores de intensidad de cada pixel en cada canal respectivo, para la suma
es consideranda en todos los pixeles relevantes de la imagen (N).
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Figura 2.7: a)Presentacién esquemadtica de una rejilla de difraccién de PDMS cubierta con cardio-
miocitos, b)imagen de la rejilla de difraccién de PDMS donde se alcanza a observar la difraccién de
luz blanca en su superficie y ¢) latido de cardiomiociotos antes(en azul) y después (en verde y rojo)
de agregar epinefrina [32].

Este trabajo se enfoca en cambiar el patréon de difraccién localmente en un sustrato de
PDMS para observar cambios pequenos en el moviento de las células. Estos cambios se logran
cuantificar al observar el cambio en la intensidad de la difraccién de luz blanca que se hace
incidir en una supercie de PDMS microestructurada con la ayuda de un CD.

2.2. Justificacion

En el Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para Diagndstico y Terapia (LaNS-
BioDyT) se desarrollan diferentes proyectos referentes al estudio de los efectos de plataformas
de cultivo con rangos de rigidez sobre diferentes lineas celulares. Como se explicé anteriormen-
te los estimulos mecédnicos sobre las células tienen un fuerte impacto en diferentes procesos
celulares. Aunque se han desarrollado plataformas de cultivo con gradientes de rigidez en el
mismo sutrato no habia sido posible tener un control directo sobre el cambio de rigidez del
sustrato o la forma del mismo.
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En este trabajo se propone la fabricaciéon de una plataforma microfluidica que permite
la moduluacién del radio de curvtura de una membrana de polidimetiloxano (PDMS) por
cambios de presién interna, ademas de su caracterizacion de forma indirecta usando los cam-
bios del patréon de difraccién en la superficie de la membrana al ser deformada. El dispositivo
microfluidico debe tener un espacio especifico para al cultivo celular, ya sea internamente o
superficialmente. En caso de que el cultivo celular sea haga dentro del dispositivo es necesario
tener una forma de realizar el recambio de medio de cultivo para que las células se encuen-
tren en las condiciones adecuadas. El dispositivo debe ser manipulable y tener medidas que
se adapten a los sistemas épticos de medicion con los que se cuenta en el LaNSBioDyT.

2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Fabricar y caracterizar un dispositivo microfluidico con una membrana microestructurada
que se deforma al ser sometida a diferentes presiones internas.

2.3.2. Objetivos particulares

» Fabricar membranas con una microestructura periddica capaces de difractar luz blanca
en su superficie.

» Incorporar las membranas a un chip microfluidico que permita la variacién de presion
en su interior para generar una deformacién en la membrana.

» Caracterizar los cambios en en el patréon de difraccién de luz blanca al propiciar una
deflexion de la membrana.

= Correlacionar el cambio en el patron de difraccon de luz blanca con el cambio en el
radio de curvatura de las membranas.



Capitulo 3

Fabricacion de los dispositivos

Para la fabricacion del dispositivo microfluidico se probaron dos procesos basados en la
técnica molde-réplica de la litografia suave, explicado anteriormente. En este capitulo se de-
tallan ambos procesos y las diferencias principales entre los dos procesos.

El diseno del molde para la fabricacion del dispositivo microfluidico usado en este tra-
bajo surge de la investigacion de Yasab Ruiz Hernandez para su tesis de maestria para la
fabricacion de un chip microfluidico con una membrana de hidrogel [38]. Se gener6 un disefio
en un software de dibujo computarizado para su posterior fabricacion por control niimeri-
co computarizado (CNC). En la figura 3.1 se presenta el CAD del disefio del molde en PMMA.

El diseno consta de dos microcanales con dos postes en la parte externa y un poste
central. Los microcanales miden 300 ym de ancho por 300 pum de alto, el poste central tiene
una altura de 4 mm y un didmetro de 12 mm y la base del chip mide 37 mm de largo por 21
de ancho por 4 mm de altura. Es importante recalcar que las zonas que en el molde aparecen
en sobrerelieve quedaran como huecos en el dispositivo final, es decir, los postes quedaran
como pozos y los microcanales tendran un espacio para los fluidos.

(B) (A)

(B) (B)

() /

(D)

(D)

Figura 3.1: CAD del diseno para molde en PMMA de chip microfluidico. Del lado izquierdo se
presenta una imagen a 45 grados del molde y del lado derecho se presenta un corte lateral del
mismo. Las zonas en rosa representan las partes sélidas del molde y las zonas grises representan las
zonas huecas del molde. (A) poste para cavidad central(4mm*12mm), (B) postes para entradas y
salidas del chip, (C) base del chip(21*37mm), (D) microcanales(300*300um).
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Para la fabricacion de estos dispositivos se sugirié hacer una microestructura periédica en
la superficie de las membranas que funcione como una rejilla de difraccién, esto mas adelante
permitira la caracterizacién del dispositivo. El disenio propuesto permite generar un cambio
de presién dentro de la plataforma, estos cambios de presion generaran una deformacion en
una membrana de PDMS que se verd traducida en una aumento en su radio de curvatura,
ademads al estirarse, habrda un cambio en la distancia entre los surcos generados de la réplica
de la estructura de un DVD que finalmente se veran como cambios en el patrén de difraccion
de luz blanca.

3.1. Proceso de fabricacién por ensamblaje

I

PDMS

Parrilla de calemtamiento

Figura 3.2: Fabricacién de chip microfluidico con membrana microestructurada. Se presenta A) el
proceso de fabricacién de la base del chip microfluidico, B) el proceso de fabriacién de la membrana
de PDMS microestructurada y C) el proceso de ensamblaje por descarga corona de la base, la
membrana y su unién a un portaobjetos de vidrio.
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Este proceso consiste en la fabricacion de la base del chip y la membrana microestructu-
rada en procesos independientes, después de la polimerizaciéon de ambas partes se procede a
ensamblarlas utilizando un tratamiento superficial de plasma (descarga corona) y montarse
sobre un portaobjetos de vidrio para tener como resultado final un chip microfluidico fun-
cional. Este proceso de fabricacién fue probado en el LaNSBioDyT teniendo un proceso de
optimizacién y se ha establecido como un proceso estandar para la fabricacion de plataformas
microfluidicas con membranas deformables de otros materiales. En la figura 3.2 se presenta
un resumen grafico del proceso de fabricacién de los chips microfluidicos por ensamblaje que

se explica de manera detallada a continuacion.

1

» Materiales y equipo:

a)

3.3 g de PDMS (10:1 base:agente cu-  g) Alcohol isopropilico
rante) h) Bisturi

Molde de PMMA i) Pinzas

Recorte de DVD j) Spin coater
Portaobjetos k) Horno

Cinta magica 1) Parilla de calentamiento
Navaja m) Bobina Tesla

» Base (fig. 3.2 A)):

1.

Limpiar el molde con alcohol isopropilico para remover el polvo o residuos de
procesos anteriores.

. Vertir 3 g de PDMS 10:1 en el molde, cuidando que no quede PDMS sobre el poste

central.

% Asegurarse que no haya burbujas en el PDMS antes de la polimerizacion sobre
todo en o cerca de los canales. Es posible remover las burbujas con la punta de
una aguja.

. Colocar el molde en el horno a 60°C por 4 horas procurando que el molde no se

encuentre ladeado.

Para retirar la base del molde empezar por separar las orillas insertando el bisturi
entre el chip y el molde. Esto permite la entrada de aire entre el chip polimerizado
y el molde, después de esto es posible jalar el chip con ayuda de una pinzas.

Colocar el chip sobre un portaobjetos cubierto con cita magica con los canales
hacia arriba y cubrir para evitar la exposicién al polvo.

! Los pasos precedidos por el simbolo % son pasos criticos en el proceso para asegurar una fabricacién exitosa
de los dispositivos microfluidicos.
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» Membrana microestructurada (fig.3.2 B)):

1.

Colocar el recorte de DVD sobre un portaobjetos y adherirlo por las orillas con
cinta magica. Es necesario cerciorarse de que la microestructura esté hacia arriba.

% Para tener una membrana homogénea se deben pesar 0.3 g de PDMS (10:1).

3. Poner el PDMS sobre el recorte de DVD y llevar al spin coater.

10.

11.

12.

13.

% Introducir los parametros en el spin coater para realizar dos pasos, de esta
manera se obtiene una membrana con un grosor de 60um.

e Paso 1: e Paso 2:
o a = 300rpm/s o a = 300rpm/s
o w = bH00rpm o w = 1000rpm
ot=10s o t=30s

. Al retirar el portaobjetos del spin coater es necesario colarlo sobre una base lisa

para que al introducirlo al horno no quede desestabilizado y asi evitar que el PDMS
se deslize y por consecuencia que la membrana no sea homogénea.

. La membrana se debe dejar en el horno a 60° C durante 4 horas.

% Al retirar la membrana del horno es importante mantener el recorte de DVD
que tiene la membrana cubierto para evitar deposicion de polvo sobre la misma.

. Cortar, con ayuda de una navaja, la membrana al tamano del recorte de DVD (en

el spin coater la membrana cubrird un drea mayor) y separar el recorte de DVD
del portaobjetos.

% Colocar el recorte de DVD con la membrana en una placa de Petri con alcohol
isopropilico. Esto sirve para evitar que la membrana se enrolle en si misma debido
a la estatica al retirarla del sustrato.

Empezar por separar las esquinas de un mismo lado, usando las pinzas para le-
vantar un poco la membrana, hasta tener un lado separado por completo.

Con ciudado de no rayar el recorte de DVD, colocar la navaja entre la membrana
y el recorte para después empujar la membrana con la navaja hasta que se separe
por completo. La membrana quedara suspendida en el alcohol.

% Por 1ltimo colocar la membrana sobre un portaobjetos cubierto con cita magica
y taparla para evitar que se deposite polvo sobre ella.



3.1. Proceso de fabricacién por ensamblaje 21

» Montaje del chip (fig. 3.2C)): Al tener la base y la membrana polimerizadas se
puede hacer el montaje final del chip.

1. % Exponer la superficie de un portaobjetos limpio y la superficie de la base del
chip con una bobina Tesla para generar un plasma al ionizar el aire que se encuen-
tra en la periferia. Realizar esta exposicién durante 45 segundos para activar las
superficies de la base del chip y del portaobjetos. Presionar de manera uniforme
el chip contra el portaobjetos para retirar cualquier burbuja que haya quedado
atrapada entre las superficies.

2. Alinear el chip con el portaobjetos y unir las dos superficies activadas.

3. % Presionar sobre el chip para que las superficies hagan contacto por completo y
evitar que queden burbujas de aire en la interfase.

4. Una vez que la base se encuentra adherida al portaobjetos, exponer la superficie
libre de la membrana y la superficie libre de la base por 45 segundos para activar
las superficies.

5. % Alinear la membrana para que abarque por completo el pozo central del chip y
unir ambas superficies. Retirar lentamente el portaobjetos de la membrana para
evitar que se rompa (el isopropanol que quedé atrapado entre la membrana y la
cinta magica ayuda a que la membrana no se adhiera al portaobjetos y por tanto
no se rompa). Presionar con la parte trasera de las pinzas alrededor del pozo
central ayudara adherir la membrana a la base del chip y evitar fugas posteriores.

6. Dejar el chip montado sobre una parrilla a 90° C por 1 hora. Es necesario cubrir
el chip para evitar que se deposite el polvo sobre el chip. Este paso es importante
ya que asegura la adherencia del chip de PDMS al portaobjetos de vidrio.

En las figuras 3.3b y 3.3a se presenta un de chip microfluidico fabricado usando el pro-
ceso de fabricacién por ensamblaje montado en un portaobjetos de vidrio. Es posible ver los
bordes de la membrana que fue colocada por encima. Como se hace notar el los pasos criti-
cos del procedimiento en caso de que la membrana no llegara a adherirse bien a la base del
chip habria fugas, lo mismo sucede con los microcanales si el chip no se adhiriera de manera
correcta al portaobjetos de vidrio.

Por tltimo, en la figura 3.3c se presenta la difraccién de luz blanca resultante de la réplica
de la estructura de DVD en la membrana, esto nos indica que la membrana colocada en el
chip puede funcionar como una rejilla de difracciéon deformable, aunque la difraccién va mas
alla del pozo central la zona de interés es la zona deformable de la membrana, es decir, los
12 mm del didmetro del pozo.
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(c) Difraccién de luz blanca sobre mem-
brana sin presién interna

Figura 3.3: Chip microfluidico fabricado por ensamblaje

3.2. Proceso de fabricacién en un paso.

Un segundo proceso de fabricacion de los dispositivos microfluidicos es sugerido por la
necesidad tener un proceso de fabricaciéon que no implique unir dos componentes, ya que,
como se explicarda mas adelante, existen diferentes errores en el momento de la adhesion de
la membrana y el chip. Para este proceso de fabricion se realizé un ajuste al molde utilizado
que consiste en reducir la altura del poste central del molde para obtener una membrana de
100 pm al momento de verter el PDMS en el molde de PMMA. Esto nos daréd lugar a la
fabricaciéon de una membrana integrada en la base del chip microfluidico.

De manera general este proceso de fabricacion consiste en fabricar la base del chip y la
membrana microestructurada en un solo paso para proceder a hacer el montaje final del
dispositivo. En la figura 3.4 se presenta un resumen gréafico del proceso de fabricacion de los
chips microfluidicos con una membrana microestructurada integrada.?

2 Los pasos precedidos por el simbolo % son pasos criticos en el proceso para asegurar una fabricacién exitosa
de los dispositivos microfluidicos.
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PDMS (10:7)
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smbrana intearada

Adhesion de chip de PDMS a
portaobjetos mediante descarga
corona

Parrilla de calentamien

Figura 3.4: Descripcion del proceso de fabricacién por réplica-molde del chip microfluidico con una
membrana de PDMS microestructurada con réplica de un DVD integrada a la base del chip.

» Materiales y equipo:

a) 3 g de PDMS 10:1 g) Alcohol isopropilico
b) Molde de PMMA h) Bisturi

¢) Recorte de DVD i) Pinzas

d) Portaobjetos j) Horno

e) Cinta mégica k) Parilla

f) Navaja 1) Bobina Tesla

= Fabricacién del chip:

1. Preparacion de 3 g de PDMS 10:1.
2. Verter el PDMS en el molde, asegurando que no queden burbujas.

3. Para remover cualquier burbuja que haya quedado en el molde se debe meter el
molde con PDMS en el desecador por 10 min o el tiempo necesario para que no
haya burbujas.

4. Colocar el recorte de DVD sobre el poste central, asegurando que la microestructu-
ra se encuentra en contacto con el PDMS. No presionar el recorte de DVD contra
el poste para evitar que el PDMS que esta entre las dos superficies salga.
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5. % Una vez colocado el recorte de DVD sobre el molde colocar el molde de nuevo
en el desecador para retirar el aire que quedé atrapado entre el DVD y la superficie
del poste central. Es importante que la zona de la membrana no presente burbujas
ya que esto puede provocar fugas en el chip.

6. Colocar el molde en el horno a 60° por 4 horas. Verificando que se encuentre bien
colocado para evitar que el recorte de DVD superior se deslice y la microestructura
quede desorientada.

7. % Para remover el chip del molde primero hay que retirar el DVD. Esto se puede
hacer con ayuda de pinzas levantado el molde por una de las orillas evitando
pinchar la membrana. Colocar un poco de alcohol isopropilico entre la membrana
y el DVD ayuda a que el recorte de DVD se separe mas facilmente y que la
membrana no se rompa.

8. Con el bisturi despegar las orillas del chip del molde de PMMA e ir levantando
lentamente. Para evitar que la membrana se quede adherida al poste central se
puede usar un poco de alcohol isipropilico entre el molde y la base del chip.

9. % Colocar el chip en una portaobjetos cubierto con cinta magica, con los canales
hacia arriba, la membrana quedara en contacto con la cinta. El alcohol isopropilico
quedarad atrapado entre la membrana y la cinta evitando que la membrana se
rompa mas adelante.

= Montaje del chip:

1. Exponer la superficie de un portaobjetos limpio y la superficie del chip con la
bobina Tesla por 45 segundos para activar las superficies a unir.

2. % Alinear el chip y el portaobjetos y unir las dos superficies. Presionar uniforme-
mente sobre el chip para que las superficies sellen por completo.

3. Poner el chip sobre una parrilla a 90°C por 1 hora. Cubrir el chip para evitar que
el polvo se deposite en la superficie. Este paso asegura la adhesién permanente de
las dos superficies.

En las figuras 3.5b y 3.5a se presenta un chip microfluidico fabricado por el proceso de
fabricacién en un paso y montando en un portaobjetos de vidrio listo para su uso. Como
es posible ver, cerca de las entradas/salidas del chip hay una deformacion, esto se debe a la
tension superficial del PDMS al colocar el recorte de DVD en la parte superior del molde,
dichas deformaciones no alterar el funcionamiento del chip porque las entradas y salidas del
chip estén libres y la altura total del pozo central sigue siendo de 4mm. También es posible
observar que la superficie es homogénea y es dificil encontrar fugas en la membrana de este
dispositivo.

En la figura 3.5c se presenta la difraccién de luz blanca obtenida en la superficie de la
membrana microestructurada replicando la estructura de un DVD, por esto es importante
asegurarnos que la superficie microestructurada del DVD quede en contacto con el PDMS
antes de ser polimerizado, si no fuera asi tendriamos una membrana deformable lisa. En
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la membrana se ven algunos defectos que se pueden deber a que la superficie replicada
presentaba rayones o desgaste, sin embargo la difraccién de la luz blanca es posible en este
dispositivo.

(a) Vista a 45°

(c) Difraccién de luz blanca sobre mem-
brana sin presién interna

Figura 3.5: Chip microfluidico fabricado en un paso

En este capitulo se explicaron los procesos de fabricacion de chips microfluidicos con
membranas microestructuradas usados en este trabajo. El primer método de fabricacién con-
siste en fabricar las base del chip y la membrana microestructurada por procesos separados
y unirlos utilizando descarga corona, para por ultimo montar el chip completo en un por-
taobjetos de vidrio. El segundo método de fabricacién consiste en fabricar la base del chip
y la membrana utilizando un solo molde lo que nos evita errores al momento de pegar dos
elementos fabricados por separado.
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Capitulo 4

Caracterizacion de los dispositivos

4.1. Construccion de la plataforma de trabajo

Una vez fabricados los dispositivos mediante los procesos de fabricacion presentados en la
seccion anterior se realizaron diferentes pruebas para su caracterizacion. Para realizar estas
pruebas se construyé un arreglo experimental que permitié obtener imagenes superiores y
laterales de los dispositivos de manera simultanea.

Este arreglo experimental tuvo la finalidad de ayudarnos a tener una visiéon completa
de lo que sucedia con el chip al estar sometido a diferentes cambios de presion interna. La
necesidad de tener imédgenes simultaneas de los dispositivos microfluidicos surge del interés
de tener una correlacién de datos para generar curvas de calibracién, para el uso posterior de
los chips. Para lograr curvas de calibracion ttiles era necesario conocer el radio de curvatura
que corresponde a un valor especifico del tamano del spot de difraccién y esto a su vez nos
permite conocer el valor de presion que esta proporcionando la bomba microfluidica, que no
necesariamente es la presion interna del sistema. Ademaés, el arreglo experimental se conformo
por hardware disponible actualmente en el laboratorio por lo que es accesible para el resto
de los integrantes del LaNSBioDyT.

El arreglo experimental (figura 4.1) propuesto consta de un microscopio estereoscépico
vertical para la adqusicién de las iméagenes superiores, un microscopio USB para la adqu-
sicion de imagenes laterales, una bomba microfluidica FLUIGENT para generar el cambio
de presién dentro del pozo central, una fuente de luz para lograr la difraccién de luz blanca
sobre las membranas y una computadora para controlar los dispositivos ya mencionados.
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Microscopio Bomba
estereoscopico microfluidica

Chip microfluidico
Figura 4.1: Arreglo experimental para caracterizacién de membranas microfluidicas.

En el arreglo experimental se considera que cada uno de los componentes tiene su propio
software; en la figura 4.2 se presenta la visualizacion de la pantalla para el control de los
dispositivos. Para el uso del las bombas microfluidicas se utilizé el software MAESFLO y
un editor de cédigo llamado SciTE para la automatizacion del sistema, para el microscopio
estereoscopico se utilizo el software Pixelink y por tdltimo para el microscopio USB se utilizd
el software DinoCapture. Mas adelante en este capitulo se profundizara en el uso de los soft-
wares, su sincronizacién y sus caracteristicas.
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Figura 4.2: Softwares de control para caracterizaciéon de plataformas microfluidicas con membrana
microestructurada.
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En la figura 4.3 se presenta un diagrama del funcionamiento general de los chips micro-
fluidicos, donde se considera que la salida de uno de los microcanales se encuentra conectado
a la bomba microfluidica y la otra salida se encuentra sellada para evitar la salida del fluido
inyectado y asi asegurar el inflamiento de las membranas.

Conexion a la Conexion a la
bomba microfluidica bomba microfluidica

Direccién de /

flujo Membrana

inflada

Membrana
relajada

Figura 4.3: Diagrama de funcionamiento de chips microfluidicos con membrana inflable.

4.2. Adquisién de imagenes

La adqusicion de las imagenes es un proceso crucial en la caracterizacion del dipositi-
vo porque si no se tienen imagenes de buena calidad o imégenes mal enfocadas el andlisis
posterior se puede complicar. Para este proyecto se utilizaron imagenes superiores de las
membranas al ser iluminadas con una fuente de luz blanca y también se utilizaron imégenes
laterales de las membranas para observar el cambio en el radio de curvatura. En esta seccion
se explicara de forma detallada el proceso de adquision de las imégenes.

4.2.1. Adquisicién de imagenes superiores

Para la adqusicién de imégenes superiores se utilizé el software Pixelink (figura 4.4) del
microscopio estereoscopico Nikon disponible en el laboratorio. Este software permite la adqu-
sicion de imagenes individuales, secuencias de imagenes y videos. Para este trabajo se utilizo
la adquisicién de secuencia de iméagenes, ya que el programa nos permite establecer el tiempo
total durante el que se adquieren fotos y el intervalo de tiempo entre la adquisicion de cada
una de las imagenes. Esto nos permite la sincronizacion con el microscopio USB y la bomba
microfluidica. Al no tener una forma directa de vincular los dispositivos estd sincronizacién se
hace de manera manual al presionar el botén de inicio en cada uno de los programas a utilizar.
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Figura 4.4: Interfaz grafica del software Pixelink utilizado para la adqusicién de imdgenes superiores
de los chips microfluidicos.

Para poder observar el patrén de difraccion de la luz blanca sobre la membranas se ajusté
el angulo al que se haciaa incidir la luz blanca sobre cada uno de los dispositivos. El ajuste del
angulo al que se coloco la fuente de luz se debe realizar cada vez que se utiliza un dispositivo
nuevo debido a la orientaciéon de la microestuctura de la membrana. Es importante que al
realizar el ajuste la luz siga el camino éptico de la camara conectada a la computadora y no
de los oculares para poder obtener una vista adecuada del patron de difraccion.

El microscopio se enfoco en la parte superior de la membrana microestructurada al estar
relajada, es decir, sin estar sometida a presiéon interna alguna. En la figura 4.5 se presenta
un ejemplo de como se visualiza la membrana en una vista superior en diferentes presiones
internas. Durante las pruebas de inflamiento el enfoque del microscopio se mantiene fijo por
lo que al tener una disminuciéon de distancia entre el microscopio y la membrana hay una
perdida de enfoque, sin embargo esto no representa un problema al momento de realizar el
analisis de iméagenes. El aumento en la separacion en la separacion de los surcos de la micro-
estructura se observa directamente como un cambio en el tamano del patrén de difraccion
que se presenta sobre la superficie de la membrana.

Figura 4.5: Ejemplo de iméagenes superiores obtenidas utilizando el microscopio estereoscopico; estas
iméges se tomaron con las mebranas sometidas a una presién de a) 0 mbar, b) 10 mbar, c¢) 20 mbar
y d) 30 mbar. Imagenes de un chip fabricado por ensamblaje.
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4.2.2. Adquisicion de imagenes laterales

Para la adqusicién de las imégenes laterales se colocé el microscopio USB en uno de los
lados del chip para poder observar el cambio en el radio de curvatura de la membrana. El soft-
ware DinoCapture (figura 4.6) permite elegir durante cuanto tiempo se quieren adquirir fotos
y el espacio de tiempo que debe esperar el microscopio para capturar la siguiente imagen,
con esto fue posible sincronizarlo con el microscopio estereoscopico y la bomba microfluidica.
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Figura 4.6: Interfaz grafica del software DinoCapture utilizado para la adquisicién de imégenes
laterales de los chips microfluidicos.

Para poder observar la membrana con claridad el microscopio se enfocé en la parte supe-
rior de la membrana cuando esta se encuentra sometida a una presion en la cual es posible
observar el casquete que se forma. Para evitar tener un plano lejano y tener un punto de
referencia se colocé una pantalla de papel milimétrico detrds del chip. En la figura 4.7 se
presentan algunos ejemplos de las imagenes laterales obtenidas durante los experimentos.
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Figura 4.7: Ejemplo de imégenes laterales obtenidas utilizando el microscopio USB; imagenes to-
madas cuando la membrana se encontraba sometida a una presién de a) 0 mbar, b) 10 mbar, c)20
mbar y d) 30 mbar. Imégenes de un chip fabricado por ensamblaje.

4.3. Inflamiento de membrana con cambios de presién
interna

Para el control de los cambios de presién dentro de la cdmara central de los dispositivos
microflidicos se utilizé una bomba microfluidica FLUIGENT. El software MAESFLO para el
contro de la bomba incluye una extension para la automatizacion de los flujos de presion. Di-
cha extensién nos permite controlar el durante el que se quiere mantener la presion constante,
aumentar y disminuir la presion a valores determinados o en intervalos y realizar funciones
de manera ciclica.En la figura 4.8 se presenta la interfaz grafica del prgrama de control y del
panel para editar los codigos de automatizacion.
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Figura 4.8: Interfaz gréafica del software MAESFLO y panel de edicién de coédigo SciTE para el
control de presiones dentro de los chips microfluidicos.
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En el cédigo de control de la bomba microfluidica se establecié un tiempo de dos segundos
entre cada intervalo de aumento de presién por una cantidad determinada de iteraciones. El
siguiente paso fue definir el espaciamiento temporal entre cada valor de disminucion de pre-
sion, este tiempo se eligio para permitir al sistema estabilizarse y tener un espacio de tiempo
suficiente para la adquisién de las imagenes. Para obtener las imédgenes correspondientes se
establecio en la interfaz de las camaras el tiempo de adquisicién entre imagenes en 2 segundos,
tiempo suficiente para que las membranas se estabilicen. Con esto podemos asegurar que las
imégenes tienen una relacién directa con la presion.

Una vez que se logré tener un control sobre el cambio en las presiones internas de manera
automatizada y la sincronzacién con la cdmaras (como se explicé al inicio de este capitu-
lo) se realizé un set de cuatro pruebas diferentes; estas pruebas se realizaron con el fin de
conocer el comportamiento general del dispositivo al ser sometido a diferentes cambios de
presiéon interna. Las pruebas consistieron en aumentar y disminuir la presién dentro del pozo
central de un chip fabricado por ensamblaje. Se utilizaron 4 intervalos de presion diferentes,
los intervalos utilizados se presentan en la tabla 4.1. Estos rangos fueron elegidos porque
nos permiten tener una visiéon general del comportamiento de la membrana bajo diferentes
presiones, también nos permite conocer cudles son los valores mas pequenos en los que se
puede identificar un cambio significativo.

Tabla 4.1: Primer set de pruebas con presiéon positiva realizadas en dispositivos con membranas
microestructuradas.

Intervalos de pre- Iteraciones subida Iteraciones bajada Presion maxima
sién[mbar] [mbar]

10 50 50 500

20 25 25 500

50 10 10 500

100 5 5 500

Al terminar estas pruebas se decidié fabricar los chips en un sélo paso para evitar fugas
en las membranas cuando se encontraban mal colocadas o se pinchaban por accidente con las
pinzas. Después de conocer el comportamiento de los dispositivos fabricados por ensamblaje
se planearon una serie de pruebas para conocer la reproducibilidad y repetibilidad de los
resultados.

Estas pruebas consistieron en realizar 10 ciclos completos de pruebas en un chip. Un ciclo
corresponde al aumento de presién dentro del pozo central hasta una presion maxima de-
terminada y dismunuir la presion hasta el punto incial o presién minima. Aunado a esto se
realizé un ciclo de aumento y disminucion de presion en 5 chips diferentes. Estos cambios de
presion ciclicos se realizaron en chips fabricados por los dos tipos de fabricacion. Para realizar
estas pruebas la presion maxima a la que se llevaron los chips fue 200 mbar en intervalos
de presién de 10 mbar, regresando a una presion minima de 0 mbar, en intervalos de -10
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mbar. En el caso de los chips en los que se hicieron los 10 ciclos estos se realizaron de manera
consecutiva. Para los chips en los que se realizé solo un ciclo al terminar se desmontaba el
chip y se montaba el siguiente chip en la misma posiciéon que el chip anterior.

4.4. Analisis de imagenes

Después de realizar las pruebas de presion en los chips fue necesario hacer una analisis de
las imagenes obtenidas. Por cada ciclo realizado en un chip se obtuvo una imagen lateral por
valor de presiéon y una imagen superior por cada valor de presion. Esto nos permitié hacer
una correlacién directa entre el tamano del spot de la difracciéon sobre la membrana y valor
de presion al que corresponde. Por otro lado las imagenes laterales nos dan un valor de radio
curvatra para cada valor de presién. En esta seccién se ahondara en detalle sobre el proceso
de analisis de imagenes.

4.4.1. Analisis de imagenes superiores

Para el analisis de las imagenes superiores se utilizé el programa libre Image J. Al tener
cada una de las imagenes nombradas en orden numérico se abre la serie de imégenes (figura
4.9a) y se introduce la escala utilizada en el microscopio para tener los valores finales en
milimetros. Una vez abierto el stack de las imdgenes se elige el area correspondiente al
spot utilizando la seleccién poligonal o la seleccion libre (figura4.9b). Como se puede ver
el area seleccionada no coincide con el area total del spot, por lo que es necesario hacer
una aproximacion eliptica que el programa tiene entre sus opciones (figura 4.9¢), la seleccién
eliptica permite tener un mejor control sobre la seleccion de los bordes del spot de difraccion
y evitar que estos bordes sean seleccionados arbitrariamente. Se elegié una aproximacion
eliptica sobre otras porque se observo que todos los dispositivos el cambio en la difraccion
sigue el mismo patrén y es una forma de incluir el rango completo de colores. La proyeccién
eliptica del patréon de difraccion se debe a que la blanca no incide de manera normal a la
superficie de la membrana. Por ultimo al tener la seleccién eliptica (figura 4.9d) se obtiene
el valor del tamano del didmetro mayor de la elipse.
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Figura 4.9: Proceso de anélisis de imagenes superiores utilizando ImageJ

4.4.2. Analisis de imagenes laterales

Para el proceso de andlisis de las imdgenes laterales se generd un cédigo de MatLab (Anexo
A) que permitié hacer un proceso semi automatizado. Para generar este cddigo se consider6
que al ver la membrana de forma lateral se tiene un semicirculo en el plano (x,y). Otra
suposicién hecha para el analisis lateral fue que el pozo central no se expandia al ingresar
presion en él. Tomando en cuenta estas consideraciones se realizaron calculos geométricos
para conocer el radio de curvatura de la membrana y la altura del casquete de la membrana.
En la figura 4.10 se presenta la forma en que se considera la circunferencia de la membrana,
los tres puntos(en verde) de la circunferencia que se toman en cuenta y las mediatrices de las

lineas que unen estos tres puntos (en azul).
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Figura 4.10: Consideraciones geométricas sobre la membrana para calcular su radio de curvatura y
altura(h) del casquete que se forma.

Para cada imagen lateral obtenida se calcul6 el radio de curvatura obtenido por valor de
presién. Si conocemos las coordenadas de los tres puntos que se encuentran en la circunfe-
rencia podemos obtener la ecuacién de una linea que pase por el punto 1 y el punto 2 y la
ecuacion de la linea que pasa por el punto 2 y el punto 3.

Para conocer el radio de curvatura se calculan las rectas mediatrices de las ecuaciones
de las rectas conocidas anteriormente y se encuentra el punto donde tiene un valor igual,
con las coordenadas de este punto se calcula distancia entre este punto y el punto 2 de la
circunferencia, obteniendo asi el radio de curvatura. Para conocer la altura del casquete se
calcula la distancia entre la recta que corresponde a la cuerda del circulo y el punto 2 de la
circunferencia.



Capitulo 5

Resultados y discusion

Utilizando los protocolos de anélisis de imédgenes explicados en las secciones 4.4.1 y 4.4.2
se obtuvieron las gréaficas presentadas en las figura 5.1 y 5.2 correspondientes al primer set de
pruebas realizadas sobre el primer chip fabricado por ensamblaje. Dichas pruebas sirvieron
para conocer el comportamiento de los chips y para conocer el manejo de los programas de
cada uno de los dispositivos involucrados en la caracterizacion.

Se obtuvieron imagenes simultaneas del lateral de los chips y de la parte superior. En la
figura 5.1 se presentan los resultados obtenidos del andlisis de imagenes superiores. Como se
puede apreciar en las figuras 5.1a, 5.1c y 5.1d hay puntos faltantes, esto se debe a la poca
experiencia que se tenia para sincronizar los dispositivos, debido a que la sincronizacién se
realizaba de manera manual y no se tenia considerado el error humano al presionar los bo-
tones. Sin embargo es posible tener una idea del comportamiento general del cambio en el
tamano del spot de difraccion, se puede ver que hay una tendencia exponencial (e%)
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Figura 5.1: Gréficas obtenidas del analisis de imdgenes superiores del primer set de pruebas realizado
en los chips microfluidicos.

También se obtuvieron los resultados para las imégenes laterales obtenidas para cada
prueba. En la figura 5.2 se presentan dichos resultados. Para estos casos no hay puntos fal-
tantes en las gréficas, esto se debe a la manera en la que se realizo la adquisicion de iméagenes,
para este primer set de pruebas se tomaron videos laterales de los chips y no iméagenes indivi-
duales. Para obtener los valores del radio de curvatura de los chips se obtuvieron los cuadros
que conformaban el video y se seleccionaron los que coincidian en tiempo con los cambios
de presion (cada 2 segundos). En estds gréficas se puede observar que existe una tendencia
general del radio de curvatura, el valor disminuye para valores mayores de presion.
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Figura 5.2: Graficas obtenidas del andlisis de las imagenes laterales del primer set de pruebas
realizadas en los chips microfluidicos.

En las gréficas obtenidas, tanto para las imagenes laterales como para las imagenes supe-
riores, se pueden ver cambios abruptos en las curvas. Se decidio repetir las pruebas cambiando
los valores de presion en intervalos de 10 mbar. Este valor se eligié para tener una cantidad
suficiente de puntos para generar las graficas ya que el punto maximo de presiéon para estas
pruebas fue de 200 mbar. Al repetir las pruebas en un chip nuevo fabricado por ensamblaje
se observd un cambio en el comportamiento de las membranas, esto se debe a que la primer
membrana sujeta a las pruebas presentaba fugas.
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En la figura 5.3 se presenta la comparacion de los resultados al tener una membrana con
fugas y una membrana sin fugas. Es posible ver que el decaimiento en el tamano del spot es
mas rapido en una membrana sin fugas, al ir aumentando la presiéon dentro del pozo central

del chip los cambios en los valores son mas pequenos pero son identificables.
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Figura 5.3: Comparacion en el cambio del tamano del spot de difraccion en una membrana con
fugas y en una membrana sin fugas

Simultaneamente al tener las imagenes superiores se obtuvieron imagenes laterales pro-
gramando el software utilizando los botones de la interfaz grafica que permiten seleccionar
el tiempo entre cada adquisicion y el tiempo total de adquisicion, ya que se tenia la expe-
riencia usando el software DinoCapture. En la figura 5.4 se presenta una comparacion de los
resultados obtenidos para una membrana con fugas y una membrana sin fugas. En la curva
obtenida para los valores de la membrana sin fugas se presenta una tendencia exponencial y

no se ven saltos grandes entre los valores. Por esto es importante tener cuidado en el proceso
de fabricacion para evitar tener fugas en las membranas.
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Figura 5.4: Comparacién del radio de curvatura de una membrana con fugas y una membrana sin
fugas

5.1. Cambio en el patron de difracion de luz blanca

En la figura 5.5a se presenta la grafica obtenida para 1 chip fabricado por ensamblaje que
fue sometido a 10 ciclos de cambio de presion. Para lograr esta grafica se calculé el promedio
de los valores obtenidos en los 10 ciclos (valores de los puntos presentados), para conocer
el rango de error se calculd la desviacién estandar de los valores obtenidos. En esta grafica
se observa que hay una tendencia eix y que al ir aumentando las presiones el cambio en el
tamano del spot va disminuyendo. Se puede observar histéresis entre la rampa de bajada
y la rampa de subida, esto se puede deber a que el tiempo en que la membrana tarda en
relajarse es mayor al tiempo en que se cambia la presién en el pozo central del chip. Otra
razon para tener histéresis en las curvas pueden ser las fugas que existen la membrana debido

a los procesos de adhesion de los componentes.

En la figura 5.5b se presenta la grafica obtenida para 1 chip fabricado en un paso que
fue sometido a 10 ciclos consecutivos de cambio de presion en el pozo central, los valores
presentados corresponden al promedio de los valores para cada ciclo. Se puede observar que
este chip presenta el mismo comportamiento en cuanto al cambio en el tamano del spot. Sin
embargo, en este chip no se presenta una histéresis entre la rampa de bajada y la rampa
de subida, esto nos puede decir que al tener una membrana que es un continuo de la base
del chip se evitan las fugas en la membrana y la presién interna es constante. Ademas la
diferencia de valores entre ciclos es pequena comparado con las diferencias en valores del chip
fabricado por ensamblaje. Estas diferencias entre las graficas se puede deber a la presencia
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de fugas en la membrana o en la unién de las membranas con la base del chip.

12

—+F—Rampa de subida
—F—Rampa de bajada |

12

10}

—+—Rampa de subida
—+—Rampa de bajada

10}

Eje mayor[mm]
()]

Eje mayor [mm]
(0)]

4r Ty : £ 4

T t t = } g\f“‘f
5| T l - _I_ + F— g P | 2 f'-"'f‘"-i_;_i—i—;_.__r_-_i_i_“_-_x_
0

0 20 40 60 80 100 120140 160 180 200
Presion [mbar]

0 20 40 60 80 100 120140 160 180 200
Presion [mbar]

(a) Chip por ensamblaje (b) Chip en un paso

Figura 5.5: Graficas obtenidas del andlisis de imagenes superiores para pruebas de 10 ciclos en 1
chip. Se promedié el valor obtenido en cada ciclo y se graficd, las barras de error corresponden a la
desviacion estandar de estos valores.

Para el caso de los chips que fueron sujetos a un ciclo cada uno, podemos ver para ambos
casos (5.6) que siguen la misma tendencia que el chip sometido a 10 ciclos y que comparado
con los chips fabricados por el mismo proceso tienen valores muy similares. Sin embargo,
para el caso de los chips fabricados por ensamblaje vemos que los valores presentados por
la desviacién estandar (barra de error) es de aproximadante 2 milimimetros (22 %) para los
valores mds bajos de presién y de 1 milimetro(11 %) para los valores més altos, esto se debe
a que la orientacion de las replicas en la membrana tiene una variacion de chip a chip. Esta
variacién de orientacion se puede deber a diferentes factores como el que no se haya usado
el mismo sustrato para la fabricacién de todas las membranas y al momento de despegar las
membranas de los sustratos es dificil mantener la orientacion inicial.

La variacién entre chips fabricados en un paso es menor debido a que es mas sencillo
mantener la orientacion del sustratro entre chips ya que al momento de la fabricaciéon podemos
asegurarnos de que el sustrato se coloque en la misma forma y se puede tener un punto de
referencia en el sustrato para lograrlo. La pequena variacion que hay de un chip a otro se
puede deber a que al momento de sacar el aire atrapado entre el molde y el sustrato las
burbujas al escapar muevan un poco el sustrato cambiando de forma minina la orientacion
de este.
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Figura 5.6: Gréficas obtenidas del analisis de imagenes superiores para 1 ciclo en 5 chips distintos. Se
promedio el valor obtenido en cada chip y se graficd, las barras de error corresponden a la desviacién
estdndar de estos valores.

5.2. Cambio en radio de curvatura de las membranas

Después de realizar el analisis de imagenes laterales y obtener los valores de radio de cur-
vatura que corresponden a cada valor de presion se graficaron los resultados, para identificar
los valores que corresponden a cada valor de presion y conocer el comportamiento global de
los chips. En la figura 5.7a se observa la grafica obtenida para un chip fabricado por ensam-
blaje sometida a 10 ciclos de cambio de presion en el pozo central. Podemos ver que tiene un
comportamiento similar al cambio en el tamano del spot de difraccion sobre la membrana,
una tendencia de eiz Aunque los cambios en el radio de curvatura son menores, también se
puede ver que al ir aumentando la presion los cambios en el radio de curvatura van siendo
cada vez mas pequenos.

En la figura 5.7b se presenta la grafica obtenida para el chip fabricado en un paso. Podemos
ver que tiene el mismo comportamiento que el chip fabricado por ensamblaje, en este chip
se presenta una histéresis al ir disminuyendo los valores de presién dentro del pozo central,
esto se puede deber a la velocidad con que la presiéon cambia dentro del pozo (2 segundos
entre cada presién) y al tiempo que necesita la membrana para estabilizarse. En ambos casos
la desviacion estandar no sobre pasa el milimetro, en el caso del punto correspondiente a
los 10 mbar puede verse una desviaciéon estandar grande que puede deberse al tiempo de
estabilizacién de la membranas y que al momento de hacer el andlisis de imagenes es un poco
complicado encontrar el punto mas alto de las membranas.
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Figura 5.7: Graficas obtenidas del andlisis de imagenes laterales para pruebas de 10 ciclos en 1
chip. Se promedi6 el valor obtenido en cada ciclo y se graficd, las barras de error corresponden a la
desviacion estandar de estos valores.

En la figura 5.8a se presenta la grafica obtenida para 5 chips distintos fabricados por el
método de ensamble sometidos a un ciclo de cambios de presion cada uno. Es posible ver
que la desviacion entre cada chip es mayor a los 5 milimetros para los valores mas pequenos
de presion mientras que para los valores grandes la desviacién es de 1 mm. Esta diferencia
se debe a diferentes factores asociados al proceso de fabricacién, siendo el principal factor
la adhesion de las membranas a los chips ya que al no estar bien adherida la membrana a
la circunferencia del pozo central pueden existir pequenas fugas de aire o no se tiene una
forma circular en el plano (x,y). Otro de los factores que puede generar esta diferencia entre
chips es el paralaje del microscopio USB ya que al cambiar de chip se tiene que mover la
orientacion de éste para lograr tener una difraccon sobre la membrana que sea captada por
el microscopio estereoscopico y esto afecta la orientacion del microscopio USB.

Para los chips fabricados en un paso, la grafica se presenta en la figura 5.8b, en ella se
puede observar que la tendencia en el cambio del radio de curvatura es visible y presenta
menos cambios abruptos entre valores de presién en comparacién con los chips fabricados
por ensamblaje. También podemos ver que la desviacion estandar entre chips es menor a 1
mm para los valores altos de presion. Que los valores en la desviacién estandar entre chips
disminuyan en los chips fabricados en un paso, puede ser debido a que al tener una orientacién
similar en el sustrato que genera la microestructura de la membrana no es necesario mover
el arreglo experimental, por lo que el microscopio USB siempre tiene la misma orientacién
con respecto a los chips. Es importante considerar que sigue existiendo un error de paralaje
al elegir los puntos en el programa que calcula los valores del radio de curvatura. Hay una
histéresis en los valores de la rampa de bajada en comparacién de los valores de la rampa
de subida, igual que en el caso del chip sometido a 10 ciclos se puede deber al tiempo de
estabilizacién que necesita la membrana o a un error sistematico en el proceso de analisis de
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imagenes ya que las sombras al momento de tomar la imagen pueden cambiar los puntos de
contraste en la imagen en escala de grises.
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Figura 5.8: Graficas obtenidas del anélisis de imagenes laterales para 1 ciclo en 5 chips distintos. Se
promedio el valor obtenido en cada chip y se graficd, las barras de error corresponden a la desviacién
estandar de estos valores.

5.3. Analisis de resultados

Como se explicé en la seccién 4.1 se buscaba tener una correlacion de los resultados del
analisis lateral y superior de las imagenes obtenidas. Con la finalidad de conocer mejor los
dispositivos con los que se esta trabajando y tener una curva de referencia sobre los valores
del radio de curvatura de las membranas y el drea del spot de difracciéon en funcién de la pre-
sion aplicada. Debido a que no se tiene un control sobre la presion interna de los dispositivos
mas que los valores marcados como valores de salida del sistema FLUIGENT, es necesario
otra forma de conocer el valor del radio de curvatura sin depender del valor de presion.

Al tener los resultados del andlisis de imagenes laterales y superiores de los chips fabrica-
dos por los dos procesos descritos se realizé la correlacién de datos con la finalidad de tener
valores del tamano del spot que nos permitan conocer el radio de curvatura de las membranas
sin tener que realizar un analisis de imagenes lateral en chips que se quieran probar poste-
riormente. Esto serfa de utilidad para, en pruebas futuras, tener un arreglo experimental que
solo conste de un microscopio y que ademas el analisis de imégenes se haga en menos tiempo
o en algin caso no necesitar analisis de iméagenes si es que ya se tiene calibrado el sistema.

En la figura 5.9 se presentan las curvas “Eje mayor vs Radio de curvatura”donde se des-
criben los valores del didmetro del patrén de difraccién en funcion del radio de curvatura de
la membrana para 1 chip fabricado por ensamblaje (figura 5.9a) y para 1 chip fabricado en 1
paso (figura 5.9b). Es importante recalcar que los puntos mas cercanos al origen corresponde
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al valor de presién més alto (200 mbar) y los puntos més alejados corresponden a 10 mbar,
se excluyo el valor de 0 mbar debido a que en este punto el radio de curvatura es infinito
ya que la membrana al no tener presion interna geométricamente se puede ver como una recta.

Estéds curvas fueron creadas usando los valores promedios del eje mayor del patrén de
difraccion y los valores promedios para el radio de curvatura. Se puede observar que el valor
del eje mayor aumenta cuando el radio de curvatura aumenta en ambas curvas, es decir, el
espacio que utiliza el patrén de difraccién en la membrana aumenta cuando la membrana se
encuentra casi relajada.

Para el caso de la membrana del chip fabricado por ensamblaje se observa que al retirar
la presién interna la membrana no regresa al estado inicial, por lo tanto el tamano del eje
mayor del spot de difraccién tampoco regresa a su valor inicial. Estas diferencias se pueden
deber a que el flujo de aire no es la misma al retirarlo que al ingresarlo en la cavidad central,
también hay que considerar que después de someter las membranas a varios ciclos puede exis-
tir una deformacién irreversible en ellas. En un caso ideal los valores en la rama de subida y
en la rampa de bajada deberian ser iguales. Si regresamos a la curva 5.5a podemos ver que,
para el caso del cambio en el tamano del spot, hay histéresis, esto explica por que los puntos
en el eje y no son los mismos para la rampa de bajada y la rampa de subida. Para el caso
del eje x hay que regresar a la curva 5.7a, de aqui podemos decir que la histéresis entre la
rampa de subida y la rampa de bajada corresponde a la separacién de valores en la grafica
de correlacion. Al llegar al valor de 10 mbar es muy visible la histéresis y esto se traduce
en una separacion muy grande en la curva que estamos observando aqui, en un caso ideal
los valores deberian ser iguales al ir disminuyendo los valores de presion dentro del dispositivo.

Por otro lado para la membrana que se encuentra en el chip fabricado en 1 paso observamos
valores cercanos en la rampa de subida y en la rampa de bajada. También se puede ver que el
valor inicial del tamano del spot de difraccion es mas grande que el valor final del tamano del
spot de difraccion. El valor inicial del radio de curvatura se encuentra muy cercano al valor
final del radio de curvatura. Como se observa los valores del radio de curvatura en la rama
de subida y la rampa de baja son muy cercanos entre si, mientras que para los valores del
tamano del spot hay cambios mas notables. Estos cambios se pueden deber de igual manera
a la fatiga de la membrana después de ser sometida a diferentes ciclos. Como se mencion6
en la seccién anterior las fugas presentan un papel importante en el comportamiento general
de las membranas y la forma en que el flujo entra y sale del disposivito también juega un
papel, la diferencia en valores en estos dipositivos en particular se puede deber a que hay aire
atrapado dentro de la cavidad central. Hay que tomar en cuenta las curvas 5.5b y 5.7b. En
este caso la mayor histéresis se encuentra en la curva del cambio de radio de curvatura, sin
embargo se puede ver que la curva tiene una tendencia casi lineal, este es un comportamiento
que se esperaria en el resto de los dispositivos.
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Figura 5.9: Graficas de correlacion del eje mayor del spot de difraccién con el radio de curvatura
para 10 ciclos en 1 chip.

Este mismo tipo de correlacion se realizé para los resultados obtenidos en las pruebas
hechas en 5 chips diferentes fabricados por ambos métodos. En la figura 5.10 se presentan las
curvas obtenidas de la correlacién del cambio en el tamano del spot de difracciéon y el cambio
en el radio de curvatura.

En la curva 5.10a se presenta la grafica para 5 chips fabricados por ensamblaje sometidos
a 1 ciclo de cambios de presién cada uno. Vemos que el valor final del tamano del spot es
mayor a un radio de curvatura menor comparado con el punto inicial, nosotros esperariamos
lo contrario, esta diferencia puede deberse a la fatiga presentada por la membrana, ya que
al ser sometida a varios ciclos la membrana puede deformarse. Sin embargo para los valores
bajos de radio de curvatura los valores del tamano de spot son muy similares. Es necesario
tomar en cuenta las curvas 5.6a y 5.8a. Para esta curva los valores del cambio tamano del
eje mayor que corresponde a los valores grandes de presion son muy similares en la rampa
de bajada y en la rampa de subida, para valores altos de presion los valores empiezan a ser
diferentes. En el caso del cambio en el radio de curvatura las diferencias entre la rampa de
subida y la rampa de bajada son mas grandes. En esta curva es importante tener en cuenta la
desviacién de los valores promedio (valores graficados), porque como podemos recordar para
el caso de los chips fabricados por ensamblaje la desviacién de los valores para el cambio en
el eje mayor y el radio de curvatura son mayores al 10 %.

Los resultados obtenidos para los chips fabricados en un paso se presentan en la figura
5.10b. En valores pequenos de radio de curvatura los valores del eje mayor son muy similares
entre la rampa de baja y la rampa de subida, mientras que al ir aumentando el valor del radio
de curvatura existe una diferencia mayor entre los valores del eje mayor. El valor inicial y el
valor final para el radio de curvatura se encuentran muy cercanos, sin embargo los valores del
eje mayor tienen una diferencia de un poco mas de un milimetro. Esta diferencia se puede
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deber a la forma en que el aire es retirado del dispositivo por la bomba microfluidica. Es
necesario tener en mente las graficas obtenidas para el cambio en el tamano del eje mayor del
spot de difraccién (figura 5.6b) y para el cambio en el radio de curvatura de las membranas
(5.8b).En este caso los valores del cambio en el mayor del spot de difraccién para los valores
altos de presion son los mismos y aunque los valores del radio de curvatura difieren tienen
valores muy cercanos incluso en valores pequenos de presion. En este caso hay que tener en
cuenta que los valores de desviacién del valor promedio es menor al 5% para el cambio en el
radio de curvatura y en el tamano del spot de difraccion.
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Figura 5.10: Gréficas de correlacion del eje mayor del spot de difraccion con el radio de curvatura
para 1 ciclo en 5 chips diferentes.

Al comparar el comportamiento de los dispositivos fabricados por ensamblaje y por un
paso vemos que las fugas y la orientacion de los surcos juegan un papel importante en el
comportamiento global de las membranas. Al tener una forma mas sencilla de asegurar la
orientacion de los sustratos de DVD que sirven para generar las réplicas sobre las membranas
los valores para el tamano del spot seran mas homogéneos y tendremos desviaciones pequenas.
Aunado a esto, tener una forma de fabricar las membranas directamente sobre el bulto del
dispositivo reduce la probabilidad de tener fugas por un mal pegado de las membranas o por
la perforaciéon accidental de las mismas como consecuencia tenemos en resultados con una
alta reproducibilidad y repetibilidad.



Capitulo 6

Conclusiones

En este trabajo se presentaron dos procesos de fabricacién de chips microfluidicos con
membranas deformables microestructuradas para lograr la difraccion de luz blanca en su su-
perficie. El primer proceso presentado propuso fabricar la membrana y la base del chip por
separado, para adherirlos cuando el pre-polimero utilizado se encuentra polimerizado com-
pletamente, este tipo de fabricacion tiende a generar fugas en los dispositivos debido a que en
el momento de la manipulacién de la membrana se puede perforar con las pinzas utilizadas
o por las fallas en el proceso de adhesion membrana-base.

En el segundo proceso de fabricacién se propuso utilizar un molde de PMMA que per-
mitiria la fabricacién de la membrana unida directamente a la base del chip por lo que el
paso de adhesion membrana-base no es necesario. Este proceso de fabricaciéon permite tener
un control directo sobre la orientacion de la réplica sobre la membrana, mientras que en el
proceso de fabricacién por ensamblaje es muy dificil tener control sobre este parametro por
la forma en la que se maneja la membrana al ser despegada del sustrato.

Se realiz6 un analisis de las imagenes laterales y superiores obtenidas al someter las mem-
branas a ciclos de cambios de presion interna para tener una comparacion directa de la
deformacion de la membrana en los chips microfluidicos fabricados por los procesos de fabri-
cacion propuestos. De este andlisis de imagenes se obtuvieron diferentes curvas para conocer
la repetibilidad y reproducibilidad de los experimentos utilizando los chips microfluidicos.
Fue posible someter a las membranas a una deformacién interna al automatizar una bom-
ba microfluidica que nos permitié generar ciclos de deformacién en las membranas. En los
experimentos realizados se encontré que la desviacién de los datos obtenidos referentes a la
deformacién de la membrana (radio de curvatura y tamano del patrén de difraccién) es menor
en los chips microfluidicos fabricados en un paso. De estos resultados podemos concluir que el
mejor método para la fabricacion de los chips es el segundo método propuesto, debido a que
en estos chips las fugas son menores y la orientacién de los surcos se puede controlar de una
mejor manera. Es importante considerar que el método de fabricacién por ensamblaje nos
permite la fabricacion de dispositivos microfluidicos con membranas de diferentes materiales.

Se puede obtener una correlacién de datos (cambio en el tamano del spot y cambio en el
radio de curvatura) para tener una calibracién de los dispositivos que sea independiente del
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valor de presion de salida de las bombas microfluidicas utilizadas. Esta correlacién puede ser
util para optimizar el arreglo experimental para aplicaciones posteriores de los dispositivos
microfluidicos presentados en este trabajo.

El codigo generado para el analisis de iméagenes laterales permite una semi-automatizacion
del proceso de analisis, haciendo que este proceso sea mas rapido y se puedan analizar grupos
especificos de imagenes. El proceso de analisis de las iméagenes superiores es mas lento, sin
embargo, permite una mejor visualizacion de los cambios en las membranas ya que el spot
de difraccion es sensible a cambios muy pequenos en la distancia de lineas que lo generan y
esto también contribuye a que haya un menor error entre mediciones.

El diseno de los dispositivos microfluidicos presentados en este trabajo presentan las
caracteristicas necesarias para ser adaptados a su uso para cultivos celulares y su monitoreo.
Tienen un espacio asignado para realizar cultivos celulares, el material es biocompatible y
cuenta con un sistema de microcanales que permiten el recambio de medio de cultivo o fluido
dentro del dispositivo. Es posible montar los dispositivos en los sistemas de microscopia
disponibles en el laboratorio y es posible su caracterizacion de forma inderecta gracias a la
microestructura de la membrana deformable.



Capitulo 7

Trabajo a Futuro

7.1. Fabricaciéon de chips con membrana de Colagena
tipo I

Como trabajo a futuro se propone realizar la fabricacion de chips microfluidicos con mem-
branas de colagena tipo I y realizar pruebas de inflamiento en estas membranas. Ademés de
ser posible se debe buscar la opcién de generar membranas microestructuradas que permitan
un analisis de imagenes superiores como el presentado en este trabajo.

7.1.1. Colagena tipo I

La coldgena es la proteina mds abundante en los humanos, conformando un 25-30 % de
la masa total de las proteinas [39]. En particular, la coldgena tipo I se encuentra en forma de
fibras en tejidos conectivos como ligamentos y tendones. Este tipo de colagena juega un papel
importante en la matriz extracelular (MEC) ya que determina su resistencia a las fuerzas de
traccion. En cultivos celulares la colagena tipo I es usada en peliculas delgadas para promover
la diferenciacién, adhesién, proliferacién y migracién de diferentes tipos celulares[40].

Las fibras de coldgena tipo I tienen una formacion jerdrquica (figura 7.1). Una fibra de
colagena se conforma de un conjunto de fibrillas que a su vez se conforman de un conjunto de
arreglos de triple hélice derecha formada por una agrupacion de tres cadenas polipeptidicas
izquierdas. Dichas cadenas se construyen de la repetecion Gly-X-Y donde X es prolina y Y
es 4-hidroxiprolina. Cada cadena esta formada por mas de 1000 aminoacido, las fibras de
coldgena pueden llegar a tener 300 nm de largo y un didmetro de 1-5 nm[18].
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Figura 7.1: Estructura jerarquica de una fibra de coldgena[41].
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7.1.2. Primeras pruebas en chips con membranas de colagena I

Se han realizado algunas pruebas para saber establecer un proceso de fabricacion de
chips con membranas de coldgena I (figura 7.2a), ademads se ha relizado pruebas preliminares
para conocer los limites de las membranas de colagena fabricadas con el protocolo establecido
actualmente, en estas pruebas se encontrd que es posible deformar las membranas de coldgena
y llegar hasta una presién de 70 mbar(figura 7.2b).

(b) Vista lateral de membrana defor-
(a) Vista superior manda

Figura 7.2: Chip microfluidico con membrana de colagena tipo 1



Apéndice A

Cdédigo para analisis de imagenes
laterales

Para realizar el andlisis de las imagenes laterales se generé un codigo en MatLab. Dicho
cédigo despliega la imagen a analizar para elegir 3 puntos de la membrana y con esto cal-
cular el radio de curvatura(figura A.1). Al analizar todas las imdgenes el programa genera
un archivo con los resultados en la carpeta que se le indique. Por otro lado para realizar el
analisis de las iméagenes superiores se utilizé la aproximacion eliptica del programa ImageJ, es-
te software nos da la opcion de generar un archivo con los resultados por paquete de imagenes.
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Figura A.1: Ventana para elegir 3 puntos de la circunferencia de membrana para calcular el radio
de curvatura
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El primer paso dentro del programa es elegir la carpeta donde se encuentran las imagenes
que queremos analizar, establecer el formato de las imagenes y el ntimero de pixeles por
milimetro para hacer la conversién de unidades.

clc;

clear a2ll;
close all:;
format bank;

path=uigetdir;

imatype=inputdlg('Extenzion de las imdgenss:");:
imtype=imatype{l1};

cd(path); %camkbiz al folder donde s encusntran las imagenes
names=dir (strcat (path, "', "*',imtype) ) ; ETnombres de las imagenes
[~,ndx] = natsortfiles({names.namel) ;

names=names (ndx) ;

pix=inputdlg|('Pixeles por mm: ')

px=strZ2doubkle (pix) ;

radioc=[]:

altura=[]:

angulo=[]:

cuerda=[]:

imagen=[]:
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El programa hace un ciclo para barrer todas las imégenes dentro de la carpeta elegida y
despliega la siguiente imdgen automaticamente.

[Flfor i=l:length (names) %Recorre todas las imdgenes dentro de la carpeta

close all;

I = imread(names (i) .name); Ipasa por todas la imagenes que se
fencuentran en el folder

IZ=imadjust (rgbh2gravy(I)):

imshow (I2); %te muestra la imagen en escala de grises

axis on;

grid on;

hold on;

x=zeros (2):
y=zeros (2);

hold on

=] for j=1:3 %hbre la imdgen para elegir los tres puntos Jue se

Fguieren tomar de referencia. Se aconseja tomar los

fpuntos de las orillas y el punto

% mas alto de la circunferencia, empezando por el punto de

% la izguierda, siguiendo con el punto més alto ¥ por Altimo
%el punto de la derecha

Para calcular el radio de curvatura se necesitan elegir 3 puntos de izquierda a derecha.
Los puntos deben ser las orillas de la membrana y el punto central mas alto. Al tener estos
puntos el programa guarda las coordenadas de los puntos.

FGaarda lar coordenadas de los 3 puntos

x1=floor(x(1l)) s vl=flooxr(v(l)):
xZ2=floor(x(2)); v2=flooxr(v(2)):
x3=floor(x(3)); v3=flooxr(v(3)):
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Con estas coordenadas se calcula la ecuacién de la recta que se encuentra entre el punto 1
y el punto 2 y la recta que se encuentra entre el punto 2 y 3. Se calcula las pendientes de las
mediatrices de estas rectas para luego encontrar la ecuacion de las mediatrices de las rectas
anteriores. Con esto se encuentra el punto central de la circunferencia y se calcula el radio
de curvatura.

$Encucentra las ecuaciones de las rectas Jgue pasan por los 2 puntos
fl= polvyfit([=x1, =2], [¥l, v2], 1):
f2= polyfic([x2, =3], [¥2, ¥3], 1):

syms x

ml=(-1}/(£1({1l)); %pendiente la mediatriz de los puntos 1 vy 2
$(Coordenas del punto medic entre los puntos 1 y 2
prl=floor | (xl+x2)/2):
pyvl=floor { (v1+v2)/2):

fml= ml*x- (ml*px1)+pvl; %Ecuacidn de la meditriz de los puntos 2 v 3

m2=({-1)/(£2({1)) :%3pendiente la mediatriz de los puntos 2 v 3
%Coordenas del punto medio entre los puntos 2 y 3
pxZ2=floor ( (Xx2+x3)/2);

pvZ=floor (| (v2+v3)/2):

fm2= m2*x—- (m2*px2) +py2;3Ecuaciin de la meditriz de los puntos 2 y 3

%$Coordenadas del punto central de la circunferencia
xoc=floor (solve (fm2==Ffml, x) ) :
vo=floor (subs (fml,x, xc) )
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Por tltimo el programa guarda el radio de circunferencia correspondiente a esta imagen
en una matriz para pasar a la imagen siguiente y empezar todo el proceso de nuevo. Una vez
que se barrieron todas las imégenes dentro de la carpeta el programa genera un archivo con
extension xlsx con los datos de todas las imagenes

radio(i, :)=rm;
altura(i, :)=h;
angulo (i, :)=al;
imagen(i, :)=1i;
cuerda (i, : )=cm;

end
close all;

t=tabkle (imagen, radio,altura, angulo, cuerda) ;

el archivo donde se

writetable(t, "datos.xlsx"); IGe

fguardaran los datos obtenidos
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