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Resumen

El desarrollo de sistemas microfluidicos ha conducido a una importante mejora en
el rendimiento de los ensayos quimicos, biolégicos y médicos. Esto crea la necesidad de
mejorar, adaptar, desarrollar y caracterizar la tecnologia empleada en los actuadores
y sensores empleados en dichos sistemas. Por otro lado las técnicas y materiales de
fabricacién empleados en la construccion de los dispositivos microfluidicos deben ser

compatibles con los ensayos realizados y la tecnologia para realizar las mediciones.

En este trabajo se construyé un dispositivo microfluidico de polidimetil siloxano
(PDMS) capaz de formar microgotas por la técnica de litografia suave. Los moldes
empleados para crear dicho dispositivo fueron construidos usando dos técnicas, en la
primera se transfirié un patrén empleando una impresora comtn en laminas de polies-
tireno termoplastico, en la segunda se empled la resina foto sensible SU-8 en la técnica

conocida como fotolitografia.

Los moldes y dispositivos fabricados por las dos técnicas fueron caracterizados usan-

do un interferémetro de luz blanca.

Para realizar los ensayos fluorescentes se implementé un sistema de fluorescencia
inducida por laser (LIF), que consta de un diodo laser, un arreglo éptico para con-
ducir el haz de luz laser que estimula la fluorescencia y conduce la luz emitida por la
muestra fluorescente, un detector, conformado por un fotodiodo de efecto avalancha
pre-amplificado, y un sistema de adquisicién de datos, que consta de una tarjeta de
adquisicion que envia la informacién a una computadora la cual procesa y almacena las

senales sensadas por el detector.



Se realizaron ensayos fluorescentes con flujos constantes y en microgotas con la fina-
lidad de caracterizar la respuesta del sistema al modificar parametros como la concen-
tracion de la muestra fluorescente, la velocidad de flujo y la potencia del laser empleada

para estimular la muestra.

Abstract

The developments of microfluidic systems have improved the performance of chemi-
cal, biological and medical assays. This have lead to new challenges such as, improve,
develop and characterize the technology involved in microfluidic systems. Also is im-
portant to consider that the materials and fabrication techniques need to be suitable
for the assays performed, and compatible with the instrumentation available.

On this thesis a microfluidic chip capable of micro droplet formation was constructed
of polydimethil siloxane (PDMS), by soft lithography. The master molds used were
built by two techniques, on the first one, the design was transferred with a common
printer over thermoplastic sheets, and on the other one a SU-8 photo resist was used
in the technique known as photolithography. The microfluidic chips were dimensionally
characterized by white light interferometer.

To perform the fluorescent assays a laser induced fluorescence (LIF) system, was
implemented. The system consist of a laser diode, an opticalsetup to conduce the laser
beam and collect the fluorescent light and an avalanche photodiode which detect the
light and send a voltage signal to an acquisition card, this card finally send the data to
a computer where are processed and stored.

To know the system response, assays with continuous flow and microdroplets were

performed varying, laser power, fluorophore concentration andflow rate.



Introduccion

Esta tesis consiste en la implementacion de un sistema laser que permita la deteccion
y cuantificacion de la fluorescencia emitida por micro gotas formadas de una solucion
de fluoresceina dentro de un micro-canal. Dicho trabajo surge de la colaboracion en
el proyecto del Dr. Luis Olguin de la Facultad de Quimica de la UNAM, en este se
pretende encontrar compuestos potencialmente inhibidores de la enzima neuraminidasa
la cual es fundamental en la replicacién del virus de la influenza [1] [2].

La identificacién de estos compuestos se logra a través de ensayar 3 reactivos (enzi-
ma, sustrato e inhibidor) que constituyen una microgota. Como resultado de la reaccién
se forman residuos y un producto fluorescente cuya existencia e intensidad luminiscente
indica la accién y eficiencia del inhibidor sobre la enzima. Dicho producto es cuantificado

al medir la intensidad de la fluorescencia inducida por una fuente de luz monocromatica

2] .

Planteamiento del problema

Se plantea implementar un sistema que permita detectar la fluorescencia de micro
gotas, en respuesta a la necesidad creciente de tener un método eficaz, econémico y
rapido para el analisis de colecciones de compuestos que son potencialmente ttiles en
el desarrollo de farmacos [2] [3]. Este sistema de fluorescencia en micro gotas tiene la
ventaja de poder realizar ensayos a mayor velocidad y en un espacio pequeno, lo cual
reduce la cantidad de reactivos a utilizar. Para llevar a cabo la medicion de fluorescencia,

se propone implementar un tren éptico que permita la conduccion, alineacion y enfoque
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de un haz laser sobre un micro canal en el cual circularan micro gotas. El haz de luz

laser estimulara la fluorescencia y se utilizara un fotodiodo de avalancha para medirla.

Objetivos
Generales:

= [mplementar un sistema laser que permita estimular y cuantificar la fluorescencia
generada por el producto de reacciones quimicas dentro de microgotas, las cuales

se generan dentro de un circuito microfluidico y viajan a través de él.
Especificos:

= Fabricar y caracterizar un chip microfluidico para realizar ensayos fluorescentes

en flujos constantes y en microgotas.
= Montar un arreglo éptico experimental de fluorescencia estimulada por laser.

» Realizar ensayos fluorescentes con flujos continuos y con microgotas para carac-
terizar la respuesta del sistema a la variacion de los pardmetros de concentracién

de fluoresceina, potencia del laser y velocidad del flujo.

Organizacion de los capitulos

En el primer capitulo se presenta una resena de la historia y el estado de arte del la
tecnologia MEMS y en particular de la microfluidica, asi como de su aplicacién en los
sistemas Lab on a Chip.

En el segundo capitulo se presentan, en forma resumida, las tecnologias de microfa-
bricacién comunes en la construccion de moldes y dispositivos microfluidicos; ademas
se describe el proceso de fabricaciéon empleado y se presentan los resultados de la ca-

racterizacién de los chips microfluidicos empleados.
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En el tercer capitulo se describen los principios tedricos de los elementos 6pticos
que conforman el arreglo experimental usado para estimular y medir fluorescencia y se
describe con detalle el arreglo experimental propuesto.

En el cuarto capitulo se presenta la historia y la metodologia de los ensayos fluores-
centes realizados, asi como las curvas de caracterizacion del arreglo experimental.

En el quinto capitulo se presentan las conclusiones y se propone el trabajo a futuro.



Capitulo 1

Antecedentes Generales

Se considera que el descubrimiento del transistor marco el inicio de la revolucion de
las telecomunicaciones y la electréonica, produciendo un acelerado desarrollo tecnolégico
en dichas édreas [4]. El transistor logré reducir el tamano de los dispositivos electrénicos
al mismo tiempo que disminuyd el consumo de energia y aumento su capacidad de pro-
cesamiento. Este proceso de miniaturizacién, que se cree inicié con el primer transistor
de punta de contacto, no se ha visto interrumpido, por el contrario ha creado toda
una tendencia que busca usar eficientemente los recursos y el espacio. Para continuar
con la miniaturizacion de los dispositivos electronicos ha sido necesario desarrollar y
emplear técnicas y procesos de fabricacion mas complejos en su manufactura. Dichos
procesos han influido en otras areas, incluso dieron lugar a conceptos y aplicaciones que
no existirian sin ellos. Un ejemplo de lo anterior son los micro sistemas electromecani-
cos (MEMS). Richard Feynman en su famosa charla de 1959 “Existe mucho lugar en el
fondo” fue el primero en notar que por medio de las capas de material de sacrificio, hoy
en dia fundamentales para la fabricacion de dispositivos microelectronicos de silicio, se
podia producir una fuerza electrostatica y ésta podia ser usada para accionar motores

micrométricos[5][6].

El nombre de MEMS no tienen una definicién tnica. Maluf [7] dice que MEMS

puede referirse a:
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- Un portafolio de técnicas y procesos para disenar y crear sistemas miniatura.

- Un producto fisico frecuentemente especializado y tinico para una aplicacion.

- “Es una forma de hacer cosas”. Esas “cosas” pueden combinar funciones de sensa-
do, actuacion, computo y comunicacion para controlar en forma local parametros fisicos
a micro escala, aunque sus efectos pueden ser a mucho mayor escala.

En general un dispositivo MEMS es un sistema miniatura, embebido, que incluye
uno o varios elementos micromaquinados. En la actualidad, los MEMS han alcanzado
éxito en el ambito académico-cientifico e incluso el comercial, sin embargo, la gran
mayoria de estos MEMS son en realidad subsistemas o componentes que realizan una
sola funcién (muchos son sensores) y no sistemas completos como su nombre sugiere. El
éxito de los futuros micro sistemas electromecédnicos completos (sensor, acondicionador
de senal, procesador de senales y actuador) depende del éxito en la capacidad para
integrar los MEMS de estos dias en sistemas completos|7].

Una de las primeras aplicaciones de los MEMS aparecié a finales de la década de
los 70 cuando companias dedicadas a hacer circuitos integrados fabricaron los primeros
sensores de presion integrados. A principios de los 80 estos sensores contaban con todo
el circuito electrénico de acondicionamiento[8].

Actualmente, los MEMS tienen una gran cantidad de aplicaciones dentro de las que
destacan los acelerometros del circuito de control de las bolsas de aire en los automéviles,
los arreglos de micro espejos en los proyectores, los microscopios de escaneo de elec-
trones para observar un atomo y los micro intercambiadores de calor para dispositivos
electrénicos[10].

Desde su aparicion, los MEMS han evolucionado, separdandose en cierta medida de
los procesos de la microelectronica y han cobrado su propia importancia.

En la actualidad, se siguen usando los materiales y procesos propios de la micro-
electronica como base, pero también se han explorado nuevos materiales y técnicas de
fabricacién que han permitido aplicaciones nuevas. Materiales como los polimeros son
ahora comtnes en la fabricacién de MEMS. El funcionamiento y aplicacién de estos

MEMS salen de su definicién original, pues muchos de los MEMS fabricados en polime-
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ros no cuentan con elementos eléctricos o mecanicos propiamente, un ejemplo de este

tipo de dispositivos son los chips microfluidicos.

1.1. Sistemas Microfluidicos y Lab on a Chip

Como se menciond, los chips microfluidicos son un tipo de MEMS donde no siempre
existen partes electromecanicas. Las principales funciones de la microfluidica son con-
ducir, almacenar, combinar y separar sustancias por medios activos o pasivos. Haciendo
una analogia, los chips microfluidicos son el equivalente a los circuitos integrados ba-
sados en el transistor, y los laboratorios industriales en el area de bioquimica serian el
equivalente de las computadoras constituidas por circuitos electromecanicos y bulbos.
De esta forma la revolucion de los chips microfluidicos en las areas de quimica, biologia
y medicina es comparable con la que produjeron los circuitos integrados en el proce-
samiento de senales, el siglo pasado. De hecho, ya se conocen y usan aplicaciones que
tienen un impacto importante como es el secuenciado del genomal4].

Si bien los chips microfluidicos y los circuitos integrados tienen similitudes, tam-
bién tienen varias diferencias y se enfrentan a problemas diferentes. Los procesos de
fabricacion que han permitido a la electrénica reducir gradualmente el tamano de los
componentes por mas de cuatro décadas, permitieron también reducir el tamano de los
chips microfluidicos, sin embargo, los dispositivos microfluidicos se han aproximado a
su limite de funcionamiento en menos de dos décadas. Esto se debe a que los fenéme-
nos fisicos que permiten el funcionamiento de los transistores empiezan a afectarse solo
cuando el tamano de los dispositivos es de unos cuantos nanémetros, en cambio en los
chips microfluidicos el comportamiento de los fluidos cambia draméaticamente cuando
las dimensiones se aproximan a unos micréometros[4].

Para entender por qué ocurre lo anterior, las leyes de escalamiento nos muestran el
cambio o variaciéon de una cantidad fisica respecto a su longitud, dejando constantes
el resto de las variables como pueden ser tiempo, presién, temperatura, etc. Como

consecuencia de lo anterior, las fuerzas volumétricas (1), como la gravedad y la inercia;
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y las de drea (I?), como la tension superficial y la viscosidad, escalan diferente. De esta
forma, las fuerzas volumétricas que tienen un impacto preponderante en nuestra vida
diaria, resultan menos importantes conforme reducimos el tamano de los chips mientras
que las fuerzas de superficie cobran importancia[11].

Un ejemplo de lo anterior es el transporte de masa, que en los chips microfluidicos se
lleva a acabo principalmente por disipacién viscosa, mientras los efectos de inercia son
despreciados. La inercia es responsable de fenémenos no lineales, como la inestabilidad
y turbulencia, esto hace que la dinamica no lineal de fluidos en microcanales pueda
parecer poco interesante pues en general el flujo siempre tiende a ser laminar[4].

Osborne Reynolds descubrié que la razén en las fuerzas inerciales y las viscosas son

un buen indicador del régimen que tendra un fluido. El indice se define como:

R Fuerzas inerciales  pVyLyg
e == p—

(1.1)

Fuerzas wviscosas W

Donde :
p = Densidad del fluido, V{; = Velocidad caracteristica, Ly = Longitud caracteristica,

i = Viscosidad del fluido

Paradéjicamente, el indice de Reynolds, uno de los més mencionados en la micro-
fluidica, es de poco interés dentro de ésta, pues virtualmente todos los microfluidos caen
en el régimen laminar. Se han hecho resenas, como la de Purcell ”Life at low Reynolds
number”, donde se presenta que la idea intuitiva de que los flujos son turbulentos, como
ocurre en el mundo macro, se debe descartar al trabajar en microfluidical[4].

El indice de Reynolds para un dispositivo microfluidico comtin, que usa agua como
fluido de trabajo, con una velocidad de fluido entre 1 #* y 1%, y un canal cilindrico con
un radio entre 1-100 pm, estd entre 1x 1075 y 10. Esto indica que el flujo es laminar
pues el valor del indice de Reynolds en el que un flujo empieza a ser turbulento se

encuentra entre 2000 y 3000[4][8].

El hecho de que los fenémenos fisicos que rigen a los fluidos en los microcanales
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sean tan diferentes a los que observamos en el mundo macro abre la posibilidad a
aplicaciones tnicas y hace su estudio mas relevante. En la actualidad, la mayoria de
las aplicaciones de los chips microfluidicos se encuentran en el area médico-bioldgica;
sin embargo, existen aplicaciones en fisica, en sistemas de control y en transferencia de
calor [4]. Un ejemplo de este tipo de dispositivos, que es de uso comin hoy en dia, es el
cartucho de las impresoras de inyecciéon de tinta. Este cartucho consiste de un pequeno
dispositivo fabricado en silicio que consta de un contenedor, el cual tiene en una de sus
paredes un micro calentador que evapora la tinta cercana a éste formando una burbuja.
Asi mismo, esta burbuja ejerce una presion sobre la tinta expulsandola por una pequena
abertura[12].

La fabricacion de chips microfluidicos inicié modificando procesos de la micro
electronica como el resto de los MEMS. Uno de los primeros dispositivos de este tipo fue
publicado en diciembre de 1979 por Terry et al. con el titulo de “A gas chromatographic
air analyzer fabricated on a silicon wafer”[9] . Se trata de un sistema de anélisis de gases
basado en los principios de la cromatografia de gases. Fue construido de silicio usando
las técnicas de fotolitografia y grabado quimico usadas en los dispositivos electronicos.
Dicho método de fabricacién permitié que sus dimensiones fueran reducidas cerca de
tres 6rdenes de magnitud en comparacién con los sistemas convencionales.

A partir de entonces, se han explorado nuevos materiales, siendo ahora los polimeros
los mas comunes para fabricar chips microfluidicos. Esto obedece a que en los disposi-
tivos microfluidicos rara vez se buscan las caracteristicas semiconductoras y mecanicas
del silicio. En cambio, los polimeros ofrecen la posibilidad de contar con dispositivos
con las siguientes caracteristicas: se pueden fabricar con técnicas de fabricacion mas
baratas y accesibles; desechables debido a su bajo costo de replicacién, que trae consigo
la ventaja adicional de evitar la contaminacion cruzada; tienen una alta biocompati-
bilidad; y alta transparencia o6ptica, lo que permite usarlos en sistemas de deteccion
épticos[4][12].

Gracias a las mejoras en diseno, técnicas de fabricacién y materiales, sus aplicacio-

nes han ido en creciente aumento. La tendencia actual de los chips microfluidicos es
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integrar varios médulos funcionales en un dispositivo, como el sensor, el actuador y el
acondicionador de la senal dentro de un mismo sistema pero ahora microfluidico. A este
tipo de dispositivos se les conoce como “Micro Total Analysis Sistem” o bien, “Lab-
on-a-Chip”. Como concepto es relativamente nuevo propuesto por Manz et al [13], sin
embargo los primeros esbozos llevan ya un tiempo en desarrollo a nivel investigacion.
En 1954 Joshua Lederberg publico “Un método simple para separar individualmente
microbios”. Unos anos mas tarde Rotman publicé un estudio realizado sobre la acti-
vidad enziméatica en microgotas. Lederberg vislumbrd que la aplicacion de microgotas
para cualquier ensayo que requiriera volimenes pequenos seria de uso comun en los

laboratorios, sin embargo a esta visién le tomo casi 50 anos convertirse en realidad[14].

Los sistemas Lab-on-a-chip se pueden ver como una generalizacion de los circuitos
electronicos integrados pues, ademas de componentes electronicos, cuenta con elementos

mecénicos, Opticos, canales microfluidicos, etc. [11].

Actualmente la tecnologia Lab-on-a-chip tiene aplicaciones en diferentes areas, al-
gunas de estas son: ingenieria de células metabdlicas, producciéon de biocombustibles,
biologia sintética, muestreo y ensayos enzimaticos, etc. [18]. Sobre esta tltima giramos

nuestra atencién.

Las enzimas son moléculas que presentan actividad bioquimica y son muy valiosas
en las industrias farmacéutica, de detergentes, bioenergética y alimenticias. Uno de
los avances logrados gracias a la tecnologia Lab-on-a-chip es la evolucién dirigida, que
permite imitar la evoluciéon natural de las enzimas. Para ello se parte de una bio-
molécula conocida e iterando procesos de diversificacién mediante mutacion y seleccion

se localizan variantes de interés[18].
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1.2. Fluorescencia y métodos de deteccion en siste-

mas Lab-On-a-Chip

Hoy en dia existen dos métodos principales de deteccion que se han implementado en
los sistemas Lab-On-a-Chip, el primero es el eléctrico tipicamente basado en fenémenos
como la impedancia y el segundo es el éptico comuinmente basado en fluorescencia
[15][16]. Ambos métodos tienen la ventaja de ser no invasivos, sin embargo los métodos
épticos presentan la ventaja de tener mayor sensibilidad, selectividad y resolucién [15]
[20].

En particular una de las ventajas de los métodos 6pticos basados en fluorescencia es
que permiten una disminucion en el tamano de la muestra, incluso usar una sola molécu-
la [20]. La fluorescencia es el proceso por el cual las moléculas de ciertos materiales,
llamados fluoréforos, son excitadas por luz de una longitud de onda e inmediatamen-
te dicha molecula emite luz de una longitud de onda diferente. Dicho proceso puede
dividirse en 3 etapas. En la primera, un fotén es absorbido por el fluoréforo incremen-
tando su energia y llevandola a un estado excitado. En la segunda etapa el fluoréforo
permanece excitado en un estado llamado tiempo de vida de fluorescencia, que dura
tipicamente entre 1 y 10 ns. Finalmente, en la tercera etapa el fluoréforo regresa a un
estado de menor energia emitiendo un fotén de mayor longitud de onda.[17]

Un ejemplo de un fluordforo tipico es la fluoresceina, la cual tiene un maximo de
absorcion en 490 nm y un maximo de emisién en 513 nm. Este cambio entre la longitud
de onda de absorciéon y emisién se conoce como cambio Stokes y permite con la ayuda
de un filtro, separar la luz empleada en la excitacion del fluoréforo, de la emitida por
la fuente fluorescente. El tiempo de vida de la fluorescencia(tipico de 1 a 10 ns), frente
a la velocidad de flujo tipica de un chip microfluidico( como se menciono entre 1 £7
y 1%), permite excitar la muestra fluorescente en forma eficaz cuando se encuentra
circulando dentro de un chip microfluidico.

Es comun que los fluordforos estén asociados a moléculas “jaula” que los rodean e

impiden que emitan fluorescencia. Cuando ocurre una reacciéon quimica la molécula jaula
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es modificada liberando al fluoréforo, asi cuando éste es excitado emite fluorescencia
y no antes. De esta forma los fluoroforos pueden ser usados como indicadores de una
reaccion entre algin reactivo y la molécula fluoroforo-jaula[17].

Un fenémeno indeseado cuando se cuantifica fluorescencia es el foto-blanqueo o
“Photobleaching”. Dicho fenémeno se presenta cuando las moléculas del fluoréforo son
sobre expuestas a la radiacion de excitacién pierden su capacidad fluorescente. La sobre
exposicion ocurre cuando la dosis de radiacién que incide en el fluoréforo rebasa el
umbral de foto blanqueo. Dicha dosis de radiacion depende de la intensidad misma y
de su duracién, de esta forma una intensidad de radiacion baja por periodos demasiado
largos o una intensidad muy alta por periodos cortos produciran fotoblanqueo.

Los sistemas fluorescentes que usan como fuente de excitacion un haz de luz laser se
conocen como sistemas LIF por las siglas en ingles Laser Induced Fluorescence. Estos
sistemas permiten combinar la técnica de fluorescencia con los sistemas microfluidicos
para realizar ensayos enzimaticos exhaustivos, cristalizacién de proteinas, expresiones

enzimaticas entre otros [22][23].

1.3. Ensayos enzimaticos

Los ensayos enzimaticos son reacciones bioquimicas que ocurren entre una enzima y
diversos compuestos, con el propésito de observar su dindmica. Este tipo de pruebas son
de gran utilidad en varias areas, como en el desarrollo de farmacos, de bio-combustibles,
de detergentes etc. [18]. En el caso del virus de la influenza, la enzima neuraminidasa
es indispensable para su proceso de replicacién, de tal forma que la efectividad de los
antivirales contra la influenza se pueden encontrar midiendo su actividad enzimatica.

Existen varios métodos para evaluar la actividad enzimatica. Whetherall realiz6 en-
sayos fluorescentes y quimioluminiscentes para evaluar la actividad enzimatica de la neu-
raminidasa [1]. Los ensayos enzimaticos requieren de una enzima, que es una molécula
con una regién activa y un sustrato que una sustancia cuyas moléculas son compatibles

e interactivas con la enzima. La interaccion ocurre cuando el sustrato se une al sitio ac-
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tivo de la enzima, esta uniéon genera una reaccion quimica tras la cual ciertas moléculas
del sustrato se desprenden formando un producto, ocurrido esto la regién activa de la
enzima se desprende del producto y queda libre para reaccionar con mas sustrato. Uno
de los sustratos mas usado para medir la inhibiciéon enzimaética de la enzima neurami-
nidasa, un motivo de la realizacion de la presente tesis, es el acido 2-metillumbelliferil-
a -D - N- acetilneuraminico[1]. La fluorescencia es uno de los métodos mas frecuente-
mente usados para visualizar las expresiones proteinicas o las reacciones enziméaticas.
[36]Esta técnica es comun para la observacién de flujos e identificacién de sustancias en
los dispositivos Lab-on-a-chip. [26] [27]

La exploracién de la diversidad molecular en las areas bioldgicas y quimicas va en
aumento. [19]. Desde hace varios anos se realizan ensayos bioquimicos automatizados
de grandes colecciones de compuestos naturales que permiten encontrar sustancias po-
tencialmente 1tiles. En enfermedades como el cancer y las infecciosas, mas del 60 por
ciento de los farmacos desarrollados entre 1981 y 2002 tuvieron un origen natural[3].
Sin embargo, los sistemas robdticos para ensayo automatizado de reacciones quimicas,
presentes en la industria y algunos laboratorios académicos, requieren de una inversion
considerable en instalaciones y su mantenimiento es costoso, teniendo como consecuen-
cia un uso limitado [19]. Ademds de su alto costo, este método presenta limitaciones
en dos aspectos. El primero de ellos se refiere a la velocidad para realizar los ensayos
bioquimicos, la cual depende principalmente de los elementos mecéanicos de los robots.
El segundo limitante es que no es posible reducir el volumen de los reactivos empleados
debido a la evaporacién y las fuerzas capilares. [?] [27]

Por otro lado, la generacion y control de micro-gotas dentro de dispositivos micro-
fluidicos brinda la posibilidad de realizar ensayos bioquimicos con ventajas frente a los
instrumentos de andlisis actuales. Entre ellas estan: reducir la cantidad de reactivos,
realizar los ensayos en ambientes reducidos, fabricar sistemas en paralelo, reducir el
tiempo de los ensayos, reducir el costo de los ensayos [37] [27]. Las micro-gotas forma-
das dentro de micro canales funcionan como biocontenedores artificiales micrométricos

[2][27]. Estos micro-biocontenedores reducen la complejidad de un microorganismo vivo
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a las dos propiedades bésicas necesarias para que se lleve a cabo un ensayo enziméti-
co que son: compartimentalizacién y expresién proteinica in vitro[2]. Lo anterior indica
que, ademas de las ventajas presentadas frente a los sistemas automatizados con robots,
las microgotas tienen caracteristicas clave que las hacen medios ideales para la realiza-
cién de ensayos bioquimicos[14], entre estas estan: proveer un compartimiento aislado
donde realizar el experimento [38] [36], tener baja dispersién, lo cual permite realizar
ensayos cuantitativos [19], permitir trabajar con una sola célula, requerir cantidades
muy pequenas de reactivos o moléculas[27], esto ltimo abre la posibilidad de realizar
grandes cantidades de experimentos[27] manteniendo un bajo costo en los reactivos.

Como se menciond, la reduccién de reactivos es considerable. Las microgotas con
didmetros de entre 10 ym y 200 pm corresponden a volumenes entre 0.5 pL y 4 nL.
Esto representa una disminucién de hasta 100 000 veces comparado con los robots
manipuladores de liquidos usados actualmente, los cuales usan muestras de «~ 0.1 L.
[19]. Esta enorme disminucién del volumen tiene importantes repercusiones en el costo
de un ensayo enzimatico, por ejemplo en la evolucién dirigida de la enzima “Horseradish
peroxidase” se usarian alrededor de 5,000 L de reactivos con la técnica actual, frente a
los 150 pLL de reactivos que se requieren empleando microgotas[27]. Debido al alto costo
que tiene sintetizar el sustrato, la cantidad de materiales usados, el costo del equipo y
el tiempo que tarda un ensayo, el costo puede alcanzar 15 millones de délares frente a
los 4 dolares que podria costar un ensayo empleando microfluidica. [27]

Por todo lo anterior es muy importante contar con un arreglo experimental que
permita realizar y cuantificar de manera controlada y sistematica la actividad quimica

dentro de microgotas.



Capitulo 2

Fabricacion y caracterizacion del

microchip

Como se comentd en la introduccién, la construccién de los MEMS comenzé con
procesos modificados de la microelectrénica. Los dispositivos microfluidicos no fueron
la excepcion. El que se considera fue el primer dispositivo microfluidico, fue construido
sobre una oblea de silicio. Si bien el silicio exhibe propiedades ttiles en los chips mi-
crofluidicos, como son: buenas propiedades mecanicas, métodos de fabricacion precisos
y capacidad para integrar circuitos microelectronicos; los altos costos de fabricacion, la
baja biocompatibilidad, la dificultad para sellar los chips y hacer conexiones debido a
su rigidez, entre otros, han impulsado la bisqueda de nuevos materiales y procesos de
fabricacién. Uno de estos nuevos procesos es la fabricacién de dispositivos microfluidicos

mediante moldes y réplicas conocido como litografia suave.

2.1. Método de Litografia suave

La litografia suave se refiere a un conjunto de técnicas de fabricaciéon de MEMS, que
a diferencia de las heredadas de la microelectronica, las cuales se basan en secuencias
de depdsito de materiales, fotolitografia y ataque quimico; usan la inyeccién o moldeo

de réplicas construidas en materiales flexibles formados por moléculas organicas, como

19
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son los polimeros, en lugar de los materiales inorganicos rigidos como el silicio, metales
etc., que son comunes en la microelectronica y otras areas.

Dentro de las técnicas que conforman la litografia suave podemos destacar impresién
por microcontacto (uCP por sus siglas en inglés), moldeo de microtransferencia (uTM
por sus siglas en ingles)y molde-réplica (REM). Dichas técnicas son llamadas suaves por
que tienen en comun un elastémero, ya sea que el molde esté construido de este, como
en la impresién por microcontacto, o bien obteniendo dispositivos réplica de elastéomero,
empleando moldes fabricados por otro método, como en el caso de técnica molde-réplica.

La técnica de impresién por micro contacto consiste en el estampado sobre una
superficie con una sustancia de interés, utilizando un micro molde fabricado con un
polimero elastomérico como el PDMS. La “tinta” o sustancia se transfiere a la superficie

por contacto. Usando esta técnica se logran resoluciones de aproximadamente 50 nm.

[39]

Figura 2.1: Esquema de litografia suave por la técnica molde-réplica. El molde es llenado
con un prepolimero, como el PDMS, y después de polimerizar el dispositivo se retira del

molde.

El moldeo de microtransferencia consiste en llenar un molde con un pre-polimero

en forma liquida y retirar el exceso empleando una superficie plana o un chorro de gas
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inerte, como el nitrégeno. Después el molde relleno se pone en contacto con un sustrato,
y con ayuda de calor o radiacién, se transfiere el polimero ya curado al sustrato.[39]
La técnica de molde-réplica es la mds usada en microfluidica [29]. Consiste en fabri-
car réplicas de un molde vertiendo un pre-polimero en forma liquida y dejandolo curar
en el molde. El uso de esta técnica ofrece varias ventajas. La primera de ellas es que
no requiere de laboratorios costosos y altamente especializados, como los empleados en
la fabricacién de microelectrénica. Permite la fabricacién de dispositivos en materia-
les que no son compatibles con los procesos tradicionales. La resolucion de la réplica
esta limitada Unicamente por las fuerzas de van der Waals, la viscosidad del fluido y
el correcto llenado del molde. La resoluciéon que se consigue es menor que la obtenida
en la litografia optica, que oscila entre 100 nm y 400 nm dependiendo del sistema y la
longitud de onda empleada[39]. Una de las principales desventajas es que requiere de
un molde hecho con alguna otra tecnologia de fabricacién, la més comun y exitosa es

la fotolitograffa. [29]

2.2. Fabricacion de los moldes

La fabricacion de los moldes se puede hacer por varias aproximaciones. Durante
el desarrollo experimental de esta tesis se emplearon dos métodos para su obtencion:
fotolitografia 6ptica en una resina fotosensible (SU-8) e impresién sobre ldminas de

poliestireno termoplastico(PST).

2.2.1. Litografia ()ptica

La litografia optica es un proceso a través del cual se transfiere un patrén a
un sustrato controlando la exposicion de luz ultravioleta que incide en una pelicula
de resina fotosensible tal como se observa en la figura 2.2. Los pasos generales que
conforman el proceso fotolitografico son:

- Preparacién de la superficie
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- Formacién de la pelicula de resina fotosensible en el plato giratorio (figura 2.3.C)

- Horneado ligero de la pelicula de resina fotosensible

- Alineacién del sustrato con la resina fotosensible y la mascara que contiene el patrén
de exposicién de luz ultravioleta.

- Exposicién a una fuente de luz ultravioleta colimada por un tiempo controlado (figura
2.3.D)

- Horneado fuerte de la resina fotosensible.

- Revelado del patréon transferido usando el solvente adecuado.

Figura 2.2: Esquema de la fabricacion de moldes por fotolitografia. Arriba: exposicion
selectiva a luz ultravioleta. Abajo: molde después de ser revelado al remover la resina

expuesta

Dependiendo de las caracteristicas de la resina foto sensible, la luz ultravioleta puede
formar enlaces en la resina endureciéndola y fijindola al sustrato como ocurre en el caso

de la resina fotosensible negativa o bien puede romper los enlaces y permitir su facil
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remocion en el caso de la resina positiva.

La exposicién de la resina fotosensible a la luz ultravioleta (usualmente en el rango
de 200 nm a 450 nm) puede ser de tres tipos: de contacto, de proximidad o de proyec-
cién. En la exposicién por contacto, la méscara se coloca directamente sobre la resina
fotosensible, lo que disminuye la vida til de la mascara. Sin embargo, es un sistema
sencillo y logra una resolucién tipica de 2 pum [7]. En la exposicién de proximidad, la
resolucion se ve limitada por la difraccién de Fresnel y oscila alrededor de los 5 um. Por
el contrario, en los sistemas de proyeccion la resolucién esta en funcién de la longitud
de onda y la apertura numérica del sistema 6ptico empleado, logrando resoluciones de

menos de 1 um.

Figura 2.3: Fabricacion del molde por fotolitografia. 2.1.A Disenio del dispositivo en
CAD, 2.1.B Mdscaras para fotolitografia, 2.1.C “spinner” empleado en la generacion de
la pelicula de resina fotosensible de Su8, 2.1.D Alineadora de mascaras para exrposicion

a luz UV colimada.
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La construccién de los moldes comenzo con el diseno en CAD, que servira como el
patron de la méascara, que fue es necesario exportarlo en formato PDF para imprimirlo
en una imprenta digital. La impresién es en negativo debido a que la resina SU-8 es
negativa, asi la regién expuesta se endurece y se fija a la oblea de silicio.

El proceso de fotolitografia comienza limpiando la oblea de silicio para eliminar, en
particular, residuos organicos que impidan la correcta adherencia de la resina fotosen-
sible. El proceso de limpieza recomendado consta de sumergir la oblea de 2 a 5 minutos
en acetona con agitacion ultrasonica. Después se sumerge en metanol de 2 a 5 minutos
con agitacién ultrasénica, se enjuaga sumergiendo por 30 segundos en agua destilada
desionizada. Finalmente se seca con nitrégeno y se deja en un horno a 70°C por espacio
de una hora para que seque completamente.

La oblea limpia y seca se coloca en el “spinner” que es un aparato que fija mediante
vaci6 la oblea a un plato giratorio, el cual se puede programar para girar con un patrén
de revoluciones que permite el depdsito uniforme y de grosor controlado de la pelicula
de resina fotosensible. Para nuestros dispositivos, se colocé aproximadamente 5 gr de
SU-8 sobre la oblea y se programé el plato para girar por 10 segundos a 500 rpm y
por 30 segundos mas, a 650 rpm. Los primeros 10 segundos a 500 rpm sirven para
distribuir la resina en toda la oblea y el segundo ciclo permite homogeneizar la pelicula
y disminuir su grosor.

Con el objeto de evaporar el exceso de solvente de la resina y evitar que esta se pegue
a la mascara, se realizé un horneado ligero el cual consiste en colocar la oblea con la
capa de resina fotosensible en una parrilla a 65°C durante 5 minutos y posteriormente
a 95°C por 15 minutos maés.

Una vez transcurrido el tiempo de horneado ligero se deja enfriar unos minutos
y se coloca en el alineador de mascaras con cuidado de no bloquear por completo
las ventilaciones del sistema de vacio. Justo encima de la oblea se coloca el negativo
previamente recortado al tamano del alineador y se cierra la tapa cuidando que el
sistema de vacio ponga en contacto la mascara con la oblea de forma paralela en toda

el drea y alineada. Con la oblea y el negativo en su lugar, se desliza la platina para
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alinear la fuente de luz y se programa el tiempo de exposicién, en este caso fueron 30
segundos.

La oblea se somete a un post-cocido sobre la parrilla por 5 minutos a 95°C, des-
pués a 65°C un minuto mas. A este paso se le conoce como horneado fuerte y sirve
para fijar la resina expuesta. Se deja enfriar un minuto mas y se coloca en una caja
petri con revelador y se deja alrededor de 5 minutos. Después, la oblea se enjuaga con
isopropanol, si la oblea adquiere un tono blanquecino indica que aun existen residuos
del SU-8 no expuesto en la oblea y es necesario colocarla nuevamente en el revelador,
preferentemente nuevo. Se enjuaga nuevamente con el isopropanol en forma abundante.
Finalmente se seca con nitrégeno y se coloca en la caja petri donde se fabricaran las

réplicas.

2.2.2. Impresién en laminas de poliestireno termoplastico

La técnica de fabricacion de moldes para litografia suave en laminas de poliesti-
reno termopldstico fue introducida por Michelle Khine y su equipo en 2007 [40]. La
técnica consiste en imprimir un patrén directamente en una lamina de poliestireno ter-
moplastico, conocidas comercialmente como “Shrinky-Dinks”, utilizando una impresora
laser convencional. Estas ldminas tienen la peculiaridad de que después de ser calentadas
entre 3-5 minutos a 163°C, las impresiones sobre éstas se encongen aproximadamente al
33 % de su tamano original isotrépicamente en el plano, a dicho fenémeno le corresponde
un incremento en la altura del téner depositado en un 500 %.

Una técnica similar habia sido probada por Tan et al.[21] al realizar fotocopias sobre
acetatos convencionales. La altura aproximada del téner con esta técnica esta entre 8 y
14 pum, lo que permite el funcionamiento de algunos dispositivos microfluidicos. Lago et.
al. también habia propuesto algo parecido al iterar cuatro veces la impresioén y cuidando
del correcto alineamiento de la impresora sobre un sustrato de vidrio, reporté alturas
de 25 pm [40]

La fabricacion del molde en laminas de poliestireno termoplastico es un proceso
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Figura 2.4: Esquema de la vista lateral de una lamina de PST “Shrinky-Dinks”impresa
con una impresora laser. Del lado izquierdo observamos la altura original de las micro-
estructuras impresas y del lado derecho las mismas después de que la ldmina se encoge

en un horno.

completamente diferente al de la fotolitografia, el tinico paso que comparte es el diseno
en CAD del dispositivo y atn este tiene algunas diferencias. El diseno del dispositivo
que se fabricara en laminas de poliestireno termoplastico debe ser escalado, pues como
se menciond, las laminas reducen a aproximadamente el 33% de su tamano original
[40][30]. Para nuestro caso se usé un factor de escala de 2.3:1 en lugar de 3:1, esto por
que se observé una reduccion al 42 % del tamanio original. La diferencia que existe entre
estos valores se debe a que la temperatura y tiempo a las que se expuso la lamina de
poliestireno termoplastico fue distinto al reportado. Se usé el horno a una temperatura
de 280°C por un tiempo de alrededor de un minuto, pues si se empleaba la temperatura
y tiempo reportados, el molde tendia a curvarse en las orillas lo que afecta el sellado
de los chips microfluidicos. Esto porque la réplica del molde, copia esta curvatura y
dificulta el pegado con el cubre objetos, que al ser de vidrio es rigido y totalmente

plano.

La impresion del patron se realizd en una impresora convencional como la HP laser
jet 2500 mostrada en la figura 2.5.B. Es importante que la resolucién sea compatible con
el tamano de los dispositivos que deseamos fabricar, por ejemplo, una impresora con
resoluciéon de 1200 puntos por pulgada, forma un punto cada 20 pum. Cualquier diseno

que contenga lineas con una anchura igual o por debajo de este tamano no podra ser
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impreso. Sin embargo, para nuestros disenos, que rondan los 200 pum, encontramos
un comportamiento peculiar, si elegimos la mayor resolucion posible, 1200 puntos por
pulgada, la cantidad de téner depositada es menor. Como el ancho minimo de la linea de
nuestro diseno no se ve limitado por la resolucion de la impresora, la configuramos en 600
puntos por pulgada. Es conveniente configurar la impresora para imprimir “totalmente
negro” pues algunas impresoras tienen pre-configurado el modo “ahorrador” y usan
una menor cantidad de téner, en consecuencia el molde tendra una menor altura. Una
vez atendidos estos detalles, se imprime sobre la lamina de poliestireno termoplastico
observando su orientacién, pues con el fin de aumentar la altura del toner depositado
se puede sobreimprimir el mismo disenio varias veces de forma consecutiva. A partir de
la segunda impresiéon se debe prestar especial atencién al alineamiento de la lamina en
la entrada de la impresora para que la transferencia del patrén del diseno se realice
con la menor pérdida de resolucién posible. Se observé que el mejor balance entre
altura del téner depositado y las manchas generadas por el polvo de téner que no
se fijo correctamente durante la impresion, se alcanza con seis impresiones, para esta

impresora en particular.

Para retirar los residuos de téner suspendidos y las manchas generadas por éstos,
se limpia la lamina de poliestireno termopléstico con un pedazo de algodén sujetado
con unas pinzas y una mezcla de isopropanol y acetona en una proporcion aproximada
de 65% y 35%, como se observa en la figura 2.5.C. Hecho esto, se enjuaga con agua
destilada y se seca con aire a presion. Después se recortan los disenos impresos dejando 2
cm entre el disenio y la orilla de la lamina, cuya forma serd cuadrada para facilitar que el
encogimiento sea proporcional entre el ancho y largo. Posteriormente, se coloca el diseno
impreso en un recipiente de vidrio que soporte la temperatura del horno, la cual sera por
lo menos 160°C. Sin embargo, como se comentd, se observaron mejores resultados a
una temperatura mayor, cercana a los 280°C, y dejar la ldmina en el horno hasta el
momento justo en el que deja de encogerse y ésta se vea plana. Para esto es conveniente
que el horno cuente con una ventana para observar el proceso de encogimiento pues el

tiempo varia un poco debido al tamano del molde y la temperatura del horno. En la
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Figura 2.5: Fabricacion del molde en laminas de poliestireno termopldstico “Shrinky-
Dinks” . 2.2.A Diseno del dispositivo en CAD, 2.2.B Impresion iterada en ldminas
de poliestireno termopldstico, 2.2.C' Limpieza de residuos de toner en la lamina, 2.2.D

Reduccion en un horno eléctrico

figura 2.3.D observamos una lamina de poliestireno termoplastico dentro de un horno
eléctrico convencional en el cual reducira su tamano.
Para finalizar, se retira el molde del horno, se deja enfriar unos minutos y se coloca

en una caja petri donde se fabricaran las réplicas en PDMS.

2.3. Fabricacion de las réplicas

Las réplicas se fabricaron de PDMS, el cual es un polimero elastomérico cuyas pro-
piedades lo hacen muy 1itil en la fabricacién de microcanales [39][41]. La primera de ellas

es su capacidad para reproducir estructuras tridimensionales en escalas micrométricas.
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Figura 2.6: Efecto de reduccion. Dispositivo antes y después de hornearlo

29
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Figura 2.7: Fabricacion de réplicas y sellado del chip microfluidico. 2.4.A Kit de PDMS
marca SYLGARD 184 , 2.4.B Campana de vacio para degasificar las réplicas de PDMS,
2.4.C" Réplicas extraidas del molde de SUS, 2.4.D Horno de plasma empleado para

activar las superficies que sellardn el chip microfluidico.

Tiene transparencia Optica a partir de longitudes de onda de 300 nm. El PDMS es
homogéneo e isotropico y permite liberar la réplica del molde facilmente, incluso de
estructuras fragiles. [39] E1 PDMS no tratado es hidrofébico lo que facilita la formacién
de gotas en fase acuosa al centro de microcanal. Cuando el PDMS es oxidado con plas-
ma o al ser sumergido en una base fuerte, forma silanos debido a la oxidacién de los
grupos metil. E1 PDMS oxidado se adhiere por si mismo a vidrio, silicio o polietileno si

dichas superficies también han sido activadas por plasma. [12]

El PDMS empleado en la fabricacién de las réplicas de los chips microfluidicos es el

kit Sylgard 184 de la marca Dow Corning, cuya presentacién es un frasco pre-polimero
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y otro de agente curante, como se observa en la figura 2.7A, los cuales se mezclaron en
proporcion 10 a 1.

La fabricacion de las réplicas se inicia colocando el molde en una caja petri. En el
caso de los moldes fabricados por fotolitografia se coloca una oblea de silicio que tiene el
molde de SU-8 dentro de la caja, normalmente la oblea contiene mas de un disefio por
lo que es conveniente que la oblea quede lo mas centrada posible para poder recortar
mas comodamente las réplicas de los dispositivos en forma independiente. En el caso
de los moldes fabricados en ldminas de poliestireno termoplastico, se pueden colocar
mas de uno por caja, cuidando que tengan espacio suficiente entre ellos para recortar
las réplicas.

El PDMS se prepara midiendo en una balanza analitica las proporciones de pre-
polimero y agente curante (10:1) en un recipiente desechable y se mezcla cuidadosamente
entre 3 y 5 minutos. La cantidad de PDMS preparado debe ser suficiente para cubrir los
disenos, en este caso debe tener una altura de aproximadamente 6 mm sobre el nivel del
molde. Grosores menores dificultaran la conexiones con la microtuberia y mayores, son
innecesarios y pueden dificultar la horadacién necesaria para hacer las conexiones. El
proceso de mezclado forma pequenias burbujas de aire dentro del PDMS, cuya extraccién
se realiza colocando las cajas petri que contienen los moldes cubiertos con PDMS en
una campana de vacio por media hora.

Transcurrido el tiempo, se extraen las cajas petri y se colocan en un horno a 70°C

por 24 horas para acelerar el proceso de polimerizacion.

2.4. Sellado del microchip

El sellado del microchip se realiza aprovechando las caracteristicas fisico-quimicas
del PDMS. La adhesién ocurre debido a los enlaces covalentes formados entre el PDMS
y otros materiales basados en silicatos como el vidrio y el cuarzo. La oxidacion del

PDMS enriquece la superficie con grupos siloxilos al oxidar los grupos metil. Cuando
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dos superficies tratadas con plasma se ponen en contacto, los oxigenos de los siloxilos
de una superficie se combinan con el silicio de la otra y de esta forma comparten enlaces

covalentes. [42][44]

Figura 2.8: Esquema fabricacion de réplicas y sellado

Las condiciones para un buen pegado del PDMS al vidrio, mediante tratamiento con
plasma, han sido reportadas [44] [43]. Es importante oxidar la superficie hasta tener
una densidad suficiente de grupos siloxil a fin de lograr un buen sellado permanente.
Sin embargo, una exposicion demasiado prolongada o intensa al plasma, formard una
superficie de éxido de silicio y no se producira el sellado. [44]

La tapa que sella los chips microfluidicos consiste en un porta objetos de vidrio,
el cual fue limpiado para lograr un buen sellado. El proceso de limpieza consiste en
someter el portaobjeto en un bano de agua, seguido de acetona y una vez que ésta se
evapora, se enjuaga con abundante agua destilada. Es importante secar el portaobjeto
con aire comprimido porque posteriormente debe someterse a un bano de acido

sulfurico concentrado. El portaobjetos se deja en el acido por 24 horas, concluidas se
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retira con cuidado, se escurre y se enjuaga con abundante agua destilada y se seca con
nitrogeno pues tiene menos impurezas que el aire comprimido. Completado el proceso
de limpieza se colocan dentro de una caja petri dentro de un horno a 70 °C para disipar

la humedad por lo menos por media hora.

Figura 2.9: Activacion de la réplica de PDMS y el porta objetos de vidrio que sellard el

chip microfluidico.

Las réplicas de PDMS que se encuentran en las cajas petri, se recortan usando
un bisturi, procurando dejar un centimetro alrededor del diseno con la finalidad
de tener suficiente area de pegado alrededor de los microcanales, pues asi se ob-
servaron mejores resultados. Hecho esto, se coloca sobre una caja petri de vidrio
con los microcanales hacia arriba y se hacen agujeros con ayuda de un sacabocados
en las que seran las entradas del chip microfluidico. En la figura 2.8 observamos un

esquema general que representa la obtencion de réplicas y sellado del chip microfluidico.
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Cuando se han completado las perforaciones en la réplica, se limpia con un poco
de cinta “magica” para retirar cualquier fragmento de PDMS que pudiera obstruir los
microcanales y se coloca con éstos hacia arriba en la cdmara de plasma. En la misma
charola se coloca uno de los portaobjetos limpio y perfectamente seco. Se cierra la
tapa de la cAmara de plasma, se abre el tanque de oxigeno y se genera plasma por 30
segundos a una potencia de 35 Watts, como se observa en la figura 2.9. Una vez que
la activacién de las superficies se ha completado, se retira la tapa del horno de plasma
y se coloca la réplica del dispositivo de PDMS sobre el portaobjetos de vidrio con las
caras que estuvieron expuestas al plasma en contacto. Se ejerce un poco de presiéon con
los dedos sobre la réplica y el cubreobjetos con el fin de expulsar cualquier burbuja de
aire que pudiera existir entre sus superficies. El chip microfluidico se deja en un horno
a 70°C por 24 horas para que la mencionada reacciéon quimica de pegado, que ocurre

entre las dos superficies activadas con plasma se lleve a cabo.

2.5. Caracterizacion dimensional de réplicas de

PDMS

La caracterizacién de réplicas se llevo a cabo en el laboratorio del centro UNAMems
de la Facultad de Ingeniera, que cuenta con un sistema de caracterizacion de MEMS de
la marca Polytec MSA-400, mostrado en la figura 2.10, el cual dentro de varias funciones,
permite la caracterizacion topografica de micro estructuras. Esta medicion la realiza
mediante un interferémetro de luz blanca. [45] La interferencia de luz blanca es un
fenémeno 6ptico que se presenta al interactuar dos frentes de onda. Como resultado de
dicha interaccién existe un nuevo frente de onda que puede tener una amplitud minima
o maxima relativa dependiendo de si la interferencia fue constructiva o destructiva. La
maxima amplitud de modulacion ocurre cuando la longitud del camino 6ptico de la

trayectoria de referencia es la misma que la longitud del camino 6ptico recorrido por
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luz reflejada por la muestra. Como la longitud de la trayectoria de la luz de referencia
es conocida, se sabe también la distancia a la que se encuentra la muestra cuando la
modulaciéon es maxima. Esto ocurre para cada uno de los pixeles de la cAmara CCD que
incorpora el interferémetro. De esta forma, al realizar un barrido preciso mediante un
actuador piezo eléctrico sobre el eje "z” 7, el sistema determina la profundidad que tiene
la micro estructura en el drea definida por cada uno de los pixeles.[45] Por lo tanto,
una buena caracterizacién de la topografia de la microestrutura requiere una adecuada
seleccion del area a caracterizar y de establecer adecuadamente el punto de inicio del

barrido en el eje "z" " pues el piezoeléctrico tiene un recorrido maximo de 500um.

Figura 2.10: Sistema Polytec MSA-400 para caracterizacion de MEMS ubicado en el

laboratorio de pruebas y caracterizacion del centro UNAMems

Para comenzar la caracterizacién topografica se realiza el siguiente procedimiento.
Primero se coloca la muestra en la platina del microscopio. Alrededor de ésta se en-

cuentran las puntas de prueba usadas para excitar microdispositivos, las cuales hay
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que manejar cuidadosamente para no golpearlas ni rayar los oculares con ellas. Para
visualizar la micro estructura se utiliza el software Topography Measurement System
(TMS), que permite ajustar los valores de exposicién de la cdmara y de la intensidad
de la lampara. Se disminuye el tiempo de exposicién o la intensidad de la lampara
para que la imagen no se sature, bajo esta condicién ésta aparece totalmente blanca.
Tampoco debe tener poca iluminacién o poco tiempo de apertura, pues la imagen se
vera totalmente obscura. Cuando se han alcanzado tonos grises se empieza a enfocar
usando las perillas del microscopio. Es mejor empezar de un punto proximo al ocular e
irse alejando hasta lograr el enfoque, ya que de esta forma se evita golpear el ocular con
la micro estructura, lo cual danaria a ambos. Debido a la distancia del punto focal de
los oculares, un buen lugar para iniciar el enfoque, es aproximadamente a un centimetro

de distancia entre el ocular y el chip microfluidico.

Cuando se ha logrado enfocar alguna region del chip, con el ajuste manual se en-
foca ahora con ayuda del actuador piezo eléctrico buscando enfocar la parte méas baja
del microcanal o de la micro estructura que nos interesa caracterizar. Se ha logrado
enfocar esta region cuando cualitativamente se ve nitida y cuando aparecen franjas de
interferencia en la regiéon de interés como se muestra en la figura 2.11. La cantidad de
franjas de interferencia indica lo perpendicular que se encuentra el dispositivo respecto
a la fuente de luz. Es conveniente tener la menor cantidad de franjas de interferencia,
sin embargo, dicha cantidad esta limitada por la geometria del dispositivo, entre mas
plano sea menos franjas se observaran. Hecho lo anterior, se define este punto como
inicio para el escaneo y usando el piezo eléctrico se enfoca ahora la regién superior del
chip microfluidico, si se ha hecho todo el recorrido que permite el actuador y no se logra
enfocar el punto mas alto del chip es necesario enfocar manualmente para desplazar la
region que logra enfocar el actuador. Para ello se recorre nuevamente el piezo eléctrico
hacia el punto mas bajo y se empieza a subir manualmente con la perilla de ajuste
fino del microscopio, hasta encontrar nuevamente las franjas de interferencia. Se define
este nuevo punto como el inicio del escaneo y nuevamente se intenta enfocar la region

superior del chip. Cuando se ha logrado enfocar esta region se define ahora el punto
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Figura 2.11: Franjas de interferencia en un microcanal. Foto tomada desde la ventana
de medicion del software “Topography Measurement System” del equipo para caracteri-

zacion de microdispositivos marca Polytec.

final del escaneo.

El siguiente paso es seleccionar el area sobre la cual se realizara el escaneo. De
acuerdo a las caracteristicas de funcionamiento del equipo, conviene hacer las mediciones
en forma horizontal, de tal forma que los microcanales queden en forma vertical y las
mediciones se realicen en forma transversal. Esto debido a que realiza el barrido de
arriba hacia abajo de izquierda a derecha y optimiza el uso de memoria. Cuando se
ha elegido el area de interés se inicia el escaneo. Si se eligié un area demasiado grande
es posible que se agote la memoria RAM del equipo y entre en un error critico que
obligue a reiniciar la aplicacién y seleccionar una regiéon mas pequena. Cuando se ha
completado el escaneo el software abre la ventana de andlisis, en ella se observa en

la parte superior, una grafica que indica, por medio de colores, las diferentes alturas
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que tiene la micro estructura en la regién de interés. Esta grafica también puede ser
presentada como modelo 3D, lo que permite observar su geometria. En la parte de
abajo de la ventana se observa una gréafica que representa un perfil o corte transversal
del escaneo, en la que es posible identificar facilmente la altura maxima y minima que
tiene el microcanal, asi como su ancho, en cierto punto localizado por el usuario a lo
largo del mismo.

El software cuenta con herramientas para el post procesamiento de los datos ad-
quiridos. Entre estas herramientas se encuentran los filtros de mediana y promedio que
ayudan a corregir errores de medicién para algunos pixeles. El primero escoge el valor
de la mediana dentro de un grupo de pixeles y lo asigna al pixel de lectura. El segundo
calcula aritméticamente el promedio de los pixeles vecinos al de interés y éste toma
dicho valor.[45] Dichos filtros permiten suavizar las curvas de los perfiles eliminando
el ruido sal pimienta. Este ruido es causado en parte a errores en las lecturas debido
a que el PDMS tiene una alta transparencia Optica y esto dificulta la mediciéon por
interferometria.

Se caracterizaron micro canales construidos empleando las dos técnicas de fabrica-
cién presentadas en las secciones 2.2.1 y 2.2.2, con dimensiones de 100 um y 200 pum
de ancho del microcanal.

En las figuras 2.12 y 2.13 observamos micro canales fabricados a partir de moldes
hechos en laminas de poliestireno termoplastico. El micro canal disenado a 100 pum
tiene una anchura real de 350 pm. También se disenaron y caracterizaron microcanales
de 200 pm, con un ancho real de 310 pum. La diferencia entre la anchura de diseno
y la real se debe a varios factores. El primero de ellos y de mayor importancia es
que la linea se imprimi6 varias veces sobre la lamina de poliestireno termoplastico vy,
debido a que es dificil lograr una alineacion perfecta entre las impresiones consecutivas,
la linea perdié resoluciéon y aumenté de grosor. El segundo factor es que la linea se
imprime a un grosor mayor, considerando el encogimiento del material tal como se
comenté en la explicacién del método en la seccion 2.2.2; y el factor de encogimiento

no siempre es constante. Un tercer factor son los residuos de téner que pueden quedar
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Figura 2.12: Canal microfiuidico fabricado en laminas de poliestireno termoplastico

en los microcanales. Lo anterior explica por qué el disenio de 200 um resulté tener una
anchura menor que el de 100 um.

Los dispositivos fabricados en laminas de poliestireno termoplastico mostraron ca-
nales con el fondo semicilindrico. Esta geometria es ventajosa para la dinamica de los
fluidos; sin embargo, al tener poca profundidad, 50 um frente a mas de 300 um de
anchura, las gotas que se forman tienden a aplanarse y ser inestables.

Los moldes fabricados en SU8 mostraron una mayor repetibilidad. La anchura
real fue muy cercana a la del diseno 101 pum frente a los 100 pum esperados, como se
observa en la figura 2.14. Al igual que en el caso de los moldes fabricados en laminas
de poliestireno termoplastico, se disenaron canales de 200 um; en este caso la anchura
real fue de 203 pm. Ambos microcanales comparten una geometria rectangular y con
una relacion de aspecto méas cuadrada. La altura fue cercana a los 100 pum lo que forma

un canal cuadrado para el disenado a 100 um y un canal rectangular con relacién de
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Figura 2.13: Microcanal disenado a 100 um construido usando un molde fabricado en
laminas de poliestireno termoplastico. 2.9.A Representacion 3D de los puntos escanea-

dos. 2.9.B Perfil transversal del micronal anchura 350 pm altura 49 p.

aspecto 2:1 en el caso del disenado a 200 um. Esta relaciéon de aspecto es mejor que la
que se obtuvo con los moldes hechos en laminas de poliestireno termoplastico cuyas
alturas oscilaron los 50 um, con esa altura la relacién de aspecto seria aproximada-
mente 6:1 para el microcanal de 310 um y de 7:1 para el de 350 pum. Un canal mas

cuadrado permite que se formen gotas esféricas que son mas faciles de formar y estables.

No. de molde y tipo | Anchura de disefio ym | Anchura real pm | Altura p
1 ldmina PSTP 100 350 ~49
2 lamina PSTP 200 310 ~50
3 SU-8 100 101 103
4 SU-8 200 203 106

Cuadro 2.1: Caracterizacion dimensional de microcanales construidos usando moldes

fabricados con dos diferentes técnicas y disenos de 100 y 200 pm.
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Figura 2.14: Microcanal disenado a 100 pm construido con un molde de Su§ . 2.11.B
Perfil del canal de la réplica de PDMS, altura 95.76 um, 2.11.C Perfil del canal de la
réplica de PDMS, anchura 101 um. Del lado izquierdo de los perfiles observamos varias
lineas, éstas aparecen debido a la alta transparencia optica que dificulta la medicion

para algunas geometrias.

Con el objeto de averiguar qué tan uniforme es el microcanal, se caracterizé en
anchura y profundidad uno disenado a 200 um de ancho y 1 cm de largo en tres puntos.
El primero proximo a la entrada, el segundo aproximadamente a la mitad y el tercero
cercano a la salida. Para el primer punto, la anchura y la altura fueron 205.3 pum
y 100.5 um respectivamente; para el segundo punto fueron 203.4 um y 106.7 pm; y
para el tercero la anchura fue de 205.3 pum y la altura de 110.5 pm. En el caso de la
anchura se observa que el valor medido en el primer y tercer punto fue exactamente el
mismo 205.3 um. La anchura del micro canal en el punto intermedio fue 1.9 ym menor,
que en porcentaje representa un error de 0.92 %. En el caso de la altura se mostré un

fenémeno totalmente distinto, el primer valor fue de 100.5 pm y los subsecuentes fueron
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Medicién No. | Anchura ym | Altura pm
1 205 100
2 203 106
3 205 110

Cuadro 2.2: Caracteristicas dimensionales de un micro canal en tres diferentes puntos.

mas grandes, el segundo 6.2 um y el tercero 10 um. Se puede inferir que la pelicula
de la resina foto sensible no tuvo un grosor uniforme. La variacién en un centimetro
fue del 10 % la cual es significativa. Se cree que la temperatura de la resina foto
sensible al momento de usarla no fue la adecuada, pues se conserva en refrigeracién
para mantener sus propiedades pero debe ser expuesta a la temperatura ambiente unas
horas antes de ser usada con el objeto de disminuir su viscosidad. Otra posibilidad es
que no se usaran las revoluciones adecuadas en el plato giratorio pues al modificar los
patrones de revoluciones para buscar el maximo grosor posible quiza no se alcanzaron
las revoluciones necesarias para formar una capa homogénea de resina fotosensible. Por
otro, lado se caracterizd un dispositivo cercano a la orilla de la oblea y es posible que
esta haya influido pues se observé que el mecanismo de sujecién por vacio del spinner”
puede deformar un poco la oblea en esta region. Después de la caracterizaciéon podemos
decir que el método de fabricaciéon de moldes en laminas de poliestireno termoplastico
es viable para nuestra aplicacion pero requiere mejorar algunas etapas del proceso. La
primera de ellas es la alineacién de la hoja en la impresora. Quiza se pueda adaptar
un accesorio en la entrada de la impresora que permita que las laminas sean impresas
exactamente en el mismo punto. Otra alternativa es hacer una limpieza ligeramente
diferente que no remueva demasiado toner del molde y asi queden los microcanales
mas profundos. Los moldes de SU-8, por su parte, lograron mejores resultados sin
embargo la fabricacion de cada uno de estos es mas costosa y lenta. Ademas, no siempre
esta disponible el cuarto limpio donde se encuentran los dispositivos necesarios para la

fabricacién de los moldes.



Capitulo 3

Arreglo Experimental

En éste capitulo se presentan los elementos 6pticos y optoelectronicos empleados
en el arreglo experimental implementado en esta tesis. Este arreglo tiene por objeto
estimular y cuantificar fluorescencia en microgotas que circulan en un microcanal, las
cuales estan formadas por disoluciones en las cuales se incluye un marcador fluorescente
cuya luces de excitacion y de emision son iguales o equivalentes a las de la fluoresceina.
Las funciones del arreglo son estimular fluorescencia mediante un haz de luz laser,
recoger la luz emitida por la muestra fluorescente y sensarla con un fotodiodo.

En la figura 6.7 se muestra un esquema del arreglo experimental. En el se observa un
microscopio invertido de fluorescencia y los principales elementos 6pticos que conforman

dicho arreglo y las cuales se detallaran a lo largo del capitulo.

3.1. Elementos ()pticos

3.1.1. Filtros y espejos: principios de funcionamiento

Los filtros y espejos son dispositivos disenados con la intencién de modificar una o
mas regiones del espectro 6ptico. Estas modificaciones pueden ser en la distribucién de
la intensidad del espectro, o bien, en la polarizacién de la radiacion electromagnética que

incide en dichos filtros y espejos. El funcionamiento de los filtros puede estar basado en

43
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Figura 3.1: Diagrama general del sistema

uno 6 varios fenémenos fisicos, entre éstos; absorcién, reflexién, difraccion, polarizacion
e interferencia [47]. Existen varias formas de describir el comportamiento de los filtros.
Cuando se trata de transmisién y reflexion usados en aplicaciones visuales como en la
fotografia, es comin que se les clasifique simplemente por el color. Sin embargo, cuando
se trata de filtros que seran usados en aplicaciones cuantitativas, las caracteristicas
mas importantes a considerar son: los espectros de transmision, reflexion, absorcién y
la densidad éptica [47]. Las expresiones que describen estos pardmetros en torno a la
longitud de onda A se presentan a continuacién.

La transmisién o transmitancia, de un filtro para una longitud de onda T(\),que
se encuentra entre dos medios, se define como la relacién entre la intensidad de la luz

transmitida I7(\) y la intensidad de la luz incidente Io(\) [47].
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En forma andloga, la reflexién o reflactancia es la relacién entre la intensidad de luz

reflejada Ir(A) y la intensidad de la luz incidente I(A) y se define como:

~
=
>

R(A)

~ (N (32)

La absorcién se presenta cuando un material transforma la energia recibida en forma
de luz en alguna otra forma de energia, por ejemplo, en calor, como sucede en los ca-
lentadores solares, o en una corriente eléctrica, como ocurre en las celdas fotoeléctricas.
La absorcién es la causa principal del dano en los filtros, cuando incide en ellos una luz
laser, ya que en los filtros la forma tipica de transformar la energia es en calor. Este dano
ocurre cuando la conductividad del calor en el elemento 6ptico es baja, entonces el haz
de luz laser genera un punto de calor que se eleva hasta un valor que dana al elemento
optico. Para contrarrestar este efecto, algunos espejos de alta reflexion se construyen
sobre materiales con una alta conductividad térmica o que pueden ser enfriados con
agua. La absorcién es una caracteristica intrinseca del material y varia de acuerdo con
la longitud de onda de la radiacién incidente. Dicha propiedad se expresa en la ley de
Beer-Lambert, que relaciona la intensidad de la luz transmitida, con la intensidad de la

luz incidente, cuando se considera que el medio absorbié parte de dicha intensidad[47].

A(N) = ale (3.3)

Donde:
| es la longitud del camino 6ptico en el medio recorrido por la luz
¢ es la concentracion del material absorbente

a es el coeficiente de absorcién y se define como:

. 47TK/\
DY

o (3.4)

en esta:
A es la longitud de onda de la luz absorbida

K, es el coeficiente de extincién
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Otra expresion que permite calcular la absorciéon cuando se conoce la transmisién

es:

(3.5)

La densidad 6ptica DO(A) es un pardmetro que relaciona la absorciéon A(A) de un
elemento 6ptico para una longitud de onda (\) por unidad de distancia 1[47]. Algunos
fabricantes expresan la transmision que tiene un filtro para una longitud de onda A de
acuerdo a su absorcién; por ejemplo, un filtro con densidad 6ptica o absorcién de 1
tendrd una transmisién de un 10 %, un filtro con una densidad 6ptica de 3 tendrd una

transmision del 1 %. La expresién que permite calcularla es:

DO, = % (3.6)

El diseno y manufactura de los filtros épticos y espejos son procesos complejos,
debido a que involucran las caracteristicas opticas de los materiales con los que se
fabrican. Dichas caracteristicas se modifican de acuerdo a los espesores de las peliculas,
la forma en como se depositan y como interaccionan entre ellas. A continuacién se
presenta una breve introduccion con objeto de entender mejor las propiedades de los
filtros.

Como se menciono, las propiedades de mayor interés para un filtro o espejo son
la transmision, reflexién y absorcion para la longitud o longitudes de onda de interés.
Para lograr estas caracteristicas normalmente se requiere de varias peliculas delgadas
de materiales cuyas propiedades Opticas logran el efecto deseado. Cada una de estas
peliculas delgadas modifican la luz que incide en ella de acuerdo al grosor de la capa,
el indice de refraccién y a su coeficiente de extincién[47]. Por ejemplo, los filtros que
se disenan para bloquear una regién de banda angosta se fabrican agregando pares de
capas de materiales con indices de refraccién altos y bajos con un grosor igual a un
cuarto de la longitud de onda de interés[48].

La forma en que se depositan las peliculas delgadas depende del material del que
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se constituya, pero como se comentd, también afecta sus propiedades y su durabilidad.
Dicho de otro modo, dos peliculas del mismo material y grosor tendran propiedades
Opticas y durabilidades diferentes segin la técnica usada para depositarlas. Algunos de

los métodos més comunes son evaporacion, el chisporroteo y deposicion de una solucion.

3.1.2. Filtros y espejos empleados en el arreglo experimental

Figura 3.2: Diagrama de un filtro paso banda

En el arreglo experimental se usa un filtro paso banda, el cual permite el paso de
la luz cuya longitud de onda estd dentro del intervalo de 500 nm y 550 nm. En el
arreglo experimental presentado desempena un papel importante, pues es el encargado
de permitir inicamente el paso de la luz emitida por la muestra fluorescente. En la
figura 3.3 se observa el espectro de transmisién de los filtros empleados.

El divisor de haz es un filtro que esta disenado para reflejar un haz de luz con
la misma composicién espectral en dos direcciones diferentes. Para un divisor de haz
neutro, las intensidades del haz transmitido y el reflejado son iguales para angulos
de incidencia cercanos a la normal, como el que se muestra en la figura 3.4. Existen
divisores de haz que son selectivos en el color, por lo cual a este tipo de filtros también
se les llama espejos dicroicos, como el que se presenta en la figura 3.5.

En el arreglo experimental se usan cinco filtros, dos de ellos se usan para la esti-
mulacién y deteccién de la fluorescencia, otros dos en el sistema de iluminacién que

permiten observar el experimento a través del microscopio, sin interferir en el ensayo
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Figura 3.3: Espectro de transmision de los filtros empleados en el arreglo. A. Espectro de
transmision del espejo dicroico solo refleja 470i\;490 nm,(Semrock, Di01-R488-25256)
B. FEspectro del filtro del sistema dptico del microscopio refleja Aj660 nm, (Semrock,
FF660-Di02-25236) C. Espectro de transmision del filtro paso banda 500i\;550 nm,
(Semrock, FF03-525/50-25), D. Espectro de transmisién del filtro empleado en el siste-
ma de iluminacion \g635 nm. (Semrock, BLP01-635R-25), (De la hoja de datos del

fabricante)

fluorescente y uno mas que permite estimular la fluorescencia y observarla a través del

microscopio.

A continuacién se presenta un arreglo fluorescente tipico con la finalidad de com-
pararlo con el implementado en esta tesis y asi apreciar sus diferencias. La figura 3.6
presenta un arreglo éptico tipico para observar fluorescencia. Esta constituido por una
fuente de luz de amplio espectro que es filtrada para la longitud de onda de mayor
absorcion del compuesto fluorescente. Esta luz es transmitida por el espejo dicroico y el
objetivo del microscopio, e ilumina todo el campo visual del ocular. La muestra absorbe
esta luz y, debido al fenémeno de fluorescencia, emite en otra longitud de onda. La luz
emitida por la muestra es recogida por el objetivo del microscopio y enviada al espejo

dicroico, el cual la refleja hacia un tercer filtro que permite el paso de luz en una banda
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Haz de luz
reflejado Ig

<
Haz de luz

Haz de luz incidente |,

transmitido I

Figura 3.4: Diwvisor de haz. 50 de la luz incidente es reflejada y 50 es transmitida

Figura 3.5: Divisor de haz dicroico, también llamado espejo dicroico. La luz cuya lon-

gitud de onda es A, es reflejada y el resto es transmitida

entorno a la longitud de onda de la luz emitida por la muestra fluorescente.

En la figura 3.7 se presenta el arreglo fluorescente experimental propuesto, cuyas
regiones de excitacion y de emisién, como ya se comento, coinciden con las de la fluo-
resceina. En éste, la luz proviene de un diodo laser que tiene una longitud de onda
A = 488nm(Coherent, Shapphire. El haz de luz ldser incide en un espejo dicroico (Sem-
rock, Di01-R488-25x36) (mostrado en 3.7.1) que al ser de banda angosta permite el
paso de luz y unicamente refleja el haz del ldser hacia un segundo espejo dicroico (Sem-
rock, FF660-Di02-25x36) (3.7.2) el cual refleja tanto el haz de luz ldser como la luz

emitida por la muestra fluorescente y solo permite el paso de la luz con longitud onda
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Figura 3.6: Diagrama optico de un microscopio fluorescente tipico

A > 650nm. El haz de luz laser reflejado por el espejo dicroico nimero 2 (3.7.2) es
transmitido y enfocado por el objetivo del microscopio e incide en la muestra(en la mi-
crogota en este caso) y como se explicé en el arreglo fluorescente tipico, la microgota o
material fluorescente bajo estudio emite luz en una longitud de onda diferente a la que
absorbe. Esta luz es recogida por el objetivo del microscopio y enviada al espejo dicroico
2(3.7.2),este refleja toda la luz con Aj650 nm y la envia hacia el espejo dicroico nimero
1 (3.7.1) el cual la transmite hacia un tercer filtro paso banda (Semrock,FF03-525/50-
25) (3.7.3), cuya funcién es transmitir inicamente la luz emitida por fluorescencia en
una regién especifica. Una vez que esta luz atraviesa este ultimo filtro se dirige a una
lente concentradora (ThorLabs, LA1951-A, N-BK7) que se enfoca sobre un fotodiodo
de avalancha(Hinds Instruments, APD-100).

Vale la pena indicar que el espejo dicroico mostrado en (3.7.2) permite el paso de
la luz cuya longitud de onda es mayor a A > 650 que corresponde a luz roja dentro

del espectro visible que puede ser captada por una cadmara con la finalidad de observar
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Figura 3.7: Diagrama optico del arreglo fluorescente laser. 1 El espejo dicroico refleja el
haz de luz ldser, 2 el seqgundo espejo dicroico refleja el haz de luz laser y la luz emitida
por fluorescencia, y permite el paso de la luz del sistema de iluminacion del microscopio
filtrada, 3 el filtro paso banda solo permite el paso de la luz emitida por fluorescencia,

4 el filtro permite iluminar el experimento con luz que no interfiere con el mismo.

la posicion del chip y de las microgotas sin interferir con el ensayo fluorescente. Para
poder iluminar con luz cuya longitud de onda A > 650nm se recurre al sistema de
ilumninacién del microscopio el cual consiste en un diodo de alta luminosidad de 5[W]

y a un filtro paso largas mostrado en la figura ( 3.7.4).

Una diferencia con respecto al arreglo fluorescente tipico es que debido a las carac-
teristicas de la luz ldser (coherente, monocromética y direccional) puede ser usada sin
la necesidad del filtro por el que pasa la luz de excitacion del diagrama de fluorescencia
tipico. Ademas el laser emite un haz de luz colimado y de didmetro menor a un milime-
tro, lo cual permite enfocarlo en un punto de la muestra y no en todo el campo visual.
Esta diferencia es fundamental en la medicién de fluorescencia de microgotas pues si la

luz estimulara simultdneamente varias microgotas no se podria distinguir el resultado
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de la reaccién que se lleva acabo dentro de cada una de ellas.

Figura 3.8: Diagrama dptico del arreglo fluorescente ldser, que permite observar la fluo-
rescencia en el microscopio. A diferencia del diagrama 3.7, en éste el espejo dicroico 1

y 2 son iguales, reflejan el haz ldser pero dejan pasar la luz emitida por fluorescencia

Una variante del sistema experimental se observa en la figura 3.8 donde el espejo
dicroico numero 2 del arreglo experimental mostrado en 3.7.2 es remplazado por otro
espejo dicroico (3.8.2) idéntico al dicroico numero uno (Semrock, Di01-R488-25x36),
el cual unicamente refleja la luz del laser y permite el paso paso del resto, incluyendo
la de fluorescencia emitida por las muestras. Lo anterior es importante por que nos
permite observar directamente la fluorescencia a través de los oculares del microscopio.
Sin embargo, al transmitirse y no reflejarse, la luz no sigue la trayectoria que lo conduce
al sensor, en consecuencia no se puede observar por los oculares y tener una lectura de

la intensidad de la fluorescencia simultdneamente.
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3.1.3. Lentes

Los lentes son probablemente el elemento 6ptico mas comin y mas antiguo pues
su origen se puede rastrear desde los vidrios quemadores empleados para encender
fuego[49]. En la definicién mas simple, una lente éptica es un dispositivo refractor, es
decir, un material de indice de refraccion distinto al del medio que lo rodea y cuya

geometria modifica la trayectoria de los rayos de luz que lo atraviesan.

La configuracién y geometria de la lente obedece a las modificaciones que se busquen
en el frente de onda que incide en la lente. Algunos de los efectos comunes que se buscan,
es formar un frente de ondas planas en lugar de las divergentes como las emitidas por
las fuentes de luz puntuales. Un ejemplo de lo anterior son las lentes que se ponen al
frente de los proyectores para evitar que el haz de luz que contiene la imagen se disperse.
Otro efecto comunmente buscado es el de concentrar los rayos paralelos que inciden en
la lente desde una fuente puntual remota este efecto esta presente por ejemplo en el

objetivo de un telescopio[49].

En el arreglo experimental existen tres elementos 6pticos constituidos por lentes
como se muestra en la figura 3.9. El primero de ellos es una lente plano-convexa que
concentra la luz dispersa emitida por la muestra fluorescente (3.9.1), el segundo es el
objetivo del microscopio (3.9.2) y el tercero es el ocular del microscopio (3.9.3). Los pri-
meros dos influyen directamente en la estimulacion y cuantificacion de la fluorescencia,

mientras el tercero permite observar el fenémeno en el microscopio.

La lente concentradora empleada en el arreglo experimental es una lente plano con-
vexa de BK7 (Thorlabs, LA-1951 N-BK7) el cual es uno de los materiales mas usados
en la fabricacion de dptica de alta calidad. Su espectro de transmision va de 350 nm
a 2 pm como se observa en la figura 3.10. La lente plano convexa refracta los rayos
provenientes de una fuente de luz puntual que esta suficientemente lejos como para

considerarlos paralelos en un punto [49] como se muestra en la figura 3.11.

El segundo elemento 6ptico, de acuerdo al diagrama 3.9, es el objetivo del microsco-

pio que, como se menciond, es muy importante en la cuantificacion de la fluorescencia
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Figura 3.9: Diagrama optico del arreglo fluorescente ldser. 1 Lente plano-convexa que
concentra la luz dispersa de la fluorescencia, 2 Objetivo del microscopio enfoca el haz
del ldser y captura la luz emitida por fluorescencia, 3 Ocular del microscopio permite

observar una imagen virtual de mayor tamano del experimento

Figura 3.10: Espectro de transmision del material del que esta fabricada la lente con-

vergente (Thorlabs, LA-1951 N-BK7) (Tomado de la hoja de datos del fabricante)

pues es a través de él que se colectara la luz emitida por la muestra fluorescente. Existe

una gran variedad de objetivos de microscopio cuyo diseno va de acuerdo con las nece-
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Figura 3.11: Lente convergente usada para concentrar la luz de la fluorescencia

sidades y caracteristicas especificas de la aplicacion que tendran. Entre los parametros
importantes de un objetivo estan el espectro de transmisién, la correcciéon cromatica, la

correccién de campo plano, el aumento o potencia, la distancia de trabajo, la apertura

numérica y el medio de inmersién[50].

El espectro de transmisiéon de un objetivo nos indica el rango en que la luz
podra transmitirse en forma efectiva. En el arreglo experimental usaremos dos lon-
gitudes de onda que estan dentro del espectro visible, por lo que no existen requeri-
mientos especiales como ocurre cuando se trabaja con luz ultra violeta o infrarroja[50].
La correccién cromatica indica si el objetivo fue disenado considerando la aberracion
cromatica producto de la diferente refraccion que tiene cada longitud de onda al trans-
mitirse a través del material. Algunos disenos se corrigen para dos longitudes de onda

y otros para tres, a estos tultimos se les llama apocromaticos y son los mejores cuando

se observan muestras a color[52].

La correccién de campo plano se hace para que el microscopio enfoque toda el area
de vision. Cuando no existe la correccion de campo plano sélo se puede enfocar el centro
o la orilla de la muestra o espécimen, lo que obliga a mover alternadamente el foco para

observar los detalles que se encuentran en las diferentes dreas del campo de visién[52].

El aumento o potencia nos indica el tamano de la muestra que alcanzaremos a visua-
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lizar, en forma inversa nos indica también el drea de visién que podremos observar. En
otras palabras, a mayor aumento podremos observar especimenes de menor tamano, pe-
ro al mismo tiempo perderemos campo de visién[52][50]. La distancia de trabajo indica
cual es la distancia maxima entre el objetivo y la muestra. Esta distancia normalmente
decrece cuando se incrementan los aumentos [52].

La apertura numérica y el medio de inmersién son dos pardmetros que estan es-
trechamente relacionados. El medio de inmersién es aquel que se encuentra entre el
objetivo del microscopio y el portaobjetos que sostiene a la muestra o la muestra si no
se usa portaobjetos. Los medios de inmersiéon més comunes son aire (indice de refrac-
cién n = 1), agua y aceite(indice de refraccién tipico n = 1,51)[50]. Cuando el medio
tiene un indice de refraccién similar al del vidrio del porta objetos (Corning, soda lime
glass n = 1,515), se reduce la refracciéon de los rayos y se permite que viajen mejor
del objetivo a la muestra y de regreso. La apertura numérica es el brillo que tiene la
imagen y éste depende de la cantidad de luz que capta el objetivo. Dicha cantidad de
luz depende del angulo con que se aproxime a la lente.

La apertura numérica puede calcularse como:

NA = n;senb o (3.7)

En la figura 3.12 observamos un diagrama de un objetivo y el cono de luz que incide
en él. El angulo 6 corresponde a la mitad del angulo del cono de luz méaximo. 7; es el
indice de refraccién del medio de inmersion.

El microscopio del arreglo experimental cuenta con 4 objetivos marca Leica cuyas
caracteristicas se muestran en la siguiente tabla:

El objetivo qué se usara para realizar las pruebas de cuantificacién de fluorescencia
es el de 20x, pues tiene una mayor apertura numérica.

El tercer elemento éptico mostrado en la figura 3.9 es el ocular. Este se ocupa
para formar la imagen que captura el objetivo. No influye en la cuantificacion ni en la

estimulacion de la fluorescencia. Sin embargo, es importante mencionar que debido a que
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Cono luz
maximo

Objetivo

Figura 3.12: Diagrama de la apertura numérica de un objetivo

en conjunto con el objetivo del microscopio forman un conjunto de finitos conjugados,
la posicién en la que se aprecia enfocada la imagen no es la misma en la que el laser se

encuentra enfocado, como se muestra en la figura 3.13.

3.2. Fuentes de luz

En esta seccion se presentaran las fuentes de luz utilizadas cominmente en los arre-
glos fluorescentes tipicos y en el arreglo fluorescente propuesto. Como se ha comentado
a lo largo de este capitulo, el arreglo fluorescente propuesto utiliza una fuente de luz
laser que le permite una aplicacién diferente.

Existe un gran numero de fuentes de luz, producidas por fenémenos fisicos muy
variados, como la combustion, los efectos quimioluminicentes, las reacciones termonu-
cleares, el efecto fotoactstico, etc. La mayoria de la radiacién éptica es el resultado

de la aceleracién de electrones causada por colisiones ineldsticas con atomos, iones y
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Aumento Diseno Apertura Numérica (NA)
2.5 X N plan 0.07
4 X Hi plan 0.10
10 x Hi plan L 0.22
20 X Hi plan L 0.30

Cuadro 3.1: Caracteristicas de los objetivos marca Leica con los que cuenta el equipo.

Figura 3.13: Diagrama dptico que muestra el desenfoque del haz del ldser cuando se

enfoca la muestra

moléculas. La radiaciéon comprendida entre el ultra violeta y el infrarrojo cercano se
produce por las transiciones electrénicas entre los niveles de energia[51].

Las fuentes de luz mas comunes en la microscopia fluorescente son las de vapor de
mercurio, con potencias entre 50 y 200 Watts, y las de Xenon, con potencias entre 75
y 150 watts[46]. Como se muestra en la figura 3.6, este tipo de fuentes de luz se filtran
para solo dejar pasar las longitudes de onda que coinciden con el espectro de absorcion
de la muestra. Este tipo de fuentes de luz presenta varios inconvenientes, el primero

de ellos es que la luz emitida tiene una distribucién de intensidad que no es uniforme
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en todo el espectro. De hecho, en el caso de las lamparas de vapor de mercurio, los
picos de intensidad se encuentran en 313 nm, 334, 365 nm, 406 nm, 435 nm, 546 nm y
578 nm , en el resto del espectro la intensidad es mucho menor y apenas es ttil para
excitar muestras fluorescentes [46]. El segundo inconveniente es que la intensidad de
la lampara disminuye rapidamente, su vida 1til ronda entre 200 y 300 horas. Ademas
como ya se comento, la luz ilumina todo el campo visual y dificulta la cuantificacién de
la fluorescencia de cada una de las microgotas.

Una alternativa para contrarrestar los inconvenientes senalados es el laser que viene
del acrénimo en inglés “Light amplification by stimulated emission of radiation”. Para
el caso especifico de este proyecto se busco un laser cuya longitud de onda coincidiera
con la region de mayor absorcién de la fluoresceina, alrededor de 488 nm. El haz no
se dispersa, lo que en el arreglo experimental permite enfocarla sobre una sola de las
microgotas. La baja dispersién del haz también tiene como resultado una alta potencia
por unidad de area, lo cual permite estimular con suficiente intensidad la fluorescencia.

El laser empleado en el arreglo experimental es de semiconductor, estos son los
mas empleados debido a su versatilidad pues existen de diversos tamanos, potencias
y longitudes de onda, dicha variedad le permiten muchos tipos de aplicaciones [51].
Entre las caracteristicas que lo hacen una mejor alternativa frente a otro tipo de laser
encontramos: el bombeo de energia es simple y consiste en pasar una corriente eléctrica
a través del dispositivo, se puede variar la intensidad al modificar la corriente que circula
en ¢l, tiene una alta eficiencia en la conversién de energia, es robusto y confiable[51].

En el arreglo experimental se uso un ldser marca Coherent de la serie Sapphire con
una potencia 6ptica ajustable entre 2 y 10 mW. Tiene una longitud de onda A=488 nm

y se muestra en la figura 3.14.

3.3. Detector

Como se explico al inicio del capitulo, el objetivo del arreglo experimental es cuanti-

ficar la reaccién quimica dentro de las microgotas por medio de la deteccion de fluores-
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Figura 3.14: Fotografia del laser empleado en el arreglo experimental

cencia. Asi que los detectores de dicha fluorescencia forman un elemento fundamental

en el arreglo experimental.

Existen varios tipos de detectores que funcionan con base en diferentes fenémenos
fisicos, entre ellos estan los cambios fisico-quimicos, como los que se presentan en las
peliculas fotograficas, la ionizacion de sélidos o gases y el efecto fotoeléctrico. Este tlti-
mo es de gran interés pues ha permitido cuantificar en forma eficaz la luz visible [51]. Los
detectores de efecto fotoeléctrico pueden clasificarse en dos: efecto fotoeléctrico externo
y efecto fotoeléctrico interno. En el primero, un electréon de la frontera de una pelicula
delgada de semiconductor es liberado cuando la luz impacta su superficie, como ocurre
en los tubos foto multiplicadores. El efecto fotoeléctrico interno se presenta cuando un
fotoelectrén es generado dentro de un semiconductor y excitado a la banda de con-
duccién como ocurre en el fotodiodo [51]. Existen varios tipos de sensores que basan
su funcionamiento en el efecto fotoeléctrico interno, entre los mas comunes podemos
mencionar el fototransistor, el detector fotovoltaico, el fotoconductivo y al fotodiodo de

avalancha. El fototransistor es un dispositivo de tres terminales que tiene integrada una
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region de ganancia electrénica. El detector fotovoltaico es un diodo PN de juntura o de
contacto, que estd polarizado en inversa y tiene una regién fotosensible expuesta, en la
cual los fotones generan pares electron-hueco que son conducidos por el campo eléctri-
co generado por la polarizacion inversa formando una corriente eléctrica. El detector
fotoconductivo también es un diodo polarizado en inversa qué cambia su conductividad
cuando inciden fotones en la superficie fotosensible con una energia que excede la de
la banda prohibida. En este detector se producen pares portadores electrén-hueco que
facilitan la conducciéon. Los fotodiodos de efecto avalancha son similares a los detecto-
res fotovoltaicos pero incluyen una regién que causa el efecto avalancha y produce una

ganancia en el detector [47].

Figura 3.15: Diagrama optico del arreglo fluorescente ldser

En la figura 3.15 se observa el diagrama de un fotodiodo. Los fotones que inciden
en él generan portadores en cada una de las regiones. Los que se forman en las regio-
nes eléctricamente neutras tipo P y tipo N se difunden, los que son impulsados por el
campo eléctrico y llegan a la region de agotamiento se convierten en portadores ma-
yoritarios. Los portadores que se difunden generan una foto-corriente de difusion. Los

pares electrén-hueco generados en la region de agotamiento son disociados por el campo
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eléctrico, los electrones son conducidos hacia la regién N y los huecos hacia la region
tipo P. Estos portadores forman una foto-corriente de generacion. La foto corriente de
difusion y la foto corriente de generacién conforman una foto-corriente resultante que
contribuye a la corriente inversa del diodo.

La corriente total que circula por el diodo es :

I'=—(Is+ Irc) (3.8)

I es la corriente en inversa cuando el diodo es polarizado en inversa y Ir¢ es la corriente
inducida por los fotones. Normalmente la corriente Ig es mucho menor que Ir¢c, de esta
forma la corriente que circula en el diodo es proporcional a la radiacién que incide en
él.

Cuando el fotodiodo se conecta a través de un voltimetro la corriente es cero y el

voltaje, que depende de la foto-corriente y se puede expresar como:

KT 1
Ve = —Ln(=< 4 1) (3.9)
e [S

De la expresién anterior se puede observar que el foto-voltaje varia logaritmica-
mente con la foto-corriente, en consecuencia, también con la intensidad de la radiacion
incidente.

El efecto avalancha se produce cuando un diodo polarizado en inversa rebasa un
voltaje umbral cercano al voltaje de ruptura, cuando esto ocurre la corriente inversa
del diodo crece rapidamente. Si el diodo no esta disenado para trabajar en este voltaje
umbral se puede danar permanentemente.

El fotodiodo de efecto avalancha es aquel que aprovecha éste efecto para multiplicar
la foto-corriente. Para evitar que el diodo se dane permanentemente los diodos de
efecto avalancha separan la regién de absorcion de un fotodiodo comin en dos, una de
absorcién y una de multiplicacion. La primera es usualmente de 1 micrémetro de ancho
para asegurar una buena eficiencia cuantica en la absorcién y tienen un campo eléctrico
suficientemente alto para que los portadores viajen a la velocidad de saturacion, pero

suficientemente bajo para que el efecto avalancha y el efecto tunel sean despreciables. La
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region de multiplicacion tiene un grosor de unos cientos de nanémetros para controlar la
multiplicacion. A diferencia de la regién de absorcién en la de multiplicacién el voltaje

de polarizacién es suficientemente alto para asegurar el efecto avalancha[47].
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Capitulo 4

Caracterizacion del arreglo

experimental

En este capitulo se presenta la metodologia de los ensayos fluorescentes realizados,
asi como los resultados obtenidos con el arreglo experimental descrito en el capitulo

anterior.

4.1. Consideraciones previas a la caracterizacion

Como se ha mencionado, el objetivo de esta tesis es estimular fluorescencia en mi-
crogotas con un haz de luz laser y posteriormente medir la intensidad de la fluorescencia
emitida por cada microgota. Como en todo trabajo de investigacion, llegar a ese ob-
jetivo requirio de muchas pruebas preliminares, adecuaciones y ajustes. En éste caso,
dichas pruebas fueron desde lo mas sencillo como simplemente desempacar, instalar y
probar el laser, hasta comparar el desempeno de distintos programas de adquisicion de
datos al realizar los ensayos fluorescentes con microgotas a las frecuencias mas altas
que se lograron.

El arreglo éptico presentado en el capitulo anterior requirié también de adecuaciones.
La altura minima de los soportes de los espejos obligd a disenar y fabricar cuatro

soportes de aluminio que levantaron el microscopio 3.2 cm y dos mas que subieron al

65
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laser 4.2 cm. Estos soportes, ademas de incrementar la altura del microscopio y del
laser, fijaron estos dispositivos en una posicién. Un problema similar ocurrié con uno
de los filtros pues el didmetro de éste era menor que el del soporte proporcionado por
el fabricante del microscopio. En este caso también fue necesario disenar y fabricar un

soporte en aluminio para ajustar los diametros.

Una vez que se instalaron los elementos en la mesa éptica se probé el laser. Como
se comento en el capitulo anterior, el laser es de la marca Coherent de la serie Sapphire
modelo 488-10. Este permite seleccionar un intervalo de potencia 6ptica de salida que
va de 1 a 11 mW. La prueba comenzo ajustando la potencia de salida a 1 mW y esperar
a que el medidor de potencia con el que cuenta el laser indicara que efectivamente se
estd suministrando la potencia seleccionada. Después de 1 hora el valor no logré esta-
bilizarse y oscil6 entre .8 mW y 1.2 mW, lo mismo ocurrié para las potencias de 2 mW
y 3mW. A partir de la potencia de 4 mW el laser estabilizaba su salida en menos de 5
segundos, marcando un valor constante con la resolucién de décimas de mW con la que
cuenta el indicador de potencia de salida del laser. Una posible explicacion para esta
inestabilidad es que el laboratorio no cuenta con condiciones ambientales controladas,
tales como temperatura y humedad. Para evitar dicha inestabilidad se usé el intervalo

de potencia entre 4 mW y 10 mW.

El siguiente elemento que se probd fue la tarjeta de adquisicién de datos marca
National Instruments de la serie X-DAQ modelo USB-6351. Una de las caracteristicas
mas importantes para nuestro arreglo es que cuenta con 16 entradas analdgicas de 16 bits
de resolucion con entrada de £10 V y una velocidad de muestreo de 1.25 MS/s cuando
esta configurada en un canal, o de 1 MS/s, cuando esté configurada en multicanal. La
prueba se realizo con el software de diagnoéstico que incluye el proveedor. Una vez que
fue satisfactoria, se probaron en conjunto el fotodiodo de avalancha de la marca Hinds
Instruments y la tarjeta de adquisicion, y las lecturas se compararon con las adquiridas

con un osciloscopio digital USB.
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4.2. Metodologia para realizar los ensayos fluores-

centes

Para iniciar las pruebas de fluorescencia, fue necesario preparar las soluciones de la
sal de fluoresceina en un buffer de fosfatos (pH=7.19, 50 mM) , el cual tiene la finalidad
de estabilizar el pH de la disolucion, ésto es importante por que la fluoresceina modifica
su comportamiento de acuerdo al pH en el que se encuentre. La primera disolucién que
se prepard tenfa una concentracién de fluoresceina de 150 micro molar (uM) y con ella
se iniciaron las pruebas con microgotas.

En estas primeras pruebas se empleo el objetivo del microscopio de 4X. Al tener un
campo de vision mas amplio era posible observar el comportamiento de los flujos de
aceite y fluoresceina simultaneamente y encontrar mas rapidamente la relacién adecuada
de flujos que forman las microgotas. Sin embargo, como se mencioné en el capitulo 3, el
objetivo de 4X tiene una apertura numérica 0.10, lo cual limita la cantidad de luz que
es captada por el objetivo y que sera conducida por el arreglo éptico hacia el fotodiodo
de efecto avalancha. Con este objetivo la intensidad registrada por el fotodiodo era
cercana a 40 mV; sin embargo, cuando se cambidé por el objetivo de 20X con una

apertura numérica de 0.30 la intensidad alcanzo mas de 1 volt.

4.2.1. Ensayos con flujos continuos

En esta seccién se explicard la metodologia seguida para realizar ensayos fluorescen-
tes en flujos constantes y obtener las curvas de sensibilidad del arreglo experimental.

Al realizar las pruebas preliminares con microgotas, se observd que la intensidad
de la fluorescencia sensada por el fotodiodo de avalancha era afectada por numerosos
factores, entre los que destacan: la potencia del laser, la velocidad del flujo y la concen-
tracién de la disolucion de fluoresceina. Para conocer con certeza cémo afectan estos
factores se disenaron experimentos en los que se modificé cada uno de estos factores y

asi obtener las curvas de sensibilidad.
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En los experimentos propuestos se probaron 4 potencias del laser comenzando en 4
mW, pues como ya se comentd, niveles menores de potencia no mostraron estabilidad.
Los potencias fueron 4 mW, 6 mW, 8 mW y 10 mW. También se propusieron 4 flujos
que fueron 50uL/h, 100 pL/h, 150 pL/h y 200 pL/h. Para suministrar dichos flujos se
emplearon bombas de jeringa marca y jeringas marca DB de 3 mL. El tercer factor con
el que se experimento fue el de la concentracién de la disolucion de fluoresceina pre-
parada. Para conocer la sensibilidad del arreglo a bajas concentraciones se prepararon
disoluciones con concentraciones de 1 pM, 5 uM, 10puM y 50uM.

Para obtener las curvas se dejaron dos de los pardametros a explorar fijos y se fue
variando el tercero de ellos. El primer procedimiento que se sigui6 fue hacer circular las
4 concentraciones de fluoresceina simultaneamente en el chip microfluidico que tiene 4
microcanales de 1 cm de largo y aproximadamente 100 pum de ancho y alto, como los
que se caracterizaron en el capitulo 2. La velocidad de flujo era la misma para las 4
concentraciones. Para obtener la lectura se posicionaba el haz del laser en uno de los
microcanales con cierta concentracion y se adquirian los datos con el software Labview
de National Instruments. Hecho lo anterior, se colocaba el haz del laser en el siguiente
microcanal con diferente concentracion de fluoresceina y se repetia el procedimiento de
adquisicion de datos. Cuando se habian completado las lecturas para las cuatro con-
centraciones se cambiaba la potencia del laser y se repetia el procedimiento. Cuando se
habian concluido las mediciones para las 4 potencias del laser se modificaba la veloci-
dad de flujo de las 4 concentraciones y se repetia todo el proceso hasta concluir los 64
puntos de los que consta el experimento.

La metodologia anterior presento las siguientes desventajas: el haz del laser siempre
quedaba en una posicién diferente del microcanal. Esto modifica la lectura de intensidad
pues el flujo dentro de un microcanal tiene un perfil de velocidades de tal forma que
en el centro el fluido circula a una mayor velocidad, ocasionando que el fenémeno de
sobre exposicion o foto blanqueo se presenta en menor medida. La segunda desventaja
es que al mover constantemente la posicion de la platina para localizar el microcanal de

interés, las mangueras conectadas al chip microfluidico se movian provocando ligeras
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variaciones en la velocidad del flujo y propiciando la aparicion de fugas de fluoresceina
en los puntos de acoplamiento de las mangueras con el chip microfluidico. Dichas fugas
se traducen en velocidades de flujo diferentes a las seleccionadas en la bomba. La tercera
razon es que al tener las 4 bombas prendidas aumentaban las vibraciones en la mesa
optica y la lectura de la senal era mas ruidosa que cuando solo estaba una bomba
encendida. Se comprob6 que golpes y vibraciones en la mesa Optica generan picos en
la intensidad de la lectura, esto sucede debido a que dichas perturbaciones en la mesa
causan un aumento instantaneo y de corta duracion en la velocidad del flujo que es
alcanzado por el haz de luz laser, en consecuencia se presenta menos foto blanqueo.

Para resolver las desventajas mencionadas se cambid el procedimiento. Se coloco una
concentracion en una de las bombas, se seleccioné un flujo constante, se posicioné el
haz de laser, procurando que fuera en el centro, y se tomaron las lecturas variando
la potencia en los cuatro valores propuestos de 4, 6, 8 y 10 mW. Hecho lo anterior
se cambié el flujo y se repitié el procedimiento. Lo mismo se realizé para las cuatro
concentraciones.

Estos experimentos se repitieron 5 veces para tener una media confiable, conocer la
desviacién estandar de las lecturas y asi verificar que los ensayos son repetibles. Cuando
se realizaron los primeros ensayos con flujos constantes, se observé que en la senal habia
unos picos en los niveles de intensidad como los que se observan en la figura 4.1.A. Estos
picos son periddicos y son resultado del avance de los motores de la bomba con la que
se inyecta la fluoresceina a los microcanales. Esto se comprobd cuando la frecuencia
con la que aparecen aumento conforme se incremento la velocidad del flujo, lo cual se
puede apreciar en las figuras 4.1.B y 4.1.C, en las que se muestran senales adquiridas
con flujos de 100 puL/h y 150 pL/h, respectivamente. Esto representé una dificultad
para obtener las curvas de sensibilidad pues se pretendia obtener los valores promedio
de cada una de estas lecturas, repetir el experimento 5 veces, hacer el promedio de la
lectura y asi tener cada uno de los puntos que conforman las curvas de sensibilidad y
su desviacion estandar. Ademas de los picos, el tiempo que tardaba en estabilizarse la

lectura fue otra razén que impidié promediar directamente todos los datos adquiridos
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en cada una de las lecturas.

Figura 4.1: Medicion de fluorescencia, en esta se observa un aumento en la frecuencia
de las perturbaciones de acuerdo al aumento en el flujo (las grdficas B y C fueron

desplazadas verticalmente para observarlas simultaneamente). Condiciones: fluoresceina

5 ub, laser 8 mW, flujos: 50 (uL/h), 100 (uL/h) y 150 (uL/h).

Las razones anteriores obligaron a graficar cada una de las lecturas y usar un criterio
para seleccionar los datos que se promediarian para obtener un valor. Por ejemplo, de
la gréafica presentada en figura 4.1.A, se tomo el promedio de los datos comprendidos
entre 5000 y 15000. De la gréafica de la figura 4.1.B se hizo el promedio de los datos
comprendidos entre 10000 y 15000. Cuando la gréfica tenia los picos muy proximos
como para poder identificar una regiéon plana como se observa en la figura 4.1.C, se
realizé un promedio de toda la senal. Esta ultima grafica parecia representar una senal
ruidosa, sin embargo, se observo que el nivel de ruido de la senal es menor, esto fue
posible apagando la bomba y registrando la senal, la cual presentaba oscilaciones de
alrededor de 3 mV. También se observd la senal de ruido, con el sistema prendido y
apuntando el laser fuera del microcanal, asi se observé el ruido el cual también oscilo

aproximadamente 2 mV. De lo anterior se concluyé que las irregularidades observadas
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en la figura 4.1.C, son fluctuaciones reales de la velocidad de flujo producidas por el

mecanismo de control de las bombas.

4.2.2. Curvas de sensibilidad obtenidas con flujos continuos

A continuacién se presentan las curvas de sensibilidad obtenidas.

En la grafica 4.2 se observan las lecturas adquiridas con la concentracién de fluores-
ceina mas baja que correspondi6 a 1 uM. Dicha concentracion, junto con la velocidad
de flujo de 50 (uL/h) y la potencia del laser de 4 mW fueron las condiciones con las que
se adquirieron las senales de fluorescencia de menor intensidad alrededor de 11 mV.
En consecuencia el ruido cercano a 2 mV influyé més en esta lectura, esto se puede
observar en la desviacién estandar.

En la figura 4.3 se observa la gréafica de intensidad contra velocidad de flujo para
las cuatro potencias del laser empleadas y sus respectivas desviaciones estandar. En las
graficas de desviacién estandar correspondientes a la potencia de laser de 4 y 6 (mW)
se observa un comportamiento interesante, pues para la grafica en donde la potencia
del laser se mantuvo a 4(mW) el segundo y cuarto valor son menores que el primero y
tercero respectivamente, es decir no se aumento la intensidad de la senal al aumentar
la velocidad del flujo.

La figura 4.4 muestra la grafica de intensidad contra potencia laser para el ensayo
realizado con una concentracién de 5 (uM), en la que se observa un comportamiento
mas uniforme que el mostrado en la figura 4.2, es decir que para esta concentracion
la intensidad de la senal de fluorescencia aumenta conforme aumentan los parametros
de velocidad de flujo y potencia de laser. Por otro lado el comportamiento empleando
un flujo de 50 (uL/h) fue el que mostré un mayor porcentaje de desviacién estandar,
tal como ocurri6 en el ensayo de concentracién 1 (uM) y que se observa en la figura
4.2. También comparando estas dos graficas se observa que la segunda presenta una
desviacién estandar menor que la primera, salvo para el flujo de 50 (uL/h).

A continuacién se presenta la figura 4.5 en la que se grafica la intensidad (V) contra
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Figura 4.2: Grdfica de intensidad (V) contra Potencia del Laser (mW), para los flujos de
50 (uL/h), 100 (uL/h), 150 (uL/h), 200 (1nL/h) y fluoresceina con una concentracion

de 1 (uM). Abajo se muestra la desviacion estandar de las lecturas.
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Figura 4.3: Grdfica de intensidad (V) contra Flujo (uL/h), para las potencias de ldser
de 4 (mW), 6 (mW), 8 (mW) y 10 (mW) y fluoresceina con una concentracion 1 (uM).

Abajo se muestra la desviacion estandar de las lecturas.
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Figura 4.4: Grdfica de intensidad (V) contra Potencia del Laser (mW), para los flujos de
50 (uL/h), 100 (uL/h), 150 (uL/h), 200 (1nL/h) y fluoresceina con una concentracion

de &5 (uM). Abajo se muestra la desviacion estandar de las lecturas
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flujo (1L /h), con una concentracion de fluoresceina 5 (uM). En la grafica de la desviacién
estandar para la potencia del ldser de 4 (mW) se observa un comportamiento parecido
al mostrado en la figura 4.3, si bien en esta grafica el segundo valor si es mayor que el
primero, el incremento es apenas perceptible. Ademas la desviacién estdandar para ese
punto fue la mas grande para esa potencia de laser y concentracion de fluoresceina. Lo

anterior podria deberse a un comportamiento irregular de la bomba para esa velocidad

de flujo.
Flujo (puL/h) | Media (V) | Desviacién (% )
50 0.031 23.46
100 0.032 29.49
150 0.042 10.62
200 0.043 20.97

Cuadro 4.1: Porcentaje de desviacion estandar de intensidad contra flujo para fluores-

ceina de 5 (uM) y potencia ldser de 4 (mW)

Potencia ldser (mW) | Media (V) | Desviacién (% )
4 0.042 10.62
6 0.056 5.88
8 0.069 10.99
10 0.073 5.87

Cuadro 4.2: Porcentaje de desviacion estandar de intensidad contra potencia ldser para

fluoresceina de 5 (uM) y flujo de 150 (uL/h)
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Figura 4.5: Grdfica de intensidad (V) contra Flujo (uL/h), para las potencias de ldser
de 4 (mW), 6 (mW), 8 (mW) y 10 (mW) y fluoresceina con una concentracion de 5

(uM). Abajo se muestra la desviacion estindar de las lecturas.

En la figura 4.6 se observa la grafica de intensidad (V) contra potencia laser (mW)
del ensayo realizado con fluoresceina constante a 10 (uM). Note que se presenta un
comportamiento consistente para todos los valores, la grafica de desviacién estandar

del flujo de 50 (uL/h) tiene los valores mas amplios porque como ya se menciono una
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velocidad de flujo baja afecta la dispersién del ensayo. El resto de desviaciones estandar

son menores y muy parecidas entre si.

Figura 4.6: Grdfica de intensidad (V) contra Potencia del Laser (mW), para los flujos de
50 (uL/h), 100 (uL/h), 150 (uL/h), 200 (uL/h) y fluoresceina con una concentracion

de 10 (uM). Abajo se muestra la desviacion estandar de las lecturas.

En la figura 4.7 se observan los resultados del ensayo realizado con una concentracion

de fluoresceina de 10 (uM). A diferencia de las graficas de los ensayos realizados con
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concentraciones de 1 y 5 (uM), en ésta no hubo valores que fueran menores a los
esperados. En las graficas de desviacién estandar se observa que el flujo de 150 (uL/h)
presenta una desviacion estandar menor que el resto de los valores de velocidad de flujo

en forma apreciable.

Figura 4.7: Grdfica de intensidad (V) contra Flujo (uL/h), para las potencias de ldser
de 4 (mW), 6 (mW), 8 (mW) y 10 (mW)y fluoresceina con una concentracion de 10

(uM). Abajo se muestra la desviacion estindar de las lecturas.
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Figura 4.8: Grdfica de intensidad (V) contra Potencia del Laser (mW), para los flujos de
50 (uL/h), 100 (uL/h), 150 (uL/h), 200 (uL/h) y fluoresceina con una concentracion

de 50 (uM). Abajo se muestra la desviacion estandar de las lecturas.
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En la figura 4.8 se muestra el ensayo realizado con fluoresceina a una concentraciéon
fija de 50 (uM) y en ésta se presenta un comportamiento interesante, pues si bien
las tendencias estan bien definidas y se ajustan muy bien a una recta de pendiente
constante, las desviaciones estandar son grandes. Una forma de interpretar lo anterior
es que debido a la alta concentracion de fluoresceina, la fluorescencia emitida es muy
dependiente de los otros dos parametros: velocidad de flujo y potencia del laser. Como
se comento al inicio del capitulo las bombas tienen un comportamiento irregular y
esto puede afectar la dispersién de estas lecturas. A continuacion se presenta la tabla
4.3 donde se pueden observar los porcentajes de desviacién estandar, los mas bajos

observados para los parametros probados se presentan en la tabla 4.2.

Potencia ldser (mW) | Media (V) | Desviacién (% )
4 0.1366 45.78
6 0.1983 47.51
8 0.2355 47.05
10 0.2670 44.11

Cuadro 4.3: Porcentaje de desviacion estandar de intensidad contra potencia ldser para

fluoresceina de 50 (uM) y flujo de 50 (uL/h)

La figura 4.9 muestra la grafica de intensidad (V) contra concentracién (uM), para
los cuatro flujos propuestos y las cuatro concentraciones a una potencia del laser de 10
(mW). En ella se puede observar que el sistema tiene un comportamiento consistente
para todas las concentraciones empleadas, en otras palabras el aumento de la fluores-
cencia fue proporcional al aumento de flujo para todos los puntos. En la parte de abajo
de la misma figura se observa la desviacion estandar de las lecturas, debido a la escala
la tnica visible fue para la concentraciéon de 50(uM), que es la mas grande en valores
absolutos y en porcentaje. El resto de las desviaciones estandar, que se muestran en
la tabla 4.4, fueron similares a las observadas en las graficas anteriores, la mayoria de-
bajo del 20% de la amplitud de la senal excepto en los flujos de 50 (uL/h) y para la
concentracién de 50 (uM).
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Figura 4.9: Grdfica de intensidad (V) contra concentracion (uM), para los flujos de 50
(uL/h), 100 (uL/h), 150 (uL/h), 200 (uL/h)y potencia de 10 mW. Abajo la desviacion

estandar de las lecturas
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Flujo (puL/h) | Concentracién (uM) | Desviacién (% )
50 1 21.156
50 5 21.34
50 10 42.18
50 50 44.11
100 1 19.70
100 ) 16.18
100 10 18.22
100 50 38.50
150 1 13.22
150 5 5.87
150 10 11.26
150 50 34.72
200 1 13.12
200 ) 6.82
200 10 13.34
200 50 31.91

Cuadro 4.4: Porcentaje de desviacion estindar de Flujo (uL/h) contra Concentracion

(uM), para la potencia ldser de 10 (mW)

En la figura 4.10 se muestran las graficas de intensidad (V) contra concentracién
(uM), para los cuatro flujos y para las potencias del ldser de 4, 6 y 8 (mW). En estas
graficas se aprecia claramente el aumento de la intensidad al incrementar la velocidad
de flujo, la concentracion y la potencia del laser. En este caso no se incluye la desviacion
estandar porque los valores no se aprecian debido a la diferencia de escala que provoca
el cambio de concentracion como se observé en la figura 4.9, ademés el dato se puede

consultar en las gréaficas previas.
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Figura 4.10: Grdfica de intensidad (V) contra concentracion(uM), para los flujos de 50
(uL/h), 100 (uL/h), 150 (uL/h), 200 (uL/h) y potencias de liser de 4, 6 y 8 (mW)

4.2.3. Discusion de los resultados

Como se mencion6 al inicio de este capitulo, los ensayos preliminares permitieron
observar el comportamiento general del sistema. Las curvas de sensibilidad permitieron

comprobar y cuantificar los efectos de la variacion en las condiciones de los ensayos.
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Del conjunto de graficas de los ensayos para flujos constantes se observd que a
mayor potencia del laser, mayor fue la intensidad de la fluorescencia detectada, tal como
podria esperarse para el intervalo de potencias utilizado, para una potencia de laser
mayor podria presentarse un foto-blanqueo que limite este comportamiento. Lo mismo
ocurrié para los intervalos propuestos para la velocidad de flujo y la concentracion.
Sin embargo, las curvas de sensibilidad muestran detalles que vale la pena resaltar. El
primero de ellos lo podemos observar en la grafica de intensidad contra velocidad de
flujo, para una potencia laser de 4 (mW) de la figura 4.3, en la cual se observa que
el segundo punto, que corresponde a una velocidad de flujo de 100 (uL/h) tiene una
amplitud menor que el correspondiente a 50 (©L/h). Una posible explicacién, es que para
esta concentracion de fluoresceina el sistema se encuentre en el limite de sensibilidad.
Una segunda posibilidad es que para esta concentracién el fenémeno de foto blanqueo,
sea apenas perceptible entonces el cambio en el flujo pierde importancia, y una tercera
posibilidad, es que el criterio usado para discriminar los pulsos de las bombas al obtener
el promedio de las lecturas no fuera el mas apropiado. Seria conveniente repetir estos
ensayos modificando las condiciones de bombeo de la fluoresceina usando bombas de
mejor calidad o cambiando el didmetro de las jeringas usadas en ellas, lo que provoca
que la velocidad con la que se mueve el pistén que la empuja sea mayor y quizd mas
uniforme.

Se observé que independientemente de la concentracion de fluoresceina y la potencia
del léser, las lecturas obtenidas con los flujos de 150(uL/h) y 200(uL/h) eran mas
cercanas entre si que las medidas con flujos de 50(uL/h) y 100(uL/h). De lo anterior se
puede concluir que para el sistema propuesto el efecto de foto blanqueo es muy notorio
para flujos entre 50 (uL/h) y 150(uL/h).

Otro resultado interesante es que para el flujo de 150(uL/h) se obtuvo un porcentaje
de desviacién estandar menor que para el resto, independientemente de la concentracion
de fluoresceina y la potencia del laser. Este efecto probablemente este relacionado con
los pulsos de las bombas.

En las graficas de intensidad contra potencia del laser siempre se observaron incre-
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mentos muy lineales en el intervalo de potencia que se pudo seleccionar; seria interesante
observar el comportamiento con un laser de mayor potencia.

Si bien conocer el limite de sensibilidad inferior es de mayor interés, la desviacion
estandar de los ensayos realizados con fluoresceina con una concentracion de 50 puM
mostraron que para ciertos parametros el porcentaje de desviacion estandar es de mas

del 40 % lo que indica que los resultados no son muy repetibles.

4.3. Ensayos fluorescentes con microgotas

En esta seccion se presentan los resultados de los ensayos realizados con micro-
gotas, para formarlas se empleo un chip microfluidico como el mostrado en la figura
4.11. En la parte superior de la figura se observa una entrada en el PDMS por donde se
bombeara aceite mineral, en la parte media, adentro del pentagono, se observan tres en-
tradas por las que se bombearan diferentes compuestos; para realizar la caracterizacion
se introdujo una solucién de fluoresceina por una sola de las entradas.

Las condiciones para realizar estos ensayos se propusieron con base en las curvas de
sensibilidad obtenidas para flujos constantes. Se usé una disolucion de fluoresceina con
una concentracién de 10 (£M) pues mostré un mejor balance de intensidad-desviacién
estandar que la observada con la concentracién de 50 (uM). La potencia del laser se
ajusto a 8 mW y no a la maxima de 10 mW porque 8 mW fueron suficientes para
obtener buenas lecturas para la solucién de 10 (uM) de fluoresceina, ademads, debido a
que los espejos dicroicos no tienen un 100 % de eficiencia, una parte de la luz se fuga,
por lo que es mas comodo y seguro trabajar con menor potencia, pues una parte de la
luz laser sale por el ocular del microscopio.

El tinico parametro que no permanecié constante fue la velocidad de los flujos, pues
de ellos depende la frecuencia y forma de las microgotas. Se realizaron pruebas con
flujos 100 (pL/h) de la solucién de fluoresceina (fase acuosa) y 100 (uL/h) de aceite
mineral(fase orgdnica), figura 4.12.A, 100 (uL/h) fluoresceina y 300 (uL/h) de aceite
mineral, figura 4.12.C, 300 (pL/h) de fluoresceina y 100 (uL/h) aceite mineral, figura
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Figura 4.11: Chip microfluidico empleado para formar microgotas. El ancho y la pro-
fundidad del microcanal es de 100 pm. En la parte superior se encuentra la entrada
de aceite, en medio las entradas de los compuestos a ensayar, en este caso se uso una

solucion de fluoresceina. Después del serpentin se encuentra la salida.

4.13.A. Por ultimo se realizéo un ensayo llevando al limite de frecuencia que el chip
microfluidico sostenia antes de que se presentaran fugas o no se formaran gotas. Asi los
flujos antes de que el dispositivo fallara fueron de 3000 (uL/h) fluoresceina y 3000
(uL/h) de aceite mineral(ver figura 4.13.C).
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4.3.1. Discusion de los resultados

Los resultados obtenidos en los ensayos con microgotas no fueron menos interesantes
que los obtenidos en flujo constante. En el primero de los ensayos las condiciones fueron
las siguientes : fluoresceina 10 M, laser 8 mW y flujos iguales de fluoresceina y aceite
de 100(uL/h). La senal medida tuvo un comportamiento muy simétrico; es decir que 50
% del tiempo se detectd fluorescencia y el resto del tiempo la lectura fue practicamente
cero. Algo que llamo la atencién es que el valor de la intensidad de fluorescencia medido
fue ligeramente superior al que se encontro para condiciones similares en flujo constante.
En la grafica 4.12.A observamos una lectura de 0.12 (V) y para condiciones similares
de concentracion y potencia del laser y un flujo total de aceite mas fluoresceina de 200

(uL/h) se obtuvo un valor de 0.11 (V) como se muestra en la figura 4.6.

Se hizo un programa en Matlab (apéndice A), que permite obtener el promedio de
la intensidad de cada una de las microgotas y también grafica el valor obtenido. Este
programa resulta 1til para observar qué tanto varia la intensidad de una microgota con
respecto a las demads. En la grafica presentada en 4.12.B se observa el valor promedio
de cada una de las microgotas que es aproximadamente 0.11 V y no los 0.12 que se
observan en la figura 4.12.A esto debido a que el programa toma el promedio a partir
de que la senal rebasa la media, en consecuencia el valor promedio es ligeramente menor.
En dichos valores promedio se observa una variacién entre estos ellos menor a 2 mV un
valor que cae dentro del ruido de la lectura. Lo que demuestra que las gotas son muy

homogéneas.

En las graficas 4.12.C y 4.13.A se observan ensayos con flujos desiguales de fluores-
ceina y aceite, para el primero la fase acuosa tiene un valor de 100 (uL/h) y la fase
organica de 300 (uL/h) , para el segundo la fase acuosa tiene un flujo de 300 (uL/h) y la
fase organica de 100 (uL/h). En el primero de estos ensayos se observa que la frecuencia
de gotas es de 28 (Hz), mayor que en el ensayo presentado en 4.12.A en el cual se observa
una frecuencia de 16 (Hz), y el tiempo durante el cual se detecta fluorescencia es menor

que el tiempo en el que no, es decir el ciclo no es 50-50 % como ocurre en 4.12.A. En
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Figura 4.12: Ensayos fluorescentes con microgotas. A) Grafica de intensidad de fluo-
rescencia contra tiempo, condiciones: fluoresceina 100 (mulL/h), aceite mineral 100
(muL/h), laser 8 mW, fluoresceina 10 muM. B) Grdfica del valor promedio de la inten-
sidad para cada una de las microgotas contra microgotas. C) Intensidad de fluorescencia
contra tiempo, condiciones: fluoresceina 100 (muL/h), aceite mineral 300 (mulL/h),
laser 8 mW, fluoresceina 10 muM. D)Grdfica del valor promedio de la intensidad para

cada una de las microgotas contra microgotas.
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Figura 4.13: Ensayos fluorescentes con microgotas. A) Grafica de intensidad de fluo-
rescencia contra tiempo, condiciones: fluoresceina 300 (mulL/h), aceite mineral 100
(muL/h), laser 8 mW, fluoresceina 10 muM. B) Grdfica del valor promedio de la inten-
sidad para cada una de las microgotas contra microgotas. C) Intensidad de fluorescencia
contra tiempo, condiciones: fluoresceina 3000 (muL/h), aceite mineral 3000 (muL/h),
laser 8 mW, fluoresceina 10 muM. D)Grdfica del valor promedio de la intensidad para

cada una de las microgotas contra microgotas.
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el segundo caso las gotas se convierten en paquetes y se registra fluorescencia la mayor
parte del tiempo. Para este caso la frecuencia de gotas fue de 14(Hz). En esta senal el
programa que calcula el promedio de la intensidad de cada una de las microgotas fallo,
pues contd gotas de mas y algunos de los promedios se alejaron cerca de 30 mv. Lo
anterior probablemente se debe a que el programa distingue entre gota y gota cuando
se rebasa el valor promedio de la senal, en este caso la senal permanece la mayor parte
del tiempo cerca del maximo de la lectura de fluorescencia, en dicha regién ocurren las
mayores variaciones en la intensidad de la senal lo que propicia disparos en falso.
Finalmente en la grafica 4.13.C se observa un ensayo con flujos de fluoresceina y
aceite de 3000 (uL/h), que fue el méximo conseguido antes de que fallara el dispositivo.
La frecuencia de gotas que se alcanzé fue de 420 Hz. Sorprende un poco que las lecturas
de las gotas tengan una forma curva maés simétrica que las obtenidas a menores flujos. El
valor de la senal aumenté considerablemente rebasando los 0.25 (V), que es mas de 100
mV mas grande que la senal obtenida con flujos totales de 400 (uL/h). Esta observacion
es consistente con las tendencias observadas en los flujos continuos, a mayor velocidad
de flujo menor foto blanqueo. No se realizaron ensayos con velocidades de flujo similares

en flujos continuos pero cabria esperar un comportamiento similar.



Capitulo 5

Conclusiones y trabajo a futuro

Conclusiones

Se cumplio el objetivo de implementar un sistema de fluorescencia laser continuo que
permitiera estimular y cuantificar la fluorescencia dentro de microgotas. Para lograrlo se
cumplieron los objetivos particulares. El primero de ellos consistié en fabricar y carac-
terizar chips microfluidicos donde circularon las muestras fluorescentes. Para fabricar
los moldes empleados para fabricar los chips microfluidicos mencionados se utilizaron
dos técnicas: la primera de ellas fue impresién en laminas de poliestireno termopléastico
(PST), conocidas comercialmente como ”Shrinky Dinnks”. La segunda técnica fue la
fotolitografia. La primera demostré ser muy versatil y accesible pues no requirié de
ninguna instalacién especial ni materiales costosos. Esto la hace muy 1til para probar
disenios nuevos o para ensenar el proceso de fabricacion de micro estructuras por medio
de litografia suave. Los chips microfluidicos se fabricaron de PDMS, usando una de las
técnicas conocidas como litografia suave, que para nuestro caso fue la conocida como
molde-réplica. Tanto los moldes como las réplicas se caracterizaron dimensionalmente
usando el interferoémetro de luz blanca del Centro UNAMems. Dicha caracterizacién
mostro que los moldes Shrinky Dinnks tienen una seccion transversal semicircular con

dimensiones que rondaron los 250 um de ancho y 50 pum de alto. Esto podria facilitar la
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formacién y circulacion de la microgotas: sin embargo, la rugosidad y las irregularidades
de dichos canales formaron gotas aplanadas de dificil formacién y poco estables que se
rompian facilmente. A lo anterior se suma, que esta técnica no logra una alta repetibili-
dad en los resultados pues se tiene poco control en el proceso de impresion y reduccion.
Por otro lado, la fabricacion de moldes por medio de fotolitografia formé réplicas con
canales cuadrados menos rugosos y mas homogéneos. Se lograron canales de 100 ym de
ancho y alto. En los dispositivos fabricados con estos moldes se observd una formacion
de microgotas mas facil y homogénea que la obtenida con los dispositivos fabricados
con moldes de Shrinky Dinnks. Ademas, estos moldes permitieron dispositivos con alta
repetibilidad, se caracterizé un micro canal de 1 cm de largo y 100um de ancho y alto en
tres puntos, donde se encontré que el ancho varié menos de 1 um, lo cual representa me-
nos del 1 %. Por otra parte la altura varié al redor de 10um, es decir aproximadamente
10 %.

El segundo objetivo fue formar un arreglo que permitiera la conduccion de un haz
de luz a través de la éptica de un microscopio para estimular y cuantificar fluorescen-
cia. Para lograrlo se emplearon un conjunto de elementos épticos que incluian espejos,
espejos dicroicos, filtros, lentes convergentes y la 6ptica del microscopio. Se observo que
tanto los dispositivos optoelectronicos para estimulacion y sensado y la 6ptica empleada
juega un papel importante para obtener una buena senal. Se observd que la apertura
numérica del objetivo cambiaba la cantidad de luz captada por el microscopio. El ob-
jetivo de mayor apertura numérica con el que se conté fue 0.30 y con el se obtuvieron
senales con mayor amplitud que las obtenidas con el resto de los oculares. También se
observo que al incrementar la potencia del laser la senal captada aumentaba en forma
proporcional en el intervalo observado de 4 a 10 mW.

El tercer objetivo cumplido consistié en sensar y cuantificar la fluorescencia emitida
por microgotas. Para ello se instalé un fotodiodo de avalancha, el cual capté la luz
emitida por la muestra fluorescente. El transductor la convirtié en una senal de voltaje
que se envio a la tarjeta de adquisicién. Para procesar y almacenar las lecturas de la

tarjeta de adquisicién se emplearon dos programas: LabView para los ensayos en flujos
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constantes y Matlab para los ensayos hechos con microgotas.

Los ensayos fluorescentes realizados con flujos constantes permitieron conocer el
comportamiento del sistema cuando se modifican las condiciones del experimento: po-
tencia del laser, velocidad de flujo y concentracion de fluoresceina. Los cambios en la
concentracion, que fueron de 1 a 50 uM, provocaron variaciones en la amplitud de mas
de un orden de magnitud; para los pardmetros mas bajos probados, la concentracion
de fluoresceina de 1 (uM), la potencia laser de 4 (mW) y la velocidad de flujo de 50
(uL/h), la lectura fue de 10 (mV) mientras que para los pardmetros de fluoresceina 50
(uM), potencia laser 4 (mW) y velocidad de flujo de 50 (uL/h) la lectura fue de 136
(mV).

El aumento en la fluorescencia que provoco el cambio en la potencia del laser fue
siempre proporcional y permanecié dentro de un orden de magnitud, para los valores
probados, comprendidos en el intervalo de 4 a 10 (mW). Por ejemplo, para la fluoresceina
de 50 (uM), para una velocidad de flujo de 100 (uL/h) y una potencia de léser de 4
(mW) la senal fue de 285 (mV) mientras que para condiciones similares y potencia del
laser de 10 (mW) la senal fue de 414 (mV).

La velocidad del flujo de fluoresceina influyé en la intensidad de la fluorescencia
también en forma proporcional, a mayor velocidad de flujo mayor intensidad de fluores-
cencia y se presento en todo el intervalo probado. Este comportamiento coincide con el
fenémeno de foto blanqueo descrito en los antecedentes, que predice que una velocidad
de flujo mayor evitard que la muestra reciba una dosis de radiaciéon demasiado alta y

blanquee la muestra disminuyendo la fluorescencia emitida.

Trabajo a futuro

El sistema de laser de estimulacion y cuantificacion de fluorescencia presentado en
esta tesis ofrece varias posibilidades para trabajar a futuro. Se pueden hacer modi-
ficaciones para mejorar su desempeno, para aumentar su versatilidad e incluso para

convertirlo en una herramienta en el estudio de la dindmica de fluidos a micro escala.
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Para mejorar su desempeno es importante conseguir un objetivo para el microscopio
con una mayor apertura numérica (NA), ya que, como se mencioné en los capitulos 3
y 4, ésta limita la cantidad de luz capturada y en consecuencia la concentracién de
fluoresceina. El obejtivo sugerido es de 40X, con una apertura numérica de 0.6, que
se encuentra dentro del catdlogo del fabricante del microscopio (Leica). El aumento
de este objetivo es compatible con el tamano de los microcanales empleados y ademas
este ocular no requiere aceite o agua como medio de inmersion, lo que lo hace mas
practico que aquellos objetivos de mayor aumento y NA pero que requieren un medio
de inmersién. El nuevo objetivo del microscopio probablemente requiera un filtro paso
banda y una lente concentradora de mayor diametro pues los elementos con los que
se cuenta actualmente estan en el limite para capturar el cono de luz que sale del
microscopio.

Para ganar sensibilidad se puede optar por acoplar un amplificador entre el de-
tector, en este caso un fotodido de avalancha, y la tarjeta de adquisiciéon. El tipo de
amplificador mas recomendable seria un Lock-in, ya que este tipo de circuitos tienen
la particularidad de amplificar en una sola frecuencia, discriminando el resto. De esta
forma puede recuperar senales inmersas en ruido. Para poder sacar ventaja de esta
particularidad es necesario pulsar el laser en un frecuencia similar a la que se sintonice
en el amplificador. Para pulsar el laser se podria usar un modulador optoacustico o un
disco y un motor controlado por pasos.

Otra modificaciéon enfocada a mejorar la sensibilidad del arreglo experimental a
flujos bajos, son las bombas utilizadas para hacer circular la fluoresceina y el aceite,
a los chips. El controlador de los motores de las bombas actuales no tiene una buena
respuesta para flujos bajos como se mencioné en el capitulo 4.

Una posibilidad que le podria dar mayor versatilidad al arreglo experimental, seria
usar un objetivo del microscopio de gran aumento, haciendo que la microgota abarque
todo el campo de vision del objetivo. Asi se podria usar una fuente de amplio espectro
filtrada, la cual no es colimada, para estimular una sola de las microgotas. Esto per-

mitiria usar fluoréforos distintos seleccionando el filtro con el espectro de transmision
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adecuado.

Una modificacién que podria permitir medir la velocidad de las microgotas o de un
fluido que circule en el microcanal usando una particula traza fluorescente, consistiria
en implementar un divisor para separar el haz de luz laser en dos. Con ayuda de dos
espejos hacer estos haces de luz paralelos separados por unos micréometros de distancia
e introducirlos por el mismo camino 6ptico. Con los dos haces de luz laser incidiendo

en el microcanal, se podria medir la velocidad calculando el tiempo entre las lecturas.



Capitulo 6

Apéndices

6.1. Apéndice A: Programa de Matlab

Programa empleado para adquirir la senal del fotodiodo a través de la tarjeta de
adquisiciéon y MatLab. Después la senal es procesada para obtener el valor promedio de

la intensidad de fluorescencia de cada una de las microgotas.
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Figura 6.3: Pdgina 3/3 del cédigo de MatLab empleado.



Apéndices 101
6.2. Apéndice B: Articulo enviado a la conferen-
cia latinoamericana de 6ptica y foténica, LAOP

2012.

Articulo enviado a la conferencia latinoamericana de 6ptica y foténica 2012, orga-

nizada por la sociedad de éptica americana OSA.
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Figura 6.4: Pdgina 1/3 del articulo enviado a la conferencia latinoamericana de dptica

y fotonica
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Figura 6.5: Pdgina 2/3 del articulo enviado a la conferencia latinoamericana de dptica

y fotonica
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Figura 6.6: Pdgina 3/3 del articulo enviado a la conferencia latinoamericana de dptica

y fotomica
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6.3. Apéndice C: Cartel presentado en el congreso

de postgrado UNAM

Cartel presentado en el congreso de alumnos de posgrado de la UNAM.
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Figura 6.7: Cartel presentado en congreso de alumnos de posgrado UNAM
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6.4. Apéndice D: Fotografias de los soportes y del
sistema.

Fotografias del soporte del filtro de la luz de iluminacién, del ldser montado en
soportes fabricados a medida y del sistema completo, donde se observan los soportes

del microscopio.

Figura 6.8: Soporte disenado y maquinado del filtro paso largas empleado en el sistema

de iluminacion del microscopio.

Figura 6.9: Ldser fijado a la mesa mediante soportes fabricados a medida.
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Figura 6.10: Fotografia del sistema implementado.
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