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Resumen

El constante desarrollo de nuevas técnicas de analisis para ensayos bioldgicos,
quimicos y médicos, y la necesidad de mejorar las técnicas ya existentes, han dado origen
a una amplia gama de proyectos de investigacion y desarrollo relacionados con el disefio y
la construccion de micro-dispositivos que realicen tareas de analisis clinico, farmacéutico y
de estudios de ciencia basica, cada vez mas especializados. Estos dispositivos integran los
conocimientos de distintas disciplinas tales como la fisica, quimica, biologia, etc. Los
dispositivos microfluidicos y los conocidos como Lab on a Chip han sido usados como una
alternativa muy recurrida para realizar ensayos de forma metddica y controlada. En
particular, la generacion y operaciones con micro-gotas han generado un gran interés
dentro de la comunidad que desarrolla microtecnologia, ya que estas presentan la
posibilidad de compartimentar ensayos, portar células o bioparticulas, reducir en varios
ordenes de magnitud el volumen de insumos empleados en los experimentos y la

posibilidad de realizar procesos de analisis a tasas muy altas.

En este trabajo se presenta la metodologia para disefiar y construir un microchip
para la generacién, deteccién y separacion de micro-gotas fluorescentes usando las

técnicas de fabricacion por fotolitografia y litografia suave en polidimetilsiloxano (PDMS).

Para generar las micro-gotas, se inyectaron dos fluidos inmiscibles (una fase acuosa
y una oleosa) a diferentes velocidades. Los ensayos se realizaron con gotas contenedoras

de fluoresceina en aceite fluorinado.

La fluorescencia inducida por laser (LIF) fue la técnica empleada para inducir y
detectar la fluorescencia de cada gota. La fluorescencia emitida por las gotas es captada
por un fotodiodo de avalancha y posteriormente la sefial de voltaje obtenida es
acondicionada. Esta sefial es utilizada para discriminar las micro-gotas para su posterior

separacion.

Para separar las micro-gotas se utilizo la fuerza de dielectroforesis (DEP) generada
por la aplicacion de un alto voltaje a un par de electrodos tridimensionales embebidos en el
chip. Estos electrodos fueron controlados por la sefial de un circuito de control de lazo

abierto.
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Se validé el microchip generando y separando micro-gotas, variando la intensidad
del laser utilizado, asi como usando diferentes concentraciones de fluoresceina. Ademas,
se utiliz6 una camara rapida para monitorear el comportamiento del dispositivo. Estos
resultados permiten evaluar la eficacia del chip microfluidico, confirmando la capacidad de
este para hacer ensayos automatizados de separacion de gotas fluorescentes.
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Abstract

The constant development of new analysis techniques for biological, chemical and
medical assays, and the necessity to improve the existing techniques, have given rise to a
broad branch of research and development related to design and fabrication of micro-
devices that are able to accomplish clinical, pharmaceutical and basic science analysis,
which its level of specialization is increasing. These devices bring together the knowledge
of different disciplines such as physics, chemistry, biology, etc. The microfluidic and the well
known Lab on a Chip devices have been used as a recurrent alternative to perform assays
in a methodical and controlled form. In particular, the generation and the manipulation of
micro-droplets have been of great interest in the community that develops microtechnology,
since they present the possibility of compartmentalizing assays, carrying cells and
bioparticles, reducing the volume of inputs used in the experiments by several orders of

magnitude and offer possibility of performing analysis processes at very high rates.

In this thesis, a methodology to design and fabricate a microchip for generation,
detection and sorting of fluorescent micro-droplets is presented, using photolithography and

soft lithography fabrication techniques in polydimethylsiloxane (PDMS).

Two immiscible fluids (an aqueous and an oil phase) were pumped with different
velocities into the chip, in order to generate the droplets. The tests were carried out with

fluorescein droplets in fluorinated oil.

Laser induced fluorescence (LIF) technique was used to detect the fluorescence of
each droplet. The emitted fluorescence is captured using an avalanche photodiode and then
the voltage signal is conditioned. This signal is used to discriminate droplets for their later

sorting.

The dielectrophoresis force (DEP) is used to separate the fluorescent droplets. This
DEP is generated by the application of a high voltage through a tridimensional micro-
electrodes integrated in the chip. These electrodes were controlled using an open loop
circuit control.

A validation of microchip was performed by generating and sorting droplets under

different laser intensities and using different fluorescein concentrations. In addition, a
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phantom camera was used to monitoring the device behaviour. These results allow us to
evaluate the chip throughput, confirming the capability to perform fluorescent droplet

automated sorting tests.
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Capitulo 1 Introduccién

1.1. Estado del Arte

El establecimiento de las técnicas de fabricacion para los primeros transistores abri6
una vasta area de investigacion tecnoldgica enfocada en la disminucién de su consumo de
energia y el aumento de sus velocidades de operacion. Con esto, el desarrollo de
tecnologias para la miniaturizacion de dispositivos se vio fuertemente inclinado a buscar
procesos de fabricacion altamente eficientes, tendencia que llevd al escalamiento y a la
integracion de sistemas electronicos mas complejos que dieron como resultado tiempos de
respuesta mas rapidos con consumos de energia y recursos cada vez menores. Al mismo
tiempo, la investigacion sobre la composicion fisica y quimica de los materiales [1][2] fue de
gran importancia para el progreso de nuevas técnicas de fabricacibn mas complejas que
marcaron la pauta para el surgimiento de dispositivos con aplicaciones mas especificas [3].
Un ejemplo de esto son los micro sistemas electromecanicos (MEMS, por sus siglas en
inglés). Los MEMS son fabricados usando los mismos estandares y procedimientos que se
utilizan para la manufactura de los circuitos integrados, como lo son la fotolitografia,
grabado humedo y seco, oxidacion, difusion, deposicion quimica de vapor a baja presion
(LPCVD, por sus siglas en inglés) y deposicién catédica, entre otros [4][5]. Sin embargo,
hay procesos de fabricacion propios de los MEMS como lo son el enchapado (plating), el
micromoldeo y la uniéon de sustratos [4]. Ya que el perfeccionamiento de los circuitos
integrados permiti6 producir dispositivos electrénicos cada vez mas avanzados, el
desarrollo tecnolégico en areas como la microfluidica, micro-magnetismo, micro-optica,
micro-mecanica y micro-quimica también se vio grandemente impulsado, permitiendo que
los dispositivos MEMS pudieran enfocar su desempefio en transformar la escala de

sistemas completos, optimizando los costos y recursos disponibles para su elaboracion.

Debido a que la tecnologia MEMS permite la fabricacion de muchos tipos de
sistemas y dispositivos, incluyendo sensores y actuadores que no necesariamente son
electromecanicos, el acrénimo MEMS podria verse insuficiente para describir con exactitud
esta vasta area de desarrollo. Algunos nombres que se usan para describir el campo de la
miniaturizacién en general son tecnologia de microsistemas (MST, por sus siglas en inglés),
micro-maquinas y micro-ingenieria. Sin embargo, el acrénimo de MEMS es aceptado como
un acrénimo universal que describe satisfactoriamente el campo completo de la

miniaturizacion [6][7].
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El nacimiento de los MEMS se apoy0 en las propiedades caracteristicas de los
materiales utilizados en la manufactura de los circuitos integrados, siendo de especial
interés el silicio mono cristalino que no solo presenta buenas caracteristicas eléctricas
(ancho de banda prohibida grande, alta resistividad intrinseca, resistencia a altas
temperaturas de operacion y alta capacidad de ser dopado), sino también propiedades
mecénicas superiores a otros materiales (policristalino, Modulo de Young de

aproximadamente 130 [GPa], entre otras) [6].

En 1954, el primer estudio sobre las propiedades piezoresistivas del silicio y el
germanio llevadas a cabo por Charles Smith en los laboratorios Bell, motivé a empresas e
investigadores a incursionar en el desarrollo de nuevas técnicas para la fabricacion de
sensores orientados a la medicion de esfuerzo, deformacion y presion [6]. De esta forma,
los materiales que ya se utilizaban para la fabricaciéon de circuitos integrados comenzaron
a utilizarse en aplicaciones en las que se aprovechaban sus propiedades de una manera

totalmente diferente.

Actualmente los MEMS han logrado miniaturizar sistemas por medio del micro-
maquinado de componentes o estructuras, que permiten integrar una gran variedad de
aplicaciones en un espacio muy pequefio, logrando funciones especificas de alto nivel, por
ejemplo la integracion de sistemas de acelerometros como sensores para el control de
bolsas de aire en los automdviles. Algunas de las aplicaciones comerciales y militares mas
importantes son sensores biomédicos no invasivos, componentes e interruptores para fibra

Optica, sistemas de administracion de farmacos, entre otros [8].

1.1.1 Sistemas Microfluidicos y Lab on a chip

Durante la Ultima década, las aplicaciones bioldgicas, bio médicas y bio quimicas de
los MEMS (Bio-MEMS) han sido de gran importancia para el analisis de muestras,
generalmente en estado liquido. Por esto, los sistemas Bio-MEMS vy la microfluidica que
contiene y que transporta dichas muestras de interés, estan intimamente ligados. Esta
tecnologia multidisciplinaria envuelve conceptos fundamentales de diferentes disciplinas
cientificas que van desde el &rea biologica hasta la ingenieria eléctrica, por lo que ya no
solo se involucran componentes o estructuras electromecanicas. Las principales ventajas
de implementar la microfluidica en dispositivos Bio-MEMS son la reduccion de costos
debido a los bajos volimenes de reactivos empleados en los chips y el incremento de la
velocidad de operacion y analisis por medio de la automatizacion y control de variables [9],

como la velocidad del fluido, campos eléctricos, etc.
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Con la implementacién de materiales como los polimeros en los procesos de
manufactura de los Bio-MEMS, los métodos de fabricacion basados en MEMS de silicio
cambian por tecnologias nuevas, mas accesibles y sencillas que las convencionales como
el prototipado por medio de fotoablacion [10], o técnicas de litografia suave como son la
impresion molecular de estructuras [11], moldeo por inyeccion [12], y micromoldeo molde-
réplica con Polidimetilsiloxano (PDMS) [13], entre otros.

Con esta amplia disponibilidad de técnicas se ha impulsado una oleada de posibles
aplicaciones, ya que de la misma manera que los circuitos integrados permitieron la
miniaturizacién de las computadoras del tamafio de una habitacion hasta el tamafio de un
equipo portétil actual, la miniaturizacién tiene el potencial de reducir un cuarto lleno de
instrumentos a un laboratorio en un chip (en inglés Lab on a Chip, LOC) [14]. Un término
paralelo a LOC es micro sistemas de andlisis total (en inglés micro total analysis systems,
MTAS). Uno de los retos més significativos para el desarrollo de los sistemas de andlisis
microfluidicos es el perfeccionamiento de las técnicas de manipulacion microfluidica, ya que
los analitos se pueden presentar en varias formas fisicas como corrientes de fluidos, gotas
liquidas y gases [15]. El tipo de andlisis en el que nos enfocaremos sera la utilizacion de
micro-gotas para poder encapsular bacterias dentro de ellas y asi analizarlas como

sistemas individuales.

1.1.2 Sistemas microfluidicos basados en micro-gotas

La utilidad de los sistemas microfluidicos depende en gran parte de las tecnologias
disponibles en la manipulacion de fluido como las bombas peristélticas de microfluidos,
bombas electrocinéticas y bombas de dielectroforesis. Este tipo de tecnologias permiten
construir bloques de estructuras esenciales, los cuales podrian tener un gran nimero de
aplicaciones, por ejemplo el cribado (screening) de alto rendimiento, exploracién de
diagramas de fase quimicos, la posibilidad de realizar ensayos de moléculas biolégicas y

realizar analisis de una sola célula [16].

Debido al creciente interés en desarrollar herramientas que pudieran aprovechar el
manejo de fluidos a micro-escala, la tecnologia basada en la generacion de micro-gotas
provee un incremento en el rendimiento y reduccion de volimenes de muestra [17]. Una de
las ventajas clave de la microfluidica de gotas es la habilidad de generar gotas Unicas que
se pueden transportar y analizar de forma individual. La separacion de micro-gotas facilita
un arreglo de funciones como el aislamiento de aquellas que son de interés, la purificacion

de muestras sintetizadas y el control de una sola gota proveniente incluso de una gran
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poblacion [18].
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Figura 1.1 a) Diagrama de las tres principales geometrias usadas para generar micro-gotas. b), d), e), g) muestran la
generacion de gotas en una geometria de enfoque de flujo. c) muestra la generacion de gotas usando una geometria de
flujo cruzado y f) muestra la generacion de gotas usando la geometria de co-flujo [19].

La generacion de gotas se lleva a cabo poniendo en contacto dos o mas fluidos
inmiscibles y se utilizan tres principales geometrias clasificadas como: geometria de co-
flujo en las cuales fluidos inmiscibles se encuentran mediante flujos paralelos; geometria
de flujo cruzado en donde los flujos de fluidos inmiscibles se encuentran formando un
angulo entre ellos; y geometrias de enfoque de flujo en donde se emplean elementos
geomeétricos que causan que los flujos se aceleren, adelgazando el fluido interno [19]. Estas

tres geometrias se muestran en la figura 1.1.
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Figura 1.2 Preparacion de micro-gotas de hidrogel contenedoras de ADN. Escala de barra 100[um] [20]

El uso de dos fases inmiscibles, como una fase acuosa y una oleosa, empleando
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geometrias de enfoque de flujo, ha predominado en los sistemas de separacion de gotas
como una forma de generar gotas [20]. En este caso, cuando la fuerza de cizallamiento que
ejerce la fase oleosa sobre la fase acuosa supera la tension interfacial que mantiene las
gotas adheridas al volumen de la fase acuosa, se forma una gota como se muestra en la
figura 1.2. Por otro lado, el tamafio de las micro-gotas generadas en un chip microfluidico
dependerd de factores como la diferencia de viscosidades entre las dos fases inmiscibles y
la razon con la que se inyectan estos a la entrada, permitiendo generar volimenes por gota
desde 10 [nL] hasta 20 [fL] [18][21]. Ademas, se han implementado sistemas de produccién
de micro-gotas que utilizan la aplicacion de campos eléctricos formados a través de la

polarizacién de micro electrodos para controlar el tamafio de estas [16]

Debido a que los sistemas microfluidicos son caracterizados por tener canales del
orden de los micrémetros, estos tienen un bajo nimero de Reynolds, y la forma en que un
fluido fluye en éstos es de forma laminar, por lo que el flujo en el dispositivo es estable y
predecible, y por consiguiente, el movimiento de las micro-gotas también. Un ejemplo es el
uso de sistemas microfluidicos de micro-gotas para realizar funciones légicas Booleanas

que posteriormente pueda dar paso a una computadora microfluidica en un chip [18].

1.1.3 Sistemas de manipulacién de micro-gotas (Actuador)

Ya que el objetivo principal de utilizar la tecnologia de micro-gotas es poder
manipular las gotas que sean de interés para el estudio y andlisis de su contenido, se han
implementado diferentes tecnologias de separacion de micro-gotas para obtener solamente
aquellas que sean de utilidad. Estas tecnologias se basan en mecanismos establecidos en
electrocinética como la electroforesis [22], dielectroforesis [23] y flujo electroosmético [24];
mecanismos de acustoforesis como las ondas acusticas de volumen [25] y ondas acusticas
superficiales [26]; mecanismos de manipulacién Optica [27]; magnetoforesis [28]; y sistemas

mecanicos [29].

Las técnicas anteriormente mencionadas buscan solucionar los problemas y las
limitaciones en costos y eficiencia para la separacién de micro-gotas, y en su mayoria, las
plataformas microfluidicas que las integran aun estan en desarrollo. Los factores mas
importantes que se consideran para la innovacion de estos chips microfluidicos es el
aumento de la velocidad de separacion de las micro-gotas, la simplicidad de operacion y la
reduccion del costo de fabricacion del chip. Bajo estos tres principales criterios, una de las
técnicas méas convenientes y utilizadas para la separacion de micro-gotas es la técnica

basada en mecanismos de electrocinética, mas especificamente por medio del efecto de
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dielectroforesis.
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Figura 1.3.Dipolos producidos en una célula y fuerza inducida en ella dentro de un campo uniforme y no uniforme [30].

Los sistemas microfluidicos para la separacion de micro-gotas basados en la fuerza
de dielectroforesis (DEP, por sus siglas en inglés) como mecanismo de actuacion, son
ampliamente utilizados en sistemas donde se trabaja con flujo laminar dentro de un micro-
canal para la manipulacién de fluidos y particulas bioldgicas [31]. A pesar de que tanto la
electroforesis como la DEP son fenédmenos electrocinéticos que permiten el movimiento y
manipulaciéon de particulas, la DEP suele ser mas conveniente de utilizar. La diferencia
principal entre ambos fendmenos es la naturaleza del campo eléctrico generado; el efecto
DEP usa voltajes de corriente alterna (AC) y corriente directa (DC) [32] mientras que el
efecto de electroforesis solo utiliza voltajes de DC [33]. Ademas, es comun que la aplicacion
de campos de DC provoque un fenémeno llamado electroésmosis que representa un factor
adicional a considerar para la manipulacién de gotas. Con la implementaciéon de campos
eléctricos de AC, a diferencia que con los de DC, se tiene la ventaja de obtener campos
eléctricos de mayor magnitud que no provocan la electrdlisis del agua y evita las corrientes
electro-osmdticas [34]. Ademas, el fendmeno de electroforesis se genera a partir de una
distribucion de campo eléctrico uniforme y la DEP solo se genera a partir de una distribucién
de campo eléctrico no uniforme (figura 1.3). Este campo eléctrico se ha generado haciendo
uso de diferentes geometrias de micro-electrodos, tanto planares [35][36] como
volumétricos [21]. El movimiento de particulas por medio del efecto DEP depende de las
propiedades de la particula y del medio que la rodea, del tamafio de la particula que se
desea manipular, asi como del cuadrado del gradiente de la magnitud de campo eléctrico,

gue a su vez depende del voltaje aplicado y de la geometria de los electrodos [37].
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La fabricacion de micro-electrodos es de especial interés en el desarrollo de
plataformas LOC que incluyen la separacion de micro-gotas como modulo esencial en un
flujo de analisis de sustancias, ya que la miniaturizacion y la optimizacion del espacio dentro
del chip es una caracteristica importante en estos dispositivos. Unos de los tipos de
electrodos mas utilizados son los electrodos interdigitados, ya que proveen una geometria
simple para determinar el campo que producen por las variaciones en el ancho y la
separacion entre los micro-electrodos, y el voltaje aplicado a los mismos [36]. Ademas, se
ha optado por determinar estos efectos por medio de simulaciones en algunos softwares
de andlisis de elemento finito como COMSOL (figura 1.4) [21][38]. Las técnicas mas
comunes reportadas para la fabricacion de micro-electrodos para generar la fuerza DEP,
son lift-off [22], estampado en sustratos de 6xido de indio y estafio (ITO, por sus siglas en
inglés) [33] e inyeccién de soldadura en micro-canales fabricados por medio de fotolitografia
suave en PDMS [21].

To output
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N
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Canal microfluidico

Figura 1.4. Representacion en perspectiva de la zona de ordenamiento de micro-gotas.

Los potenciales eléctricos simulados en COMSOL son indicados [21].

1.1.4 Plataformas para la separacion de micro-gotas por DEP.

La implementacion de los sistemas de separacion por dielectroforesis en microchips
ha sido muy util en muchas aplicaciones biotecnolégicas; por ejemplo, en la separacion de
células como los leucocitos de la sangre humana [39] y manipulacién y separacion de

particulas submicrométricas como particulas de latex [40], bacterias [41] y virus [42].

Como ya se mencion0, el término dielectroforesis es usado para describir el
movimiento inducido de particulas polarizables dentro de un campo eléctrico no uniforme.
Laintensidad de la fuerza de DEP que es ejercida sobre una particula esférica, es modelada

con la siguiente ecuacion:

|Fpgpl=2nema’Re{feu}VIE|* ... (1.1)
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Donde Fpp €s la fuerza DEP ejercida sobre la particula, Re{f:y} es la parte real del
factor Claussius-Mossoti complejo, &, es la permitividad del medio, a es el radio de la

particula esférica y E es la amplitud del campo eléctrico [43].

De la ecuacion 1.1 observamos que la magnitud de la fuerza DEP depende del
campo eléctrico y que como anteriormente se menciond, guarda una estrecha relacion con
la geometria de los micro-electrodos, debido a que la no uniformidad del campo eléctrico
es generada por esta geometria, y del voltaje aplicado a estos. Una de las grandes ventajas
de trabajar con micro-electrodos para la generacion de la fuerza DEP es que la reduccion
en escala de los electrodos conlleva a una reduccion del voltaje aplicado utilizado para
generar la fuerza DEP [44]. La magnitud del voltaje aplicado necesario para que la fuerza
DEP sea suficiente para separar una micro-gota dependera de la constitucion del chip. En
su mayoria, los micro-electrodos fabricados por inyeccién de soldadura en micro-canales
requieren un voltaje que va desde los 200 [Vpp] a 1.8[KVpp] [22] [32], que es mayor al de
los electrodos que se fabrican con otras técnicas como lift-off que van desde 1[Vpp] a
18[Vpp] [9][36][37][45]. Esto es porque los primeros requieren de la construccion previa de
micro-canales que son fabricados mediante litografia suave usando el polimero
Polidimetilsiloxano (PDMS, por sus siglas en inglés), lo que aumenta la distancia entre los
electrodos y la micro-gota, ademas de que el PDMS es un material aislante con una
constante dieléctrica alrededor de 2.3 a 2.8, a diferencia de los micro-electrodos planares
que estan en contacto directo con el medio que fluye en el micro-canal, disminuyendo la
distancia entre los electrodos y la micro-gota y evitando el uso de paredes aislantes como
las de PDMS.

El tamafio de las micro-gotas también juega un papel importante en la fuerza DEP.
Como se muestra en la ecuacién (1.1), entre mayor sea el radio de la micro-gota mayor
sera a fuerza DEP, por lo que para una produccion de micro-gotas con volimenes del orden
de los nano litros o femtolitros, el control mediante DEP se vuelve mas complicado. Por
ejemplo, en un experimento realizado con micro-gotas contenedoras de agua desionizada,
con 1% de Pluronic y volumenes de 20 [fL], es necesario aplicar un voltaje entre 400 y 1000
[V] a electrodos de platino, a una frecuencia de 1.5 [kHz], para alcanzar una tasa maxima
de separacion de 3 [kHz] (3 000 micro-gotas por segundo) [21], mostrando asi que para el
control adecuado a grandes velocidades de ordenamiento con volimenes pequefios se
debe incrementar la intensidad del campo eléctrico incrementando la magnitud del voltaje

aplicado.
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Ya que se pueden utilizar campos eléctricos de AC para que el fenébmeno de DEP
se presente, las micro-gotas pueden ser controladas eficientemente ajustando parametros
del campo eléctrico como la magnitud, la frecuencia, la forma de onda, la simetria de la
onday la fase [34]. Ademas, el signo y la magnitud de los polos inducidos en la micro-gota
estan dados por la parte real de la funciébn Clausius-Mossoti que involucra las
permitividades complejas del medio y de la micro-gota:

—~

fo ==t (12)
CM_ +2’g\‘r;--- N

w:,“’? mz

Donde &, y &, son las permitividades complejas de la particula y del medio

respectivamente. Estas permitividades complejas se pueden calcular de la siguiente

manera.:
o
& =¢e— l(—) .(1.3)
21w

Donde ¢ es la conductividad, w es la frecuencia de la corriente alterna aplicada e

i =+/—1. Como ejemplo, en la figura 1.5 se muestra como varia el factor de f.,, entre -0.5
y 2.5 para una célula HelLa suspendida en tres diferentes medios con tres diferentes
conductividades de 1.1 [S/m] (linea negra), 0.84 [S/m] (linea roja) y 0.5 [S/m] (linea azul)
[46]. Considerando estos valores, la micro-gota experimenta una fuerza DEP positiva
(pDEP) y se mueve hacia la region con mayor campo eléctrico cuando Re{f:;} es mayor
gue cero. Pero cuando Re{f:;} es menor a cero, la micro-gota experimenta una fuerza DEP
negativa (nDEP) y se mueve hacia la regiébn con menor campo eléctrico [47]. Un trabajo de
investigacion de Xiaoliang Guo y Rong Zhu de la Universidad de Tsinghua [46], muestra la
factibilidad de fabricar trampas basadas en el efecto DEP, que es dependiente de la
frecuencia del voltaje aplicado, para posicionar y manipular una suspensiéon de células HeLa
dentro de un microchip, demostrando que las fuerzas nDEP y pDEP se pueden usar como
técnicas no dafinas para este tipo de células. Para constatar lo anterior, se utilizaron
Calcein-AM y yoduro de propidio, para marcar las células vivas y muertas, y asi determinar

la viabilidad celular midiendo la fluorescencia emitida.
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Figura 1.5. Grdficos de la parte real del coeficiente fcn contra la frecuencia aplicada cuando una célula Hela es
suspendida en medios con conductividades de 1.1 S/m (linea negra), 0.84 S/m (linea roja) y 0.5 S/m (linea azul) [46].

Con todo lo anterior, la DEP es un método atractivo para la separacion y
manipulacién de micro-gotas y particulas ya que es una técnica rapida, no destructiva y

aplicable a micro-escala.

1.1.5 Fluorescencia y métodos de deteccion en sistemas Lab on a Chip

Dentro de los sistemas LOC es indispensable contar con métodos de manipulacion
y deteccidn altamente eficientes. En el caso de la deteccion de micro-gotas, existen varios
métodos de deteccién que permiten analizar el contenido de cada micro-gota. Entre ellos
estan la deteccién de micro-gotas por fluorescencia [32], deteccién por espectoscopia de
masas [27], deteccidn por espectoscopia de Raman [27][48], deteccidn magnética [27],
deteccién eléctrica [27] y deteccidn electroquimica [48]. La técnica de espectoscopia de
masas es un método invasivo, ya que requiere de un proceso ionizante, que lleva al
deterioro y muerte de células y el cultivo posterior a la deteccion de éstas no es posible [27].
Se ha reportado que con la espectoscopia de Raman se han logrado interrogar un maximo
de hasta 13 gotas por segundo, por lo que esta técnica no es recomendable para realizar
ordenamientos de micro-gotas rapidos [27]. Por la facilidad de implementacion y los
requerimientos para la deteccion de micro-gotas, las técnicas mas utilizadas son la
deteccion por fluorescencia y la deteccién eléctrica. La deteccion por fluorescencia se basa
en la deteccion Optica de intensidades de fluorescencia dentro de cada micro-gota y la
deteccion eléctrica tipicamente se caracteriza por el uso de electrodos y la deteccién de

impedancias. La ventaja que tienen estos dos métodos es que son no invasivos.
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Comparado con los métodos Opticos, la deteccion eléctrica es relativamente simple y facil
para contar micro-particulas; sin embargo, ésta no provee tanta informacién como la
deteccidn éptica, especialmente cuando la muestra es una combinacién de diferentes

particulas o compuestos [49].

Los métodos de deteccion basados en fluorescencia son muy usados en
aplicaciones de bioanalisis debido a su excelente sensibilidad y selectividad. En particular,
cada una de estas micro-gotas funciona como un micro-reactor independiente y es posible
incluir dentro de ellas un sustrato fluorogénico especifico para indicar cierta actividad
enziméatica o un fluoréforo celular que indique alguna propiedad o actividad de la célula a
estudiar [50].

En un reporte publicado por el grupo de trabajo de la Dra. Laura Oropeza de la
Facultad de Ingenieria en colaboracion con el Dr. Luis Olguin de Facultad de Quimica,
ambos de la UNAM [51], se desarroll6 un sistema de deteccion de fluorescencia inducida
por laser (LIF, por sus siglas en inglés) en el cual se demostré experimentalmente que la
intensidad de fluorescencia emitida por las micro-gotas contenedoras de un fluoréforo
llamado fluoresceina se veia afectado por la velocidad con que pasaban por la focalizacién
de un laser de longitud de onda de 488 [nm] y por la potencia de este, es decir, la intensidad
de fluorescencia incrementaba cuando la velocidad de la gota o la potencia del laser
aumentaban. Esto indica que para sistemas basados en fluorescencia es necesario que la
velocidad de la micro-gota y la potencia del laser utilizado se tomen en cuenta para disefiar
un chip para micro-gotas que utilice la técnica LIF. A pesar de existir métodos de analisis
de fluorescencia como la Transformada de Fourier de espectroscopia infrarroja y la
Transformada de Fourier de espectroscopia de Ramman, que son mas exactos y brindan
informacién amplia de los compuestos en cuestion, la deteccion de fluorescencia por LIF es
muy utilizada ya que la complejidad del equipo involucrado para su manejo es menor que
los mencionados y que la preparacion de la muestra es menos laboriosa que en otros
métodos épticos para la utilizacion en chips microfluidicos [52]. Este sistema de deteccion
de micro-gotas fluorescentes en conjunto con un médulo de separaciéon por DEP, tiene un

uso muy recurrido en plataformas microfluidicas debido a su gran versatilidad.

1.1.6 Instrumentacion para deteccion LIF

La instrumentacion disponible en cada laboratorio y la aplicacién final del dispositivo
ha sido un importante factor para determinar qué tipo de sistema se utilizard para la

deteccién de fluorescencia. La técnica LIF se ha caracterizado por requerir equipo
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relativamente facil de usar. Las principales consideraciones para la eleccion de estos
instrumentos, seran las longitudes de onda de absorcion y emision involucradas en el
fendmeno de fluorescencia, por lo que dentro de los principales instrumentos para montar
un sistema de deteccion LIF estan un laser semiconductor para estimular la fluorescencia
en la micro-gota [52]; filtros dicroicos y filtros épticos paso banda [49]; lentes plano-
convexos [51] o fibra éptica [53] para marcar la trayectoria 6ptica del laser; detectores
Opticos como fotodiodos de avalancha [51], tubos fotomultiplicadores [54], dispositivos de
carga acoplada (CCD por sus siglas en inglés) [50] o espectrografos [52]; y dispositivos de
adquisicion de datos como tarjetas de adquisicion [17] o FPGAs [55] para el andlisis y

procesamiento de sefiales.

1.1.7 Chips microfluidicos para la separacion de micro-gotas por medio de DEP con deteccion
LIF

Como ya se comento, el mejoramiento de dispositivos enfocados en el ordenamiento
selectivo de micro-gotas es elemental para la manipulacion y separacion de bio-particulas,
(particulas micro métricas que contengan material bioldgico), por lo que durante la Gltima
década se han presentado numerosos trabajos en el desarrollo de chips que buscan
automatizar dichos procesos enfocados a tareas especificas. Por ejemplo, un trabajo
realizado por R. Diaz y S. Payen de la Universidad de California, demuestra la gran
versatilidad de utilizar la fuerza DEP para separar células de mamiferos vivas de células de
mamiferos muertas en un chip microfluidico usando la diferencia en las permeabilidades de
sus membranas celulares bajo la influencia del mismo campo eléctrico [44]. En este caso,
la implementacion de un sistema para deteccion de propiedades en las micro-gotas no fue
necesario, pero cuando las aplicaciones requieren de una selectividad basada en
propiedades mas especificas, es indispensable contar con este mddulo de deteccidn. Asi,
se han fabricado diferentes microchips que combinan la deteccibn de micro-gotas
fluorescentes por medio de LIF y la separacién de las mismas por DEP (figura 1.6) [21]
[32][54-56].
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Figura 1.6. Separacion por LIF

Optica para la deteccion de fluorescencia. En la parte superior trayectoria
de un flujo de micro-gotas a través de la junta de separacion de un
microchip para la separacion de gotas fluorescentes [32].

ﬁ I Del lado izquierdo la representacion esquemdtica de la configuracion
CAM

Se ha reportado la viabilidad de desarrollar un micro-chip especializado en
automatizar un flujo de trabajo basado en el manejo de micro-gotas para realizar cribados
de alto rendimiento [17] que comprende cuatro pasos esenciales (figura 1.7): (A) generacion
de micro-gotas con una etiqueta Optica capaces de conformar una libreria de gotas, (B)
fusion de las micro-gotas provenientes de la biblioteca con células en gotas generando una
nueva micro-gota, (C) incubacién y (D) reinyeccién de las micro-gotas en un chip de ensayo
para identificar y estudiar el efecto de los diferentes compuestos sobre las células. Con lo
anterior, la manipulaciéon de micro-gotas en un chip resulta factible para el manejo e
incubacioén de células.
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Figura 1.7 .Flujo de trabajo del cribado con micro-gotas.

Este flujo consiste de cuatro pasos: (A) generacion de micro-gotas con una etiqueta dptica capaces de conformar una
libreria de gotas, (B) la fusion de las micro-gotas provenientes de la biblioteca con células en gotas generando asi una
composicion especifica para cada micro-gota, (C) incubacion y (D) reinyeccion de las micro-gotas en un chip de ensayo para
identificar y estudiar el efecto de los diferentes compuestos sobre las células [17].

Ademas, algunos microchips incluyen mdédulos de coalescencia de micro-gotas para
poder recuperar o acceder al contenido de ellas. El propdsito de esto es preparar un flujo
continuo en el microchip para poder implementar alguna técnica analitica como lo son la
espectrografia de masas, electroforesis capilar y cromatografia liquida [9][18][57]. La fusion
de micro-gotas se puede realizar de dos formas: de forma pasiva, usando la geometria de
los canales del microchip para controlar la localizacion de la fusion de las micro-gotas [35];
y de forma activa, utilizando la aplicacion de campos eléctricos o alguna técnica de
centrifugado [32]. En un trabajo del Laboratorio para la Sintesis de Polimeros de la
Universidad de Cambridge [57] se desarrollé una técnica para extraer el contenido existente
dentro de micro-gotas acuosas contenedoras de fluoresceina rodeadas de aceite
incorporandolas a un flujo continuo acuoso dentro de un microchip (figura 1.8). Esto se logro
mediante la aplicacion de un pulso de alto voltaje a unos micro-electrodos, generando asi
un campo eléctrico que produce el efecto de electrocoalescencia ente la micro-gota y el

flujo continuo acuoso.
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Fluorescein

Figura 1.8. Micrografias mostrando la seleccion y extraccion de gotas fluorescentes.

A) una gota con fluoresceina fluye a través del punto focalizado de un Idser y emite fluorescencia detectada por un tubo
fotomultiplicador. B) Una gota pasa a través del punto focalizado del ldser sin emitir fluorescencia. C) Un pulso eléctrico
hace que la gota contenedora de fluoresceina se fusione con el flujo lateral de liquido. D) El campo es removido antes de
que la gota que no emitio fluorescencia pase entre los electrodos y asi esta sigue fluyendo [57].

En la Tabla 1.1 se muestra un resumen de los trabajos que han presentado las
aportaciones mas relevantes en micro chips que involucran separacién de micro-gotas por
DEP y deteccion por LIF.
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Tabla 1.1 Aportaciones importantes de algunos trabajos que involucren separacion de micro-gotas por DEP con deteccion

LIF.

Nombre del trabajo.

Ano

Aporte mas importante.

sorting of droplets at 30
kHz [54].

Fluorescence-activated | 2009 | Chip microfluidico para el ordenamiento de microgotas
droplet sorting (FADS): fluorescentes usando DEP con tasas de ordenamiento de 2000
efficient  microfluidic gotas/s. Principales causas por las que hay errores en el
cell sorting based on ordenamiento del dispositivo es por el poco espacio entre gotas
enzymatic activity [32]. dentro del flujo del microchip y relacién entre el voltaje aplicado a
los micro-electrodos y el tiempo de aplicacion a estos.
Single-cell analysis and | 2013 | Se detalla la fabricacion y prueba de un microchip microfluidico
sorting using droplet- para el ordenamiento de micro-gotas fluorescentes basado en DEP.
based microfluidics El sistema de separacién muestra ser efectivo para tasas de
[55]. ordenamiento de 200[Hz] para células hibridomas de ratén. Se
propone un modelo para predecir el nimero de células dentro de
cada gota.
Droplet-based 2015 | Se demuestra que el manejo de micro-gotas en la escala de los
microfluidics at the femtolitros puede tener ciertas ventajas como reacciones y tiempos
femtolitre scale [21]. de mezclado més rapidas; sin embargo, la reduccion en el volumen
de la gota modifica ciertos parametros para que el sistema funcione
eficientemente, como la intensidad del campo eléctrico requerido,
el cual debe de estar por debajo del voltaje de ruptura de la micro-
gota.
Accurate microfluidic | 2015 | La modificacién en la forma y geometria de los micro-electrodos,

en conjunto con la geometria de los canales microfluidicos dentro
del microchip, permiten mejorar la velocidad de ordenamiento del
maodulo de separacién de micro-gotas basado en DEP. Se pueden
alcanzar velocidades de hasta 30 [KHz] con micro-gotas del orden
de los microlitros con una exactitud del 99%.

De lo anterior se puede resaltar que se han reportado dispositivos que utilizan las

técnica de LIF y la fuerza de dielectroforesis para separar gotas fluorescentes con tasas de

separacion que van desde las centenas de gotas por segundo hasta 30 mil gotas por
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segundo con exactitudes hasta del 99%, y que pueden detectar una concentracion de
moléculas fluorescentes en el orden de los 10-12 [M]. También se ha reportado que se
utilizan FPGA con ayuda de Labview para el control de separacion de las gotas. Ademas

los volimenes empleados varian desde las decenas de nano litros hasta los femtolitros.

Por todo lo anterior, podemos decir que hay un creciente interés en desarrollar
plataformas microfluidicas que sean capaces de generar, detectar y separar micro-gotas de
manera controlada y sistematica. Se considera que las micro-plataformas de separacién de
micro-gotas fluorescentes son un recurso tecnolégico para el estudio y la manipulacion
selectiva de particulas biolégicas y quimicas (también denominadas bio-particulas),
teniendo como principal enfoque el uso eficiente de tiempos de analisis y volumenes de
muestras asociados a su funcionamiento. Definiremos bio-particula como particulas

micrométricas que contengan material biolégico [43]

Este trabajo tiene como finalidad construir un chip microfluidico que genere micro-
gotas fluorescentes que posteriormente seran separadas ejerciendo una .fuerza de
dielectroforesis sobre cada micro-gota, siendo la intensidad de fluorescencia, obtenida por
la técnica conocida como fluorescencia inducida por laser, el criterio de separacion a utilizar
para su discriminacion. La fuerza de dielectroforesis es lograda mediante la aplicacion de
un alto voltaje a un par de micro-electrodos volumétricos integrados en el chip. El sistema
sera vigilado con el uso de un control de lazo abierto mediante la sefial de la intensidad de

fluorescencia de cada gota.

Dado que las micro-gotas sirven como micro-reactores independientes, las muestras
obtenidas por la separacion del chip, pueden ser transportadas, estudiadas y observadas

por separado.
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1.2 Objetivos
e General

Desarrollar un sistema que distinga y separe automaticamente micro-gotas

fluorescentes en un chip, para en un futuro realizar ensayos bioldgicos y bioquimicos.

o Especificos

1. Disefiar y fabricar un chip microfluidico para separar micro-gotas de 30 [um] de
diametro, las cuales en un futuro contendran bacterias E. coli para realizar ensayos
de viabilidad celular.

2. Emplear un arreglo optico de fluorescencia inducida por laser, previamente
implementado en la Facultad de Quimica [58], para la deteccién de la fluorescencia
de las micro-gotas.

3. Emplear lafuerza de dielectroforesis por medio de electrodos tridimensionales para
separar las micro-gotas.

4. Realizar la separacion de micro-gotas fluorescentes de aquéllas no fluorescentes
de forma automatica.

5. Implementar un sistema electrénico que eventualmente pueda utilizarse para

separar micro gotas a una taza maxima de 10[kHz].

1.3 Justificacion

El contar con una plataforma de separacion de micro-gotas permitira la realizacion
de ensayos de viabilidad celular masivos, donde se reducira en varios 6rdenes de magnitud
el volumen de insumos, y se tendrd una separacion altamente selectiva y eficiente para
analizar y evaluar procesos como la efectividad de farmacos. Esta plataforma brindara la
posibilidad de nuevas capacidades experimentales para una gran diversidad de
aplicaciones como la realizacion de evolucion dirigida de proteinas o la identificacion de
nuevos biocatalizadores. Ademas, el desarrollo de este sistema de separacion de gotas es
un paso para la implementaciéon de otras operaciones estandar de manejo de gotas como
la fusion, fisién, almacenamiento y re-insercion y que juntas plantean la habilidad de llevar
a cabo experimentos con ADN, proteinas, células y diversos micro-organismos dentro de

ellas.

La utilizacién de técnicas de manipulacién por DEP y de deteccion basada en LIF

en un chip microfluidico son de interés del grupo de trabajo del Laboratorio de Micro
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Sistemas Bio-MEMS y Lab on a chip para incorporarlas a las plataformas ya existentes y
asi ampliar las capacidades experimentales. Como trabajo a futuro, se espera realizar la
prueba de concepto de esta plataforma separando micro-gotas contenedoras de bacterias

Escherichia coli fluorescentes para el eventual estudio y evaluacion de farmacos.
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Capitulo 2 Marco tedrico

2.1 Cargas y fuerzas en cargas

Para el siguiente analisis, vamos a asumir que las cargas son estacionarias (caso
electrostatico) o que el orden de magnitud de velocidad y aceleracién es mucho menor que
el tamafio de las mismas. El movimiento de la carga no afecta el estado estacionario de la

misma y el campo eléctrico y magnético son despreciables.

La fuerza ejercida por una carga puntual Q1 sobre otra carga puntual Q2 es descrita
por la ley de Coulomb [43]

ﬁ _ QIQZ

127 g

o2 1z 2D

La ecuacion 2.1 establece que la fuerza entre dos cargas puntuales es proporcional
al producto de las cargas e inversamente proporcional al cuadrado de la distancia que las
separa, donde r es la separacién de las cargas y 7, el vector unitario de Q1 a Q2. La
constante ¢, es la permitividad dieléctrica del vacio con un valor de 8.854x10-12[F/m]. La
fuerza es atractiva cuando las dos cargas son de diferente signo y repulsiva cuando tienen

el mismo signo [59].

2.2 Campo eléctrico y potencial eléctrico

Se puede definir la intensidad de campo eléctrico E, sobre una carga puntual de

prueba positiva, que produce la fuerza de Coulomb como [59]

Q

E
4mer?

fig o (2.2)

La direccién y las lineas de campo de un campo eléctrico para una carga puntual

negativa es mostrada en la figura 2.1.
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Figura 2.1 Lineas de campo eléctrico (lineas negras), direccion del campo (flechas) y lineas equipotenciales (circulos
azules) para un punto de carga negativo [43].

El potencial eléctrico es definido escalar ¢, por lo que el campo eléctrico esta dado
por E = —V¢. Las unidades del potencial eléctrico son Volts [V] y las unidades del campo

eléctrico son por lo tanto [V/m] [43].

2.3 Polarizacion y dieléctricos

Un material dieléctrico es un material que contiene cargas que se polarizan bajo la
influencia de un campo eléctrico [43]. Estas cargas estan confinadas dentro del material y
solo pueden moverse distancias cortas [43]. Ante la presencia de un campo eléctrico, las
cargas positivas y negativas se mueven en direcciones opuestas para formar dipolos
llamados dipolos inducidos, sin embargo, algunos materiales estan constituidos con

moléculas que forman dipolos permanentes que se reorientan con el campo eléctrico [43].

2.3.1 Dipolos

El dipolo dieléctrico esta formado por una distribucion de dos cargas con la misma
magnitud Q pero de signo contrario, separadas por una distancia d como en la figura 2.2
[43]. Podemos definir el momento dipolar como el vector p, donde

B=0d..(23)

Y el vector d es el vector de desplazamiento desde la carga negativa hacia la positiva.
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Figura 2.2 lineas de campo eléctrico (lineas negras), direccion del campo eléctrico (flechas) y lineas equipotenciales (lineas

azules) para un dipolo conformado por dos cargas iguales [43].

2.3.2 Mecanismos de polarizacion

Existen varios mecanismos de polarizacion que pueden presentarse cuando un

campo eléctrico es aplicado a un dieléctrico:

Polarizacién electrénica. Ante un campo eléctrico, el centro de carga de la nube de
electrones de cada atomo se mueve ligeramente con respecto al centro de carga
del nucleo [43].

Polarizacién atomica. En un soélido cristalino, los iones con diferente signo se
mueven en diferentes direcciones bajo la influencia de un campo eléctrico. El
pequefio desplazamiento de las cargas en la red atdmica causa la polarizabilidad
atomica [43].

Polarizacién por orientacion. Es la polarizacion debida al alineamiento de los dipolos
permanentes de dieléctricos polares [43].

Polarizacion de interfaz. En las interfaces de distintos materiales o locaciones donde
el dieléctrico es inhomogéneo o en su superficie donde se causa una distorsion
macroscoépica del campo eléctrico se acumulan cargas en donde también se efectia

el intercambio de iones a lo largo de toda la superficie [43].

Asumiendo que los mecanismos de polarizabilidad actdan independientemente,

entonces la polarizabilidad total de un dieléctrico es la suma de todas las anteriores.

39



2.4 Dieléctricos en un campo eléctrico estatico

La union de atomos es la constitucion mas elemental de todos los materiales. Estos
atomos estan formados por un ndcleo con carga positiva rodeado por electrones con carga
negativa [59]. Debido a las cargas ligadas presentes en los materiales dieléctricos, cuando
se presenta un campo eléctrico existe un desplazamiento de cargas positivas y negativas
en direcciones opuestas sin modificar la carga neutra neta a nivel macroscoépico del material
[59]. Estos desplazamientos, aunque suelen ser pequefios en comparacion con las
dimensiones atomicas, polarizan el material dieléctrico creando dipolos inducidos como se

ilustra en la figura 2.3 [59].

E externo

Figura 2.3. Corte transversal de un medio dieléctrico polarizado [59].

2.4.1 Densidad superficial de carga y densidad volumétrica de carga

Podemos separar los efectos fisicos del vector de polarizacion P en efectos de

superficie y en efectos de volumen [59].

La densidad superficial de carga esta formada por la densidad de dipolos eléctricos

que se forman en la frontera de una superficie que delimita el volumen de un material [59].
Pps =P dy ... (2.7)

Donde p,; es la densidad superficial de carga de polarizacién equivalente y d,, es

un vector unitario normal a la superficie [59].
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La densidad volumétrica de carga queda definida como [59]
Ppy = —V-P..(2.8)
2.5 Densidad de flujo eléctrico y constante dieléctrica
Ya que un dieléctrico polarizado presenta una densidad volumétrica de carga p,,,
entonces la intensidad de campo eléctrico dentro del dieléctrico es diferente a la intensidad

de campo eléctrico en el espacio libre, por lo que la divergencia de campo eléctrico dentro

del dieléctrico sera [59]

- 1
V-E= g(pv + ppy) - (2.9)
Usando la ecuacién (2.8) entonces
V- (&F +P) = p, ...(2.10)

De la ecuacion (2.10) se define la densidad de flujo eléctrico o desplazamiento

eléctrico D como
D =¢yE +P..(211)
Entonces, podemos utilizar las ecuaciones (2.10) y (2.11) para obtener la ecuacion
V-D=p,..(2.12)

Donde p, es la densidad volumétrica de las cargas libres. La ecuacion (2.12)

también es conocida como la Ley de Gauss en medios dieléctricos [59].

Cuando consideramos que las propiedades dieléctricas del medio son lineales e
isétropas, la polarizacion es directamente proporcional a la intensidad de campo eléctrico y
la constante de proporcionalidad es independiente de la direccion del campo [59]. Entonces

se puede relacionar
P =¢eyx.E .. (2.13)

Donde y,. es la susceptibilidad eléctrica. Si sustituimos la ecuacion (2.13) en la

ecuacion (2.11)
D =¢,(1+ x)E ..(2.14)
D = g¢,E ... (2.15)
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D =¢E ...(2.16)
Donde ¢ es conocida como la permitividad absoluta del medio y ¢, es la permitividad

relativa o constante dieléctrica definida como

€
&g =1+, = P (2.17)
0

Las constantes dieléctricas para diferentes materiales estan enlistadas en la tabla
(2.1) en donde observamos que la constante dieléctrica del aire se considera 1, por ser muy

cercana a la constante dieléctrica del espacio libre [59].

Tabla 2.1. Constantes dieléctricas de algunos materiales comunes [59].

Aire (presidon atmosférica) 1.0
Aceite Mineral 2.3
Papel 2-4
Poliestireno 2.6
Caucho 23-40
Vidrio 4-10
Mica 6.0

2.6 Campos alternos y permitividades complejas

2.6.1 Permitividad compleja

Si examinamos la polarizacion de un dieléctrico con permitividad e y conductividad
0 en respuesta a un campo eléctrico alterno, de frecuencia f y frecuencia angular w = 2nf,
se puede introducir el concepto de permitividad compleja, que describe la dependencia de

esta de la frecuencia del campo eléctrico aplicado [43].
Definimos el campo eléctrico armoénico tomando la parte real de la forma fasorial
E = Re[Eel®t]

que esta relacionado a un potencial complejo por la expresion E = —V¢ donde el potencial

es definido como
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¢ = Re[pei®t]

La Ley de Gauss puede ser expandida para describir materiales dieléctricos
utilizando la ecuacion de conservacion de la carga para las cargas libres p, [43]. Cuando

consideramos que el campo eléctrico es un campo armoénico, de frecuencia angular w,

entonces el operador a/at = iw [43] y la ecuacion de la conservacion de la carga es

0
V-J,=-— Fraie —iwp, ... (2.18)

Si asumimos que solo las cargas libres contribuyen a la conductividad del material

[43] entonces usamos la ley de Ohm
V-oE = —iwp, ... (2.19)

Podemos sustituir la ecuacion (2.19) en la ley de Gauss haciendo uso de la ecuacion (2.16)
V- (5) = p,

7 (B) = v () > 7-(e+—F) =0

Lo que podemos escribir como
v-(¢E) =0
Con lo anterior, podemos definir la permitividad dieléctrica compleja € como

~ - O-
£=gog —i—.. (2.20)

2.6.2 Polarizacién de interfaz

Los sistemas reales en donde se presenta la polarizacion, casi siempre consisten
en un determinado numero de dieléctricos con caracteristicas eléctricas diferentes [43]. En
dielectroforesis, por ejemplo, el sistema consiste en una suspension de particulas
dieléctricas en un fluido dieléctrico [43]. Cuando un campo eléctrico es aplicado, las cargas
superficiales se acumulan en las discontinuidades (o interfaces) entre los dieléctricos
debido a sus diferentes caracteristicas eléctricas [59]. Ya que la polarizacién de cada
dieléctrico es dependiente de la frecuencia del campo presente, la magnitud de la carga
superficial también es dependiente de la frecuencia [43]. Si el sistema consiste en una sola

particula dieléctrica y un fluido que la rodea, la distribucion de la densidad de carga
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superficial alrededor de la superficie cerrada de la particula da como resultado un momento
dipolar inducido [43]. La influencia de un campo eléctrico sobre este dipolo da como

resultado fuerzas y torques que son fundamentales en la electrocinética.

2.6.3 Momento dipolar inducido efectivo de una particula esférica.

Como ya se menciong, la aplicacion de un campo eléctrico hace que las cargas se
concentren en la interfaz entre dos dieléctricos de diferente permitividad o conductividad
[43].

3 + - +
+ - + -
+ 4 T4 - VoA ) 1 -
4 - + - : | -
- -/ \ _/+

+ ‘¢+ > + . + - S+ T
+ -& + + -

+ Dipolo efective N Dipolo efective

Figura 2.4 Representacion esquemdtica de la polarizacion de un dipolo eléctrico sometido a un campo eléctrico uniforme.

a) La particula es mds polarizable que el medio y b) cuando la particula es menos polarizable que el medio. El dipolo es
paralelo al campo si la particula es mds polarizable y antiparalelo cuando la particula es menos polarizable que el medio
[43].

Cuando una particula dieléctrica esférica, que esta suspendida en un fluido
dieléctrico, es sometida a un campo eléctrico aplicado, las cargas de signos opuestos se
acumulan a cada lado de la particula como se muestra en la figura 2.4 [43]. Cuando la
polarizabilidad de los dos dieléctricos son diferentes, la carga neta en la interfaz es diferente
de cero y el signo de la carga es opuesto en cada lado de la particula [43] . EIl momento
dipolar efectivo depende de las propiedades de la particula y del medio en la que se

encuentra suspendida [43].

El momento dipolar de una particula esférica en funcién del campo eléctrico aplicado

es

& —& .
5 =4 2™ @3E .. (221
P = tem <5p+25m>a (221)

En donde &, y &, son las permitividades complejas de la particula y el medio

respectivamente y a es el radio de la particula [43]. La expresion (2.21) es el momento
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dipolar efectivo de la esfera y a veces es escrita en términos del volumen de la esfera vy

su polarizabilidad efectiva &
B = vaEk ...(2.22)

De las ecuaciones (2.21) y (2.22), la polarizabilidad efectiva es

_ & — &n .
a = 38m gp_l_—zgrn = 3€meM (223)
Como se ha mencionado, la magnitud de la polarizabilidad, y por tanto, el momento
dipolar de la particula es dependiente de la frecuencia del campo aplicado. Esta
dependencia se atribuye al factor Clausius-Mossotti [43]
3 &, — &,
foy = =2—2 .. (2.24)
M &+ 28y,
Ya que la acumulacion de carga que se presenta en la interfaz de la particula es
dependiente de la frecuencia, se puede definir una frecuencia de relajaciéon llamada de
Maxwell-Wagner como wyy = 2nfyw = 1/tyw donde 4y, es el tiempo de relajacion de la

polarizacion efectiva de la particula definido como

2
=P "M (2.25)

La parte real del factor Clausius-Mossotti en el limite de bajas frecuencias toma un
valor de

Op — Om

Op + 20,

gue depende solamente de la conductividad de la particula y del medio en el que esta [43].
En el limite de las altas frecuencias toma un valor de

&p — Em

&+ 2&y,
en donde la polarizacién es dominada por la permitividad de la particula y del medio que la

rodea [43]. La parte imaginaria es cero a altas y bajas frecuencias y en la frecuencia de

relajacion fy, tiene un valor de [59]

1 Ep ~&m _ Op—Om
2\&, +2&y, 0p+ 20,
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La variacion de la parte real y la parte imaginaria del factor Clausius-Mossotti esta

representada en la figura 2.5
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Figura 2.5 Grdfica de la parte real (linea sdlida) y parte imaginaria (linea punteada) del factor Clausius-Mossotti en
funcion de la frecuencia para valores arbitrarios de permitividad y conductividad [43].

2.7 Dielectroforesis

2.7.1 Fuerza en un dipolo inducido: Dielectroforesis (DEP)

Se le denomina dielectroforesis al movimiento de una particula producido por la
interaccion de un campo eléctrico no uniforme con el momento dipolar inducido de una
particula [43]. Si el campo es espacialmente uniforme, la fuerza de cada uno de los polos
inducidos del dipolo es igual y opuesta, por lo que la particula no tiene movimiento [43]. Si
el campo es no uniforme, las fuerzas en los polos no son iguales y la particula se mueve.
Este campo no uniforme se puede generar a partir de un arreglo geométrico de electrodos

como se muestra en la figura 2.6 [43].

Figura 2.6 Diagrama esquemdtico de un campo eléctrico no uniforme generado por electrodos con geometrias de un punto
y un plano [43]

Cuando la particula es mas polarizable que el medio que la rodea, como se muestra
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en la figura 2.7a, se produce mas carga dentro de la interfaz y el dipolo apunta en la misma
direccién que el campo eléctrico aplicado. Ambos polos del dipolo son atraidos hacia el
electrodo que corresponde a la carga opuesta de este, pero el polo que esta frente al
electrodo pequefio esta en una region de campo mas intenso, por lo que experimenta una
mayor fuerza de atraccion [43]. Como resultado, la particula es movida en la direccion en
la que aumenta la intensidad de campo, efecto que se conoce como dielectroforésis positiva
[43].

Si la particula es menos polarizable que el medio que la rodea como en la figura
2.7b, mas carga es inducida en el medio que rodea a la particula y el dipolo apunta en
direccién opuesta al campo eléctrico [43]. Ambos polos experimentan fuerzas repulsivas
desde los electrodos, pero el polo que esta del lado del electrodo pequefio experimenta una
mayor fuerza de repulsién por el incremento de la intensidad de campo eléctrico en la

region. Esto es conocido como dielectroforesis negativa [43].

En la figura 2.7 también se presentan los dos medios ciclos de un campo alterno,
demostrando como cambia el signo de las cargas y la direccién del dipolo efectivo en cada
ciclo del campo alterno, manteniendo la direccién del movimiento debido a la fuerza de
dielectroforesis en la misma direccion [43]. Esto denota que debido a que la carga es
inducida por el campo eléctrico, la fuerza de Coulomb tiene una dependencia en segundo

orden con el campo y que la fuerza de dielectroforesis promedio es diferente de cero [43].
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Figura 2.7 Diagrama esquemdtico del dipolo inducido en una particula esférica

Se ilustran dos casos: a) una particula mds polarizable que el medio y b) una particula menos polarizable que el medio [43].

Para derivar la fuerza de dielectroforesis, suponemos un dipolo p = ch dentro de un

campo eléctrico no uniforme E, como se muestra en la figura 2.8. Cada una de las cargas
experimenta un valor de campo eléctrico diferente, por lo que el dipolo experimentara una
fuerza de la forma

F =QE(#+d) - QE® ..(2.26)

Donde el vector # es la posicién de la carga negativa [43]. Si el tamafio del vector d

es pequefio comparado con una dimension tipica de la no uniformidad del campo eléctrico,

E puede ser expandido usando la serie vectorial de Taylor para que la fuerza del dipolo sea
[43]

F= QE(F) + Q(c? V)E + términos de mayor orden — QE(F)

0 0
F= QE(r) +0Q ( +d,— 3y +d, 23, )E + términos de mayor orden — QE(r) .(2.27)

Sustituyendo el momento dipolar y despreciando los efectos de los términos de

mayor orden, obtenemos la expresion para la fuerza en un dipolo, o también conocida como
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fuerza de dielectroforesis
Fppp = (B V)E ...(2.28)

Esta ecuacién nos dice que cuando el campo eléctrico es uniforme, la fuerza de
dielectroforesis es cero, por lo que la dielectroforesis solo puede ocurrir con la aplicacion

de un campo no uniforme [43].

E(r+d)

Figura 2.8 Un dipolo arbitrario en un campo eléctrico arbitrario experimenta una diferencia de campo eléctrico (magnitud
y direccién) en cada uno de sus polos.

2.7.2 Dielectroforesis en un campo alterno

Asumiendo que el campo eléctrico aplicado a una particula varia su magnitud en el
espacio y que se encuentra en fase constante, entonces se puede derivar la fuerza de
dielectroforesis sobre ella aplicando un potencial de frecuencia w [43]. Como las variables

del sistema son dependientes del tiempo y se pueden representar en fasores, entonces
podemos definir un potencial arménico como 5(55, t) = Re[pe'“t], por lo que el campo
eléctrico es E(%,t) = Re[Ee'®t], donde el vector E = —V¢ = —(V¢r + iV¢,) es el fasor
correspondiente. Si la fase es constante a través de todo el sistema, entonces el fasor

puede ser tomado como la parte real sin perder generalidad £ = E= —Vog [43].

Con lo anterior y con la ecuacion (2.22) del momento dipolar efectivo de una esfera,

el momento dipolar de la particula es
p = va@Ee't .. (2.29)
Y de la ecuacion (2.28), la fuerza promedio en la particula es
< Fppp >= %Re[(ﬁ- V)E*] ...(2:30)
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Donde * indica el complejo conjugado. En este caso los fasores son reales y la fuerza

promedio queda
. 1 . .
< Fpgp >= EvRe[az](E -V)E ...(2.31)
Usando la siguiente identidad vectorial
V(A-B)=(A-V)B + (B-V)A + Bx(VxA) + Ax(VxB) ...(2.32)
Tomando en cuenta de que el campo es irrotacional (l7xF? = 0) lo que da
S 1 IR
< Fpgp >= ZvRe[d]V(E -E)...(2.33)
La anterior es la fuerza de dielectroforesis, que usualmente se representa como
- 1 ~ -
< Fppp >= ZvRe[a]|7|E|2 ..(2.34)
O en su valor RMS como
- 1 - —_—
< Fpgp >= EVRe[a]VlERM.S‘lZ

Para una particula esférica, la variacién de la magnitud de la fuerza con la frecuencia
esta dada por la parte real del factor Clausius-Mossotti (2.24), asi sustituyendo la

polarizabilidad efectiva @ en (2.34) obtenemos

& — &m

< Fppp >= mea®Re | = -
&+ 28,

] V|E|? ...(2.35)

La anterior es la expresion completa para la fuerza DEP promedio [43].
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2.8 Fluorescencia

La fluorescencia es la emision de luz que ocurre dentro de los primeros
nanosegundos después de la absorcion de la energia de fotones, con determinada longitud
de onda, para excitar los electrones de los orbitales exteriores situados en un estado de
energia de reposo, a un estado de energia mayor. La diferencia entre la longitud de onda
de excitacion y la longitud de onda emitida, es conocida como el cambio de Stokes [60]. Ya
gue la longitud de onda de excitacion es diferente a la longitud de onda emitida, la
fluorescencia es ampliamente utilizada para el estudio biologico, biomédico y bioquimico.

Una forma de evaluar la florescencia de forma esquematica, es a través de los
diagramas propuestos por Alexander Jablonski (1930), como el de la figura 2.9, donde del
lado izquierdo se muestran los estados en donde los electrones normalmente residen en
pares y con spines opuestos sobre un mismo orbital y del lado derecho del diagrama se
muestran los estados en donde los electrones pueden existir en dos 6rbitas separadas con
el spin paralelo uno del otro [60]. El estado SO representa el estado basal, es decir, la
energia de un electrén que no ha sido excitado por la luz para moverse a un estado de
energia mayor. Los estados S; y S, son estados con mayor energia (So < S1 < S3).

High energy ‘ Singlet states Triplet states

@ = =

2 =

8|S = =

> T:

|-

X = == Rotational levels

= = Vibrational levels
S= = z
' .= Electronic levels

Low energy Se = Ground state

Figura 2.9 Diagrama de Jablonski que muestra los estados de energia de una molécula [60].

2.8.1 Absorcién y emisién
Cuando la energia de un foton absorbido por un fluoréforo es mayor que la energia
minima necesaria para provocar una transicion de energia de los electrones situados en los

orbitales exteriores de la molécula, entonces esa energia es absorbida y usada para
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efectuar un cambio en el estado de energia del electrén, por ejemplo de un estado SO a un
estado S1. Esta energia esté inversamente relacionada con la longitud de onda del electrén
(A) como se indica en la ecuacion 2.36

E=1C 236
= —..(236)

Donde h es la constante de Planck y c es la velocidad de la luz en el vacio.

Una vez excitada, la molécula utiliza diferentes maneras para liberar energia y
regresar a su estado basal. En los fluoroforos, la liberacion de esta energia se lleva a cabo
en forma de un fotén con la longitud de onda correspondiente segun la ecuacion 2.36. En
la figura 2.10 se muestra un ejemplo del espectro de absorcion y emision de la fluoresceina
FITC usando el diagrama de Jablonski [60].

S A Absc::ptlon

C=-N®

]
Emission

O-“-Nw

Absorption spectrum Emission spectrum

300 400 500 600
Wavelength (nm)
Figura 2.10 Diagrama de Jablonski utilizado para describir el espectro de absorcion y emision de la fluoresceina FITC.

Las flechas se muestran del color de la longitud de onda en la que absorben (flechas hacia arriba) y la longitud de onda en
que emiten (flechas hacia abajo) [60].

2.8.2 Fluordéforos

Las moléculas que son usadas por sus propiedades fluorescentes son llamadas
fluoréforos. El electron méas externo en los orbitales de la molécula de fluoréforo determina
su eficiencia como componente fluorescente asi como las longitudes de onda de absorcion
y de emision. Cuando estos componentes fluorescentes se encuentran en su estado basal

y absorben la energia de fotones, alteraciones electrénicas pueden ocurrir en la molécula.
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La energia absorbida normalmente mueve un electrén a un orbital diferente de mayor
energia en un tiempo promedio de los femtosegundos. Generalmente el proceso de
excitacion también provoca la vibracion molecular en la cual la distancia entre los nacleos
de la molécula varia. Las vibraciones moleculares y la emision de fluorescencia es la forma
en que los fluordforos regresan a su estado basal, ya que toda la energia absorbida es
eventualmente liberada [60].
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2.9 Modelado de microcanales usando circuitos eléctricos.

Ya que se requerird del aumento de la resistencia hidraulica en algunos de los
canales microfluidicos dentro del microchip para establecer trayectorias preferenciales para
las micro-gotas, en esta seccion se modelaran los microcanales como resistencias

eléctricas.

Raramente se pueden definir y describir los flujos de fluidos a través de tuberias
reales, dado que la el uso de componentes y geometrias en el sistema hidraulico afiade
complejidad dentro del mismo. Sin embargo, los flujos unidireccionales pueden ser tratados
usando técnicas de estimacion, lo cual reduce la complejidad del sistema, convirtiéndolo en

uno mas sencillo de analizar [61].
Rh
Po P,

Ve eoEE—

0

Figura 2.11 Simbolo para relacionar la diferencia de presion con el flujo para una tuberia en estado estable.

Para poder aproximar los componentes en los sistemas hidraulicos como

componentes en los circuitos eléctricos, es necesario hacer algunas consideraciones [61]:

1. Las tuberias se consideran perfectamente rectas e infinitamente largas.
Se desprecian los efectos en las entradas.
3. Se utilizan los resultados de tuberias infinitamente largas como aproximacién de los

flujos en tuberias finitas.

4. Se cumple que % L1y % 3¢ Rie en donde R es el radio de la tuberia y L es el largo
del tubo. En este caso podemos asumir que el gradiente de presion a lo largo de la
tuberia es constante.

Entonces, podemos definir la resistencia hidraulica como

8nL

Rp =—...(2.38

Donde n es la viscosidad dinamica, L es la longitud del canal, A es el area transversal

de la tuberia y R es el radio de la tuberia. Entonces podemos relacionar la resistencia
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hidraulica con el flujo Q, que circula por la tuberia como se muestra en la figura (2.11), de

la siguiente manera

Ap = py — p1 ---(2.39)
4p
=—..(240
Q=% (240)

La relacion (2.40) es llamada la ley de Hagen-Poiseuille. Sin embargo, para los
canales microfluidicos, rara vez se obtienen secciones transversales circulares debido a las
técnicas de fabricacion utilizadas para la construccion de los chips, por lo que, para
aproximar la resistencia hidraulica de estos sistemas, se generaliza la ecuacion (2.38)

usando el radio hidraulico 1y,
L
Ry = ——..(2.41)
Donde r;, esta definido como
_ 2.42
T = P ( . )

Donde P es el perimetro del canal y A es el area transversal del canal.
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Capitulo 3 Disefio y Construccion del Microchip

Como se menciond en la seccion 1.1, la creciente necesidad de obtener andlisis
bioquimicos y biomédicos con tiempos de respuesta mas cortos, con mayor exactitud y
reduciendo los insumos respecto a los grandes equipos de instrumentacion y de laboratorio
clinico convencional, han llevado a la busqueda de nuevas tecnologias de analisis, como

las encontradas en los dispositivos Bio-MEMS.

El disefio y la construccidén de microchips basados en la tecnologia de gotas para el
analisis de particulas, de sustancias quimicas, de reacciones enzimaticas, etc., involucra la
participacion de distintas areas del conocimiento como lo son la mecanica de fluidos, la
Optica, la quimica y la biologia, entre otras. Por lo anterior, los proyectos para la
implementacién de la tecnologia de gotas en chip son clasificados como proyectos
multidisciplinarios. En este capitulo se especifican los criterios provenientes de diferentes

disciplinas que se consideraron para el disefio del microdispositivo.

Generacionde petecciéon LIF| Separacion DEP

micro-gotas
Fotodiodo Micro-electrodos  Almacenaje

- N
Chip Microfluidico \lUJ‘—
O

v

Reactivos

®)

Aceite

RS

Desperdicio

Laser

Figura 3.1. llustracion esquemadtica simplificada en donde se observan las tres regiones involucradas en el microchip.

3.1 Disefio del Microchip

Para explicar el disefio, separamos el microchip en tres secciones diferentes:
seccion de generacioén, secciéon de deteccion (off-chip) y seccidén de separacion como
lo muestra el esquematico de la figura 3.1. Ademas, la aplicacion final del chip microfluidico
es determinante para decidir ciertos parametros de disefio, por esto a continuacion
abordamos algunos de los principales pardmetros de disefio a considerar para la

construccién del chip en cuestion.
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3.1.1 Especificaciones de disefio

Para poder especificar los parametros de disefio para la construccién del microchip,
empezaremos por identificar qué factores se involucran en las partes que lo componen. En
el mapa esquematico de la figura 3.2 se desglosan las consideraciones que hay que tener
en cuenta para conseguir los parametros de disefio. Los tres principales pardmetros se
encuentran en la fila 2. Los parametros involucrados en el nivel 5, guardan una estrecha

relacion con la aplicacién final del sistema, por lo que es importante definir dicha aplicacion.

Parametros de
Disefio

Tamafio de los Tamafio de la gota Micro-electrodos
micro-canales

Técnica de Técnica de Técnica de

Generacion Deteccion Separacién

Aplicacién

Tamafo de Tiempo de
muestra actuacion
Forma de Tiempo de
la muestra deteccion

Figura 3.2 Mapa esquemdtico que muestra los factores involucrados para obtener los pardmetros de disefio para la
construccion del microchip.

Una de las razones por la que existe un creciente interés por desarrollar sistemas
Lab on a chip es que la reduccién de tamafios en las caracteristicas del chip conlleva a la
reduccion en el dispendio de insumo, y asi los costos relacionados a los reactivos
empleados también se ven reducidos. Para ejemplificar la relacion anterior, en la tabla 3.1
se muestran dos sustancias frecuentemente utilizadas en la investigacion, asi como la
relacion que tienen con la reduccion en las dimensiones de un depdsito fluidico. Esta

comparacion muestra claramente que para realizar andlisis de bajo costo es deseable
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seguir la tendencia de la miniaturizacién en este sistema.

Tabla 3.1 Reduccidn de costos en depdsitos fluidicos de diferentes dimensiones. 1https://www.sciencecompany.com
2http.//www.sigmaaldrich.com.

Volumen del

depasito fluidico

(ancho x largo x

altura)

Costo de Agua

Desionizada ! 4.36 4.36E-3 4.36E-12
(USD)
Costo de
Fluoresceina? a una 1.31E-10 1.31E-13 1.31E-22

concentracion de
100 pMol (USD)

Por otro lado, se ha reportado que se pueden separar gotas con una tasa de hasta
30[KHz], usando diferentes geometrias [54], por lo que es importante contemplar que los

tiempos de deteccién y de actuacion del sistema deben ser reducidos.

El sistema sera usado en un futuro para la separacion de microgotas contenedoras
de bacterias Escherichia coli (E. coli) muertas de microgotas con bactecterias E. coli vivas.
Las bacterias E. coli muertas y las vivas pueden ser diferenciadas por medio de la
intensidad de fluorescencia que se emite cuando se utiliza un intercalador de ADN, como
el Bromuro de Etidio, el cual solo se intercala en la cadena de ADN de las células muertas.
Cuantificando la sefial de fluorescencia obtenida al interrogar cada bacteria, es posible
diferenciar bacterias muertas de bacterias vivas, ya que las muertas fluorescen mientras

gue las vivas no lo hacen.

Para modificar la trayectoria de las micro-gotas, proponemos el uso de la fuerza
DEP por medio del uso de electrodos embebidos en el microchip. Su disefio se tratara mas
adelante.

Debido a que evaluaremos el funcionamiento del microchip combinando dos
poblaciones diferentes de gotas, y que ademas, requerimos incubar las microgotas
contenedoras de bacterias vivas para obtener bacterias muertas o vivas, y posteriormente
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efectuar su separacion, es necesario tener dos chips: un chip dedicado solo a la generacién

de microgotas, y otro dedicado a la separacion de las mismas.

Cabe resaltar, que como se observa en la figura 3.1, el sistema de deteccion de
fluorescencia de las micro gotas basado en LIF es externo al dispositivos (off-chip) y fue
previamente implementado por el compafiero Benjamin Vazquez de la Facultad de
Ingenieria de la UNAM como parte de su proyecto de maestria [58]. Este sistema es
utiizado para realizar ensayos de fluorescencia en micro-gotas en el laboratorio de
Biofisicoquimica del Departamento de Fisicoquimica de la Facultad de Quimica de la
UNAM. El sistema es capaz de detectar micro-gotas con didmetros del orden de 10 [m] y
con concentraciones de fluoresceina en el orden de 10°[m]. La disponibilidad de este
sistema, ademas de las ventajas mencionadas en la seccion 1.1, respecto a otros sistemas
de deteccion de gotas fluorescentes, lo hacen apto para utilizarlo como técnica de deteccién

en el proyecto que se propone en esta tesis.

A continuacion se detalla el disefio y fabricacion de los chips de generacion y

separacion de micro-gotas.
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3.1.2 Chip para la generacion de micro-gotas

Dentro de las partes primordiales en la constitucion del microchip esta la regién para
generar las micro-gotas. Para este chip emplearemos una geometria de enfoque de flujo
(ampliamente utilizado por el grupo del Dr. Luis Olguin en la Facultad de Quimica, en la
cual usaremos una fase acuosa que sera el fluido que formara la micro-gota, y una fase
oleosa combinada con surfactante el cual ayudara a mantener a las gotas como entidades
individuales, esto es, el surfactante evitara que las gotas coalescan cuando tengan contacto
unas con otras. Como se menciondé en la secciébn 1.1, hay tres factores principales
involucrados en la formacién de las gotas: la razon con la que se inyectan los fluidos en el

chip, la dimension de los micro-canales y la geometria de los mismos.

21.1[mml

Entrada 1 Entrada 2 Salida

12.5[mml

Figura 3.3 Microchip propuesto para la generacion de microgotas.

La entrada 1y 2 son para la entrada de la fase oleosa y la fase acuosa respectivamente y la salida es el lugar por donde se
almacenan las microgotas generadas. Los filtros y la unidn tipo cruz en donde se generan las gotas estan marcadas por los
rectdngulos rojos 1 (figura 3.4) y 2 (figura 3.5) respectivamente

Las dimensiones de los canales se definen pensando en que se requieren canales
delgados para detectar bacterias dentro de las gotas [62]. El tamafio de las bacterias E. coli
es entre 1y 3 microbmetros. En el Anexo 1 se muestra el calculo detallado para predecir el
namero de bacterias que podemos obtener dentro de cada gota. Para esto usamos la
distribucion de Poisson, en donde la probabilidad de encontrar x bacterias en el interior de

cada gota esta dada por la ecuacion 3.1.
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—Alaxl
1
P(Xl = Xl) = x—l‘ (31)

Donde A representa el nUmero de bacterias que se espera encontrar en el volumen

de cada gota, y esto esta determinado por la concentracion de bacterias en la fase acuosa.

En este trabajo, proponemos utilizar micro-gotas esféricas con un diametro de 30

[um], por lo que los canales microfluidicos principales relacionados con la deteccién de

. , ., UFC
fluorescencia seran de 30[um] de ancho. Ya que la concentracion de 10° [W] es una

concentracion tipica utilizada para trabajar con bacterias E. coli, hay un 89% de probabilidad

de encontrar mas de 10 bacterias en cada micro-gota utilizando dicha concentracion.

Cuidando entonces que el diametro de las gotas sea de 30 [um], y que los micro-
canales sean adecuados para este tamafio, se propone el chip mostrado en la figura 3.3.
El chip estd compuesto de dos entradas, correspondientes a la fase oleosa (entrada 1) y a
la fase acuosa (entrada 2), y de una salida, por la cual se recolectaran las micro-gotas
generadas para su posterior tratamiento. Asi mismo, en la figura 3.3, se indican con
rectangulos rojos las regiones en donde se ubican los filtros microfluidicos y la regién de
enfoque de flujo, las cuales podemos ver amplificadas en la figura 3.4 y la figura 3.5

respectivamente.

Los filtros de entrada al microchip son implementados para filtrar la fase acuosa y la
fase oleosa y asi evitar que el chip se obstruya debido a impurezas presentes en los fluidos,
como pelusas y residuos de PDMS, que tengan un tamafio mayor a 15 [um]. Como se
explico antes, la fuerza de cizallamiento que ejerce la fase oleaosa sobre la fase acuosa es
la que permite generar micro-gotas en la geometria de enfoque de fluido. Esta fuerza se
puede modificar cambiando la razén con la que se inyectan ambas fases al microchip, y a

su vez esto cambia el tamafio de la micro-gota.
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0.75[mml

0.015Imml

Figura 3.4 Filtros de entrada. Son utilizados para filtrar los fluidos de entrada al microchip.

La principal tarea de este chip es generar gotas para poder almacenarlas en un
contenedor y, si es requerido, reinyectarlas en otro chip dedicado para su separaciéon. Dado
gue las gotas estan rodeadas de un surfactante’, es posible mantenerlas almacenadas o

manipularlas por unos cuantos dias después de generadas.

Fase oleaosa

Fase acuosa

0.025[mml
—— 0.025[mml

Fase oleosa

Figura 3.5 Region de enfoque de flujo. En esta region es donde se forman las microgotas
debido a la fuerza de cizalladura que ejerce la fase oleosa sobre la fase acuosa.

! Para este trabajo se utilizard PFPE-PEG-PFPE triblock copolymers
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Para obtener gotas esféricas de 30 [um] de didmetro, se realizaron varias pruebas
experimentales, ya que se observo que al utilizar canales cuadrados de 30 [um] por lado en
el chip generador, las gotas que se obtenian no era esféricas, sino alargadas. Es asi que al
reducir la seccién transversal del canal a 25 [um] de ancho por 30 [um] [19], como se
muestra en la figura 3.5, se obtienen gotas alargadas, que al ser reinyectadas al chip de

separacion, se volvian esféricas con el diametro del disefio.

3.1.3 Chip para la separacion de micro-gotas

En la seccion 1.1 se mencionaron las ventajas de emplear un sistema de separacion
basado en la fuerza DEP en chip, tales como las altas tasas de separacion reportados y la

facilidad de implementacién en chip con respecto de otras formas de actuacion.

Del capitulo 2 recordamos que para generar la fuerza DEP sobre la gota,
necesitamos formar un campo eléctrico no uniforme dentro del chip, lo cual lograremos
usando un par de micro-electrodos no simétricos. En la tabla 3.2 hacemos una comparaciéon

de dos tipos de electrodos mas utilizados para producir la fuerza DEP.

Tabla 3.2 Tabla comparativa de electrodos planares y electrodos tridimensionales.

Tipo de electrodo DEP Método de fabricacion
Electrodos Si Técnicas de fotolitografia, Mayor costo y
planares evaporacion y/o bombardeo mas

de iones y CVD [22][63] infraestructura

Electrodos Si Técnicas de fotolitografia, Menor costo y
volumeétricos en técnicas de electro-platinado | menor uso de
PDMS y litografia suave [64][32] infraestructura

Como este trabajo es una primera propuesta en el cual se fabricaran multiples chips
para evaluar su funcionamiento, se requiere que los electrodos no solamente sean capaces
de formar un campo eléctrico no uniforme dentro del micro-canal, sino que es deseable que
la técnica de fabricacibn sea lo mas répida posible y a un costo accesible para el
Laboratorio. En el Laboratorio de micro sistemas Bio-MEMS de la Facultad de Ingenieria se
tiene desarrollada la técnica de lift-off que se menciona en la Tabla 3.2, sin embargo, para
su realizacion, requerimos de acceder a la evaporadora de metal en CCADET y a la
posibilidad de adquirir pellets de oro, los cuales son de costo elevado. Por otro lado, los

electrodos volumétricos generan la misma no uniformidad del campo eléctrico a lo largo de
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toda la altura del micro-canal, mientras que con los electrodos planares la no uniformidad
del campo eléctrico es variante con la altura, lo cual podia afectar el movimiento lateral de

las micro-gotas por DEP.

Debido a esto es que optamos por la implementacion de electrodos volumétricos,
los cuales pueden ser fabricados por la técnica de litografia suave y la inyeccién de

soldadura de bajo punto de fusion?.

Electrodo Electrodo
referencia ——» A sefal

Entrada 2 -

Entrada 1 Canal

—_ Salida 2
L Principal

“a

Figura 3.6 Chip separador para la separacion de microgotas.

Las principales partes del microchip se encierran en los rectdngulos amarillos: 1. Filtros de entrada; 2. Geometria de flujo
cruzado, 3. Zona de separacion de microgotas, 4. Resistor hidrdulico. Las salidas 1 y 2 son terminales de los canales de
recoleccion y de desecho respectivamente.

Recordando que en la seccién anterior se especificd que las gotas son esféricas con un
diametro de 30 [um], el chip propuesto para la separacién de micro-gotas tiene una altura
de 30 [um], por lo que el canal principal del chip tendra una seccion cuadrada de 30 [um],
como se muestra en la figura 3.6. Los filtros de entrada del chip estan representados en la
figura 3.4 mostrada anteriormente. Como las gotas son generadas previamente por el chip
propuesto en la seccién 3.1.2 y a la salida de este son recolectadas para su posterior
separacion, la geometria de flujo cruzado en la figura 3.6, que se amplia en la figura 3.7,
permitira separar estas micro-gotas reinyectadas al chip por la entrada 1, usando un flujo
de aceite proveniente de la entrada 2. La relacién entre las velocidades de infusion de aceite

y de gotas fija la separacién promedio entre las gotas reinyectadas al chip.

2 Indalloy 19, Indium Corporation
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Como se muestra en el modelo propuesto de la figura 3.6, existen dos posibles
trayectorias que las gotas pueden tomar; una es el canal de recoleccion que termina en la
salida denotada como “salida 1”, y la otra es el canal de desecho que termina en la “salida
2”. En el canal de recoleccion transitan todas las gotas que son separadas debido a sus
caracteristicas fluorescentes y por el canal de desecho fluyen todas las gotas no deseadas

0 no seleccionadas.

Entrada 1 <+ Entrada 2

SHELLY

l

Microgotas

30[um]

Figura 3.7 Juntura T usada para separar las micro-gotas reinyectadas al microchip.

En la figura 3.8 se muestra el serpentin utilizado para incrementar la resistencia
hidraulica del canal de recoleccién del chip de la figura 3.6. Esta resistencia se coloca con
el propésito de que las micro-gotas fluyan sélo por el canal de desperdicio si es que no son
seleccionadas para su separacion. El calculo de la resistencia de este disefio se lleva a
cabo en el Anexo 2, en donde se resalta que la trayectoria que recorren las gotas
seleccionadas presenta casi 7 veces mas resistencia que la trayectoria de desperdicio, por

lo que el camino preferencial de las gotas sera el canal de desperdicio.

Figura 3.8 Resistor hidrdulico utilizado para
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En la figura 3.9 se hace un acercamiento al disefio propuesto para separar las micro-
gotas, en donde se aprecian las medidas de algunos canales incluyendo las medidas de
los electrodos.

Los electrodos con geometrias asimétricas entre ellos generan un campo eléctrico
no uniforme como se explica en la seccion 2.7.1, el cual es necesario para generar la fuerza
de dielectroforesis. Asi pues, la geometria de los electrodos propuesta, se baso6 en la
literatura en donde se ha reportado que este tipo de geometria es capaz de generar una
fuerza de dielectroforesis para separacion de micro-gotas en plataformas microfluidicas
[55]. Como las micro-gotas tendran un tamafio de 30 [um], éstas fluiran abarcando la parte
central del microcanal. Para corroborar que la mayor magnitud de campo eléctrico se
encuentre en la zona de bifurcacién, ya que es la regién en donde se debe desviar la micro-
gota cuando los electrodos se enciendan, se realizé una simulacién numérica en COMSOL

Multiphysics usando la porcién del chip mostrado en la figura 3.9, cuyo desarrollo se

muestran en el Anexo 3.

Electrodo —»
; ) Electrodo .
referencia Sefal Salida 1
AN
Q&
Q.
09\4

45[um]

/1

Salida 2

Figura 3.9 Porcidn de chip microfluidico para separacion de gotas.

Como resultado de las simulaciones, obtuvimos las lineas de campo eléctrico
formadas dentro del canal microfluidico en estado estacionario cuando una diferencia de
potencial de 10 [V] en corriente continua es aplicado entre los electrodos. En la simulacion
se us6 una velocidad del fluido de 150 [um/s] a la entrada de chip, que es la velocidad que

se deseara utilizar para hacer separacién de gotas a altas velocidades. En la figura 3.10,
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se muestra el campo eléctrico obtenido de la simulacion y se observa que las lineas de
campo (lineas rojas) sufren una curvatura dentro del canal debido a la geometria de los

electrodos, esto indica que el campo eléctrico es un campo no uniforme en esta regién.

Streamline: Electric field o
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II _.r'J g d ~
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Figura 3.10 Lineas de campo eléctrico en el chip.
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Figura 3.11 Magnitud del vector de campo eléctrico dentro del chip.

a) Magnitud del vector de campo eléctrico sobre el plano xy con barra de colores, la linea roja indica la trayectoria de una
particula y b) grdfica de la magnitud del vector del campo eléctrico de acuerdo a las posiciones marcadas en a).
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Para obtener la magnitud del vector del campo eléctrico mostrada en la figura 3.11
se tom6 como referencia la parte central del canal microfluidico en donde las micro-gotas
fluyen (linea roja). Se observa que esta norma es mayor justo en la zona de bifurcacion del
canal principal, que es la zona en donde se requiere para separar las gotas cuando los
electrodos son encendidos.

Por otra parte, las velocidades calculadas dentro del sistema se muestran en los

cortes transversales al canal en la figura 3.12, en donde las velocidades maximas ubicadas
en la parte central de los canales de recoleccion y de desperdicio son 8.3629x10‘5[%] y
1.4154x10‘4[?] respectivamente, por lo que la trayectoria de preferencia de la particula que
fluya por el chip sera seguir el camino de desperdicio.

Slice: Welocity magnitude (m/s)

2
2.52 ‘%I?%P?D-a
4
-- *
| 3

Canal de
| desperdicio

Canal de

%10° /

¥ ——nZ

%107

Figura 3.12. Magnitud de la velocidad dentro del chip.

Se muestran los cortes transversales de los canales de desperdicio y recoleccion en donde las velocidades mdximas son
141.54[%] y 83.629[%] respectivamente.

Haciendo uso de los resultados en estado estacionario de la simulacion, obtenemos
la trayectoria de una particula que fluye dentro del chip cuando los electrodos estan
prendidos (100[V]) y apagados (O[V]). En la figura 3.13 a, b y c se muestra la trayectoria de
la particula cuando los electrodos estan apagados, para los tiempos 0.1, 1.9 y 4 segundos

respectivamente. En la figura 3.13d se observa la trayectoria de la particula cuando los
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Figura 3.13 Trayectoria de una particula
Electrodos apagados en a) T=0.1s, b) T=1.9s y c) T=4s y electrodos prendidos en d) T=4s

electrodos estan polarizados para el tiempo de 6 segundos. La particula sigue dos

trayectorias diferentes debido a la presencia y ausencia de la fuerza DEP.

Es necesario resaltar que las magnitudes de voltaje, velocidad y campo eléctrico
son propias a la porcion del chip en estudio y las consideraciones especificas

correspondientes a éste.
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3.2 Fabricacién del microchip

3.2.1 Proceso de Fotolitografia

Dentro de las técnicas estdndares para la fabricacion de dispositivos MEMS es
recurrente transferir patrones por medio de fotolitografia a un sustrato. Esta técnica es

ilustrada en la figura 3.14 para un sustrato de silicio.

) [ s

Fotoresina

b) Si

11143011

e ¥ mem Mascara
c) Fotoresina
Si

Fotoresina

o =N

Figura 3.14 Proceso estdndar de fotolitografia

a) Preparacion de sustrato, b) Depdsito de fotoresina sobre sustrato, c) Exposicion de fotoresina con rayos UV y d) Revelado
y liberacion de estructuras.

Para la fabricacién del patrén utilizado para elaboracion de los chips, se utilizé la
técnica de fotolitografia. El proceso se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio de
Micro Sistemas Bio-MEMS y Lab on a Chip de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM) con el equipo Intelligent Micro Patterning’s SF-100
Maskless Photolithography System. Este sistema utiliza una tecnologia patentada llamada
Smart Filter, basada en el uso de un dispositivo de micro-espejos digitales (DMD por sus
siglas en inglés), el cual contiene un arreglo de micro-espejos de 1024x768, los cuales se
pueden controlar individualmente para generar una mascara digital sin la necesidad de
fabricar méscaras fisicas. Cuando la mascara de la imagen, que es previamente dibujada
en algun CAD, es enviada de la PC al sistema Smart Filter, este proyecta el patron sobre el

sustrato usando los DMD.

Como se menciond en las secciones 3.1.2 y 3.1.3, se quiere altura de 30[um] en

ambos chips. La resina fotosensible disponible y utilizada para la fabricaciéon de los chips
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fue la serie SU8 2015 de MicroChem, la cual es una resina negativa. Esto Gltimo quiere
decir que las zonas de la resina que sean irradiadas con una longitud de onda mayor de
350 [nm] fortaleceran los enlaces moleculares de la resina. El proceso de fabricacion
detallado se describe en el Anexo 4. En la figura 3.15 a) se muestra el patron de resina
SU82015 transferido a la oblea de silicio utilizada como sustrato, y en b) y ¢) se muestran

las fotos obtenidas con el equipo SF-100 en zonas especificas de la oblea de silicio.

Figura 3.15 Resultado de la fabricacidn por la técnica de fotolitografia

a) Estructuras en una oblea de silicio resultado de la fotolitografia, b) fotografia tomada con el equipo
SF-100 mostrando la zona de generacion de micro-gotas y c) fotografia del equipo SF-100 mostrando
la zona de separacion del chip en donde se muestran también los electrodos. La barra de escala mide
30[um].

71



3.2.2 Proceso de litografia suave

Posteriormente se utiliz6 la técnica de litografia suave para obtener réplicas del chip
microfluidico. Se decidi6 emplear el polimero PDMS, debido a que es un material inerte,
facil de moldear, aislante térmicamente y eléctricamente, permeable a gases y ademas su
transparencia optica favorecera el monitoreo de la fluorescencia emitida por las micro-

gotas. Este proceso se detalla detenidamente en el Anexo 7.

Para obtener las medidas de profundidad de los canales del dispositivo, se acudi6
al Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para el diagnostico y terapia
(LaNSBioDyT), ubicado en la Facultad de Ciencias de la UNAM, y se utilizé el perfilometro
KLA Tencor D-600. Se realizaron 5 mediciones en diferentes lugares de la estructura para
obtener un valor promedio de la profundidad de las diferentes trayectorias mostradas en la
figura 3.16. Las medidas se tomaron con dos fuerzas diferentes: la medicion 1 con una
fuerza de 2 mg y la medicién 2 con 5 mg. Las mediciones y el promedio de cada serie se

encuentran en la tabla 3.3.

2 ‘ 5 1
!

Figura 3.16 Trayectorias del perfilometro

Tabla 3.3 Mediciones de perfiles con fuerzas 2 mg (Medicion 1) y 5 mg (Medicion 2)

Medicién 1 Medicién 2

Perfil
[um] [um]

1 2595 34.44
2 22.88 34.04
3 24.04 34.71
4 25.03 34.88

5 2061 26.64

Promedio 23.70 32.94
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Se tomaron las mediciones con dos tipos de fuerza diferentes ya que cuando entra
en contacto la punta del perfildmetro con la muestra, el material PDMS, que es flexible, se
deformay la medicion no es confiable, entonces al tener una medicién en donde apenas se
roza la superficie (2 mg) y otra en donde se hace pleno contacto (5 mg), se puede asumir
gue la medida real debe estar entre esos dos valores. En la figura 3.17 se muestra el perfil
del canal usando ambas fuerzas. Asi la profundidad de los canales en el chip es de
28.32+4.62 [um].

pm
L 1 i L L 1 L 1 L 1 i 1 L 1 L 1 L 1
30 o

T —
o 7

20 3 b

( 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 mm

Figura 3.17 Comparacion de los perfiles tomados en el mismo sitio con fuerzas 2 mg (azul) y 5 mg (negro)

El chip microfluidico obtenido del proceso de litografia suave se muestra en la figura 3.18.

Figura 3.18 Dispositivo microfluidico usando litografia suave.
a) Regidn de separacion, b) Filtros, c) geometria de enfoque de flujo para generar gotas y d) geometria de flujo
cruzado para reinyectar micro-gotas.
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3.2.3 Fabricacion de micro-electrodos

Aprovechando la técnica de fotolitografia y la realizacion de réplicas usando
litografia suave, se construyen micro-canales especificos para ser rellenados con soldadura
y asi obtener trazas conductoras que servirdn como electrodos. La fabricacién de los micro-

electrodos se detalla en el Anexo 9.

Figura 3.19 Chip microfluidico final. Barra de escala de 45 [um]
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Capitulo 4 Disefio electronico

La integracion de los circuitos electronicos y los dispositivos Bio-MEMS incrementa
la versatilidad de los sistemas y expande las posibilidades de encontrar nuevas aplicaciones
e incluso mejorar procesos ya existentes. En el capitulo 3 se detall6 el disefio del chip
microfluidico para la separacién de micro-gotas fluorescentes, el cual utilizard un sistema
LIF para inducir fluorescencia en ellas y un par de electrodos para separarlas. Como parte
del sistema LIF, la fluorescencia emitida por las gotas es dirigida por un camino éptico
descrito en la tesis de maestria de Benjamin Vazquez [58] hasta un fotodiodo de avalancha
(APD-100, HINDS Instruments). Utilizaremos esta sefial de fluorescencia para decidir si se
activan o se desactivan los micro-electrodos dentro del microchip y asi separar o no separar
las gotas interrogadas. Esta decision se tomard comparando los valores de la sefial de
fluorescencia con un valor umbral, el cual es un valor que se coloca por arriba de las
intensidades del ruido del fondo y de valores de gotas fluorescentes con intensidades
menores a las de interés, de tal forma que solo las micro-gotas con una intensidad de
fluorescencia mayor a este se podran separar. En la seccidon 4.2 se detalla mas acerca de

este tema.

Como se ha mencionado antes, la polarizacion de los electrodos generara la fuerza
de dielectroforesis que separara a las micro-gotas, lo cual se logra mediante la aplicaciéon
de un alto voltaje a los electrodos. El tiempo en el que los electrodos permaneceran

polarizados dependeréa de la velocidad de la gota.

Con lo anterior, se identificaran dos partes principales dentro del circuito para este
sistema: el circuito para el acondicionamiento de la sefial de fluorescenciay el circuito para
el control de prendido de los electrodos. Ademas, el sistema electrénico debera ser capaz
de utilizarse para separar gotas a tasas de hasta 10 mil gotas por segundo. En la figura 4.1
se muestran las principales consideraciones de disefio principales para la construccion del

circuito.
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Circuito de Acondicionamiento

Amplificar senales de fluorescencia de diferentes valores
de voltajes de entre 10 [mV]y 500 [mV] provenientes del

Circuito de Control

Modificacion del umbral de deteccion de micro-gotas y
del tiempo de encendido de los micro-electrodos al inicio

fotodiodo de avalancha. de cada experimento.

Conectar la salida de esta etapa conectarla a el circuito de
control.

Polarizar los electrodos con un alto voltaje proveniente
de un amplificador de alto voltaje.

Separar como maximo 10 000 gotas por segundo.

Figura 4.1. Consideraciones de disefio electronico

A continuacidon se describird el disefo del circuito electrénico involucrado en el
funcionamiento del sistema, asi como el desarrollo de las consideraciones de disefio
electrénico de la figura 4.1.

4.1 Acondicionamiento de la sefial de fluorescencia

La mayoria de los sensores y actuadores necesitan de acondicionamiento de
sefales a la entrada o salida de los mismos. Dentro del acondicionamiento de estas sefales
se encuentran procesos de amplificacion, atenuacién, filtrado, aislamiento, compensacion,
etc.

Como parte del arreglo del sistema LIF, para captar la fluorescencia emitida por las
micro-gotas, se utiliza un fotodiodo de avalancha que pre-amplifica y transduce la corriente
provocada por la incidencia de fotones y la multiplicacion de los portadores de carga en el
semiconductor, a una sefial de voltaje. Esta sefial de voltaje suele ser pequefia (del orden
de las decenas o centenas de milivolts) debido a las bajas intensidades de fluorescencia

emitidas por las micro-gotas.

Para el acondicionamiento de esta sefial, se incluyen una etapa de filtrado,
amplificacién, compensacion por offset y acoplamiento de impedancias como se muestra
en lafigura 4.1.
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Figura 4.2 Etapas del circuito de acondicionamiento

4.1.1 Filtrado de la sefial

La sefial de interés serd la sefial obtenida a la salida del fotodetector de avalancha,
el cual es parte del sistema LIF. Este amplifica la sefial 8.5 veces y tiene un ancho de banda
de 450 [kHz] que abarca desde 0 [kHz] a 450 [KHz]. Como se menciond, el circuito debera
ser capaz de utilizarse para separar hasta 10 mil gotas por segundo, sin embargo, también
debera ser capaz de separar alrededor de las centenas de gotas ya que a veces se
presentan dificultades con la mecéanica de fluidos del chip microfluidico y no se logra

alcanzar a separar 10 mil gotas por segundo.

Entonces el paso de las gotas sobre el punto focal del laser no siempre serd a una
velocidad y frecuencia constantes, por lo que se espera separar entre 1 hasta 10 mil gotas
en un segundo. Asi, la frecuencia de la sefial de fluorescencia podria variar entre 1 [Hz]
hasta los 10 [kHz].

En el laboratorio en donde se llevaron a cabo los experimentos con las micro-gotas
en ocasiones presentaba un ruido en la toma eléctrica que variaba entre los 500 [kHz] y 1
[MHz]. Ademas, se trabaja en un cuarto oscuro para ocupar el sistema LIF y asi aminorar
la influencia de fuentes de luz externas en las mediciones de fluorescencia. A pesar de esto,
para poder manipular el arreglo experimental, se utiliza un foco rojo que en ocasiones es
detectado por el fotodiodo de avalancha, aumentando la componente de DC de la sefial de

fluorescencia en alrededor de 25 [mV].

Para que la sefial a la salida de los filtros no sea atenuada, la amplificacién de estos
filtros tendra que ser de 1x. Ya que se desea obtener la mayor informacién de la sefal del
fluorescencia para detectar las bacterias que miden entre 1 y 3 [um] usaremos filtros de

segundo orden que tienen una pendiente de 40 [dB] por década.

Por lo anterior, se hizo la implementacion de un filtro Butterworth paso altas de
segundo orden a una frecuencia de corte de 0.5 [Hz] para quitar la componente de DC y un
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filtro Butterworth paso bajas de segundo orden a una frecuencia de corte de 60 [KHz] para
conservar las componentes de mayor frecuencia de la sefial de interés y quitar el ruido
electromagnético de las frecuencias altas que no son de incumbencia en este sistema. El

calculo detallado de estos filtros, se describe en el Anexo 10.

El filtro paso altas tiene una pendiente de 40dB por década y su funcion de

transferencia se representa de forma general en la ecuacién 4.1.
Vz Ks

T = — =
) 41 52+(W°/Q)s+w02

o (41)

Ya que los valores de K, Q y w, son conocidos, la funciéon de transferencia para el

filtro paso altas sera:

T(s) = 2 _ s* 4.2
8 =Y, T 52+ 14.21338s + 101.01 - (4:2)

La respuesta en frecuencia de la ecuacion 4.2 se da en la figura 4.3.

Bode Diagram

Magnitude (dB)
\
\

o

Phase (deqg)

10° 10! 102 10°
Frequency (rad/s)

Figura 4.3 Diagrama de Bode de la funcion de transferencia tedrica del filtro paso altas.
Para el filtro paso bajas, la funcién de transferencia esta dada de forma general por

la ecuacion 4.3
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T(s) === -~ (43)

Conocemos los valores de K, Q y wy, por lo que sustituyendo en la ecuacion 4.3, la

funcion de transferencia para el filtro paso bajas sera:

V, 1.421223034x10!
Vi s2+533145.9384s + 1.421223034x1011"

T(s) = . (4.4)

La respuesta en frecuencia del filtro paso bajas se muestra en la figura 4.4.

Bode Diagram

Magnitude (dB)
/

Phase (deg)

Frequency (rad/s)

Figura 4.4 Diagrama de Bode de la funcion de transferencia tedrica del filtro paso bajas

Para alimentar el circuito, haremos uso de reguladores de voltaje a + 5 [V]. El
amplificador TLO8x puede alimentarse con un voltaje de entrada de + 5 [V] hasta + 15 [V]
y tiene un ancho de banda de ganancia unitaria (Unity-gain Bandwidth) de 3 [MHz]. Ademas,
si consideramos que la sefial de salida del filtro podria tener como maximo un valor de 3.3
[Vpp], el cual sera un voltaje maximo de disefio para la entrada para el circuito de control,
podemos calcular el tiempo de subida que necesitar4 el amplificador (slew rate) de la

siguiente forma:
Sy = 2T[fmaxvp

Donde fqx €S la frecuencia maxima de trabajo y V, es el voltaje maximo de salida

del amplificador. Entonces, el S, seré:
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S, = 2n(10[kHz])(3.3[V]) = 0.2073 [%]

El amplificador TLO8x tiene un S, de 13 [ﬁ], el cual es mayor del calculado, por lo

gue este amplificador serd utilizado para implementar estos filtros de segundo orden de

ganancia unitaria.

La figura 4.5 es una imagen demostrativa de las sefiales de entrada a la etapa de
filtrado (color azul) y de salida (haranja) para un experimento en el cual se observan pasar

44 gotas con una concentracion de fluoresceina de 10 [uM].
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Figura 4.5 sefiales de entrada a la etapa de filtrado (color azul) y de salida (haranja) para una concentracion de
fluoresceina de 10 [uM].

4.1.2 Etapa de amplificacion

El equipo de trabajo del laboratorio de Biofisicoquimica del Departamento de
Fisicoquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM ha trabajado con concentraciones de
Bromuro de Etidio de 40 [uM] para la deteccion de bacterias muertas, lo que produce
magnitudes de fluorescencia de aproximadamente 70 [mV] a la salida del fotodetector de
avalancha. Con esta referencia, para poder alcanzar una amplitud de 3.3 [V] y asi ampliar
el rango dinamico de voltaje de la sefial de salida, se requiere de una amplificacion de 47
veces. Sin embargo, como se habia mencionado antes, la amplitud de la sefial adquirida
no siempre es la misma debido a factores humanos y técnicos, por lo que se requiere ajustar

la amplificacion del sistema cada vez que se realice un experimento.
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Para amplificar la sefal usaremos un amplificador operacional en su configuracion
inversora (ver Anexol2) para tener un control sobre la ganancia directamente proporcional
a la resistencia de retroalimentacion Rp:

V2 Rg
Vi Rg
asi, modificando el valor de la resistencia colocada en la retroalimentacion del amplificador

(R,), podremos amplificar la sefial de fluorescencia.

Como se menciond en la seccién anterior, el S, del TLO8x es suficiente para tratar
la sefial en cuestion. Este tiene un ancho de banda de ganancia unitaria (Unity-gain
Bandwidth) de 3 [MHZz] por lo que para una sefial con una frecuencia maxima de 10 [kHz]

la ganancia méaxima que podremos utilizar seré:

Ancho de banda de ganancia unitaria _ 3[MHZz]

= 300

G iadel do = = =
anancia ge tazo cerraco Frecuencia maxima de la senal 10[kHz]

Entonces la ganancia maxima que podremos utilizar en esta etapa sera de 300, por
lo que, en esta etapa usaremos un amplificador operacional TL084 en su configuracion
inversora para amplificar la sefial proveniente de la etapa de filtrado. La amplificacion de
esta etapa determinara la amplificacion total del circuito de acondicionamiento ya que la

etapa de filtrado tiene una ganancia unitaria.

4.1.3 Compensacion por offset

Para colocar la referencia de la sefial en un nivel diferente que tierra, es necesario
implementar una etapa en donde se sume una sefal de DC a la sefial de salida de la etapa
de amplificacion y asi, preparar la sefial en un nivel adecuado dentro de O[V] y 3.3[V] para
su posterior digitalizaciéon. Para lo anterior usaremos un amplificador operacional en una
configuracién sumador inversor, y en conjunto con la etapa de amplificacion inversor de la
seccion anterior, obtendremos una sefial sin invertir a la salida de la etapa de

acondicionamiento.

4.1.4 Acoplamiento de impedancias

Como parte final del acondicionamiento de la sefial, colocaremos una etapa de
acoplamiento de impedancias para evitar la caida de tension en la sefial cuando esta sea
conectada al conversor ADC. Usando un amplificador operacional en su configuracion

seguidor de voltaje podemos acoplar estas impedancias.
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4.2.5 Resultado de la etapa de acondicionamiento

Para evaluar el funcionamiento de la etapa de acondicionamiento de la sefial, descrita

anteriormente en la figura 4.1, se utiliza una sefal de prueba con una amplitud de

20 [mV,_,], a una frecuencia de 1[KHz]. La prueba se realizé para 3 diferentes valores de

resistencia Ry y se obtuvo el factor de amplificacion y el logaritmo base diez del factor de

ruido F que es el factor sefial a ruido de la salida del circuito entre la relacion sefial a ruido

a la entrada del mismo (Anexo 13).

Tabla 4.1 Amplificacion de salida del amplificador

Resistencia Voltaje p-p Amplificacién
Ry [KQ] V] Salida x 10log(F)
4.7 0.124 6.2 5.993322467
10 0.2551 12.755 5.697449865
330 8.1053 405.265 4.138491852
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4.2 Circuito de control

Para activar y desactivar los micro-electrodos para separar las gotas fluorescentes,
es necesario colocar un circuito que nos ayude a diferenciar los niveles de intensidad de la
sefial de fluorescencia. Como se menciond, cada vez que haya fluorescencia en las micro-
gotas, es decir, cuando las bacterias dentro de la gota estén muertas, necesitaremos activar
los micro-electrodos y asi separar la gota por el camino de recoleccion del chip. Para tomar
esta decision, se comparara el valor de la sefial de fluorescencia con un valor umbral. Este
valor umbral se coloca por arriba de las intensidades del ruido del fondo y de valores de
gotas fluorescentes con intensidades menores a las de interés, de tal forma que solo las
micro-gotas con una intensidad de fluorescencia mayor a éste se podran separar. Ademas,
este valor umbral se podra modificar en cada experimento, ya que las gotas de interés no
siempre tendran la misma intensidad de fluorescencia porque existen variaciones de un
experimento a otro, como pueden ser pequefios cambios en el enfoque del laser del sistema
LIF, el movimiento de los componentes 6pticos, etc. La sefial de fluorescencia a la entrada
del circuito de control, sera la sefial de salida de la etapa de acondicionamiento. Esta sefial
se digitalizara para poder modificar el valor de umbral por software, lo que facilita el montaje
del experimento, y asi se obtendra una sefal de disparo que servird para multiplexar la

sefal en los micro-electrodos, esto es, multiplexar entre tierra y la sefial de polarizacién.

Lo anterior supone un sistema de control de lazo abierto como se muestra en la figura 4.7.

Sefial e Controlador
Acondicionada (DSP)

Salida

Generador de
Funciones

Amplificador
de alto voltaje

Multiplexor Micro-electrodos

Tierra

Figura 4.6 Diagrama de control lazo abierto

Como se ha mencionado, la frecuencia maxima que nos interesa implementar a futuro de
la sefial de fluorescencia a la salida del circuito de acondicionamiento sera de 10 [kHz] con

un valor maximo posible de 3.3 [V].
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4.2.1 Digitalizacién de la sefial

A pesar de que el registro de las sefiales de fluorescencia de las distintas pruebas
se llevan a cabo con el mismo arreglo experimental, los niveles de intensidad y la frecuencia
de esta sefial no siempre son los mismos, ya que existen multiples factores que alteran
dichas variables. Por ejemplo, cuando se mueve o se cambia el chip o los objetivos del
microscopio con los que se trabaja, la intensidad de fluorescencia es modificada. También
cuando es modificada la razén del flujo a la que se introducen los fluidos al microchip o
cuando las salidas del chip son saturadas por los fluidos a medida que son usados, la
velocidad de las gotas cambia ocasionando un cambio en la frecuencia de la sefal de
fluorescencia. Estos dos parametros son de suma importancia pues son parametros

necesarios para definir el control del sistema.

La magnitud de la sefial nos indicard la intensidad de fluorescencia presente en la
gota, con lo cual discriminaremos si es de interés separar la micro-gota o no. En nuestro
caso, la sefial de encendido de los electrodos dependera de si la sefial de fluorescencia es
mayor que determinado umbral, por lo que se efectuara una continua comparacion del valor

actual con el valor del umbral fijado.

La frecuencia de la sefal esta relacionada con la velocidad de las gotas, entre mayor
sea su velocidad, mayor sera la frecuencia. Esta velocidad determinara el tiempo de
encendido de los electrodos. Si se mantienen encendidos los electrodos por mucho tiempo,
se separaran multiples gotas con un solo disparo, lo cual es indeseable. El correcto
funcionamiento es separar una gota cada vez que los electrodos se polaricen. Para lograrlo,
con ayuda de una cadmara rapida, medimos el tiempo que tarda en pasar una gota del punto

a al punto b mostrados en la figura 4.8, cada vez que se realice un experimento.

Figura 4.7 Tiempo de encendido de electrodos.
El tiempo de encendido de los electrodos serd el tiempo que tarde la gota en pasar del punto a al punto b. Barra de
escala de 45[um]
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Tanto el umbral de decision como el tiempo de encendido de los electrodos seran
valores que tendran que ser especificados antes de que el circuito de control comience su
funcionamiento, ya que al ser un control de lazo abierto, una vez comenzado el sistema,
este no cuenta con una retroalimentacion para modificar dichos parametros. Ademas, en la
busqueda de una futura implementacion de esta plataforma dentro de un lab on a chip, con
mddulos de andlisis como la espectroscopia de impedancia electroquimica, la cual requiere
de operaciones de multiplicacion y convolucion de sefiales, junto con la posibilidad de
implementar un control de lazo cerrado, entonces, es requisito emplear un sistema de

procesamiento.

La sefal de fluorescencia a la salida del foto detector la podemos simplificar como
un nivel alto cuando una micro-gota fluorescente pasa sobre el laser, y por lo tanto emite
fluorescencia, y un nivel bajo que significa que no hay ninguna gota fluorescente que pase
por encima del laser. El haz del laser es enfocado dentro del micro-canal, en donde tiene
un didmetro aproximado de entre 5y 10 [um]. Por esto, para que la sefial de fluorescencia
de dos micro-gotas no se encimen, la distancia minima entre las micro-gotas dentro del
canal cuando pasen por la region en donde el laser estd enfocado, debera de ser de 10
[um] como se muestra en el la figura 4.8 a). Si requerimos separar 10 000 gotas en un
segundo, significa que todas las gotas seran fluorescentes, y que todas deberan estar
separadas la misma distancia. Por eso la velocidad de las gotas v, sera de:

40 10000
Vgota = ( [U"ll][)s(] ) = 0-4[ﬂ]

S

Si el laser tiene un diametro aproximado de 10 [um], entonces podemos simplificar la sefial
de fluorescencia como se muestra en la figura 4.8 b). El periodo de la sefial entonces sera
de 100 [ps]. Como el tiempo que permanece la sefal en su estado mas alto es de 25 [us],

se necesita muestrear un minimo de:

1
muestreo = ——— = 40 000 mps

25[ps]

Por lo anterior utilizamos un muestreo de 40 000 muestras por segundo, lo cual nos
permitira detectar si se presenta un nivel alto en la sefial de fluorescencia que sea por arriba

del umbral de deteccion.
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Figura 4.8 a) llustracion de micro-gotas moviéndose a través del micro-canal con el Idser enfocado. b) sefial resultante de
la ilustracion a). c) Movimiento de las gotas en donde se muestran las cuatro partes de la sefial en b).

En la tabla 4.2 comparamos 3 posibles opciones para ocupar como controlador, de
las cuales la Raspberry Pi 3B y el C2000 Piccolo LaunchPad son las opciones que mas
satisfacen los requerimientos. Para trabajar en un control en tiempo real, se propuso utilizar
el DSP C2000 Piccolo LaunchPad debido a la resolucion del convertidor analégico con el
gue cuenta (resolucién de 0.8 [mV]) y por su bajo precio, ademas de que se tiene interés
de trabajar con un DSP dentro del laboratorio y poder integrar otras capacidades en un

futuro.
Tabla 4.2 Tabla comparativa de las posibles opciones a usar.
Microcontrolador | Procesamiento de Bits Frecuencia Lenguaje de Disponibilidad | Precio
/Kit Sefiales Convertidor de Reloj Programacion de Accesorios | (USD)
(Convolucién) Analégico Principal
Raspberry Pi 3B Si - 125MHz | Phyton, C, C++ MUCHA | 45.57
Pic 18F4550 No 10 48MHz | Ensamblador, REGULAR 10
C
C2000 Piccolo Si 12 60MHz | Ensamblador, REGULAR | 17.05
LaunchPad C

86




El DSP fue programado dentro del IDE Code Composer Studio v7, cuyo programa
se muestra en el Anexo 13. Dentro del algoritmo para elaborar el programa, se incluye un
registro que servird para contar el nimero de veces que los micro-electrodos son
encendidos, y que junto con la ayuda de una camara rapida, nos ayudara a verificar la

eficacia del sistema.

4.2.2 Sefial de polarizacién en los micro-electrodos

Para polarizar los electrodos usaremos el amplificador TREK PZD350A de alto
voltaje que nos ayudara a amplificar la sefial proveniente de un multiplexor. Este multiplexor
estard controlado por la sefial proveniente del DSP. Se hara el multiplexeo entre la sefial
proveniente de un generador de sefales y tierra como se muestra en la figura 4.6. Mientras
la sefial de control sea un nivel bajo (0 [V]), ambos electrodos estaran conectados a tierra,
por lo que no se producira ninglin campo eléctrico entre ellos. Cuando el DSP manda una
salida alta (3.3 [V]), los electrodos son polarizados con la sefial amplificada proveniente del
generador de sefiales, y asi la formacién de un campo no uniforme en el chip provocara la
presencia de la fuerza DEP sobre las micro-gotas para modificar su trayectoria y asi
separarlas. El tiempo que dure en alto la sefial de salida del DSP, sera el tiempo que duren

los electrodos encendidos.

Como el DSP estaré trabajando bajo un muestreo de 40 000 muestras por segundo,
el intervalo entre cada muestra sera de 25 [us], por lo que el multiplexor debera ser capaz
de multiplexar las sefiales en tiempos menores que este. El multiplexor HEF4051B tiene
tiempos de retraso de propagacion de la sefal de activacion de un estado alto a uno bajo
de 30 [ns] y de retraso para la propagacion del estado bajo al estado alto de 30 [ns], por lo
que el tiempo total de retraso es de 60 [ns] para multiplexar la sefial de polarzacion de los
electrodos. Este tiempo es casi 417 veces menor que el tiempo entre los intervalos de

muestreo, por lo que utilizaremos este multiplexor.

Para polarizar los electrodos, usaremos una sefial senusoidal con una frecuencia de
80 [kHz] con una amplitud de 800 [Vpp], los cuales fueron parametros de prueba obtenidos
experimentalmente. El generador de sefiales sera el que proveera una sefial sinusoidal con
una frecuencia de 80[kHz] y una amplitud de 8 [Vpp] al amplificador de alto voltaje, el cual
tendrd una amplificacion de 100x. Ademas el amplificador necesita un tiempo de subida (S,)

minimo de:
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S, = 2m(80[kHz])(800[V]) = 402.12 [%]

Dado que este amplificador TREK PZD350A es un amplificador no inversor, maneja
ganancias de hasta 150 y tiene un tiempo de subida (S,) de 500 [%], sera utilizado para

polarizar los micro-electrodos.

4.2 .3 Resultado del circuito de control.

Para probar el circuito de control, utilizamos el generador de funciones simulando la
sefal de fluorescencia con una amplitud de 200 [ml,_,] y una frecuencia de 1 [KHz] a la
entrada del circuito de acondicionamiento, el cual amplificara 12. El ciclo de trabajo de la
sefal es del 25%, es decir, la sefal de entrada permanece en estado alto por 200 [us], ya
gue se simula que las gotas van separadas una de otra un tiempo de 800 [us]. En la figura
4.9 se muestra la sefial de entrada al circuito de acondicionamiento (amarillo) y a la salida

del mismo (azul).

El umbral para tomar la decision de polarizar los electrodos, se fij6 en un voltaje de
1.5 [V] y el tiempo de encendido de los electrodos se coloc6 en 225 [us] para que fuera
mayor que el tiempo en el que la sefal de fluorescencia permanece por arriba de 1.5 [V].
En la figura 4.10, se observa la sefial de fluorescencia a la entrada del circuito de
acondicionamiento (amarillo) y la sefial de polarizacién que reciben los micro-electrodos

(azul).
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Figura 4.9 Sefial de entrada (amarilla) y sefial de disparo de los electrodos (azul)
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Figura 4.10 Sefial de entrada (amarilla) y sefial de polarizacion de los electrodos (azul)

4.3 Construccion del circuito

El circuito esquematico se elabord en Proteus 7 y se muestra en el Anexo 16. En la
figura 4.11 se muestra el circuito final en placa fendlica en donde se sefiala la resistencia
utilizada para cambiar la amplificacion de la sefial del fotodetector en la etapa de
acondicionamiento.
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Figura 4.11 Circuito final en placa fendlica
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Capitulo 5 Arreglo experimental y analisis de resultados

Como prueba de concepto inmediata, se utilizaron micro-gotas con fluoresceina.
Estas pruebas serviran para caracterizar el sistema y asi utilizarlo en pruebas futuras para
separar gotas de Bromuro de Etidio y bacterias E. coli. La conveniencia de utilizar
fluoresceina es que no es una sustancia toxica y que las condiciones del laboratorio
utilizado para la experimentacién del sistema estdn adaptadas para el trabajo con este
fluoroforo. Las muestras empleadas, asi como el equipo 6ptico utilizado para las mediciones
de fluorescencia fueron provistos por el Laboratorio de Biofisicoquimica del Departamento

de Fisicoquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM.

5.1 Arreglo experimental

Para poder capturar la intensidad de fluorescencia despedida de las micro-gotas,
empleamos el sistema Optico mostrado en la figura 5.1, que fue implementado en el trabajo

de tesis de maestria de Benjamin Vazquez [58].

lluminacién LED y
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Figura 5.1 Diagrama general del sistema dptico utilizado [58]
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Como se observa, existe un camino Optico trazado por los espejos Yy filtros Gpticos,
por el cual es direccionado un laser que tiene una longitud de onda A = 488 [nm] (Coherent,
Shapphire), ademas de recolectar y concentrar la fluorescencia en el fotodiodo de
avalancha (Hinds Instruments, APD-100). ElI microchip es colocado en la platina del
microscopio marca Leica y es conectado mediante tuberias (PTFE # 30 AWG) a bombas
de jeringa marca Syringe Pump, usando jeringas de 1 [mL] marca DB plastipak. El
experimento es monitorizado con una camara rapida (Phantom, Micro M110) conectada a

un equipo de computo por medio del software PCC 2.2.

Los micro-electrodos son conectados a la salida del amplificador de potencia (TREK,
PZD350A), el cual recibe la sefial determinada por el circuito de control. La ganancia del
amplificador es de 100x de tal manera que la sefial sinusoidal que polariza a los electrodos
es una sefial sinusoidal de 800 [Vpp] a una frecuencia de 80[KHz]. Esta sefial es obtenida

de un generador de funciones (Agilent, 33220A).

Para el registro de las sefales, fue empleado un sistema de adquisicion de datos NI
USB-6351 (National Instruments) que cuenta con un ADC de 16 bits y una velocidad de
muestreo de 1 [MS/s] cuando esta configurada en multicanal. Las sefiales monitorizadas
fueron la sefial de salida del fotodetector, la sefial a la salida del circuito de
acondicionamiento y las sefiales de encendido y de polarizacion de los micro-electrodos y
fueron guardadas empleando MATLAB (Anexo 17). Ademas, fue conectado un osciloscopio

Tektronik TDS2012C para monitorizar y corroborar las multiples sefiales medidas.

El esquema de conexién entre los dispositivos anteriormente descritos se muestra

en la figura 5.2.
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Figura 5.2. Diagrama de coneccion del arreglo experimental.

En las figuras 5.3 a y b se muestra el arreglo experimental usado para realizar los

experimentos descritos en la siguiente seccion.
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Figura 5.3 Fotografia del arreglo experimental.

1. Bombas de jeringa 2.Diodo laser 3.Tarjeta de adquisicion 4.Cdmara rapida 5.Microscopio de fluorescencia 6.Chip
microfluidico 7.0Osciloscopio 8.Generador de funciones 9.Fuente de voltaje 10.Equipo de coémputo 11.Amplificador de
potencia 12.DSP 13.Circuito en placa fendlica 14.Fotodiodo de avalancha
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5.2 Metodologia experimental

Como primera prueba, las micro-gotas fueron generadas y separadas en el mismo
chip, para determinar la capacidad maxima de separacién. Esto también nos permitio
registrar las diferentes intensidades de fluorescencia, correspondientes a distintas
concentraciones de fluoréforo, y asi tener un experimento de control que nos ayudara a
separar gotas de diferentes concentraciones. Acto seguido, formamos dos poblaciones de
gotas con dos concentraciones diferentes de fluoresceina en el chip especifico de
generacion de micro-gotas y, reinyectdndolas posteriormente en el chip de separacion,
separamos las gotas con mayor intensidad de fluorescencia. Por Gltimo, de la misma forma,
generamos gotas de fluoresceina y gotas con colorante vegetal color azul, y separaremos

las gotas que fluorecian del resto de la poblacion.

Para cada uno de estos experimentos, fue necesario determinar el tiempo en que
tarda la gota en recorrer la porcion del chip descrita en la seccion 4.2.1. Esto se hace
analizando un video tomado con la cdmara rapida justo en el momento en el que se quiera

comenzar a separar las micro—gotas.

Todas las concentraciones de fluoresceina fueron diluidas en el buffer TRIS a 300
[mM] con un pH de 8 y el aceite empleado para generar las gotas es aceite fluorinado F-
7500 (2-(Trifluoromethyl)-3-ethoxydodecafluorohexane) con surfactante EZK060 crudo al
1.8%. Para generar las gotas con colorante azul, se disolvié colorante vegetal de la marca

Mccormick en agua desionizada a una razon de masa de 20 a 1.
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5.3 Resultados de las pruebas

5.3.1 Pruebas con diferentes concentraciones de fluoresceina

Comenzamos por realizar experimentos de control, de los cuales pudimos
establecer relaciones entre el nivel del voltaje de la seial de fluorescencia y la
concentracion de fluoresceina presente en la gota, asi como de la potencia del laser y la

magnitud de voltaje de la sefial de fluorescencia.

El factor de amplificacién del circuito, propuesto en la seccion 4.1, es de 4.7x para
las 5 concentraciones mostradas a continuacion y se usé el objetivo de 40x del microscopio

Leica y una potencia del diodo laser de 10 [mW] para obtener la intensidad de fluorescencia

L, . . . . . ., L e
maxima. Los fluidos se sometieron a una velocidad de infusién de 5 [%] para la fluoresceina

L . . s ler .. .
y de 110 [%] para el aceite fluorinado. Por dltimo, las mediciones se realizaron cuando el

sistema habia alcanzado una estabilidad en la generacion de las micro-gotas, es decir, la

frecuencia de la sefal a la salida del fotodiodo era constante.

Usando el mismo chip para generar y separar las gotas, se realizaron 3 pruebas de
cada concentracién molar. En las figuras 5.4, 5.5, 5.6, 5.7 y 5.8 se muestran las sefales de
fluorescencia a la entrada del circuito de acondicionamiento (azules) y a la salida del circuito
de acondicionamiento (naranja) de las pruebas mas representativas. Ademas, se muestra
la transformada rapida de Fourier de la sefial de salida del circuito, en donde observamos

la frecuencia de la sefial.
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Figura 5.4 Sefial de fluorescencia y espectro en frecuencias de la misma para una concentracion de 1[uM]
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Senal de flourescencia para 5[uM]
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Figura 5.5 Sefial de fluorescencia y espectro en frecuencias de la misma para una concentracion de 5[uM]



Senal de flourescencia para 10[uM]
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Figura 5.6 Sefial de fluorescencia y espectro en frecuencias de la misma para una concentracion de 10[uM]
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En la tabla 5.1 encontramos la informacion obtenida de las tres mediciones de cada

concentracion de fluoresceina. La columna de concentracion se refiere a la concentracion

molar de fluoresceina dentro de las micro-gotas, el Voltaje2,_p €s el voltaje pico a pico

promedio medido a la salida del circuito de acondicionamiento, la columna de frecuencia es

la frecuencia promedio de la sefial obtenida con la transformada rapida de Fourier de la

sefal y el nimero de picos es el nimero promedio de veces que se presenta un nhivel alto

por arriba del umbral especificado en la sefial de fluorescencia en un segundo.

Tabla 5.1 Valores promedio para las diferentes concentraciones de fluoresceina.

Concentracion [uM] | Voltajep_p [V] |Frecuencia [Hz] [Numero de picos
1.00 0.15 48.33 47.67
5.00 0.61 46.33 49.33
10.00 1.29 41.00 39.33
15.00 1.70 56.66 55.67
20.00 2.09 85.00 84.67

La grafica que representa la variacion de la intensidad de voltaje de la sefial con

respecto a la concentracion molar de fluoresceina, es mostrada en la figura 5.9, en donde

también se representa la gréfica del modelo lineal correspondiente, asi como las barras de

desviacién estandar correspondiente a cada punto.

2.0+

1.5+

1.0

Voltaje pico-pico (V)

\ = Voltaje pico-pico\

0.10327x+0.11305

5 10

15

Concentraci n Molar (uM)

Figura 5.9 Valores de voltaje medidos diferentes concentraciones molares con su respectivo modelo lineal y barras de
desviacion estdndar.
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Adicionalmente en las figuras 5.10 y 5.11 es mostrada la sefial de disparo (naranja)
para la polarizacion de los electrodos cuando la sefal del fotodiodo (azul) tiene un valor
mayor que el umbral fijado. El tiempo de encendido de los electrodos es el mismo para las
5 diferentes concentraciones molares, el cual tiene una duracion de 7 [ms].

- Senal de disparo para 15[uM]
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Figura 5.10 Sefial de polarizacién (naranja) y sefial del fotodetector (azul) para una concentracién de 15[uM]
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- Senal de disparo para 20[uM]
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Figura 5.11 Sefial de polarizacion (naranja) y sefial del fotodetector (azul) para una concentracion de 20[uM]

En la figura 5.12 se muestran fotos de la zona de separacion del chip cuando éste
esta en funcionamiento. El punto blanco observado en la imagen es el punto focal del laser.
Como en este caso las micro-gotas eran generadas en el mismo chip de separacion, todas
ellas tenian el mismo nivel de fluorescencia cuando el sistema estaba en funcionamiento,
por lo que tedricamente todas las gotas eran separadas, y la frecuencia de la sefial de

fluorescencia es la misma que el nUmero de veces que los electrodos son polarizados. En
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la figura 5.12 c), se nota que hay una gota alargada fluyendo por el canal de recoleccion.
Esta gota se forma porque ocurre electrocoalescencia entre una o mas gotas, al fluir muy
cerca una de la otra, cuando el campo de dielectroforesis esta presente, aunado a que la
saturacion del canal de recoleccion aumenta la resistencia hidraulica de ese canal. Esta
saturacion es originada porque muchas micro-gotas son desviadas por la fuerza DEP en el
canal de separacion. Estas pruebas fueron realizadas con intervalos de duracion de 1 [s]y
el mismo comportamiento fue observado para las cinco concentraciones molares hasta

ahora expuestas.

Figura 5.12 Separacion de micro-gotas.

a) Electrodos sin polarizar, b) separacion de micro-gotas, c) electrocoalescencia de gotas en el canal de separacion y d)
final de separacion. Barra de escala de 45 [um]

Usando los videos grabados en la camara rapida se cuenta el nUimero de gotas
separadas y dicha cuenta se compara con el registro del DSP que sefiala el nimero de
veces que los electrodos son polarizados (lo que suponia el nUmero teérico de gotas
separadas). Con esto, obtenemos las grafica de error (figura 5.13), en donde el eje de
frecuencia indica la frecuencia de la sefial de fluorescencia (nUmero de gotas detectadas

por segundo) y el eje de las ordenadas es el porcentaje de error de experimento, esto es
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cuantas gotas no fueron separadas del total de las veces que los electrodos fueron

polarizados.
— Error
30 4
25
20
& 154
e
o] -
E
W 04
54
0 -
— 7
30 40 50 60 70 80 90

Frecuencia (Hz)

Figura 5.13 Grdfica de error contra la frecuencia a la que se separan las gotas con sus respectivas barras de desviacion

estdndar.

Este error tan grande se debe a la saturacion de gotas del canal de separacion y a

la coalescencia de las mismas, incrementando la resistencia hidraulica del canal, y

provocando que las micro-gotas fluyeran por el canal de desperdicio.

Con la corroboracién visual, también podemos representar el nimero de gotas que

coalecen por segundo respecto a la frecuencia de la sefial de fluorescencia como se

muestra en la figura 5.14.
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—— Gotas coalescidas
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Figura 5.14 Grdfica de gotas coalescidas respecto a la frecuencia con la que son separadas con sus respectivas barras de
desviacion estdndar

También se realizaron pruebas con una baja concentracion de fluoresceina en las
cuales se vari6 la potencia del laser. Se hicieron tres pruebas para cada intensidad de
potencia del laser. Esto se hizo para identificar el limite de deteccién del sistema. En este
caso, incrementamos la amplificaciéon de la etapa de acondicionamiento a 405 veces, el
cual fue el valor maximo caracterizado en la seccion 4.2.5. La concentracion utilizada fue
de 50 [nM] y las demas condiciones del experimento fueron las mismas que las descritas
previamente, solo que esta vez, la potencia del laser fue variada desde 4 [mW] hasta 10
[mMW] con un incremento de 1 [mW] a la vez. Las figuras 5.15 y 5.16 muestran las sefiales
de fluorescencia a la salida del fotodiodo (azules) y a la salida del circuito de
acondicionamiento (naranjas), asi como el espectro en frecuencias de la sefial amplificada
para una potencia de 4 [mW] y 10[mW] respectivamente. En la figura 5.17 se gréfica la

variacion del voltaje respecto a la potencia del diodo laser.
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- Senal de fluorescencia de 50 [nM] para 4[mW]
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Figura 5.15 Sefial de fluorescencia y espectro en frecuencia para una concentracion de 50 [uM] y una

potencia de 4 [mW]
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Senal de fluorescencia de 50 [nM] para 10[mW]
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Figura 5.16 Sefial de fluorescencia y espectro en frecuencia para una concentracion de 50 [uM] y una potencia
de 10[mW]
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Figura 5.17 Grdfica de voltaje contra Potencia del Idser con sus respectivas barras de desviacion estdndar para una
concentracion de fluoresceina de 50 [nM] a un pH 8

Al igual que se hizo en la prueba pasada para las diferentes concentraciones de
fluoresceina, para la concentracion de 50 [nM] se realiz6 una prueba de separacion
utilizando una potencia de 10 [mW] en el laser. El tiempo de encendido de los electrodos
fue de 7 [ms] y el umbral de voltaje usado fue de 1.5 [V]. En la figura 5.18 se muestra la
sefal de fluorescencia a la salida del circuito de acondicionamiento (azul) y la sefial de
encendido de los electrodos (naranja), con una frecuencia de 119 [Hz]. En esta prueba, se
logro registrar que los electrodos se encendieron 127 veces en un tiempo de prueba de 1
[s] vy, corroborando esto visualmente con ayuda de la cAmara rapida, se observé que 95
gotas fueron separadas, esto quiere decir que se present6 un error del 25.1 %. Ademas, 92
gotas separadas (96.8% de las gotas totales separadas) presentaron el fendbmeno de
electrocoalescencia porgue gotas separadas se saturaron en el canal, lo que invita a en un
futuro mejorar el disefio hidraulico de la bifurcacién. En la figura 5.19 se muestra una

captura del dispositivo en funcionamiento en donde se observa la coalescencia de las gotas.
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Figura 5.18 Sefial de fluorescencia y de disparo para encender los electrodos para una

concentracion de 50 [uM] y una potencia de 4W
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Para esta prueba con una concentracién de fluoresceina de 50[uM], y usando una amplificacion del
circuito de acondicionamiento de 405 veces, obtenemos el logaritmo base diez del facto de ruido
para las diferentes seiales correspondientes a cada valor de potencia del [dser como se muestra en

la tabla 5.2.

Tabla 5.2 Valores del logaritmo base diez del factor de ruido F para los diferentes valores de potencia del Idser

Potencia 10logF
[mW] dB

4] -19.4880666

5] -17.573619

6] -17.5100993

7

8

9

-14.2277331
-17.4583502
-13.7343567
10] -15.4012458

Figura 5.19 Coalescencia de micro-gotas. Barra de escala de 45 [um]
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5.3.2 Separacion de miro-gotas de fluoresceina a diferentes concentraciones.

Para esta prueba se formaron dos tipos de gotas, unas con fluoresceina a una

concentracion de 15 [uM] y otras con una concentracién de 5 [uM]. Estas gotas se

generaron en el chip de generacion durante dos horas, a un flujo de 10 [:—i] para la

fluoresceinay 100 [:—i] para el aceite, y posteriormente fueron mezcladas por difusion en un
tubo eppendorf por 24 [hrs]. Después fueron reinyectadas en el chip de separacién, con
una velocidad de infusion de 10 [:—i] para las gotas 'y 100 [:—i] para el aceite. La potencia del

diodo laser se fijo en 10 [mW] para obtener la méxima intensidad de fluorescencia posible.
El umbral de deteccion fue de 2 [V] y el tiempo de encendido de los electrodos fue de 7

[ms]. Las pruebas se llevaron a cabo durante 13 segundos.

En la figura 5.20 se muestra la sefial de fluorescencia obtenida de esta prueba. Se
pueden distinguir tres niveles de voltaje en vez de dos como se esperaba. Una posible
explicacién de lo que ocurre es que cuando las micro-gotas son reinyectadas al chip, la
tension superficial de la micro-gota no es lo suficientemente fuerte para mantener las gotas
separadas y, por lo tanto, algunas de ellas se combinan, formando gotas de mayor tamario.
Cuando estas gotas son excitadas por el laser, despiden una mayor intensidad de
fluorescencia debido a que el volumen excitado es mas grande que las gotas de tamafio
promedio. Dado que los voltajes para estas concentraciones fueron registrados en pruebas
previas, relacionamos la concentracion de 15 [uM] con un voltaje pico-pico promedio de 1.7
[V]y la concentracién de 5 [uM] con un voltaje pico-pico promedio de 0.6 [V]. Asi, para la
figura 5.20, los picos medianos corresponden a las gotas de 15 [uUM] y los picos pequefios

corresponden a las gotas de 5 [uM].
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Senal de fluorescencia de concentraciones 15[uM] y 5[uM]
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Figura 5.20 Sefial de fluorescencia para concentraciones de 15 [uM] y 5 [uM]

El espaciamiento irregular entre las micro-gotas en el proceso de reinyeccion, se ve
en la figura 5.21. Con el umbral de separacién en 2[V], se separan las gotas con mayor
intensidad como lo muestra la sefial de disparo de la figura 5.22.

Figura 5.21 Espaciamiento irregular en la reinyeccion de las micro-gotas. Barra de escala de 45 [um]
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Figura 5.22 Sefial de disparo para la separacion de concentraciones de 15 [uM] y 5 [uM]
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Se realizaron tres mediciones durante 13.1 [s], cada una en las cuales, en promedio,
se activaron los electrodos 92 veces y se separaron 47 micro-gotas, esto es un error de
48.5%, de un total de 460 gotas inyectadas al chip durante este tiempo. Después se

. , . L . .. -
incremento el flujo de las gotas a 15 [%] y se realizaron tres mediciones mas, en donde se

observo que, en promedio, se encendieron los electrodos 100 veces y se separaron 46

gotas, esto es un error de 54% de un total de 971 gotas inyectadas al chip.

5.3.3 Separacién de micro-gotas de fluoresceina de micro-gotas con colorante vegetal.

En estas pruebas se generaron gotas de fluoresceina a una concentracion de 20
[uM] y gotas de colorante vegetal durante 2 horas en el chip de generacién. Posteriormente

. . ., . L .
se reinyectaron en el chip de separacion a una velocidad de 8 [%] para las micro-gotas y

120 [:—i] para el aceite. El tiempo de encendido de los electrodos fue de 5 [ms] y el umbral

fue de 1.5 [V]. En la figura 5.23 hay tres tipos de gotas, distinguidas por la transparencia de
ellas, que corresponde a una gota con colorante vegetal, una gota combinada y una gota

de fluoresceina.

Figura 5.23 Tres tipos de gotas diferentes, diferenciadas por el oscurecimiento de su interior. Barra de 30 [um]
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En la figura 5.24 se puede observar cuando la gota de colorante (oscura) pasa por

la zona de separacién y no es separada como las gotas de fluoresceina (blancas).

Figura 5.24 Separacion de gotas de fluoresceina (blancas) y gotas con colorante azul. Barra de escala 45 [um]

Se realizaron dos pruebas, con duraciéon de 13.1 [s] cada una, de las cuales en
promedio se separaron 27.5 gotas cuando los micro-electrodos se activaron 57 veces, esto
representa un error del 51.75%. La separacion irregular de las micro-gotas y el fenémeno

de electrocoalescencia se hizo presente en el experimento (figura 5.25).

Figura 5.25 a) Gotas azules coalesciendo con gotas de fluoresceina y b) espaciamiento irregular entre gotas. Barra de
escala 45 [um]

116



Capitulo 6 Conclusiones y trabajo a futuro

6.1 Conclusiones

En este trabajo se describe el disefio, la fabricacién y la prueba de un chip
microfluidico para la separacién, por medio de dielectroforesis, de gotas fluorescentes

basado en deteccion de fluorescencia inducida por laser.

Se logro el objetivo de implementar un sistema con el cual se pueden distinguir y
separar micro-gotas fluorescentes en chip para en un futuro realizar ensayos biolégicos y
bioquimicos. Para lograrlo, se cumplié con el objetivo especifico propuesto de disefiar y
fabricar un chip microfluidico, para separar micro-gotas de 30 [um], basado en deteccién de
fluorescencia inducida por laser, y usando la fuerza de dielectroforesis. Para obtener los
parametros de disefio, se consideré que se separarian micro-gotas con bacterias E. coli
como prueba biol6gica futura. Ademas, para generar la fuerza de dielectroforesis fue
necesario implementar un par de micro-electrodos volumétricos dentro del chip para
generar un campo eléctrico no uniforme. Para el disefio se empleé el software de simulacién
COMSOL Multiphysics. Los valores obtenidos de campo eléctrico, asi como el campo de
velocidades y de presiones en las simulaciones, no son los mismos que los presentes en el
sistema real ya que hay parametros no considerados en la simulacién como la longitud de
las mangueras microfluidicas y la modificacion de presiones a la entrada y salida del chip,
que a su vez incrementa la resistencia hidraulica de los canales, asi como la irregularidad

en la forma de las micro-gotas.

Para fabricar el microchip, se utilizaron las técnicas de fotolitografia y litografia suave
e inyeccién de soldadura de bajo punto de fusion, con lo cual obtuvimos un chip de polimero
PDMS con micro-electrodos conductores. La profundidad de los canales microfluidicos fue
medida usando un perfildmetro, obteniendo una profundidad promedio de 28.32+4.62 [um],
con lo cual concluimos que en el proceso de fabricacion propuesto para lograr canales de

30 [um] de altura, se tiene un error de 1.68 £4.62 [um].

También se cumplio el objetivo de realizar la separacibn de micro-gotas
fluorescentes de aquellas no fluorescentes en el chip de forma automatica. Para lograrlo se
disefid y fabric6 un circuito electrénico que consta de una etapa de acondicionamiento, para
la sefial de fluorescencia obtenida del fotodiodo de avalancha, y una etapa de control que
se encargara de controlar el encendido y apagado de los micro-electrodos del chip. La etapa

de acondicionamiento cuenta con tres amplificaciones diferentes que nos permitiran
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detectar sefales de fluorescencia usando diferentes concentraciones molares del
fluoroforo. Las amplificaciones son: 6.2x, 12.755x y 405.265x que para una sefial sinusoidal
de 20 [mV},_,], a una frecuencia de 1 [KHz] presenta un factor de ruido de 5.99 [dB], 5.69
[dB] y 4.13 [dB], respectivamente.

La etapa de control esta disefiada para trabajar en lazo abierto, utilizando los
parametros de tiempo de encendido de electrodos y umbral de deteccién a la entrada. Este
circuito fue disefado para separar como maximo 10000 micro-gotas por segundo, es decir,
con una sefial de fluorescencia a una frecuencia de 10 [kHZz]. El arreglo experimental usado
para el cumplimiento de este objetivo, fue calibrado para obtener la maxima respuesta
posible. Se observd que aumentando la concentracion de fluorescencia, el voltaje pico-pico
aumenta de forma lineal en el rango de 1 [uM] a 20 [uM], el cual es un comportamiento
deseado. Ademas, el sistema puede detectar una concentracion minima de fluoresceina de
50 [nM] con un volumen aproximado de 14.13 [pL], usando una potencia del laser de 4
[mW]. El factor de ruido méximo y minimo encontrado en estas pruebas fueron de -13.7
[dB] y -19.4 [dB].

Durante las pruebas realizadas, se trabajé con una frecuencia de micro-gotas de 24
[Hz] a 116 [Hz]. Para la separacion de gotas con fluoresceina observamos que la
electrocoalescencia de las micro-gotas aumenta cuando la frecuencia de separacion
aumenta, esto denota una deficiencia en el disefio del microchip para hacer separacion de
gotas a altas frecuencias. Por ultimo, el sistema presentd una eficacia del 85.3 % cuando

trabajo ininterrumpidamente por 1 [s] y del 48.573 % cuando trabaj6 por 13.1 [s].

Los dos principales problemas que impiden separar mas gotas por segundo en este
chip, es la coalescencia de las gotas y la irregularidad en el tamafio y la separacion que hay
entre una y otra. Sin embargo, el sistema presentado demostré ser un sistema aplicable a

diferentes muestras de analisis.

6.2 Trabajo a futuro

El sistema presentado en esta tesis, brinda la posibilidad de realizar trabajo a futuro
en varias areas. En este trabajo no se llevo a cabo la prueba biologica, por lo que la
experimentacion a realizar con muestras biolégicas sera trabajo futuro. Entre los principales
experimentos referidos a este tema, esta la separacion de gotas contenedoras de E coli

para el estudio y evaluacion de farmacos.
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La implementacién de un control de lazo cerrado es, sin duda alguna uno de los
siguientes pasos a seguir para continuar el trabajo de esta tesis. Ya que la velocidad de las
micro-gotas no permanece constante por lapsos largos, un sistema para la determinacion
de la velocidad de cada gota es requerido. Por ejemplo, el empleo de las herramientas de
andlisis de imagenes para procesar aquellas capturadas por la camara rapida podria
permitirnos implementar algoritmos de inteligencia artificial para determinar las velocidades
de las gotas, asi como calcular la morfologia de ellas y, con esto, regular la razén de los
flujos de los fluidos modificando los gastos de las bombas de jeringa. Ademas, esta la
propuesta de trabajar en un modelo matemético que describa la velocidad de la gota dentro

del chip, y que nos permitira disefiar e implementar un esquema de control mas interesante.

Finalmente, la modificacion del disefio del chip microfluidico en busqueda del
aumento de la eficacia con la que se separan las gotas, serd también trabajo por realizar.
Dentro de las posibles modificaciones se encuentra: modificar la geometria para la
generacion de micro-gotas para mantener una generacion constante de micro-gotas; el
filtrado mecéanico de estas para separar gotas de diferentes tamafios y solo separar gotas
con un tamafio similar; cambiar la geometria de los canales de recoleccion y de desperdicio
incluyendo sus respectivas resistencias hidraulicas y asi facilitar la separacion de las micro-

gotas.
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Capitulo 7 Anexos

ANEXO 1. Determinacion de bacterias dentro cada micro-gota.
Para determinar cual es la probabilidad de encontrar mas de diez bacterias dentro

de una micro-gota, necesitamos conocer primero el volumen de cada gota generada dentro

del chip.
El didmetro de cada micro-gota es de aproximadamente 30 [um]. Sabiendo eso, podemos
determinar el volumen de cada micro-gota:

4 4
V= gmr® = 2n(15x107)° = 14137x107[m*] = 14.13[pL]

ufc
_],

Sabiendo que se utilizara una concentracién de 10° [ml usamos la ecuacion de Poisson

(3.1) con A = 14.13 [UFC]

e 1*1314.13%1

P(X;=x1) = !
1-

Ahora calculamos las probabilidades para cuando x=1, 2, 3,4,5,6, 7,8y 9.

e—14.13 14_130

P(X,=0) = — o = 7.3016x10~7
e 141314131
P(X;=1) = — = 1.03171x10~°
e 141314132
P(X,=2)= — = 7.289x107°
e 141314133
P(X;=3) = —r = 3.43316x107*
e 141314134
P(X,=4)= — - 1.212764x1073
6_14'1314.135
P(Xs =5) = — = 3.427271x1073
e 1*1314.13°
P(X; =6) = — = 8.07122x1073
6_14'1314.137
P(X,=7)= —— = 16.29234385x1073
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e 141314138 .
P(Xg = 8) = ——5——— = 28.77635232x10

—-14.13 14_139

9!

e

P(Xy=9) = = 45.178877314x1073

Por tanto, para saber cual es la probabilidad de encontrar 10 0 mas bacterias en cada gota

se tiene que:

P(x>10)=1—-[PX=0)+P(X=1)+P(X =2)+P(X=3)+P(X =4)+P(X =5)
+PX=6)+PX=7)+P(X=8)+P(X =9)]

P(x =2 10) =1-0.103386 = 0.8966

De tal forma que la probabilidad de encontrar 10 o mas bacterias dentro de cada gota es
de 0.89.
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ANEXO 2. Calculo de resistencia hidraulica de canales microfluidicos.

4.96 [mm]

Figura A 1 Mediciones del chip microfluidico

De acuerdo a la figura A.2 mostrada, la longitud total del serpentin es:
SL = 2.6x7 + 0.13x6 = 18.98[mm]
Por lo que la longitud total de canal de recoleccion es:
CRL = 4.96[mm] + 18.98[mm] + 1.1[mm] = 25.04[mm]
La longitud del canal de desecho es

CDL = 7.8[mm]

Figura A 2 Medidas del serpentin

El canal de recoleccién tiene un area de 4 = 900x10~12[m?] y un perimetro de P =

120x10~%[m], mientras que el canal de desperdicio tiene un area de 4 = 1350x1071%[m?]
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y un perimetro de P = 150x10~%[m], por lo que usando la ecuacién (2.42), calculamos el

radio hidraulico de los canales de recoleccion (ry,z) y de desecho (r,p):

_ 24 (2)(900x107"2[m?])
ThR = B T T 120x10-6[m]

= 15x10~°[m)]

_ ﬁ _ (2)(1350x10—12 [mz])

= = 18x107°
o = "p 150x10-5[m] x1072[m]

Para calcular la resistencia hidraulica ocupamos la ecuacion (2.41). Sabiendo que
la viscosidad dinamica del aceite fluorinado es de n = 0.02 [Pa * s], entonces calculamos la
resistencia hidraulica del canal de desecho Ry, y la resistencia hidraulica del canal de

recoleccion Ryy:

8(0.02 [Pa * s])(7.8x103[m]) c Paxs
Ryp = - _ = 2.853x105]
(18x10~%[m])2(1350x10~12[m?2]) m3

8(0.02 [Pa * s])(25.04x1073[m]) s Paxs
Ryp = o . = 19.784x1015[
(15x10~[m])2(900x10~12[m?2]) m3

Por lo que la resistencia hidraulica del canal de recoleccién es 6.9 veces mayor que el canal

de desperdicio.
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ANEXO 3. Simulacion numérica del microchip mediante modelado de elemento
finito.

Para trazar el comportamiento de las gotas dentro del microchip es necesario poder
distinguir cuales son las principales caracteristicas que afectaran en su desempefio y uno
de los principales factores es la geometria de los electrodos y la de los micro-canales. La
simulacion de sistemas microfluidicos por medio del modelado de elemento finito es muy
recurrida para esto. Asi, plantearemos los pasos para poder simular el comportamiento de
la micro-gota en el chip con ayuda del software COMSOL Multiphysics 5.0. Los pasos

expuestos aqui son basados en la tesis del Ing. Ariel Castillo G. [65].
1. Definicién de la geometria en CAD

La geometria a simular sera la seccién cercana a los micro-electrodos que sera tomada
del CAD del microchip usado para reinyectar y separar las micro-gotas como se muestra
en la figura A3.

Figura A 3 Microchip de separacion

En la figura A4 se muestran las dos geometrias en 3D utilizadas para realizar la
simulacion en COMSOL Multiphysics 5.0, las cuales se obtuvieron haciendo uso la
herramienta extruir en AutoCAD 2015.

Figura A 4 Porcidn del chip a simular
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2. Seleccion de la fisica involucrada

Utilizaremos el Model Wizard para comenzar el archivo fuente de la simulacion.

En el Model Wizard seleccionamos la opcion para trabajar con geometrias 3D.

Afadimos al modelo las interfaces de distribucidn de la ley de conservacién de carga

y el flujo de Stokes

a) Seleccionar el médulo AC/DC y agregar al modelo la interfaz Electric Currents
(ec).

b) Seleccionar el médulo Flud Flow > Single Phase Flow y agregar al modelo la
interfaz Creeping Flow (spf).
Seleccionamos la opcion Study.

Seleccionamos el estudio en estado estacionario y seleccionamos la opcién Done

para finalizar el Model Wizard.

Definicion de parametros

Agregar unatabla que contenga los parametros que se han de usar en la simulacién.

Para esto damos clic derecho en Archivo (root) > Global > Definitions y agregar la

opcion Parameters.

- Abrir un archivo de texto que contiene los parametros de la tabla Al.

Tabla A 1 Parametros de simulacion

Nombre de Parametro Valor [unidad] Descripcion
er_PDMS 2.7 Permitividad R PDMS
er_part 80 Permitividad R Particula
er_medio 5.8 Permitividad R Medio
cond_PDMS 3.44e-2 [S/m] Conductividad PDMS
cond_part 0.1 [S/m] Conductividad Particula
cond_medio 4.5 [S/m] Conductividad del Medio
densid_medio 1614 [Kg/m"3] Densidad del medio
densid_part 2 [kg/m"3] Densidad de la particula
densid_PDMS 1000 [kg/m~3] Densidad del PDMS
visc_PDMS 3.5 [Pa*s] Viscosidad dindmica PDMS
visc_medio 0.02 [Pa*s] Viscosidad dindmica medio
diam_part 30e-6 [m] Diametro de la particula
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uo

150 [um/s]

Velocidad de entrada al

micro-canal

4. Definicién de la geometria.

Para afadir la geometria con la que trabajaremos en la simulacién, usar los dos

archivos CAD 3D mostrados en el punto 1. Ambos archivos seran correspondientes a dos

tipos de materiales diferentes (PDMS y medio).

- Para agregar el CAD del canal microfluidico, dar click derecho en Archivo (root) >

Componente 1 > Geometry 1y seleccionar la opcién Import.
- Enlaopcion Geometry 1 > Import 1 seleccionar las opciones que se muestran en la

tabla A2.

Tabla A 2 Parametros 1

Nombre del pardmetro

Valor del parametro

Geometry import

3D CAD file

Filename

Abrir archivo CAD

Length unit

From CAD document

Obijects to import

Solids, Surfaces

Absolute import tolerance

1E-7

- Para agregar el CAD del PDMS hacer los dos pasos anteriores usando el archivo

del CAD correcto.

126



Figura A 5 Insercion de archivo CAD

5. Definicion del Material

En este nodo se definen las propiedades del fluido y del PDMS.

En el nodo Archivo (root) > Component 1 > Materials dar click derecho y seleccionar

Blank Material.

Dentro de Material > Material 1 seleccionar el dominio de la figura correspondiente

al PDMS como se muestra en la figura A6 y llenar los datos como se muestra en la

tabla A3.

Tabla A 3 Parametros 2

Nombre del pardmetro | Valor
Electrical Conductivity | cond_PDMS
Relative Permittivity er_PDMS
Density densid_PDMS
Dynamic viscosity visc_PDMS
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Figura A 6 Dominio PDMS

- Afadir otro material de la misma forma en que se hizo para el PDMS utilizando el

dominio mostrado en la figura A7 y llenar los datos requeridos con la tabla A4.

Figura A 7 Dominio micro-canal

Tabla A 4 Parémetros 3

Nombre del parametro Valor

Electrical Conductivity | cond_medio

Relative Permittivity er_medio
Density densid_medio
Dynamic viscosity visc_medio

6. Condiciones de frontera.
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A continuacion se definen las condiciones de frontera necesarias para la solucion del
transporte de particulas por dielectroforesis por un canal

a) Electric currents (es)
En este nodo se definen las relaciones constitutivas, restricciones y condiciones de
frontera para la solucién de las ecuaciones que modelan la ley de la conservacion
de la carga.

- Current Conservation. Para este nodo se definen las relaciones constitutivas,
restricciones y condiciones de frontera para la solucion de las ecuaciones que
modelan la ley de conservacion de carga eléctrica. Lo anterior se define copiando

los parametros de la tabla A5 y seleccionando el dominio de la figura A8 para este
nodo.

Tabla A 5Pardmetros 4

Nombre del pardmetro Valor

Material type Non-Solid

Constitutive relation Relative permittivity

Relative permittivity From material

Figura A 8 Dominio conservacion de corriente.

- Electric Potential 1. En este nodo se define el potencial aplicado al electrodo y asi
generar un campo eléctrico. Para esto se debera seleccionar el dominio mostrado
en la figura A9 y copiar los valores de la tabla A6.
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Tabla A 6 Parametros 5

Nombre del parametro | Valor

Electric potential 100

=

Figura A 9 Electrodo sefial

- Ground 1. Este es el nodo en donde fijaremos el electrodo de referencia. Para

esto, debemos seleccionar el dominio mostrado en la figura A10

Figura A 10 Electrodo tierra.

b) Creeping Flow (spf)

En este nodo se definen las relaciones constitutivas, restricciones y condiciones de
frontera para la solucion de las ecuaciones que modelan la mecanica de fluidos para un
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flujo incompresible y de Stokes. Para esto es necesario indicar que los efectos inerciales

de flujo y de cambio densidad del fluido se desprecien.

- Creeping Flow (spf). Para lo anterior, en este nodo se copiardn los valores de los

parametros de la tabla A7 y se seleccionara el dominio mostrado en la figura A1l

Tabla A 7 Parémetros 6

Nombre del pardmetro Valor
Compressibility Incompressible flow

Turbulence model None

Neglec inercial term (Stokes flow) YES

Ho—

Figura A 11 Dominio Creeping flow

- Fluid Properties 1. En este nodo se especifican las relaciones constitutivas para un

flujo de Stokes. Para esto se copian los valores de los parametros de la tabla A8.

Tabla A 8 Parametros 7

Nombre del pardmetro Valor
Density (p) From material
Dynamic viscosity From material

- Wall 1. En este nodo se establecera condicion de no deslizamiento en las paredes

del microcanal copiando el valor del pardmetro de la tabla A9.
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Tabla A 9 Parametros 8

Nombre del pardmetro

Valor

Boundary Condition

No Slip

Inlet 1. En este nodo se define la frontera de entrada del flujo del microcanal. Para

esto seleccionamos el dominio mostrado en la figura Al12 y los valores de los

parametros mostrados en la tabla A10.

Tabla A 10 Parémetros 9

Nombre del pardmetro

Valor

Boundary condition

Velocity

Velocity

Normal inflow velocity

Uo

uo

Figura A 12 Dominio de entrada

Outlet 1. En este nodo se especifica la condicion de frontera de la salida del flujo del

microcanal. Para esto se seleccionan los dominios mostrados en la figura A13 y se

copian los valores de la tabla A11.

Tabla A 11 Parédmetros 10

Nombre del pardmetro

Valor

Pressure

0
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Suppress back flow YES

Figura A 13 Dominio de salida

c) Particle Tracing For Fluid Flow (fpt)

En este nodo se establecen el seguimiento de las particulas, en las que se ejercen la fuerza

de arrastre y la fuerza de dielectroforesis. Para agregar este nodo se realizan los siguientes

pasos:
i) Dar clic derecho en Archivo (root) y seleccionar Add Physics.
ii) Seleccionar Fluid Flow > Particle Tracing For Fluid Flow y dar clic en agregar.

iii) Dar clic derecho en Archivo (root) y seleccionar Add Study.

iv) Seleccionar un Studio Time dependent y seleccionar solo que resuelva la fisica
Particle Tracing For Fluid Flow (fpt) y dar clic en Add Study.

- Particle Tracing For Fluid Flow (fpt). En este nodo copiamos los valores de la tabla

Al12 y seleccionamos el dominio mostrado en la figura A11.

Tabla A 12 Parametros 11

Nombre del pardmetro Valor
Formulation Newtonian
Wall accuracy order 1
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- Wall 1. En este nodo se define como condicion de frontera que cuando una particula

encuentre una pared del micro-canal, esta rebote. Para esto copiamos los valores

de la tabla A13.

Tabla A 13 Parémetros 12.

Nombre del parametro Valor

Wall condition Bounce

Primary particle condition | None

- Particle Propierties 1. En este nodo especificaremos la densidad y el tamafio de las

particulas. Para esto copiamos los valores de los pardmetros de la tabla Al4.

Tabla A 14 Parametros 13

Nombre del parametro Valor
Particle density densid_part
Particle diameter diam_part

- Inlet 1. En este nodo se especifica que se libere solo una particula en t=0. Para esto
se selecciona el dominio de la figura A12 y se copian los valores de la tabla A15.

Tabla A 15 Parametros 14

Nombre del parametro Valor
Release Times 0
Initial position Density
Number of particles per release 1
Velocity field Velocity field (spf)

- Outlet 1. En este nodo se define la frontera de salida de la particula. En las salidas,
las particulas se congelan para determinar su posicion final. Para esto
seleccionamos el dominio mostrado en la figura A13 y copiamos los valores de la

tabla A16.

Tabla A 16

Nombre del parametro | Valor
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Wall condition Freeze

Drag Force. En este nodo se define la fuerza hidrodindmica en la particula generada

por arrastre. Para esto se selecciona el dominio mostrado en la figura A1l y se
copian los valores de la tabla A17.

Tabla A 17 Parédmetros 16

Nombre del parametro Valor
Drag law Stokes
Velocity field Velocity field (spf)
Dinamic viscosity From material

Dielectrophoretic Force 1. En este nodo se define la fuerza de dielectroforesis

generada en cada particula. Para esto se copian los valores mostrados en la tabla

A18.
Tabla A 18
Nombre del parametro Valor
Specify force using Electric field
Electric field Electric Field (es/ccnl)
Particle relative permittivity er_part
Particle electrical conductivity cond_part
Relative permittivity From material
Electrical conductivity
7. Mallado.

En este paso se fijaran las caracteristicas del mallado utilizado para resolver el
modelo. Se realiza el mallado controlado por la fisica involucrada que esté por defecto, por

lo que solo se seleccionara la opcion Build all y tendremos un resultado similar a la figura
Al4.
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Figura A 14 Mallado del modelo

8. Estudios

Los resultados provienen de dos diferentes estudios: un estudio estacionario que
dard como resultado el campo de velocidades y el campo eléctrico dentro del microcanal y
un estudio dependiente del tiempo que calculara las fuerzas de arrastre y de dielectroforesis
en los distintos nodos del mallado.

a) Estudio 1: Stationary study

Para realizar este estudio tenemos que excluir la fisica Particle tracing for fluid flow
(fpt), esto se hace copiando los valores de la tabla A19 y posteriormente dando clic en la
opcion Compute.

Tabla A 19
Nombre del parametro Valor
Electric currents (ec) YES
Creeping flow (spf) YES
Particle tracing for fluid flow (fpt) NO

b) Estudio 2: Time Dependent study

En este estudio se obtendra la trayectoria de la particula dentro del microcanal

haciendo uso del campo de velocidades y el campo eléctrico obtenido en el estudio
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estacionario. Para esto copiamos los valores de la tabla A20 y después damos clic en

Compute.
Tabla A 20
Nombre del parametro Valor
Time unit S
Times Range(0,0.1,7)
Electric Currents (ec) NO
Creeping flow (spf) NO
Particle tracing for fluid (fpt) YES
Values of dependent variables Select
Values of variables not solved for YES
Method Solution
Study Study 1, Stationary
Selection Automatic
9) Grupo de gréficas.
- Potencial Eléctrico
Root > Results > Electric potential (es)
Multislice: Electric potential )
x10° A1l0

1 :22 2.52

Figura A 15 Potencial Eléctrico

- Campo eléctrico

Root > Results > 3D Plot Group > Sreamline 1 > Expression > es.EX, es.Ey, es.Ez.
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- Campo de velocidad

Root > Results > Velocity (spf)

«10° ‘

¥

U

2.52

Figura A 16 Campo eléctrico

slice: Velocity magnitude (m/s)

streamline: Electric field o
Ve
N
T A
253

x10%

Figura A 17Campo de velocidades.

- Magnitud de campo eléctrico
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Figura A 18 Norma de campo eléctrico

- Trayectoria de la particula

Root > Results > Particle Trajectories (fpt) > Particle trajectories 1

Time=0.1 s Particle frajectories
x10°

o Time=1.9 s Particle trajectories (&)
3 x10°
x 22?“?32 A 215387
83
a) b) I
10?
2ps a0’
206
p—.83
X o572 [ |2s2 N P
¥ 206x10% Kl £
Time=6 s Particle trajectories o
Time=4 s Particle trajectories . 5
w10% x10% A 5.13x10
A 724530 10801
105 —T—3.83
c) d)
a0 107
74 513
pdi 5 T AN .83
»+—252 L 252 252 2,52
w7.2ax10% 4 L

¥5.13x10°
Figura A 19 Trayectoria de las particulas. A), B) y C) con los electronos no polarizados y D con los electrodos polarizados
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Anexo 4. Fabricacion usando la técnica de fotolitografia
- Preparacion de superficie

Para preparar la superficie es necesario limpiar los sustratos que se usaran como molde
maestro. Esta limpieza es indispensable en la adherencia de las estructuras al sustrato. El
sustrato usado es una oblea de silicio pulida de orientacion <100> con un diametro de 76.2
[mm] El protocolo seguido se describe en el Anexo 6 y se llevé a cabo a 19 [°C] con una
humedad relativa del 45%. Una vez limpia la superficie, se coloca sobre un plato caliente
(THERMO Scientific) 15 [min] a 160 [°C].

- Depésito de resina fotosensible

Usando la resina SU82015 (MICRO-CHEM) realizamos el depésito de la resina en un
plato giratorio (LAUREL modelo WS-650MZ-23NPP) para lograr un deposito homogéneo a
lo largo de todo el sustrato, empleando el siguiente programa, donde el primer paso se
emplea para expandir la resina en el sustrato y el segundo para alcanzar el espesor
deseado de 30 [um]:

Programa del plato giratorio: 1. Girar a 500 [rpm] con aceleracion de 100 durante 10 [s]

2. Girar a 1300[rpm] con aceleracion de 300 durante 30 [s]
- Cocido suave

En este paso la resina adquiere una mayor adherencia al sustrato. Se coloca el sustrato
en el plato caliente a 105 [°C] durante 5 [min]. Posterior a este proceso, se coloca el sustrato

en una superficie limpia a temperatura ambiente durante 5 [min].
- Exposicién

Para transferir el patrén del chip deseado usando el equipo Intelligent Micro Patterning’s
SF-100 Maskless Photolithography System, se utiliza una mascara digital, que es
previamente dibujada en algin CAD, la cual es enviada de la PC al sistema Smart Filter.
Este, con ayuda de una lampara ultravioleta, proyecta el patrén sobre el sustrato usando
micro-espejos (DMD) como se muestra en la figura A20. Modificando el tiempo de
exposicion de luz sobre la resina fotosensible, modificamos la cantidad de energia irradiada
sobre el sustrato. También, se hace uso de un filtro paso altas para eliminar la radiacién UV
debajo de los 350 [nm]. El tiempo de exposicién usado es de 3.1 [s]. Al ser una resina

negativa, los enlaces de las partes expuestas a la luz son fortalecidos.
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Figura A 20. Diagrama a bloques del sistema de fotolitografia SF-100
- Post Cocido
Este paso se realiza inmediatamente después de la exposicion del patrén y sirve para

proveer energia a la resina para completar las reacciones comenzadas en la exposicion

ultravioleta. Se coloca el sustrato en un plato caliente a 105 [°C] durante 5:30 [min].
- Revelado

En este proceso se remueve la resina cuyos enlaces no fueron fortalecidos durante el paso
de exposiciéon. Se sumerge la oblea de silicio en revelador SU8 (MICRO-CHEM) y se coloca
sobre un agitador (VORTEX GENIE 2) durante 8 [min]. Posteriormente el sustrato es

soplado con nitrégeno para quitar residuos de revelador.
- Cocido duro

Para mejorar el fortalecimiento de enlaces del modelo final, se coloca el sustrato en un plato
caliente a 200 [°C] por 20 [min].

- Inspeccion del modelo final

Esta inspeccion serd para corroborar que las estructuras de SU8 2015 no tengan defectos
ni mal formaciones y que la altura aproximada de los microcanales sea de 30 [um]. Para
observar que las estructuras no tengan defectos, colocamos la oblea en el equipo SF-100
y con ayuda de la visualizacion de la cAmara del equipo, revisamos que las estructuras se

encuentren en buen estado.
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Debido a que no se contaba con el acceso al perfilometro antes de realizar réplicas de
PDMS (ver Anexo 5) la medicion de la altura de las estructuras de SU8 se midieron
indirectamente usando una réplica de PDMS (ver Anexo 7), donde la altura fue de
28.32+4.62 [um].
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Anexo 5 Pruebas de perfilometria en réplicas de PDMS Sylgard 184.

ENTREGA DE RESULTADOS
: :. REPORTE
.- : TIPQ DE SERVICIO CARACTERIZACION Folio: 2017-02-C01c
2 o K Famats LANSSI0-F-1105c
@< ! L a N s Fecha de 11 misign: 10Mar 2016
' . LABORATORIO NACIOMNAL Ko, de Revizion: 5
O SOLUCIONES BIOMIMETICAS PARA DIAGHNOSTICD ¥ TERAPIA Fecha de emision: 12/Eapliambee!
Generd Aprobo
Diego Zamarron Hernandez Mathieu Hautefeuille
Operador que realizara e servidio Responsable del LaNSBaoDyT

Fecha: 09-Feb-2017

Descripcion del servicio

Caracterizar la profundidad de los canales de una réplica de PDMS sylgard 124 de un molde maestro de SU-80 con
profundidad aproximada de 30 pm.

Se realizardn 5 mediciones en diferentes lugares de la estructura para obtener un valor promedio de la
profundidad.

Muestra/Disenio

N

O— —0

Figura 1. Diagrama del disefo de canales del blogue de PDMS recibido.

Pagina 1 de 3 2NT-02-C-12c
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ENTREGA DE RESULTADOS
REPORTE

TIFD DE SERWVICID CARACTERACHIN

Falla: 2MT-03-C-Ma

LaNS

LAEDRATORIO NACIOMAL

Poumas LANSERCHE 100

W, 0 Pt
OE SOLLUECIONES BIOMIBMETICAS P4k DIAGHASTION ¥ TERAF A ui*ﬂw
1. Dotales da la muesrtrnde: o
0\3 }O
Y Yy

- !

Faprs 2. Disgrerms da dénen 1 mn gl dimeelén st ron ks paflie

| 1

Se mmaron dos serles de perfles con doa fuerzas diferemes, con l primers (2 mg) 2 punts spena liepd & rozar ke
suparficla dal fordo de los carmies, con s seguncs fusrza (5 mg) la punta S lagd §l fondc del cueel.

Figuara 1

Mumalickin 1
[nm]

2193

22 858

JHHEHHHE
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144



ENTREGA DE RESULTADDS
\ REPORTE
. b TIFD DE SERWVICID CARACTERACHIN Ealla® 2HT-03-C-018

Poumas LANSERCHE 100

o LaNS ===

LAEORATORIO NACIOMAL :-ll Fpulnlinr £
OF SOLUCIONES BIOMIMETICAS PARs DIAGHASTION ¥ TERAPIA Fucim ﬂEl:w
L T

Se wmaron lea dos series yu que gl emtmar en comecto b pums del perfidmetro con & material, xte 32 deformey
Ia maddidn ya no o3 confisbie, sntonces sl taner urm mediddn spanea nozando b suparfich y ot con ontacto sa
pusds ssumir qua ks medida real debe sctar svira ssos dos valorsa.

e
]

-

'
s
= o

=l ovmnlbonla

01 az s pa T 8E T ae e300 08 DG

Figparn 3 Cormpasraciin de ey pafben tosnssdos an ol misreo sthe oon dife s e

Todos [ox parflas es obtuadaran con ol parfiiématra KLA Tencor 0-500 con las siguianiss confTpuracionss:

Valockdad .10 mmyfs Ercala 100 prm
Langiud 1mm Fuarza IySmg
Moda §tep UpfStep Cown Funtes de promedic 8

En la gareetn de sniesabies go encuent ran tedos los perfes obbendos en formets -t v a5 tabkas con os dates
ohitenTdos y los Imdgenes que 3& snesEen B esie reporte.
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Anexo 6. Limpieza de sustratos para fotolitografia
El siguiente protocolo es utilizado para limpiar los sustratos utilizados en la fabricacién por

medio de fotolitografia.

- Con ayuda de un nivel de agua, revisar que el plato giratorio (spin coating) esté en
un nivel adecuado para su uso.

- Colocar el sustrato sobre el chock del plato giratorio y alinear el sustrato con ayuda
de un alineador.

- Prender el tanque de nitr6geno, la bomba de vacio y presionar la tecla Vacio en el
teclado del plato giratorio.

- Verter acetona sobre la superficie del sustrato hasta cubrirlo por completo, cerrar la
tapa del plato giratorio y con ayuda del programa de limpieza abajo descrito, dar
inicio al proceso de limpieza del sustrato. Una vez terminado el proceso para la
acetona, hacer el mismo proceso usando isopropanol.

1. Duracion: 10 [s], Velocidad: 500 [rpm],
Aceleracion: 100 [rpm]

2. Duracion: 30 [s], Velocidad: 1500 [rpm],
Aceleracion: 300 [rpm]

- Limpiar la superficie del sustrato usando nitrégeno.

- Tomar el sustrato del plato giratorio oprimiendo de nuevo la tecla Vacio y colocarlo
en una parrilla a una temperatura de 150°C durante 15 min.

- Cerrar tanque de nitr6geno y apagar bomba de vacio.
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Anexo 7. Fabricacion de réplicas por litografia suave.

La técnica de litografia suave es empleada para la transferencia de patrones desde un
molde maestro a polimeros y es contada dentro de las técnicas basicas para la elaboracion

de chips microfluidicos.

Para la elaboracion del chip utilizaremos el polimero PDMS (SYLGARD 184 Silicone

elastomer kit) y los pasos a seguir son los siguientes:
1. Limpieza del molde maestro como se describe en el Anexo 8.
2. Calcular el volumen de polimero requerido y obtener su equivalente en gramos.

3. Usando una balanza de precisién (PIONER OHAUS), colocar en un vaso de precipitados
la masa de polimero base y agente curante, siguiendo una relacion de 10 a 1 en ese orden

y mezclarlos durante 5 min.

4. Colocar la mezcla dentro de una campana de vacio durante 20 min para desgasificar el

ambiente y quitar las burbujas formadas en el polimero.

5. Verter el polimero en el deposito donde estd el molde maestro y desgasificarlo

nuevamente por 30 [min] para quitar las burbujas del polimero.

6. Colocar el molde maestro en el horno de conveccién por 2 horas para que el PDMS

polimerice.

7. Retirar el PDMS del horno y con ayuda de una hoja de navaja, recortar la porcion del

chip deseada del molde maestro.

8. Realizar los orificios que servirdn como entradas y salidas de los micro-canales en el

chip.

9. Limpiar el PDMS usando cinta adherible para remover pelusas y virutas de polimero. Asi
mismo, para limpiar el porta objetos destinado como sustrato siguiendo los pasos descritos

en el Anexo 6.

10. Usando la pistola de descarga de efecto corona (BD 20AC Laboratory Corona Treater),
aplicar una descarga durante 30 [s] al PDMS y otra de 1 [min] al sustrato e inmediatamente

después unir ambas superficies procurando que no formen burbujas de aire entre ambas.
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11. Colocar el chip dentro del horno de conveccion durante 5 horas.

12. Revisar que el chip no tenga fugas.

148



Anexo 8. Limpieza de sustratos para litografia suave

El siguiente protocolo es para limpiar los portaobjetos usados como sustratos en la litografia

suave.

- Tomar un portaobjetos y limpiarlo con aire comprimido en su superficie para quitar
entidades solidas adheridas débilmente a él.

- Tomar un cristalizador limpio y colocar el portaobjetos dentro de este.

- Verter acetona dentro del cristalizador hasta que el portaobjetos quede cubierto por
ella.

- Colocar el cristalizador dentro del bafio ultrasénico por 5 min.

- Vaciar la acetona del cristalizador en el depdsito de desperdicios y llenar el
cristalizador con isopropanol hasta cubrir el portaobjetos.

- Colocar el cristalizador dentro del bafio ultrasénico por 5 min.

- Vaciar el isopropanol del cristalizador en el depésito de desperdicios y llenar el
cristalizador con agua desionizada hasta cubrir el portaobjetos.

- Colocar el cristalizador dentro del bafio ultrasonico por 5 min y después vaciar el
contenido del cristalizador en el depésito de desperdicios.

- Secar el portaobjetos con aire comprimido para quitar las gotas de su superficie.

- Color el portaobjetos dentro de un horno de conveccién por 30 min a una
temperatura de 60°C.
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Anexo 9. Fabricacion de electrodos

Examinar que el chip microfluidico en el cual se formaran los electrodos se
encuentre en buen estado (sin fugas, con los micro-canales bien definidos y sin
discontinuidades), de lo contrario preparar otra chip.

Colocar replica en parrilla (CORNING Laboratory Hot Plate, Model PC200) y ajustar
perilla en nivel 3.5 (180°C).

Con ayuda de una jeringa de 1mL (BD Plasticpak) succionar soladadura de bajo
punto de fusién (INDALLOY #19 Indium Corporation) con tuberia calibre #24.
Colocar la salida de la tuberia a la entrada del micro-canal del electrodo e inyectar
lentamente la soldadura hasta que esta salga del otro lado del canal.

Repetir los dos pasos anteriores haciéndolo esta vez a la salida de los electrodos.
Quitar el sustrato de la parrilla y dejar enfriar la soldadura.

Inspeccionar electrodos en el microscopio y revisar la continuidad de ambos

electrodos con un multimetro.
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Anexo 10 Filtros Analdgicos
Circuito Sallen and Key [66]

vi() C2==

V2

Raﬂ] Rb _
T

Figura A 21 Circuito Sallen and Key

El circuito mostrado en la figura A21 fue descrito en 1955 por Sallen y Key, en el MIT’s
Lincoln Laboratory y se describe con la siguiente funcién de transferencia:

K
resy =2 - /RyR,C1C,

v 1 1 1, _K 1
w52+ (Yre, + Yy, T Yy, ~ Iryc) s+ YriR,cyc,

De forma general, la funcién de transferencia se escribe como

() Vv, Kwi
S)=—=
Vi 52+(W0/Q)S+W02

El filtro tiene una atenuacion de -40dB/década.
- Filtro paso bajas

Se requiere que el filtro sea de segundo orden y en una configuracién no inversora. Por lo
que se calculara el filtro usando la configuracién mostrada en el esquema de la figura A22,

con una frecuencia de corte de f, = 60[KHz].
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2

I

Vi) C2-12Q=F ) i
V2

Figura A 22 Filtro paso bajas no inversor.

Normalizamos los valores de tal manera que w, = 1, lo que reduce la especificacion de los
valores de los componentes a simplemente el valor del factor de calidad Q. Elegimos que
la ganancia sea K=1 y que R; = R, = 1. Aplicando estas relaciones a la ecuacion de

transferencia, surgen dos condiciones:

2 1
1

Como es un filtro de orden n=2, los polos los determinamos de acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla A 21 Orden del filtro y los polos relacionados

n=2 n=3 n=4 n=5
-0.7071068 -0.5 -0.3826834 | -0.809017
1j0.7071068 | £j0.8660254 | £j0.9238795 | +£j0.5877852
-1 -0.9238795 | -0.309017
+j0.3826834 | £j0.9510565

-1

Asi los polos del filtro son:

p1,p; = —0.7071068 F j0.7071068

Dado que los polos se representan como

p1,pi = —cosy + seny

Y ademds n es par, los angulos de los polos son:
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Y = F45°

Jw
n=2
~ T ~

X AN
/ \
\ r

\ /
N v

Figura A 23. Localizacion de polos

Ahora para calcular el factor de calidad del filtro, usaremos

1

¢= 2cosy

Q = 0.7071068

- 2cos(45°)
Necesitamos calcular los valores de los factores k¢ y k,,, como sigue:
kf = 27ch

1
kp = 2n[—](60[KHz]) = 376991.1184

Si queremos fijar las resistencias a 10[KQ], entonces:

k., = R = 10*%
™o

Con los valores de Q, ahora calculamos los valores de los capacitores en la siguiente tabla:

1
Crew = kf_kmCOld

Tabla A 22 Valor de capacitores 1

Cold Cnew
2Q 375 [pF]
1/2Q 187 [pF]
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- Filtro paso altas

Para disefar el filtro paso altas de segundo orden, se seguira un procedimiento parecido al
del filtro paso bajas, solo que ahora, las resistencias serdn cambiadas por capacitores y

viceversa. El esquema se muestra a continuacion.

R1=1/2Q

L—

Cn=1 Cn=1
i u >~

Vi) R2-2Q]] )

V2

Figura A 24Filtro paso altas no inversor.

En este caso las capacitancias tomaran el valor de C, =1 y el factor k,, = 31830.98.

Ademas las resistencias se calcularan como:
Rpew = km * Roiq

Tabla A 23 valor de resistencias 1

Rold Rnew
1/2Q 2.2[kQ]
2Q 45[kQ]

Ambos filtros se implementaran usando un amplificador TL0O84, cuyo ancho de banda se
encuentra dentro del rango de frecuencias requerido como se muestra en las graficas

mostradas abajo.
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Vom = Maximum Peak Qutput Voltage = V

+15 LLLLLL
lllul,,|= ltl .U.vl R, =10 kO
I Ta=25C
+12.5 | See Figure 2
10 Ve =210V \
75 ‘
- i veee=asv LI |
125
\,\
0
100 1k 10k 100 k iMm i0M
f - Frequency - Hz
Figure 1. Maximum Peak Output Voltage
vs
Frequency

Vo = Maximum Peak Output \bltage - V

S T T T
LRI
- Ta=25C
25 Voc: =415V || | | Ta* )
+10 um
Vege =210 V
+7.5 \
15 | \
Veer =#5V i
It
125
!
0
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Figure 2. Maximum Peak Output Voltage
Vs
Frequency

Figura A 25 Grdfica pico mdximo de voltaje vs frecuencia del amplificador t1084
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Anexoll Programa de Matlab para generar los diagramas de Bode

Para el filtro paso altas

V. s2
T(s) = —

V,  s2+14.21338s + 101.01

H=t£f([1 0 0], [1 14.21338 101.017]);
bode (H)

Para el filtro paso bajas

1.421223034x1011

T(s) =$—

. 2+ 533145.9384s + 1.421223034x1011

H = tf([1.1421223034el11],[1 533145.9384 1.1421223034el1]);

bode (H)
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Anexo 12 Circuito de Amplificacion
Para amplificar la sefial utilizamos un amplificador operacional TLO84 en configuracion

inversora.
Rr
Re
\ .

i / | V2

La resistencia Ry = 1[k{2], pero la resistencia de Rz no sera un valor fijo
Vo Rg
Vi Rg
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Anexo 13 Etapa de acondicionamiento

Tabla A 24 Etapa de acondicionamiento

Voltaje p-p | Amplificacidn Entrada Salida .

X V] Salida x Potencia Sefial [w] | Potencia Ruido[w] | Potencia Sefial [w] | Potencia Ruido [w] (S/Rjentrada | (5/R)salida 10log(F)
4.7 0.124 6.2 40120 3085 881600 12200 13.00486224 | 72.2622951 | 5.99332247
10 0.2551 12.755 4.00E+04 2797 3.96E+06 3.71E+04 14.30103683 | 106.627155 | 5.69744986
330 8.1053 405.265 4.01E+04 6762 4.33E+09 5.87E+07 5.933155871 | 73.8789429 | 4.13849185
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Anexo 14 Algoritmos del programa en el DSP
Algoritmo para 1[s].
Inicio

Contadores para
Timer 0 a 50KHz

Inicializacion de
variables

Habilitar Registros

Habilitar
Interruociones

Espera por
interrupcion

Inicio de
interrupcion

Leer dato convertido

éSegundo=0?

Regresa a B1

é¢Bandera0=1
?
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Regresa a B2

Valor de ADC
> umbral

Regresa a B3

v

Regresa a RET

Si
Inicio de B1

Apagar electrodos

Apagar electrodos

Inicio de B2

¢Contador=0
?

Si

Regresa a B4
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Contador --

Segundo --

Regresa a RET

Inicio de B3

v

Prender electrodos
Bandera0=1
Gotas ++

Contador=Tiempo de
encendido de
electrodos

Regresa a RET

Inicio de B4

Bandera0=0
Apagar electrodos

Segundo --

Regresa a RET
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Habilitar proxima
interrupcion

Regresa a RET
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Algoritmo para que el programa funcione indefinidamente hasta ser interrumpido.

Contadores para
Timer 0 a 50KHz

Inicializacidn de
variables

Habilitar Registros

Habilitar
Interrunciones

Espera por
interrupcion

Inicio de
interrupcion

Leer dato convertido

v

¢Bandera0=1
?

Regresa a B2

Valor de ADC

> umbral
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Regresa a B3

°
| Regesoams
o
| RegesaaReT |
==

Regresa a RET

Inicio de B2

é¢Contador=0
?

Regresa a B4

Contador --

Regresa a RET

Inicio de B3

Prender electrodos

(i

Bandera0=1

Gotas ++
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Contador=Tiempo de
encendido de
electrodos

Regresa a RET

Inicio de B4

Bandera0=0

Apagar electrodos

Regresa a RET

Habilitar proxima
interrupcion

Regresa a RET
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Anexo 15 Programas en Code Composer Studio v7 para el DSP C2000 Piccolo MCU

F28027

A continuacion se presentan los programas utilizados para este trabajo de tesis. El registro

utilizado para guardar el nUmero de veces que se prendieron los electrodos es el registro
GOTAS. El umbral (H1) y el tiempo de encendido de los electrodos (TIEMPO) son los

parametros que se deberan modificar cada vez que se ejecute el programa acomodandolos

de acuerdo a las condiciones del experimento en cuestion.

- Programa 1

Este primer programa tiene una duracion de un segundo, después de ese tiempo, entra en

un ciclo infinito de espera. Este programa esta basado en el algoritmo 1 mostrado en el

Anexo 14.
5 Programa para Piccolo F28027
; Adquisicién de canal 1 del ADC (Pin J15.6)
; Salida en GPIO® (Pin J6.1)
5 Para el SOC utilizar interrupcidén de TIMER®
5 E1l programa ejecutara sus instrucciones normales durante 1 s
; después entrara en un ciclo infinito de espera
.global _c_intee ;
5 Direcciones de registros
DIR_WDCR .set 07029h ; Dir. de registro de control de WatchDog
DIR_SP .set 00600h ; parte alta del stack
DIR_PIECTRL .set Ox00CEQ ; Registro de control de PIE
DIR_PIEACK .set Ox00CE1 ; Registro de reconocimiento de PIE
DIR_PIEIER1 .set Ox00CE2 ; Registro habilitador de interrupciones
; de PIE
;5 Grupo INT1
DIR_PIEIFR1 .set Ox00CE3 ; Registro de banderas de interrupciones
; de PIE
5 Grupo INT1
DIR_PIEIER10 .set Ox0CF4 ; Registro habilitador de interrupciones
; de PIE
; Grupo INT10 (INTADC1-8)
DIR_PIEIFR10 .set OxOCF5 ; Registro de banderas de interrupcidn de
; PIE
5 Grupo INT10
DIR_GPAMUX1 .set Ox06F86 ; GPIO A MUX 1 (GPIO®@-15)
DIR_GPAMUX2 .set OxO6F88 ; GPIO A MUX 2 (GPIO16-31)
DIR_GPADIR .set OxO6F8A ; GPIO A Direccién (GPIO©-31)
DIR_GPADAT .set OxO6FCO ; GPIO A Dato (GPIO®@-31)

; Registros para establecer frecuencia de trabajo
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; Mascara de WD
; Para PRD H
; Para PRD L 20khz BB7, ©5DB 40Khz

)

)

Dir. Registro de control CLK

; de periféricos

Modo secuencial=0,

simultdneo=1

Seleccién de INT ADC1

Vector de interrupcidn 10.1

; Seccién de datos

Banderal

umbral .2V

Tiempo ON 7ms

Conteo de gotas

Contador regresivo

Duracion del programa 1s para un

muestreo de 40khz

; Deshabilita toda interrupcidén enmascarable
; Localiza el Stack

Limpia cualquier interrupciodn pendiente

; Deshabilita escritura a registros protegidos

DIR_PCLKCR3 .set 0x07020
DIR_ITIMO .set 0xoD4C
DIR_TIMPRDL .set 0x0C02
DIR_TIMPRDH .set 0x0C03
DIR_TIMOTCR .set OxoCo4
DIR_TIM1PRDL .set Ox0COA
DIR_TIM1PRDH .set Ox0CoB
DIR_TIM1TCR .set 0xocCeC
C_WDCR .set 0068h
PER_H .set 0000h
PER_L .set O5DBh
DIR_PCLKCRO .set 0701Ch
DIR_ADCCTL1 .set 07100h
DIR_ADCSOCFOR .set 0711Ah
DIR_ADCSOCOCTL .set 07120h
DIR_ADCMODE .set 07112h
DIR_INTSEL1IN2 .set 07108h
DIR_ADCRESULTO .set 00BOOh
DIR_V_ADCINT10 .set 00DDOh
.data
Po .word ©h
H1 .word ©5D1h
TIEMPO .word 0©0C8h
GOTAS .word ©000h
CONT .word 0000h
SEGUNDOS .word 09C40h
.text

_c_intee

SETC INTM

MOV SP, #DIR_SP

AND  IFR, #OFFFFh ;

EALLOW
MOVL XAR1, #DIR_WDCR
MOV *AR1, #C_WDCR

; Desactiva el WatchDog

ok ko ook sk ok ok ok ko kok sk ok skok ok kok ok skok skokok ok skokskok skok ok ok ok kokkkkk ok Rk ok PTE

; Habilitar PIE
XARO, #DIR_PIECTRL
AL,

MOVL
Mov

*ARO

OR AL, #0x0001

Mov

*ARO, AL

; Activar las interrupciones de INT10.1 con el bit 1 (Grupo 1 int 1@ de PIE)
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MOVL XARO, #DIR_PIEIER10
mMov AL, *XARO
OR AL, #0x0001
mMov *XARO, AL
; Ligar la subrutina con el vector de interrupciones PIE
MOVL XAR2, #DIR_V_ADCINT1@
mMov ACC, #_MI_ADCINT
* MoV AH, #03Fh
MOVL *XAR2, ACC
; Configura el GPAMUX1 para poner los pines como GPIO
MOVL XARO, #DIR_GPAMUX1
mMov ACC, #0x0000
MOVL *XARO, ACC
; Salidas, LED en GPI0©,1,2,3, DIR =1
; Switch en GPIO12 como entrada DIR = ©
MOVL XARO, #DIR_GPADIR
mMov AL, #000OFh
mMov *XARO, AL
; Carga el periodo de TIEMPO
MOVL XAR1l, #DIR_TIMPRDH

Mov AL, #PER_H ; Carga el ACC con el valor de periodo
mMov *XAR1, AL ;

MOVL XAR1, #DIR_TIMPRDL 5

Mov AL, #PER_L ; Carga el ACC con el valor de periodo PRD
MOV *XAR1, AL ; Pasa el valor el PRD bajo

; Activar TIE en TIMEROTCR 0Ox0C04, habilita interrupcidén de TIMERO
MOVL XARO, #DIR_TIMOTCR

Mov AL, *XARO
OR AL, #0x4000
Mov *XARO, AL

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok o kR RR Rk Rk Rk Rk Rk Rk ok ADC

; Habilitar el reloj del ADC, via el registro PCLKCRO bit 3
MOVL XAR1, #DIR_PCLKCRO

Mov AL, *XAR1

OR AL, #0008h

MOV *XAR1, AL

NOP ; Retardos
NOP

NOP

; Registro ADCCTL1 bitl4=adcenable bit7=powerdown (activo bajo)
MOVL XAR1, #DIR_ADCCTL1
MOV AL, *XAR1
OR AL, #40E0h
MoV *XAR1, AL
; Configuracion del ADC Piccolo
MOVL XARO, #DIR_ADCMODE
MoV AL, #00 ; Modo secuencial
MoV *XARO, AL
; Escribir al registro ADCSOCOCTL, los campos ACQPS, CHSEL y TRIGSEL
; - E1 campo ACQPS (5..0) de 6b, ventana de muestreo y retencién (S/H)
5 - CHSEL (9..6): Selecciona el canal a convertir
; - TRIGSEL (15..11): Selecciona la fuente de disparo SOC para el canal
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J

MOVL
Mov
Mov

XAR1, #DIR_ADCSOCOCTL

AL, #0806h
*XAR1, AL

Asocia EOC1 a ADCINT1

MOVL

Mov

Mov
EDIS

XAR1, #DIR_INTSEL1N2

AL, #0060h
*XAR1, AL

; TRIGSEL=TIMER®, CHSEL=Chl, ACQPS=6+1

; Habilita canal 1 (EOCO) para ADCINT1

3k 3k >k >k >k 3k 3k sk 3k sk 3k >k 3k ok 3k 3k Sk sk sk >k 3k 5k 3k sk sk >k >k 3k 3k 3k Sk sk sk sk >k 3k ok 3k 3k Sk sk >k 3k 3k ok sk sk >k >k >k sk sk sk k k

; Habilita INT1.X grupo x=10 de PIE en IER
Habilita INT10

OR

IER, #0x0200

; Habilita INT globales

kb ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk sk ok ok ok ook sk sksk ok sk okokok sk sksk ok ok ook sk k sk k ok kR kokokkkkk k% CTCLO INFINITO

FI

kb ok ok ok skok ok ok sk kok ok skt ok ok ook skokskok kR kb sk sk ok ok ok Rk ko kkk ok kkokkkkk k% Supputina de

interrupciodn

CLRC

N_R NOP
B

_MI_ADCINT

bl

b2

MOVL
Mov
MOVL
cMpP
B
MOVL
cMpP
B
MOVL
cMpP
B
MOVL
Mov
SuB
Mov
B

NOP
Mov
MOVL
Mov

MOVL
CMP

Mov
SuB
Mov
MOVL
MoV

INTM

FIN_R, UNC

XARO, #DIR_ADCRESULTO

AL, *XAR®
XAR1, #SEGUNDOS
*XAR1, #0001h
bl, EQ

XAR1, #PO
*XAR1, #0001h
b2, EQ

XAR®, #H1

AL, *XAR®

b3, GT

XAR®, #SEGUNDOS
AL, *XAR®

ACC, #0001h
*XARO, AL

RET, UNC

AL, #0000h

XAR®, #DIR_GPADAT
*ARO, AL

b1, UNC

XAR1, #CONT
*XAR1, #0001h
b4, EQ

AL, *XAR1

ACC, #0001h
*XAR1, AL

XAR®, #SEGUNDOS
AL, *XAR®

)

; Listo para recibir interrupciones

)

; |

Lee dato convertido

B

éisegundos=1?

¢PO=1?

¢VI>H1?

segundos--

Electrodos OFF

Ciclo infinito

¢CONT=1?

Cont--

segundos- -
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SUB  ACC, #0001h
MOV  *XAR@, AL
B RET, UNC

b3 MOV AL, #@@OFh
MOVL XAR@, #DIR_GPADAT
MOV *AR®,AL
MOVL XAR1, #P@
MOV  *XAR1, #0001h
MOVL XAR1, #GOTAS
MOV AL, *AR1
ADD  ACC, #0001h
MOV *AR1, AL
MOVL  XAR1, #CONT
MOVL XAR2, #TIEMPO
MOV AL, *AR2
MOV *AR1, AL
MOVL XAR@, #SEGUNDOS
MOV AL, *XAR®
SUB  ACC, #0001h
MOV  *XAR®, AL
B RET, UNC

b4 MOVL XAR1, #Po
Mov *XAR1, #0000h
Mov AL, #0000h
MOVL XAR@, #DIR_GPADAT
Mov *ARO, AL
MOVL XAR@, #SEGUNDOS
Mov AL, *XARO
SUB ACC, #0001h
Mov *XARO, AL
B RET, UNC

RET EALLOW
MOVL XARO, #DIR_PIEACK
Mov AL, #0x0200
MOV *XARO, AL
EDIS
IRET
.end

- Programa 2

Electrodos ON

p=1

; GOTAS++

; CONT=TIEMPO

segundos--
|
|
|

Po=0

|

Electrodos OFF
|

|

segundos--

|

|

|

; ©X0000-0CE10x0CE1

Retorno de interrupcion

Este programa se ejecuta por tiempo indefinido hasta que el usuario pausa o detiene su

ejecucion, ademas, esta basado en el algoritmo 2 mostrado en el Anexo 14.

5 Programa para Piccolo F28027

; Adquisicién de canal 1 del ADC (Pin 35.6)

; Salida en GPIOO® (Pin J6.1)

5 Para el SOC utilizar interrupcidén de TIMER®O

5 Este programa se ejecuta indefinidamente hasta que
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; el usuario lo detenga

.global _c_intee
5 Direcciones de registros
DIR_WDCR .set 07029h
DIR_SP .set 00600h
DIR_PIECTRL .set 0x00CE®Q
DIR_PIEACK .set Ox00CE1l
DIR_PIEIER1 .set Ox00CE2
DIR_PIEIFR1 .set Ox00CE3
DIR_PIEIER10 .set Ox0CF4
DIR_PIEIFR10 .set OxOCF5
DIR_GPAMUX1 .set Ox06F86
DIR_GPAMUX2 .set Ox06F88
DIR_GPADIR .set Ox06F8A
DIR_GPADAT .set Ox06FCO
DIR_PCLKCR3 .set 0x07020
DIR_ITIMO .set 0xoD4C
DIR_TIMPRDL .set 0x0C02
DIR_TIMPRDH .set 0x0C03
DIR_TIMOTCR .set 0x0Co4
DIR_TIM1PRDL .set Ox0COA
DIR_TIM1PRDH .set Ox0CoB
DIR_TIMI1TCR .set oxoececC
C_WDCR .set 0068h
PER_H .set 0000h
PER_L .set O5DBh
DIR_PCLKCRO .set 0701Ch
DIR_ADCCTL1 .set 07100h
DIR_ADCSOCFOR .set 0711Ah
DIR_ADCSOCOCTL .set 07120h
DIR_ADCMODE .set 07112h
DIR_INTSEL1IN2 .set 07108h
DIR_ADCRESULT®O .set 00BOOh
DIR_V_ADCINT10 .set 00DDOh

.data
PO .word ©h

; Dir. de registro de control de WatchDog

parte alta del stack

Registro de control de PIE

Registro de reconocimiento de PIE
Registro habilitador de interrupciones

; de PIE
; Grupo INT1

Registro de banderas de interrupcidén de
PIE

; Grupo INT1

Registro habilitador de interrupciones

; de PIE
; Grupo INT10 (INTADC1-8)

Registro de banderas de interrupciodn de
PIE

; Grupo INT10

; GPIO A MUX 1 (GPIO@-15)

; GPIO A MUX 2 (GPIO16-31)

; GPIO A Direccién (GPIO0©-31)
; GPIO A Dato (GPIO©-31)

; Mascara de WD

Para PRD H
Para PRD L 20khz ©BB7, ©5BD para 40KHz

; Dir. Registro de control CLK
; de periféricos

; Modo secuencial=0, simultaneo=1
; Seleccidén de INT ADC1 y ADC2

; Vector de interrupcion 10.1

; Seccidén de datos

Banderal
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H1 .word ©5D1h ; umbral 1

TIEMPO .word 00C8h ; Tiempo ON 7ms
GOTAS .word 0000h ; Conteo de gotas
CONT .word 0000h ; Contador regresivo
.text

_c_intee

SETC INTM ; Deshabilita toda interrupciodn
enmascarable

MoV SP, #DIR_SP ; Localiza el Stack

AND IFR, #OFFFFh ; Limpia cualquier interrupcidn pendiente

EALLOW ; Deshabilita escritura a registros

protegidos

MOVL XAR1, #DIR_WDCR

mMov *AR1, #C_WDCR ; Desactiva el WatchDog

e 3k ke sk ok sk ok sk sk ok sk ok sk sk sk skok skok sk ok sk sk ok skok skok skokok ok skokoskokokskokskok kokokskokkokk - pTE

; Habilitar PIE
MOVL XARO, #DIR_PIECTRL
MOV AL, *ARO
OR AL, #0x0001
mMov *ARO, AL
; Activar las interrupciones de INT10.1 con el bit 1 (Grupo 1 int 1@ de PIE)
MOVL XARO, #DIR_PIEIER10
MOV AL, *XARO
OR AL, #0x0001
mMov *XARO, AL
; Ligar la subrutina con el vector de interrupciones PIE
MOVL XAR2, #DIR_V_ADCINT10
MOV  ACC, # MI_ADCINT
* MoV AH, #03Fh
MOVL *XAR2, ACC
3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 5k 3k 3k >k 3k Sk 3k 5k 3k 3k >k Sk ok sk >k >k Sk ok sk 5k 3k 3k Sk Sk sk ok >k 3k Sk sk sk ok ok >k sk skosk ok k >k GPIO
; Configura el GPAMUX1 para poner los pines como GPIO
MOVL XARO, #DIR_GPAMUX1
mMov ACC, #0x0000
MOVL *XARO, ACC
; Salidas, LED en GPIO©,1,2,3, DIR =1
; Switch en GPIO12 como entrada DIR = ©
MOVL XARO, #DIR_GPADIR
mMov AL, #000OFh
mMov *XARO, AL
3k 3k 3k >k 3k Sk 3k 3k 3k >k 3k Sk ok 3k 3k >k Sk Sk sk ok 3k 3k >k 3k Sk sk 3k >k sk Sk Sk ok 3k >k Sk sk Sk sk 3k >k Sk sk skook sk ok >k skoskosk ok sk k TIMER ©
; Carga el periodo de TIEMPO
MOVL XAR1, #DIR_TIMPRDH

Mov AL, #PER_H ; Carga el ACC con el valor de periodo
mMov *XAR1, AL ;

MOVL XAR1, #DIR_TIMPRDL ;

MoV AL, #PER_L ; Carga el ACC con el valor de periodoPRD
MoV *XAR1, AL ; Pasa el valor el PRD bajo

; Activar TIE en TIMEROTCR 0x0C04, habilita interrupcién de TIMERO
MOVL XARO, #DIR_TIMOTCR
Mov AL, *XARO
OR AL, #0x4000
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Mov *XARO, AL

bk ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk sk ok ko ok ok sk sk sk ok ok sk sk sk ok ok ook sk sk ok sk ok ok R okokkkkk k- ADC

; Habilitar el reloj del ADC, via el registro PCLKCR®O bit 3
MOVL XAR1, #DIR_PCLKCR@

MoV AL, *XAR1

OR AL, #0008h

Mov *XAR1, AL

NOP ; Retardos
NOP

NOP

; Registro ADCCTL1 bitl4=adcenable bit7=powerdown (activo bajo)
MOVL XAR1, #DIR_ADCCTL1
MoV AL, *XAR1
OR AL, #40Eeh
MOV *XAR1, AL
; Configuracion del ADC Piccolo
MOVL XARO, #DIR_ADCMODE
MOV AL, #00 ;Modo secuencial
MOV *XARO, AL
; Escribir al registro ADCSOCOCTL, los campos ACQPS, CHSEL y TRIGSEL
; - E1 campo ACQPS (5..0) de 6b, ventana de muestreo y retencién (S/H)
; - CHSEL (9..6): Selecciona el canal a convertir
; - TRIGSEL (15..11): Selecciona la fuente de disparo SOC para el canal
MOVL XAR1, #DIR_ADCSOCOCTL
MoV AL, #0806h ; TRIGSEL=TIMER®, CHSEL=Ch1, ACQPS=6+1
MoV *XAR1, AL
; Asocia EOC1 a ADCINT1
MOVL XAR1, #DIR_INTSELI1N2

MoV AL, #0060h ; Habilita canal 1 (EOCO) para ADCINT1
MOV *XAR1, AL
EDIS

Sk sk sk >k >k 3k sk sk sk sk sk sk >k sk sk sk sk sk sk ok ok ok sk sk sk sk >k sk sk sk sk sk sk sk 3k sk sk sk Sk sk sk sk 3k ok sk sk sk sk sk >k sk sk sk sk k

; Habilita INT1.X grupo x=10 de PIE en IER

OR IER, #0x0200 ; Habilita INT10
; Habilita INT globales
CLRC INTM ; Listo para recibir interrupciones

sk sk sk >k >k 3k sk sk sk sk sk sk 3k sk sk sk sk sk sk ok ok ok sk sk sk sk >k sk sk sk sk sk sk sk 3k sk sk sk Sk sk sk sk 3k ok sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk k CICLO INFINITO

FIN_R NOP

B FIN_R, UNC
Sk sk 3k 3k sk sk sk sk sk 3k sk sk ok sk sk 3k sk sk sk sk sk 3k 3k sk sk sk sk 3k sk sk sk sk sk 3k sk sk sk sk sk 3k sk sk sk ok sk sk 3k sk sksk ok sk k sk sk Subputina de

interrupcion

_MI_ADCINT
MOVL XARO, #DIR_ADCRESULT®O ; Lee dato convertido
Mov AL, *XARO 5
MOVL  XAR1,#Po ; éPo=1?
CMP *XAR1, #0001h
B b2, EQ
MOVL XAR@, #H1
cMp AL, *XARO 5 éVI>H1?
B b3, GT
B RET, UNC

b2 MOVL  XAR1, #CONT 5 ¢CONT=1?
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b3

b4

RET

CMP

Mov
SuB
Mov

Mov
MOVL
Mov
MOVL
Mov
MOVL
Mov
ADD
Mov
MOVL
MOVL
Mov
Mov

MOVL
Mov
Mov
MOVL
Mov

EALLOW

MOVL

Mov

Mov
EDIS

IRET

.end

*XAR1, #0001h
b4, EQ

AL, *XAR1
ACC, #0001h
*XAR1, AL
RET, UNC

AL, #00OFh

XAR®, #DIR_GPADAT
*ARO, AL

XAR1, #P@

*XAR1, #0001h
XAR1, #GOTAS

AL, *AR1

ACC, #0001h

*AR1, AL

XAR1, #CONT

XAR2, #TIEMPO

AL, *AR2
*AR1, AL
RET, UNC

XAR1, #PO
*XAR1, #0000h

AL, #0000h

XAR@, #DIR_GPADAT
*ARO, AL

RET, UNC

XARQ, #DIR_PIEACK
AL, #0x0200
*XARO, AL

; Cont--

Electrodos ON

|
|
P=1

; GOTAS++

; CONT=TIEMPO

PO=0
|

Electrodos OFF

; ©x0000-0CE10x0CE1

Retorno de interrupcion
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Anexo 16 Circuito Esquematico
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Figura A 26. Circuito esquemdtico hecho en Proteus 7
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Figura A 27 Circuito esquemdtico de la placa fendlica
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Anexo 17. Programa en Matlab para adquirir sefiales
$Copiar las primeras 3 lineas en la ventana de comando
$Ejecutar programa (EDITOR -> RUN)

(command Window)

oo

s = dag.createSession('ni')
s.addAnalogInputChannel ('Devl', 0, 'Voltage')
%s.Channels (1) .InputType='SingleEnded'
s.DurationInSeconds= 1

s.Rate=40000

data=s.startForeground() ;

plot (data)

o°
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Anexo 18. Resultados: Datos para diferentes concentraciones de fluoresceina

Tabla A 25 Datos para diferentes concentraciones de fluoresceina 1

Concentracion [uM] | Voltaje2p_p [V] | Frecuencia [Hz] | Nimero de picos
1 0.1493 54.001 53
0.1502 45.995 47
0.1477 44,993 43
5 0.6159 46.998 47
0.6041 50.006 54
0.6041 42 47
10 1.2999 44,993 44
1.2841 40.998 39
1.2818 37.003 35
15 1.7273 50.993 51
1.6973 66.001 66
1.6644 52.998 50
20 2.0998 91.004 92
2.0953 85.004 84
2.0756 79.004 78

Tabla A 26 Desviacion estdandar de la tabla A 25

Concentracion [uM ]

Voltajep_p [V]

1 0.001266228
5 0.006812733
10 0.009853426
15 0.03146114
20 0.012871027
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Tabla A 27 Datos para diferentes concentraciones de fluoresceina 2

Concentracion molar Gotas separadas Encendido de Elecrocoalescencia
(uM] video electrodos
1 41 55 4
39 50 10
41 48 10
5 48 58 8
50 58 2
55 71 29
10 35 35 0
36 36 0
38 38 3
15 47 58 0
81 98 67
80 108 80
20 69 82 49
60 69 28
57 66 34
Tabla A 28 Valores promedio de la tabla A27
Concentracion Molar | Gotas separadas | Encendido de | Electrocoalescencia Error
[uM] Video electrodos %
1 40.33333333 51 8 20.6792929
5 51 62.33333333 13 17.8565647
10 36.33333333 36.33333333 1 0
15 69.33333333 88 49 20.7461273
20 62 72.33333333 37 14.1778335
Tabla A 29 Desviacion estdndar de la tabla A28
Concentracién Molar | Electrocoalescencia Error
[LM]
1 3.464101615 5.55463893
5 14.17744688 4.40340233
10 1.732050808 0
15 42.93017587 4.55825452
20 10.81665383 1.48127327

179



ina

de fluoresce

de potencia para una concentracion

on

Variaci

Anexo 19. Resultados

de 50[uM]

Tabla A 30 Datos para la variacion de potencia del diodo Idser

Fotodiodo Circuito
Potencia| Voltajelp_p | Voltaje2p_p |Frecuencia | Nimero | Potencia Potencia Potencia Potencia S S , Factor
[mW] [V] [V] [HZ] de picos | deSefial [w] | deruido [w] | de Sefial [w] | deruido [w] \R entrada R salida deruido

4 0.0419 0.9524 115.005 117 14.46 341.7 8.12E+05 3.85E+05( 0.042317823 | 2.108543236 | 0.020069696
0.0409 0.9447 111.99 113 3.322 327.4 4.40E+05 4.53E+05( 0.01014661 | 0.972375691 | 0.010434866

0.0445 0.9137 113 110 0.5531 275.2 2.64E+05 4.26E+05| 0.002009811 [ 0.618667917 | 0.00324861

5 0.0403 1.0936 105.9971 108 6.169 334.2 8.52E+05 7.63E+05| 0.018459007 | 1.117461982 | 0.016518689
0.0432 1.021 104.9945 107 9.117 269.9 8.88E+05 5.08E+05| 0.033779177 | 1.748719968 | 0.019316516

0.0449 1.023 100.99 101 4.908 357.4 5.30E+05 6.41E+05| 0.013732513 | 0.826439831 | 0.01661647

6 0.0432 1.0075 103.005 103 11.48 279.5 7.99E+05 4.23E+05| 0.041073345 [ 1.889493611 | 0.021737753
0.0425 1.1184 99.997 101 12.92 709.4 1.61E+06 6.88E+05| 0.018212574 | 2.342002034 | 0.007776498
0.0412 1.072 104.9945 104 7.776 302 1.14E+06 1.05E+06| 0.025748344 | 1.085959885 | 0.023710217

7 0.0435 1.1461 103.005 103 19.44 297.7 1.59E+06 1.59E+06| 0.065300638 | 0.998740554 | 0.065382985
0.0419 1.2525 103.005 102 5.409 258.5 7.49E+05 5.79E+05| 0.020924565 [ 1.294158313 | 0.016168474

0.0403 1.0662 102.002 103 18.09 269.2 1.17E+06 5.55E+05| 0.067199108 | 2.114553314 | 0.03177934
8 0.0451 1.1193 102.002 103 18.58 1089 2.20E+06 9.33E+05| 0.017061524 | 2.358490566 | 0.007234086
0.0399 1.1523 98.9943 99 8.335 262.4 9.52E+05 8.33E+05( 0.031764482 | 1.142565703 | 0.027801011

0.0397 1.3169 104.007 103 9.583 285.3 1.00E+06 5.62E+05| 0.033589204 [ 1.784062611 | 0.018827369

9 0.0448 1.2835 109.005 110 10.36 729.8 1.08E+06 7.19E+06| 0.01419567 | 0.150389538 | 0.09439267
0.0429 1.1796 108.002 108 27.93 431.9 1.96E+06 6.51E+05| 0.064667747 | 3.013362003 | 0.021460331
0.0386 1.1423 106.99 106 2.631 225.4 1.17E+06 1.11E+06| 0.011672582 | 1.050405041 | 0.011112458

10 0.0416 1.2132 105.997 106 14.99 264.9 2.10E+06 9.10E+05| 0.056587391 | 2.305494505 | 0.024544579
0.0455 1.2212 115.992 115 18.53 338.8 2.43E+06 1.25E+06| 0.054693034 | 1.937749401 | 0.02822503

0.0455 1.3218 114.002 111 15.75 288.7 1.19E+06 7.33E+05| 0.054554901 [ 1.61756683 | 0.033726521
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Tabla A 31 Valores promedio de la tabla A30

Potencia Voltajep_p Frecuencia Nudmero Factor 10logF
[mW] [V] [Hz] de picos de ruido dB
4 0.936933333| 113.3316667| 113.333333| 0.01125106| -19.4880666
5 1.045866667| 103.9938667| 105.333333| 0.01748389| -17.573619
6 1.065966667 102.6655| 102.666667| 0.01774149] -17.5100993
7 1.154933333| 102.6706667| 102.666667| 0.03777693| -14.2277331
8 1.196166667| 101.6677667| 101.666667| 0.01795416| -17.4583502
9 1.2018 107.999 108| 0.04232182| -13.7343567
10 1.252066667 111.997| 110.666667| 0.02883204| -15.4012458

Tabla A 32 Desviacion estdndar de la tabla A31

Potencia
[mW]

Voltajep_p
(V]

0.02048569

0.04135037

0.05569563

0.09346359

0.10585204

Ojo|Nd|OojUu|bd

0.07317096

10

0.06052316
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Anexo 20 Separacion gotas de diferentes concentraciones de fluoresceina

Prueba 1

Prueba 2

Tabla A 33 Separacion gotas de diferentes concentraciones de fluoresceina duracion 1 [s]

Encendido de | Gotas separadas | Total de gotas
electrodos video
128 79 582
83 33 319
65 30 480

Tabla A 34 Separacion gotas de diferentes concentraciones de fluoresceina duracion 13.1 [s]

Encendido de | Gotas separadas | Total de gotas
electrodos video
89 35 900
92 49 1115
121 54 900
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