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Resumen:

El objetivo de esta tesis es el disefio y fabricacion de un dispositivo
microfluidico, para separacién de microparticulas por tamafio. El dispositivo

microfluidico (lab-on-a-chip) fue fabricado con polidimetilsiloxano (PDMS).

Para el proceso de fabricacion, se disefié un molde con un programa de disefio,
el cual se imprimié utilizando una impresora 3D. El dispositivo cuenta con dos
entradas por las que se introdujeron las microparticulas atravesando por una
serie de obstaculos, se separaran por tamafio y varias salidas por las cuales se
diferenciaran con base a sus dimensiones. Este sistema microfluidico se fabrico
con polidimetilsiloxano (PDMS) y se unié a un portaobjetos de vidrio (como

sustrato) mediante un proceso por reaccion de iones.
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Estructura de la tesis

En el capitulo uno de esta tesis se comenta brevemente, a manera de
introduccién, el concepto de un dispositivo microfluidico, algunos antecedentes
de trabajos que se han realizado, asi como el objetivo general y los objetivos

especificos que se persiguen en este trabajo.

En el capitulo dos se habla de la metodologia o el proceso, descrito
detalladamente, que se utilizé para llevar a cabo la fabricacién del dispositivo

microfluidico.

En el capitulo tres se muestran los resultados experimentales obtenidos en el

guiado de particulas dentro del dispositivo microfluidico.

En el capitulo cuatro se exponen las conclusiones a las que se llegaran del

proceso de fabricacién de dispositivos microfluidicos.



Capitulo 1

INTRODUCCION

En el ambito de la bioingenieria, el reducir las cantidades de reactivos
bioguimicos en los andlisis y el manejo de volumenes muy pequefios son
cruciales. En esta area, la microfluidica constituye una herramienta
fundamental, abriendo un amplio campo de posibilidades mediante el desarrollo
de microcanales y componentes activos como pueden ser microvalvulas o
microbombas, por mencionar algunos. Los materiales empleados en esta
disciplina son sustratos poliméricos, en combinacién con técnicas estandar de

micro y nano fabricacion [1].

La microfluidica es un campo de la ciencia que esta alcanzando un crecimiento
acelerado. Un gran numero de aplicaciones surgen continuamente para
procesos en microescala y microdispositivos. Estos avances han beneficiado,
en particular a procesos de bioseparacion en biotecnologia y en farmacéutica,
asi como en diagnostico médico y ambiental. A pesar de ser un campo aun en
pleno progreso, el desarrollo de los dispositivos microfluidicos es considerable,
ya que se han logrado microlaboratorios, conocidos en inglés como “lab on a
chip”, que son capaces de llevar a cabo todas las funciones de equipos
convencionales, con ventajas atractivas como tiempos mas cortos, menor
requerimiento de muestra y reactivos, portabilidad, mayor resolucién y

sensibilidad, y bajo costo. El desarrollo de este tipo de sistemas en microescala



ha seguido avanzando, y una de las areas con mayor potencial para estos
sistemas es en el analisis y manipulacion de bioparticulas. La microfluidica es
esencial para el desarrollo de herramientas para analisis celulares,
particularmente en el desarrollo de dispositivos para migracion celular,

ingenieria de tejidos, mecéanica celular y estudios de células [2].

Actualmente, si la deteccidn o separacion de células se realiza por métodos de
microbiologia tradicionales, que en su mayoria dependen de cultivo celular, los
resultados de algunos analisis pueden demorarse de 24 a 72 horas. En
aplicaciones como andlisis de contaminacion de alimentos o cuerpos de agua,
control de calidad y analisis clinicos, se requieren métodos y sistemas que
proporcionen resultados con mayor rapidez. Es precisamente en este tipo de

situaciones donde la microfluidica puede ser la solucion requerida [3].

Durante las ultimas décadas se ha producido gran interés en la conexion entre
la forma de las células, su funcion general y sus redes moleculares. Sin
embargo, se ha hecho un esfuerzo limitado para desarrollar formas rapidas y
eficientes para ordenar con base en su forma o tamafio. La citometria de
imagen es un ejemplo; sin embargo, estad limitada por la resolucién y la

velocidad de la clasificacion [3].

En la actualidad se han desarrollado un pequeiio numero de técnicas
microfluidicas para abordar estas inquietudes, la deformabilidad de las células

es un importante indicador clinico de una amplia variedad de condiciones



médicas y se mide en masa utilizando ectacitometria. Los enfoques de
microfluidos incluyen el uso de laser, la separacion utilizando obstaculos, la

marginacion y el enfoque inercial [4].

En la actualidad, los ultimos avances utilizando dispositivos microfluidicos han
sido en base al uso de células activadas por una fluorescencia versétil que
utiliza como activacién el medio acustico para ordenar células de altas tasas. El
clasificador acustico combina las ventajas del uso tradicional de células
activadas por fluorescencia y la clasificaciébn de gotas, es aplicable a una gran

multitud de objetos [4].

En el trabajo de Schmid et al [5], clasifican gotas en un medio acuoso en tasas
de hasta varios kHz, en dos o incluso méas canales de salida, también pueden
ordenar las células directamente desde el medio sin encapsulaciéon antes en
gotas. Este método es compatible con citdmetros de clasificacion celulares
normales, sin embargo, al mismo tiempo, permite una gran variedad de

aplicaciones mas sofisticadas [5].

Existen otros trabajos que reportan la separacion de particulas en dispositivos
microfluidicos, en estos se utiliza una bifurcacién asimétrica en un flujo laminar
alrededor de obstaculos. Las particulas eligen su camino dependiendo de las
bases de su tamafio. Todas las particulas tienen un camino de migracion
equivalente a su tamafo. Las microparticulas de 0.8, 0.9 y 1 um fueron

utilizadas para caracterizar el dispositivo y se caracterizaron en 40 segundos



con una resolucién de 10 nandmetros, lo que mejora el tiempo y la resolucion

comparado con las técnicas de flujo convencionales. [6]

En la figura 1(A) se observan los pardmetros geométricos que definen la matriz
del obstaculo. Un flujo de fluido se aplica en la direccién vertical (flecha
naranja). En la figura 1(B) se muestran tres corrientes de fluido (rojo, amarillo y
azul) en una brecha no se mezclan, ya que al fluir a través de la matriz el carril
1 en la primera fila del obstaculo se convierte en el carril 3 en la segunda fila, el
carril 3 se convierte en el carril 2 en la tercera fila, y asi sucesivamente. Por lo
tanto, las particulas pequefias siguientes a las lineas de corriente se quedaran
en el mismo carril. En la figura 1(C) se muestra una particula que sigue una
linea de corriente que pasa a través del centro de la particula (punto negro),
moviéndose hacia el carril 1. La particula se desplaza fisicamente cuando entra

en el siguiente espacio. Las lineas de puntos negros marcan los carriles [6].

kY

Figura (1). Imagen que muestra A) La matriz utilizada entre obstaculos. B) Como se van
transformando las direcciones de flujos. C) El camino que siguen las particulas. Imagen tomada
de Huang y Cox 2004 [6].



En la figura 2, se muestra otro dispositivo microfluidico para la clasificacion de
cuerpos de embriones con tamafos dinamicos mayores a 300 um. En este
trabajo [7] se propone un escape de separacion que utiliza apropiadamente
pilares separados en un microcanal para alterar la via de flujo del fluido,
permitiendo asi que las particulas de tamarfios definidos se desvien hacia
trayectorias de flujo especificas. En esa propuesta, se puso a prueba la
funcionalidad del dispositivo mediante la separacion de esferas de poliestireno
de 90, 175 y 275 um de didametro, lo que demostrd la eficiencia de separaciéon

con un 100%.

Separation region

Reservoir 1 (R1)

B

Reservoir 3 (R3)

Figura (2). Imagen del dispositivo microfluidico propuesto por Peter B. Lillehoj y Hideaki Tsutsui
2010 [7].



1.1 Objetivo General

El objetivo principal de este proyecto es el disefio y fabricacion de un dispositivo
microfluidico para la seleccion de microparticulas por tamafio. Se usaran
impresoras 3D para la fabricacién de los moldes de los microcanales y una vez
realizados, se fabricara un sistema microfluidico con Polidimetilsiloxano

(PDMS).

1.2 Objetivos especificos

e Disefio de la estructura de los dispositivos microfluidicos.
e Fabricacién de moldes para dispositivos utilizando impresoras 3D.
e Fabricacién de los dispositivos microfluidicos.

e Seleccidén de microparticulas mediante el sistema microfluidico.



Capitulo 2

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para la fabricacion de los

dispositivos microfluidicos que permitieron la seleccion de microparticulas.

Metodologia

El procedimiento para la fabricacion de dispositivos microfluidicos a base de
PDMS constan, tipicamente, de un molde patrén que es fabricado en
fotorresina[8], sin embargo, en este trabajo se utilizaran impresoras 3D para
obtener el molde por considerarse como una mejor alternativa a la fotolitografia,
siempre y cuando queramos estructuras mayores a los 110 um, ya que esta es
la mayor resolucion que se pudo manejar en la impresora 3D, ademas de que
es mas sencillo y rapido de realizar[9]. El molde patron representa la estructura
negativa (inversa) de la estructura deseada de PDMS. Para crear estructuras de
PDMS, el liquido prepolimero PDMS se mezcla con un agente endurecedor y se
deposita sobre el molde patron. El PDMS se endurece y se quita el molde

patrén, produciendo la réplica final que contiene las microestructuras [8].

El proceso de fabricacion de un dispositivo microfluidico consta de varios pasos,

estos se muestran en el diagrama de la fig (3).

Los pasos de fabricacion son los siguientes: A) Disefio del molde patrén, B)

Fabricacion del molde en la impresora 3D, C) Fabricacion de microcanales con



PDMS, D) Pegado del PDMS al sustrato y e) La prueba del dispositivo

microfluidico

Disefio del molde
patrén

Fabricacion del molde en
impresora 3D

Fabricacion de microcanales con
PDMS

Pegado del PDMS al sustrato

Figura (3). Diagrama de flujo de la metodologia usada para el desarrollo del dispositivo
microfluidico.



2.1 Disefio del molde patrén

Lo primero que se hizo fue hacer el disefio del molde utilizando algun programa
como podria ser AutoCad, SolidWorks o Sketchup. En este caso se utilizo
Sketchup ya que se tenia conocimiento previo de este, una vez que ya se tuvo
listo el disefio lo siguiente fue utilizar la impresora 3D para crear el molde

patrén, la cual maneja archivos stl y utiliza resina para hacer los disefos.

Una vez listo el molde lo siguiente es utilizar un material conocido como PDMS
(polidimetilsiloxano) el cual es una silicona, debido a sus propiedades lo hace
perfecto para hacer el dispositivo microfluidico ya que es transparente y facil de
pegar con vidrio entre otras cosas. En este caso el sustrato elegido para adherir
el PDMS es un porta objetos de 3 x 1 pulgadas, el cual se pega utilizando una

pistola de plasma.

Finalmente se realiz6 la prueba con el dispositivo listo para usarse.

El disefio del molde patron puede ser realizado utilizando cualquiera de los
programas ya mencionados, en este caso fue seleccionado Sketchup 2014, ya
que fue el que dio mejores resultados a la hora de disefar el molde, ademas de

su simplicidad y efectividad.

Al momento de ejecutar este programa se dan una serie de plantillas a elegir,
esto dependiendo del trabajo que vayamos a realizar, en el caso de este

proyecto debido a los requerimientos del mismo y al material con el que se
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disponia, fue seleccionada la plantilla de “Impresion 3D en milimetros”, una vez

elegida nuestra plantilla empezamos a disefiar nuestro molde patron.

Los disefios mostrados en la figuras 4 (A) y (B) tienen una base de 3 mm, sobre
la que se encontrard el microcanal que tendra 2 entradas (ver detalle en figura
5), una que abarca aproximadamente un 80% del canal, donde se introducira
agua y la otra entrada que abarca el resto, en la que encontraremos el fluido

gue contendréa las microparticulas.

A)

B)

Figura (4). A) Imagen del disefio utilizado para microparticulas B) Imagen del disefio utilizado
para particulas mayores a 200 um.
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Luego de esto tendra una serie de obstaculos donde la separacion entre cada
uno de estos sera solo para que puedan pasar particulas menores a 160 um, de
esta manera las particulas mayores seguiran su camino hacia la salida 2,
mientras que las particulas menores a ese tamafo se quedaran alojadas en la
salida 1 (ver figura 6). Para el disefio del molde patron para particulas mas
grandes los obstaculos tendran separacion de 500 um y 850 um, de igual forma
separando las particulas por 3 tamafios distintos, cada una dirigiéndose a la

salida correspondiente, como se muestra en las figuras 6 y 7.

Entrada 1

Entrada 2

Figura (5). Imagen de las 2 entradas del microcanal.

Salida 1

Salida 2

Figura (6). Figura demostrativa de las 2 salidas en el disefio, junto a los obstaculos propuestos.
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Salida 1

/ Q N Salida 2

Salida 3

/

Figura (7). Imagen de los obstaculos y las salidas propuestas para la separacion de particulas
mas grandes (400 pm, 750 pum y 1000 um).

2.2 Fabricacion del molde en impresora 3D

Los moldes fueron fabricados utilizando una impresora Form 1+ SLA 3D como
se muestra en la figura 8, la cual maneja una resina especial disponible en
varios colores. Para este trabajo se utiliz6 la resina transparente en la

fabricacion del molde patrén.

Una vez que ya se tuvo hecho el disefio del molde patrén se exporto el archivo
.Skp (la extension nativa de Sketchup) a .stl que es el tipo de archivo que

maneja y reconoce la impresora 3D.

El primer paso para fabricar el molde fue cargar el archivo .stl al software que
utiliza la impresora, este fue descargado desde la pagina de la misma
compania. En esta parte se dispusieron de diversas opciones de configuracion,
la que mas importd fue el grosor de la capa (Layer Thickness), en esta parte
utilizamos la mayor resolucion posible para asegurar que todo estuviera mas

definido, una vez que estuvo configurado todo en el software, se cargo el

13



archivo y se esperd a que la impresora hiciera su trabajo, el tiempo de espera
depende de que tan complejo sea el disefio, en este caso el tiempo necesario
para este molde fue de 1 hora con 36 minutos. En la figura 8 (A) se muestra la

impresora, mientras que en la 8 (B) se ve durante el proceso de impresion.

Cabe mencionar que al momento de realizar todo este procedimiento se
tuvieron que cumplir con ciertos cuidados, la habitacion donde se realizé la
impresion estuvo completamente cerrada, sin luz, a menos que fuera luz roja,
ya que en caso de que la resina tuviera contacto con la luz empezaria a
polimerizarse, lo cual es algo que no queremos porque si eso pasara la resina

quedaria inutilizable.

Figura (8). A) Fotografia de la impresora laser 3D Form +1 SDL 3D. B) Fotografia de la
impresora durante la impresion.
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Una vez que el proceso de imprimir termind, lo siguiente fue retirar la placa
metalica donde se encontraba adherido el molde y con una espatula se
despegd con mucho cuidado, ya que si se utilizaba demasiada fuerza se podia

cuartear o romper el molde patrén, como se muestra en la figura 9.

Figura (9). Fotografia de la base de metal con el molde adherido a ella.

Cuando se despegd el molde, el siguiente paso fue meterlo a un bafio de
alcohol etilico y agitarlo durante 2 minutos como se muestra en la figura 10 (A),
esto se hizo para remover la resina no polimerizada que quedara en el molde
patrén. Luego de agitarlo se colocd en otro recipiente con alcohol etilico y fue
sometido a un bafio de ultrasonido por 5 minutos como se muestra en la figura
10 (B), de igual forma para retirar la resina adherida. Por ultimo, después de
sacarlo del bafio en el ultrasonido, se volvié a lavar con alcohol, tallandolo

suavemente con las manos para asi tenerlo completamente listo para usarlo.
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Figura (10). A) Agitacién del molde en una cama de alcohol B) Bafio de ultrasonido.

En este punto cabe mencionar un detalle muy importante, se tuvieron que
realizar muchas pruebas para poder conocer los limites de la impresora al
momento de imprimir, entre las cuales dos fueron las que mas resaltaron, la
primera fue para conocer la distancia minima que se podria manejar entre
obstaculos, para hacer esto se empezd con una separacion de 900 pm,
disminuyendo 100 pm en cada linea asi hasta llegar a 400 um, una vez aqui la
disminucién fue de 50 en 50 hasta llegar a 50 um de separaciébn como se

muestra en la figura 11 (A) y (B).
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Figura (11). A) Disefio utilizado para realizar la prueba de la minima distancia entre objetos. B)
Fotografia del molde fabricado.
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Con esas pruebas realizadas se lleg6 a la conclusion que la separacion minima
gue la impresora podia fabricar sin problemas fue 100 um entre objetos, ya que

con la distancia de 50 pum la impresora lo que hizo fue hacer una linea recta, es

decir junté cada uno de los obstaculos.

Una vez conociendo esto lo siguiente que se deseaba saber era el tamafio de
objetos que la impresora podia manejar, logrando que el obstaculo se
mantuviera bien definido. Para esto se realizaron pruebas con figuras
cuadradas desde 300 um, aumentando su tamafio en 50 um en cada linea,

hasta llegar a 500 um. El disefio utilizado para esto se muestra en la figura

namero 12 (A) y (B).

A B
os‘s@ﬁfimwu
1.00mm
Djkmm
0 [T
O
O O
!.T
S O

Figura (12). A) Disefio con estructuras cuadradas capturado para poder determinar la resolucion
minima que maneja la impresora con una buena definicién. B) Fotografia del molde fabricado.
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Con esto, se pudo determinar que la medida minima que manejaba con buena
definicion era a partir de 400 um. Todas estas pruebas realizadas ayudaron a
poder tener una buena base de las limitaciones que se tenian con la impresora,

esto es saber con exactitud qué es lo que se podia hacer y qué no.

Un detalle importante a mencionar con las pruebas de distancia minima entre
objetos, es que la impresora detectaba separaciones a partir de 100 um, pero
esto no significa que las pudiera hacer de manera correcta, para esto lo que se
hizo fue una medicion de los objetos realizados en el molde patron y de su
separacion como se muestra en la figura 13 donde se pueden apreciar las

dimensiones obtenidas de los obstaculos y entre cada uno de ellos.

Figura (13). Fotografia electrénica (tomada con un microscopio electrénico SEM Hitachi
SU3500) de un disefio con figuras cuadradas de 250 pum y separacion de 150 um entre ellas.

Las especificaciones del disefio fueron las siguientes, los primeros obstaculos

cuadrados fueron de un tamafio de 600 x 1400 um, lo cual nos aseguré una
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buena definicion de estos. Esto teniendo en cuenta que las particulas idoneas a
utilizar (debido a las limitaciones de tamarfio de la impresora) eran de 80 y 160
um, por lo que las separaciones entre obstaculos fueron de 100 pm como lo

muestra la figura 14.

Figura (14). Figura donde se muestra la separacion entre los obstaculos.

Se realiz6 el molde de esta manera para asi forzar a que las particulas de 160
UM no tuvieran otra opcion mas que elegir el camino de la derecha, ya que no
pueden entrar por ninguna de las separaciones de 100 pum o cambiar su
camino, ademas al ser un flujo constante se aseguré el hecho de que las
particulas no se atorarian obstruyendo el paso a las demas, ya que como por
una de las entradas estuvo fluyendo un 80% de agua, esto no permite que las
particulas pudieran cambiar su direccién, hasta el momento en el que llegaran a
los obstaculos, donde solo las que son menores a 150 pym podran entrar,
dirigiéndose de esta manera a la salida numero 1, mientras que las mas

grandes quedarian en la salida nUmero 2 como se muestran en la figura 15.
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Figura (15). Disefio de microcanal donde se muestran las 2 salidas disefiadas en el molde por
donde las particulas pequefias pueden entrar por los obstaculos sin ningun problema y dirigirse
por la salida nimero 1, mientras que las de mayor tamafio seran empujadas a la salida numero
2.

2.3 Fabricacion de microcanales en PDMS (Polidimetilsiloxano)

Para hacer el dispositivo microfluidico en PDMS, se utilizé el kit de Corning
Sylgard 184 Silicone Elastomer, el cual consta de dos partes; la primera es de
una resina y la segunda de un curador. En las especificaciones del polimero
(PDMS) establece que debe prepararse con una relacion de 10 partes de

elastomero por 1 de curador (10:1).

Una vez conocido esto se llevo a cabo su preparacion, en este trabajo se utilizd
la relacion 40 g de resina por 4 g de curador como se muestra en la figura 16,
ya que previamente se tomo esta medida introduciendo el molde en una caja de
Petri y llenandolo con agua destilada para asi conocer la medida necesaria para
cubrir el molde patrén por completo y dejar una capa de PDMS de
aproximadamente 3 mm, esto para que al momento de despegarse se pudiera

evitar el rompimiento en dado caso de ser muy delgado.
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Figura (16). Imagen del pesado del kit de elastomero.

Una vez que se tuvo la medida exacta, lo siguiente fue homogenizar bien la
mezcla agitandola por un periodo de 2 a 3 minutos para tener una mezcla
homogénea. Con la mezcla bien hecha, lo siguiente fue introducirla a una
camara al vacio, eso se hizo debido a que al momento de estar agitando
constantemente la mezcla se generaron burbujas, las cuales solo arruinarian el
PDMS. Lo que se hizo fue dejar la mezcla por un periodo de 40 minutos en la
camara de vacio como se muestra en la figura 17, en este intervalo de tiempo
se hicieron pausas cada 10 minutos, esto fue para poder alejar las burbujas que
se encontraban cerca de nuestro canal con una pequefia punta y empujar a
nuestro molde al fondo de la caja de Petri, esto solo en caso de que se hubiera

levantado un poco.
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Figura (17) Imagen del molde maestro con PDMS dentro de la camara al vacio.

Posteriormente se dejé el molde secando por 24 horas, para posteriormente
meterlo al horno por un periodo de 2 horas a 65°C. Antes de introducir el molde
al horno, éste se pre-calenté por un periodo de 15 minutos, esto para que no
tuviera altas y bajas de temperatura.

Para conocer los tiempos de horneado se tuvieron que realizar pruebas en las
gue se dejo el horno calentando a cierta temperatura por un periodo de tiempo,
monitoreando las variaciones que tenia cada minuto. Las curvas de

caracterizacion del horno se muestran en el apéndice A.

Lo siguiente fue abrir el horno, esperando a que se enfriara un poco, para
posteriormente cortar el PDMS y asi, sacar el molde como se muestra en la
figura 18 (A) y (B), este procedimiento requiri6 de mucho cuidado, ya que lo

mas importante era no dafar los obstaculos disefiados en el molde patron.
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Figura (18). A) Fotografia del corte del PDMS. B) Fotografia después de haber retirado el
molde.

Una vez que se tuvo el PDMS con el disefio, lo siguiente fue hacerle las
perforaciones en las regiones que correspondian a las salidas y las entradas.
Estas perforaciones se realizaron en este paso ya que si se hacian después de
pegarlo al portaobjetos, existia una gran probabilidad de que se dafara el canal

o los obstaculos, ya que se ejercia una presion sobre este.

El siguiente paso en el proceso de fabricacion del dispositivo microfluidico fue el

pegado del PDMS al sustrato.
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2.4 Pegado con el sustrato

Luego de tener el PDMS listo, se tomO el portaobjetos, el cual se limpid
previamente, ya que aun después de sacarlo completamente nuevo de su caja,
se podian observar manchas como si fuera un poco de grasa, para limpiarlo se
utilizé un papel especial para limpiar lentes, ademas de alcohol, sin correr el

riesgo de que este se fuera a rayar.

Posteriormente, se colocaron el PDMS y el portaobjetos sobre una superficie
sélida y utilizando una pistola de plasma fueron adheridas como se muestra en
la figura 19. Esto se debe a algo conocido como “Reactive-ion etching” (RIE),
este proceso utiliza plasma quimicamente reactivo para eliminar el material
depositado en el vidrio. El plasma se genera por un campo electromagnético,
donde los iones de muy alta energia se generan en forma de un plasma que
ataca a la superficie del vidrio y reacciona con él. El plasma se inicié en el
sistema mediante la aplicacion de un fuerte campo electromagnético. EI campo
eléctrico oscilante ioniza las moléculas de gas despojandolos de electrones, de
esta forma los electrones son acelerados en la camara golpeando el objetivo a
velocidades muy altas. Cuando los electrones se desvian hacia el vidrio, estos
chocan con la muestra y si el campo eléctrico es suficientemente alto se puede

golpear el material en él.

El plasma de oxigeno es muy eficaz en la mayoria de las superficies organicas,

esto ayuda a romper los contaminantes de alto peso molecular, haciéndolos
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reaccionar y debido al vacio, el residuo resultante tiende a vaporizarse en una
facil extraccion de ellos. Al final del proceso el sustrato esta muy limpio y se

ioniza.

El PDMS es hidréfobo y la superficie no reactiva, por lo que es dificil para unirse
con otras superficies. Al exponer el PDMS al plasma, su superficie se convierte
en hidrofila y més reactiva. Esto resulta en una union irreversible cuando se
pone en contacto con vidrio, silicio, o incluso otra pieza de PDMS que haya sido
expuesta a la misma pistola de plasma, de esta forma es como se logra la union

entre el sustrato y el PDMS.

Figura (19). Fotografia del procedimiento de Reactive-ion etching

Luego de realizar este procedimiento, lo Ultimo que se hizo fue cubrir el
portaobjetos adherido al PDMS y ponerlo debajo de un objeto sélido (o una
pesa) durante 24 horas, para ejercer presién sobre los mismos, esto para que

se llevara a cabo la unién entre ambos materiales.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1 Caracterizaciéon de dispositivos

En esta seccion se describe la caracterizacion de dispositivos fabricados, lo
primero que se hizo fue determinar las dimensiones de las estructuras del
microcanal para asi asegurarse que las medidas eran las del disefio con el fin

de que las particulas pudieran separarse con base en su tamario.

Una forma para determinar las dimensiones del microcanal fue utilizar un
microscopio electronico SEM Hitachi SU3500 para asi poder obtener las

dimensiones reales entre cada uno de los obstaculos

En la figura 20 (A) se muestra la fotografia obtenida del microscopio electrénico,
esta imagen es la obtenida del disefio mostrado en la figura 20 (B). En el disefio
las dimensiones en el borde fueron de 350 pm, 550 um, 700 um y 850 um,
mientras que las medidas obtenidas fueron de 367 um, 582 um, 711 umy 877
um y las dimensiones en el disefio entre los obstaculos fueron de 350 um y 500

um, mientras que las obtenidas son de 480 um y 367 pm.
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Figura (20) A) Fotografia electrénica del molde fabricado con la impresora 3D (tomada con un
microscopio electronico SEM Hitachi SU3500) mostrando las dimensiones entre los obstaculos.
B) La figura corresponde al molde utilizado para la fotografia electrénica que muestra las
dimensiones entre obstaculos.

Otra forma de determinar las dimensiones del microcanal fue utilizar como
referencia particulas de poliestireno certificadas por el Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST) con un diametro de 157 pym %= 3.1 um,
introduciéndolas dentro de nuestro dispositivo para asi poder compararlas con
las dimensiones de los obstaculos, posteriormente se tomaron fotografias
desde un microscopio 6ptico modelo Nikon Eclipse TI-DH. Luego de esto
utilizando el software de MatLAB se tomaron las medidas de las particulas en
pixeles, haciendo asi una relacion entre micrémetros y pixeles, logrando asi

poder obtener datos precisos sobre las medidas del microcanal.

En la figura 21 se muestra la fotografia tomada desde el microscopio 6ptico,
donde se muestran las particulas utilizadas como base para determinar el

tamafio entre obstaculos, con un didmetro de 157 um + 3.1 um (certificado
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NIST) y se hizo una comparacion entre una escala de pixeles y otra de

micrémetros.

Pixeles 100

Micrémetros 100

Figura (21). A) Fotografia tomada desde el microscopio éptico donde se muestran las particulas
de 160 pm en pixeles. B) Fotografia correspondiente a las particulas de 160 pum en
micrometros. C) La figura corresponde a la seccion del microcanal mostrada en las figuras (A) y

(B).

En la figura 22 se muestra la fotografia obtenida del miscrocopio oOptico, esta
imagen es la obtenida del disefio de la figura 22 (C), donde muestra que las
dimensiones obtenidas entre los canales fueron de 145 ym, mientras que las

propuestas fueron de 150 um
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Figura (22). A) Fotografia tomada del microscopio 6ptico donde se puede observar la
separacién entre obstaculos dentro del microcanal en pixeles. B) Fotografia correspondiente a
la separacion entre obstaculos dentro del microcanal en micrometros. C) La figura corresponde
a la seccién del microcanal mostrada en las figuras (A) y (B).
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3.2 Sistema Optico para la captura de imagenes en el dispositivo

optofluidico

Para poder observar el comportamiento de flujo y la trayectoria de las particulas
se implementd un sistema Optico que consta de una montura XYZ, la cual
permitié que el dispositivo se pudiera mover libremente sobre los ejes X, Y y Z,
una camara CCD con un objetivo de 10X con el que pudimos observar lo que
ocurrio dentro del microcanal, estd conectada a una laptop y fue posible
visualizarse detalladamente por medio de un software llamado PixeLINK
Capture ademas, una lampara con la que se ilumino la parte de interés dentro
del microcanal y la micro bomba Syringe Pump NE-4000 con la cual se
inyectaron los fluidos en nuestro disefo, en la figura 23 se muestra un diagrama

del arreglo experimental.

Lampara

Montura
Microbomba Eje XYZ

gl

Objetivo i\T

Camara Pixelink

Figura (23). Esquema del arreglo dptico experimental utilizado en las pruebas con el microcanal.
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En la figura 24 se muestra una fotografia del arreglo experimental donde se

aprecian cada uno de los componentes utilizados.

Figura (24). Fotografia del arreglo experimental utilizado en el laboratorio, mostrando cada una
de las partes que lo conforman.

3.3 Pruebas de Flujo

Luego de conocer que las medidas de los obstaculos propuestos en el molde
fueron las correctas y tener un sistema 6ptico para la captura de imagenes, lo
siguiente a realizar fueron algunas pruebas de flujo utilizando 2 tintas de
distintos colores empleando el molde de la figura 4 (B) como se muestra en la
figura 25, donde se puede observar cdmo es que a medida que las velocidades
se van modificando, va aumentando el tamafo del flujo de las tintas, esto se
realiz6 para poder conocer las velocidades que se utilizarian posteriormente

con las particulas.
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En la Figura 25 (A) se puede observar como la tinta roja abarca
aproximadamente un 95% del canal, para este caso los flujos fueron de 2600
puL/hr en tinta roja y 180 pL/hr en tinta verde, en la figura 25 (B) esta relacion
cambia y ahora es de un 35% en la tinta roja, para esto los flujos fueron de
1250 uL/hr en tinta roja y 1850 en tinta verde, en la figura 25 (C) la tinta roja
llena un 20% del ancho del canal, esto con flujos de 720 uL/hr para la tinta roja
y 2250 uL/hr mientras que en la figura 25 (D) tiene un 25% del mismo con
velocidades de 900 pL/hr para la tinta roja y 2100 pL/hr para la tinta verde, las
velocidades propuestas en la figura 25 (D) fueron las seleccionadas para
realizar las pruebas con microparticulas, ya que la concentracion de fluidos
mostrada cumple con los requerimientos para que las particulas sigan el camino
y pasen por cada uno de los obstaculos propuestos, de esta forma se pudieron

seleccionar las velocidades para nuestro experimento.

Figura (25). Fotografia donde se muestran 2 flujos diferentes (tinta verde y roja) en el molde
propuesto para particulas mas grandes Los flujos fueron A) 2600 y 180 B) 1250y 1850 C) 720 y
2250 y D) 900 y 2100 para tinta roja y verde respectivamente.
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Una vez conociendo lo anterior, se trabajo con las particulas de 80 y 160 um
con el molde para particulas menores a 200 um mostrado en la figura 4 (A),
para esto se utilizaron jeringas para insulina de 1 mL y 4.5 mm de volumen, por
las cuales se inyectaron las particulas y el agua, esto con una micro-bomba

Syringe Pump NE-4000.

La velocidad utilizada para inyectar las particulas fue de 300 pL/hr, para asi
poder observar el desplazamiento de las particulas a lo largo del canal y
durante los obstaculos, mientras que la velocidad con la que se inyect6 el agua

destilada fue de 1000 pL/hr.

El disefio cuenta con 2 entradas, en la que en una de ellas (entrada 1 ver figura
5) se introdujo un fluido con las particulas de 80 y 160 um, mientras que en el
otro (entrada 2) se inyecto agua a una velocidad un poco mas rapida que la que
contiene las particulas, lo cual nos aseguré que el flujo de agua entrante ocupo
aproximadamente el 80% del microcanal y que mantuvo en un borde de este al
flujo que contiene las particulas. De esta forma las particulas pudieron seguir
los obstaculos correctamente y las de dimensiones mas pequefias pasaron
entre las estructuras para asi dirigirse a la salida numero 1; en cambio las mas
grandes al no poder entrar por ninguno de los obstaculos siguieron su camino,
guiados por la forma de los obstaculos y del flujo de agua hasta llegar a la

salida numero 2 como se muestra en el esquema de la figura 26.
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Figura (26). Esquema que muestra cémo es que viajan los 2 flujos introducidos dentro del canal,
asi como el proceso de la separacion de las particulas para el disefio mostrado en la figura 14

(A).

En la Figura 27 se muestra el arreglo experimental utilizado para el molde de la
figura 4 (A), con 2 tintas de diferente color (roja y azul), esto se hizo para asi
poder observar correctamente la diferencia de flujo planteada anteriormente, lo
cual nos indico que el color azul (flujo que es igual al agua destilada que fue
introducida en el experimento normal) abarcé aproximadamente un 80% del
canal, mientras que la tinta de color rojo (la cual hace referencia al fluido que
contenia las microparticulas) siguié la trayectoria propuesta, dirigiéndose por el

borde del microcanal.

Figura (27). Fotografia tomada del arreglo experimental, con 2 tintas diferentes para asi poder
observar la diferencia entre los flujos en el dispositivo para microparticulas.
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La figura 28 muestra la salida nimero 1 que es de tinta roja (el cual representa

el fluido que llevo las particulas de 80 um a su destino).

Salida 1

Salida 2

Figura (28). Fotografia que muestra la salida numero 1 representada con tinta color rojo.

La figura 29 muestra la salida niumero 2, la cual contiene tinta color azul (lo que

representara el flujo que llevara las particulas de 160 pm.

Salida 1

Salida 2

Figura (29). Imagen tomada en la salida nimero 2, en la cual solo la tinta color azul entrd, esto
representando al flujo que lleva las particulas de 160 um.
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Después de haber utilizado las tintas para conocer los flujos, lo siguiente fue
realizar las pruebas utilizando las particulas dentro del molde propuesto en la

figura 4 (A).

En la figura 30 (A) se muestra una fotografia en el borde del canal, donde viajo
el fluido que contenia las particulas de 80 y 160 um. La figura 31 (B) muestra la

seccion del dispositivo de donde se obtuvo la imagen.

Area tomada con la
B camara

L T =

Figura (30). A) Fotografia tomada en el borde del canal, donde viaja el flujo que contiene a las
particulas de 80 y 160 um. B) Imagen donde se muestra el area tomada por la camara.

En la figura 31 se muestra una parte de los obstaculos en el PDMS, donde las
particulas mas grandes no fueron capaces de entrar entre los obstaculos, por lo

gue siguieron su trayectoria sin poder atravesar entre estos.

Figura (31). Fotografia tomada en la seccién de obstaculos, mostrando como las particulas de
160um no entran entre las aperturas y siguen la trayectoria planeada.
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En la figura 32 se muestran las particulas de 80 um que entraron por uno de los

obstaculos, siguiendo la trayectoria propuesta.

Figura (32) Fotografia de las particulas de 80 um pasando entre los obstaculos.

La fotografia mostrada en la figura 33 fue tomada con el microscopio Optico
descrito anteriormente, donde se muestra la salida numero 1 que contuvo

Gnicamente las particulas de 80 um.

Salida 1

Salida 2

Figura (33) Fotografia tomada en la salida numero 1, mostrando como fueron separadas las
particulas de 80 um.
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La fotografia mostrada en la figura 34 fue tomada con el microscopio Optico
descrito anteriormente, donde se muestra la salida nUmero 2 que contuvo las

particulas de 160 pm.

Salida 1

& Salida 2

Figura (34) Fotografia tomada en la salida nimero 2, mostrando como fueron separadas las
particulas de 160 pm.

A continuacioén en las figuras 35 y 36 se muestran las fotografias del dispositivo
utilizado en la separaciéon de particulas mostrado en la figura 4(B), divididas en
fragmentos para asi poder observar detenidamente el movimiento de las
particulas, para esto en la entrada numero 1 (ver figura 5) se introdujo el flujo
con las particulas, mientras que en la entrada 2 (ver figura 5) fue el flujo con
agua capaz de empujar a las particulas para asi seguir el camino planeado.
Como se mencioné anteriormente las velocidades utilizadas para este
experimento fueron de 900 pL/hr y 2100 uL/hr para asi poder mantener una
velocidad mas alta en el agua lo cual hace que el flujo contenedor de particulas
siga una direccion pegada al borde del canal que es donde se encuentran los
obstaculos, en ellos las particulas se dividieron con base en su tamafio, ya que

entre cada uno de los obstaculos solo podian entrar particulas de ciertas
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dimensiones, para asi dirigirse a su salida correspondiente. De esta forma se

pudo lograr la separacion de particulas por tamafio.

En la figura 35 se puede observar en forma secuenciada como es que la
particula de 400 um va avanzando a lo largo del camino planeado, en la figura
35 (B) se puede apreciar como es que esta por entrar en el primer obstaculo, en
la figura 35 (D) la microparticula esta siguiendo su camino después de superar

el obstaculo y en la 35 (E) se muestra cOmo es que entra por la salida numero 1

Figura (35) Fotografias que muestran la secuencia de cuadros para el movimiento una particula
de 400 um.
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En la figura 36 se puede observar como es que la particula de 1000 um sigue la
trayectoria planeada, en la figura 36 (A) se ve como no es capaz de entrar en el
primer obstaculo por lo que sigue su camino, en la figura 36 (B) tampoco puede
entrar por el segundo obstaculo debido a las dimensiones de la particula por lo
gue continua con la trayectoria propuesta y en la figura 36 (C) al no haber
podido entrar por alguno de los obstaculos la particula se dirigié hacia la salida

numero 3 como se habia planeado.

s.".'
R

Figura (36). Fotografias que muestran una particula de 1000 pum siguiendo la trayectoria
propuesta.
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Capitulo 4

Conclusiones

En este capitulo se presentan los resultados principales obtenidos en la

realizacion de esta investigacion

En este trabajo se realizé un estudio experimental de una técnica para la
separacion de microparticulas por tamafio en un sistema microfluidico de dos
entradas, dentro de las cuales se colocaron microestructuras (obstaculos) para

realizar la separacion de las particulas.

1. Se disefid la estructura del dispositivo microfluidico utilizando Sketchup,
que es un software del tipo CAD (disefio asistido por computadora).
Mediante este programa fue posible generar el codigo que es
interpretado por la impresora 3D y de esta manera proveer la informacién
de la geometria y las dimensiones del microcanal

2. Se fabricaron moldes patron para dispositivos microfluidicos utilizando
impresoras 3D. Los moldes patron fabricados estan hechos con una
resina fotosensible, las dimensiones minimas de las estructuras
fabricadas fueron de 100 pum en la separacion de cada uno de los
obstaculos.

3. Se fabricaron los dispositivos microfluidicos seleccionando 2 disefios

para su experimentacion, el primero cuenta con 2 entradas y 2 salidas

40



con las cuales se manejaron particulas menores a 180 um, el canal de
entrada es de 500 um de altura, mientras que el segundo disefio cuenta
con 2 entradas y 3 salidas, manejando particulas mayores a 200 pum, con
una altura de 1500 um en el canal de entrada.

La seleccion de microparticulas en el sistema microfluidico mediante
obstaculos se pudo completar, logrando seleccionar particulas de 80 y
160 um en el primer disefio y 400 um, 750 um y 1000 um en el segundo,
esto gracias al tamafio y posicidn de las microestructuras utilizadas,
ademas de las velocidades manejadas en cada uno de los fluidos, lo que
permiti6 que no se mezclaran durante la trayectoria propuesta, guiando

asi a las particulas a las zonas deseadas.
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4.1 Trabajo a futuro

Utilizando los métodos desarrollados durante este trabajo y los resultados

experimentales obtenidos, se sugiere el siguiente trabajo a futuro:

1. Encontrar nuevos arreglos de obstaculos que funcionen para seleccionar
microparticulas por tamario.

2. Utilizar bioparticulas para realizar mas experimentos.

3. Buscar alternativas para mejorar la calidad y la resolucion de la

impresora 3D.

Aun queda mucho camino por recorrer y muchas aplicaciones para el uso de los
dispositivos microfluidicos (lab-on-a-chip), especialmente en el &area de la
medicina, en un futuro el uso de estos sistemas podra revolucionar la industria y
hacer muchos procedimientos de una manera mas simple, rapida, econémica y

eficaz.
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Apéndice A

Control de temperatura del horno utilizado.

Para poder determinar las temperaturas utilizadas al momento de hornear el
molde, fue necesario realizar pruebas de tiempo con relacion a la temperatura
gue alcanzara el horno, para asi poder determinar a partir de qué momento la
temperatura del horno se encontraba estable para poder ser utilizado.

Para esta prueba se fijo la temperatura en el control del horno y se utilizé un
multimetro con un termopar introducido en el horno, donde se estuvo
monitoreando la temperatura del horno durante un periodo de 30 minutos,
observado cada minuto los cambios que sufria. Se observé que a partir de los
10 minutos la temperatura se estabilizaba.

En la figura 37 se muestra la respuesta del horno cuando se seleccioné una
temperatura de 60 grados centigrados. Se puede observar que después de 12
minutos la temperatura se estabiliza alrededor de 60 grados con oscilaciones de

aproximadamente 5 grados centigrados.
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Figura (37). Grafica de la temperatura con respecto al tiempo, donde la temperatura utilizada
fue de 60 grados centigrados.

En la figura 38 se muestra la respuesta del horno cuando se seleccion6 una
temperatura de 90 grados centigrados. Se puede observar que después de 12
minutos la temperatura se estabiliza alrededor de 90 grados con oscilaciones de

aproximadamente 5 grados centigrados.
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Figura (38). Gréfica de la temperatura con respecto al tiempo, donde la temperatura utilizada
fue de 90 grados centigrados.
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Las pruebas anteriores nos indicaron que antes de introducir nuestro molde
debiamos precalentar el horno por 12 minutos para que no hubiera variaciones

en la temperatura.
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