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Abstract

The high demand for real-time, on-site and quality information to monitor multiple
(bio)chemical parameters in areas such as aerospace, environmental, industrial,
food or biomedical has promoted the development of an analytical instrumentation
with a high level of integration, miniaturization and automation. In this way, the
so-called total analysis microsystems (UTAS) or Lab-on-a-Chip (LOC) have
appeared.

Thus, the main objective of this thesis i1s the development of automated
microanalyzers, using LTCC and polymer technologies, for the determination,
using potentiometric and optical measurements, of different chemical parameters
in selected applications, where miniaturization is a must to address the problem.
For this purpose, different analytical microsystems have been designed,
constructed and evaluated where different essential unit operations to carry out
the analytical procedure have been integrated.

First of all, three analytical devices have been developed in the framework of two
projects funded by the European Space Agency (ESA) with the aim of developing
analyzers to monitor the water recycling process and its quality in long-term
manned space missions. The first one is a robust potentiometric microanalyzer,
based on LTCC technology, to simultaneously monitor the presence of potassium
and nitrate ions using the FIA technique. The microdevice monolithically
integrates the microfluidics and the detection system, based on two ISEs, one for
potassium and the other one for nitrate, and a screen-printed Ag/AgCl reference
electrode. The second one improves the performance of the first device and consists
of a microanalyzer, made of COC, for the simultaneous monitoring of potassium,
chloride and nitrate ions. This new device minimizes the chloride interference on
the nitrate electrode and miniaturizes and automates the fluid management
system incorporating micropumps and microvalves. The last one is a robust and
highly selective potentiometric microanalyzer fabricated in COC for the
determination of ammonium ion. It integrates the microfluidics, a gas-diffusion
module and the detection system into a single monolithic substrate. The gas-
diffusion module is composed of a hydrophobic PVDF membrane and the
potentiometric detection system consists of an ammonium ion selective electrode
and a screen-printed Ag/AgCl reference electrode.

The latter device has also been applied to the analysis of ammonia in aqueous

samples of diverse origin (drinking water and wastewater from WWTPs, both
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Abstract

urban and industrial) and in blood and plasma samples of patients diagnosed with
disorders in the urea cycle. Another developed analytical microsystem, made of
COC, incorporates a gas-diffusion step for the spectrophotometric determination of
COz using a colorimetric acid-base indicator. The small size of the device, coupled
with the reduced size and simplicity of the detection system, give a high portability
to the overall system. It has been applied to CO:z analysis in wine and beers and for
the monitoring of ocean acidification.

Finally, an autonomous and automated analytical microsystem has been developed
for spectrophotometric determination of phosphate in wastewater. The
microanalyzer, made of COC, integrates a miniaturized optical detection system
and an automatic fluid management system that give it portability and
autonomous operation capacity.

All microsystems developed have shown excellent analytical features, fulfilling the
requirements of the applications for which they were designed and demonstrating

the potential of miniaturization in analytical systems.
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Resumen

La gran demanda de informacién en tiempo real, in situ y de calidad, para llevar a
cabo el control y la monitorizacion de multiples parametros (bio)quimicos en
ambitos como el aeroespacial, medioambiental, industrial, alimentario o biomédico,
ha fomentado en los tGltimos afios el desarrollo de instrumentacién analitica con un
alto nivel de integracién, miniaturizacién y automatizacién. De esta manera, han
aparecido los denominados microsistemas de andlisis total (WTAS) o Lab-on-a-Chip
(LOC).

Asi, el trabajo realizado en esta tesis tiene como objetivo principal el desarrollo de
microanalizadores automatizados, usando las tecnologias LTCC y de polimeros,
para la determinacién, mediante medidas potenciométricas y opticas, de diversos
parametros quimicos, en aplicaciones seleccionadas, donde la miniaturizacion es
condicién indispensable para poder abordar el problema.

Para ello, se han disefiado, construido y evaluado microsistemas donde se han
integrado diferentes operaciones unitarias del procedimiento analitico,
imprescindibles para la realizacién de este.

Asi, en primer lugar se presentan tres dispositivos analiticos desarrollados en el
marco de dos proyectos financiados por la Agencia Espacial Europea (ESA) con el
objetivo de desarrollar analizadores para monitorizar el proceso de reciclado de
agua, y la calidad de esta, en misiones espaciales tripuladas de larga duracién. El
primero de ellos es un microanalizador potenciométrico robusto, basado en la
tecnologia LTCC, para monitorizar simultdneamente la presencia de iones potasio
y nitrato usando la técnica FIA. El microdispositivo integra, monoliticamente, la
microfluidica y el sistema de deteccién, basado en dos ESIs de membrana
polimérica, uno para potasio y otro para nitrato, y un electrodo de referencia de
Ag/AgCl serigrafiado. El segundo de ellos, mejora las prestaciones del primero y
consiste en un microanalizador, fabricado en COC, para la monitorizacién
simultanea de iones potasio, cloruro y nitrato. Este nuevo dispositivo minimiza la
interferencia de cloruro sobre el electrodo de nitrato y miniaturiza y automatiza el
sistema de gestion de fluidos incorporando microbombas y microvalvulas. El ultimo
de ellos es un microanalizador potenciométrico robusto y altamente selectivo
fabricado en COC para la determinaciéon de i6n amonio. Este integra la
microfluidica, un médulo de difusion gaseosa y el sistema de deteccién en un tnico
sustrato monolitico. El médulo de difusién gaseosa lo compone una membrana

hidréfoba de PVDF y el sistema de deteccion potenciométrico esta formado por un
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Resumen

electrodo selectivo de 16n amonio de membrana polimérica y un electrodo de
referencia de Ag/AgCl serigrafiado.

También se ha aplicado este Ultimo dispositivo al analisis de amonio en muestras
acuosas de diversa procedencia (agua de red de distribucidon y aguas residuales de
EDARs, tanto urbanas como industriales) y en muestras de sangre y plasma de
pacientes diagnosticados de desordenes en el ciclo de la urea.

Otro de los microsistemas analiticos desarrollados, fabricado en COC, incorpora
una etapa de difusion gaseosa para la determinacion espectrofotométrica de CO2
utilizando un indicador acido-base colorimétrico. El tamafio reducido del
microsistema analitico, unido al tamafio reducido y a la simplicidad del sistema de
deteccién, dotan al equipo global de una gran portabilidad. Se ha aplicado al
analisis de COz en vino y cervezas y para la monitorizacién de la acidificacién
oceanica.

Por dltimo, se ha desarrollado un microsistema analitico auténomo y automatizado
para la determinaciéon espectrofotométrica de fosfato en aguas residuales. El
microanalizador, fabricado en COC, integra un sistema de deteccién Optica
miniaturizado y un sistema de gestion de fluidos automatico que le dota de
portabilidad y capacidad de funcionamiento auténomo.

Todos los microsistemas desarrollados han mostrado unas caracteristicas analiticas
excelentes, cumpliendo los requisitos de las aplicaciones para las que fueron
disenados y demostrando la potencialidad de la miniaturizacién en los sistemas

analiticos.
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Capitulo 1

Introduccion

La quimica analitica es la disciplina cientifica que se encarga de obtener
informacién sobre la composicidn, la estructura y la naturaleza de la materia, en el
espacio y en el tiempo, mediante la aplicacién y el desarrollo de metodologias,
estrategias e instrumentacién.’*> En las ultimas décadas, dicha disciplina ha
experimentado una gran evolucién, impulsada en gran medida por el objetivo de
satisfacer la creciente demanda de informacién, de calidad y en tiempo real, por
parte de todos los ambitos de la sociedad.* La elaboracion y aprobacion de
legislaciones y normativas en materia medioambiental, biomédica, alimentaria e
industrial, cada vez mas rigidas y estrictas, unido el aumento de la demanda de
productos con mayores estandares de calidad, han potenciado una importante
actualizacién y mejora de la instrumentacién analitica clasica. Parte de esta
evolucién se ha sustentado gracias al alto nivel de integracion alcanzado por los
métodos analiticos, entendiendo como integracién al hecho de unir, mediante
conexiones fluidicas, las diferentes etapas del procedimiento analitico (muestreo,
transporte de muestra, separacion, reaccion, medida, transduccién y adquisicién de
seflal y procesamiento) en un todo, con el fin de obtener caracteristicas y
funcionalidades que no estaban presentes en cada una de las etapas por separado.5-
7 De esta integracién, y su consiguiente conectividad, nace el concepto de sistemas
de analisis total (TAS).? Estos presentan numerosas ventajas con respecto a los
métodos clasicos, como son la automatizacién de las distintas etapas del proceso
analitico (hecho que minimiza la intervencién de personal cualificado y el posible
error asociado a dicha intervencién), la robustez, la simplicidad, la
reproducibilidad, la reduccién del tiempo de analisis y la reduccion de costes. Sin
embargo, estos sistemas analiticos presentan algunos inconvenientes para
satisfacer las demandas analiticas actuales, como son una reducida portabilidad,
un mantenimiento frecuente y complejo, un transporte lento de la muestra, baja
eficiencia de separacién, necesidad de fabricar interfaces para cada uno de los
distintos elementos integrados y un elevado consumo de reactivos, que se traduce
en un elevado coste econémico y un importante impacto medioambiental a causa de
los residuos generados.%10

Para superar estos inconvenientes se recurre a la miniaturizacién de estos

sistemas, surgiendo asi los ampliamente conocidos microsistemas de andlisis total
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(pTAS)112 o posteriormente llamados también Lab-on-a-Chip (LLOC).13 Estos
dispositivos se caracterizan por contener estructuras o gestionar volimenes a
escala micrométrica.” El término pTAS, acufiado por Manz y Widmer a principios
de la década de los 90, abrié el camino de un nuevo campo multidisciplinar,
actualmente consolidado y sobre el que se concentran gran cantidad de esfuerzos
dirigidos al desarrollo de sistemas analiticos miniaturizados en Aambitos tan
diversos como el analisis clinico, la monitorizacién medioambiental, la seguridad, la
industria alimentaria y la biomedicina. Prueba de ello son las numerosas y
extensas revisiones publicadas en los ultimos afios sobre esta temadtica, en las que
se desgranan los continuos avances en cuanto a materiales y técnicas de
microfabricacién utilizadas, las diferentes etapas del proceso analitico
miniaturizadas e integradas, los nuevos fenémenos aplicables a escala
micrométrica para extraer informacién y las numerosas aplicaciones propuestas.l4
23 Los sistemas analiticos miniaturizados presentan gran cantidad de ventajas con
respecto a sus antecesores no escalados.?* Su reducido tamano, peso y consumo de
energia, aumentan su portabilidad y por tanto hacen factible la realizacion de
medidas analiticas en continuo e in situ. También se caracterizan por una alta
eficiencia, robustez y rapidez de analisis. Asimismo, el concepto de miniaturizacién
permite reducir considerablemente el consumo de reactivos y muestra y por tanto
la generacién de residuos, haciendo estos sistemas mas ecolégicos o “verdes” que los
convencionales. Por su parte, el uso de técnicas de microfabricacién de bajo coste,
asequibles y bien consolidadas, fomenta el uso de estos dispositivos analiticos e
introduce el concepto de microsistema analitico desechable, reduciendo los costes
de mantenimiento y la necesidad de personal cualificado. Ademas, su reducido
tamanio y su bajo coste de fabricacién permiten el uso de enfoques de
multiplexacién, haciendo posible la determinacién multiparamétrica simultanea en
una misma muestra. Todas estas ventajas contribuyen a minimizar el coste total
del proceso de andlisis, permitiendo el desarrollo de un sinfin de sistemas
personalizados y hechos bajo demanda con numerosas aplicaciones.

En este sentido, la presente tesis se enfoca al desarrollo de instrumentacién
analitica, que se adapte a los requisitos de las aplicaciones planteadas,
aprovechando las ventajas derivadas de la integracién, la simplificaciéon, la
automatizacién y la miniaturizacién de sistemas analiticos mediante técnicas de
flujo en continuo con deteccion tanto potenciométrica como espectrofotométrica.
Con la finalidad de contextualizar la tematica de la tesis, el presente capitulo
introductorio se ha organizado en tres partes. La primera de ellas esta destinada a
la miniaturizacién de los sistemas analiticos, presentando conceptos basicos de
microfluidica y las operaciones unitarias maés frecuentes que suelen conformar un
microsistema analitico. En la segunda parte se muestran los diferentes tipos de

materiales utilizados para fabricar dichos dispositivos analiticos, prestando
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especial atencién a los utilizados para fabricar los microanalizadores que se
presentaran a lo largo de la memoria. Por ultimo, se recopilan las tecnologias de
microfabricacién mas comunmente utilizadas, a nivel de prototipado, para la

construccion de los dispositivos.
1.1. Miniaturizacion en quimica analitica

La gran demanda de informacién en tiempo real, in situ y de calidad para llevar a
cabo el control y la monitorizaciéon de multiples parametros (bio)quimicos en otros
tantos ambitos, ha fomentado en los Gltimos afios el desarrollo de instrumentacién
portatil, automatizada y capaz de proporcionar informaciéon fuera del entorno de los
laboratorios convencionales, dando lugar al concepto de los pTAS o LOC (Figura
1.1).

Figura 1.1. Figura ilustrativa del proceso de miniaturizacién e integracién que permite concentrar
las diferentes etapas del procedimiento analitico llevado a cabo en un laboratorio en un solo chip de

reducidas dimensiones. (Imagen redisefiada y adaptada)?®

Estos sistemas miniaturizados, mediante la conectividad que proporcionan las
plataformas microfluidicas, permiten llevar a cabo la mayor parte de las etapas del
proceso analitico en estructuras de pequefias dimensiones, obteniendo multiples

beneficios asociados a este proceso de escalado. Ventajas como la portabilidad, la
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fiabilidad de los resultados, el bajo coste unitario de los andlisis, el bajo consumo de
reactivos y muestra, con su consiguiente limitada generacion de residuos, o la
explotacién de los fenémenos solo viables en la escala micrométrica, resumen las
potencialidades alcanzadas por este tipo de microsistemas analiticos. El origen de
muchas de estas ventajas esta relacionado con el comportamiento diferencial y
caracteristico de los liquidos en la microescala.2¢6 Habitualmente, a escala
macroscopica, las propiedades de los fluidos estan controladas por fenémenos de
volumen, como fuerzas gravitacionales e inerciales. Sin embargo, a medida que
disminuyen las dimensiones de los canales fluidicos, la relacién area
superficial/volumen crece considerablemente, por lo que a escala microscépica estos
fenomenos de volumen pierden importancia, ganando preponderancia los
fenémenos de superficie como la viscosidad y la tensién superficial.26-28 Los
regimenes de flujo en la macro y microescala difieren, entonces, debido a la mayor
influencia de la energia cinética, en el primer caso, y de la energia de friccion, en el
segundo caso. En este sentido, el nimero de Reynolds (Re) representa la relacion
entre estos fenémenos. Este nimero adimensional viene determinado por la

siguiente ecuacion:

pvDp

Re =

(Ecuacién 1.1)

donde p y 1 son la densidad y la viscosidad del fluido, respectivamente, v es la
velocidad del fluido y Dx es el diametro hidraulico del canal. El didmetro hidraulico
del canal es un nimero caracteristico que depende de la geometria de la seccién

transversal del canal y viene determinado por la siguiente expresion:

Dh = — (Ecuacién 1.2)

donde A y P son el area de la seccién transversal y el perimetro hiimedo del canal,
respectivamente.2?

Con valores de Re altos (Re>2500), el flujo estd dominado por fuerzas inerciales y
se caracteriza por ser turbulento.?! En este contexto, el fluido presenta un
movimiento que es aleatorio tanto en el espacio como en el tiempo, y hay
transportes de masa convectiva en todas las direcciones (Figura 1.2.A). Sin
embargo, con valores bajos de Re (Re<1500) los efectos de viscosidad dominan
frente a los inerciales y se produce un flujo completamente laminar. En este
contexto, las capas de liquido fluyen paralelas entre si y la velocidad en cualquier
lugar dentro de estas es invariable con el tiempo (Figura 1.2.B). Esto implica que la
transferencia de masa convectiva solamente se produce en la direccién del flujo y el

proceso de mezcla se puede lograr sélo por difusién.30.31
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Figura 1.2. Figura mostrando el comportamiento del flujo turbulento, caracteristico de la

macroescala (A) y del flujo laminar, caracteristico de la microescala (B), en el interior de un canal.?8

Habitualmente en los sistemas microfluidicos, el valor de Re es tipicamente inferior
a 100 y, por lo tanto, el flujo se considera esencialmente laminar.2’ Esta
caracteristica, como se ha comentado, tiene una consecuencia directa sobre el
proceso de mezcla dentro de los dispositivos microfluidicos. Los regimenes de flujo
turbulento permiten una mezcla rapida, en cambio, el proceso de mezcla en
regimenes de flujo laminar es menos eficiente debido a su naturaleza difusiva entre
las distintas interfases fluidicas. La difusién se define como el proceso de
propagacién de moléculas de una regién de mayor concentracién a una de menor
concentracién mediante movimiento browniano, lo que resulta en una mezcla
gradual, considerada como un  mecanismo de  transporte lento

macroscopicamente.26.2731 Este fendmeno esta descrito por la ley de Fick:

j= —D— (Ecuacion 1.3)

donde @ es la concentraciéon de la especie, x es la posicién de la especie y D es el
coeficiente de difusion.

A pesar de la falta de eficiencia de mezcla en los regimenes de flujo laminar, este se
ve extraordinariamente favorecido por la reduccién del tamano. Gracias a la
miniaturizacién de los sistemas analiticos, la seccién de los canales se reduce y el
tiempo de difusiéon también disminuye drasticamente.26:2931 Asi, el tiempo de

difusion se puede derivar de la ley de Fick:

tp = — (Ecuacion 1.4)

donde tp es el tiempo promedio para que las particulas se difundan a lo largo de la
anchura del canal /, siendo D el coeficiente de difusién.

En el ambito de la microfluidica, la anchura del canal suele ser relativamente
pequeiia, haciendo que el tiempo de difusién sea extremadamente reducido. Por lo
tanto, la difusién se convierte en un método factible para mover particulas y
mezclar fluidos en sistemas microfluidicos.

Existen otros muchos parametros que sirven para entender los fendémenos que

rigen el comportamiento de los fluidos en la microescala, como los relacionados con
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la transferencia térmica. Sin embargo, se han omitido deliberadamente en esta
memoria, con el fin de aligerarla, por no tener especial relevancia en el

funcionamiento de los microsistemas analiticos desarrollados.

1.1.1. Plataformas microfluidicas

Las plataformas microfluidicas son un elemento esencial en el desarrollo de
dispositivos analiticos miniaturizados. Son las estructuras que permiten unir y dar
conectividad, mediante canales microfluidicos, al conjunto de operaciones unitarias
miniaturizadas, correspondientes a las distintas etapas del procedimiento analitico
llevado a cabo en el laboratorio.??3% Este conjunto de operaciones unitarias estan
disenadas para poder combinarse e integrarse facilmente en las plataformas
microfluidicas, utilizdndose una tecnologia de fabricacién bien establecida y
definida. Asi, en la actualidad, la microfluidica dispone de un amplio catalogo de
estas operaciones unitarias, que pueden combinarse en funcién de las necesidades
planteadas por la aplicacién estudiada, con el fin de obtener multiples soluciones
en forma de uTAS o LOC.

No obstante, las plataformas microfluidicas requieren a menudo de
Instrumentacién externa asociada para poder ser completamente funcionales, ya
que, a dia de hoy, atn existen numerosas dificultades para solucionar, por ejemplo,
ciertos problemas que surgen de la integracién monolitica, sobre dichas
plataformas, de algunos sistemas de gestion de fluidos. En este contexto, es posible
clasificar las plataformas microfluidicas segin el principio de propulsiéon que se
utiliza para mover los fluidos. Asi, se puede utilizar la capilaridad34 o actuadores
externos o integrados que muevan los fluidos mediante gradientes de presion
positiva o negativa (generalmente microjeringas o microbombas tanto peristalticas
como piezoeléctricas y neumaticas),?23> por centrifugacion,’?® por ondas
magnéticas,?” por ondas acusticas,?® por la generacion electroquimica de burbujas,3?
electrocinéticamente,®® entre otros.32442 En la presente tesis se han utilizado
plataformas microfluidicas gestionadas por impulsion mediante gradiente de
presion positiva.

Por otra parte, como es de esperar, una mezcla rapida de los distintos reactivos con
la muestra es esencial en maultiples aplicaciones (bio)quimicas. Segun los
fundamentos de la microfluidica vistos previamente, una mezcla eficiente se puede
conseguir reduciendo el tamano de los canales al orden de la decena de micras. Sin
embargo, una reduccién tan drastica en el tamafio de los canales no siempre es
posible, debido a la propia aplicacién analitica o a la dificultad que conllevaria la
impulsién de los liquidos en el interior del microsistema. Por este motivo, para
mejorar la mezcla en las plataformas microfluidicas, se introducen elementos

mezcladores, que provocan la apariciéon de regimenes de flujo turbulento o un
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aumento de la relacién 4area superficial/volumen.2” Estas estructuras pueden
clasificarse segtiin su naturaleza de funcionamiento en micromezcladores activos o
pasivos.43-46

Los mezcladores activos aprovechan el uso de partes moéviles o algin tipo de
energia para inducir una perturbacién en el flujo. Por este motivo suelen producir
una mezcla muy eficiente. Sin embargo, la necesidad de instrumentacién periférica
asociada, como fuentes de energia externas, y el complejo y costoso proceso de
fabricacién, limitan la implementacién de estos tipos de micromezcladores en los
dispositivos microfluidicos.2?” Algunos ejemplos de microanalizadores activos son los
que utilizan una bomba de impulsion externa para dejar pasar uno u otro reactivo,
generando un flujo segmentado (Figura 1.3.A). También se encuentran los que
utilizan una fuente de presién externa para perturbar el flujo laminar propiciando
una mayor mezcla (Figura 1.3.B). Otro tipo son aquellos que utilizan un
microagitador para provocar un régimen de flujo turbulento (Figura 1.3.B). Por
ultimo, destacar que hay también una tipo de mezcladores activos que utilizan
campos eléctricos o cambios en el voltaje aplicado para promover una mejor mezcla
mediante perturbaciones electrohidrodinamicas (Figura 1.3.D), dielectroforéticas

(Figura 1.3.E) o electrocinéticas (Figura 1.3.F).

Céamara de mezcla

Figura 1.3. Disefios de micromezcladores activos: (A) segmentacién en serie; (B) perturbaciéon por
presiéon a lo largo del canal de mezcla; (C) microagitador integrado en el canal de mezcla; (D)
alteracién electrohidrodinamica del flujo; (E) alteracién dielectroforética del flujo; (F) perturbacién

electrocinética en la camara de mezcla.44

Por el contrario, los mezcladores pasivos no requieren de ninguna fuente de energia
externa, ya que se basan en el uso de diferentes geometrias para conseguir una
mezcla mas efectiva. Ejemplos de este tipo de mezcladores son los que recurren a la
reduccion de la longitud de mezcla aumentando la superficie de contacto entre los
fluidos a mezclarse, haciendo mas eficiente la mezcla por difusién. Claros ejemplos
de este tipo de mezcladores son los de laminaciéon en paralelo (Figura 1.4.A,B y D),
aumentando la eficiencia de la mezcla cuanto mayor sea el numero interfases entre

los fluidos. En el concepto de enfoque hidrodinamico (otra variante de laminacién
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en paralelo), tanto en dos como en tres dimensiones (hydrodynamic focusing),*” se
puede modular el flujo de las entradas laterales para crear un flujo muy estrecho
en el canal central (Figura 1.4.E), hecho que favorece la rapidez de la mezcla por
difusién. Por otro lado, se encuentran una serie de disefios de micromezcladores
dirigidos a promover la turbulencia en los fluidos mediante geometrias especiales,
ya sea mediante configuraciones en zigzag o serpentin en dos dimensiones (Figura
1.4.A,C), en tres dimensiones (Figura 1.4.F) o introduciendo obstaculos en los
canales (Figura 1.4.G,H e I). Los micromezcladores basados en la generacion de
flujo turbulento en regimenes de flujo laminar con estructuras bidimensionales y
tridimensionales son probablemente el tipo de micromezcladores pasivos mas
eficientes y facilmente integrables en sistemas complejos. Por este motivo son los

que se han utilizado en el desarrollo de los microsistemas construidos.

Figura 1.4. Disefios de micromezcladores pasivos: (A) bésico en forma de T (laminacién en paralelo);
(B) basico en forma de Y (laminacién en paralelo); (C) en zigzag generando flujo turbulento; (D)
usando concepto de laminacién en paralelo multiple; (E) usando concepto de enfoque hidrodindmico
(hydrodynamic focusing); (F) en forma de serpentin tridimensional; (G) usando salientes inclinados;

(H) usando surcos inclinados; (I) usando ranuras en forma de espiga.**

1.1.2. Integracion de operaciones unitarias basicas

Como se ha descrito anteriormente, el desarrollo de microsistemas analiticos
implica la miniaturizaciéon e integracion en las plataformas microfluidicas de las
diferentes etapas del procedimiento analitico, dando lugar a la apariciéon de las
operaciones unitarias. Las mas destacadas son las que se muestran en la figura
1.5.
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Figura 1.5. Diagrama con las principales operaciones unitarias que integran los sistemas analiticos

miniaturizados.

Ademas de las indicadas, otras muchas operaciones unitarias pueden ser
necesarias en funcion de la complejidad de la aplicaciéon del microsistema analitico
desarrollado. El concepto radica en que entre la muestra y la informacién tutil que
queremos obtener, existe un hueco que se puede rellenar con todos los bloques
necesarios, correspondientes cada uno de ellos a una operaciéon unitaria. Asi, los
uTAS deberian incorporar como minimo elementos para introducir y gestionar
tanto muestra como reactivos a lo largo de la plataforma microfluidica, sistemas de
deteccién y componentes electréonicos para la adquisicién y procesamiento de la
senal.”14.30:33.43 Sin embargo, como se ha indicado con anterioridad, no siempre es
posible integrar o miniaturizar todos los componentes que conforman estas
operaciones unitarias. La integracién de sistemas de gestion de fluidos sigue siendo
un desafio, comportando algunas dificultades técnicas, al igual que ocurre con la
integracion de algunos sistemas de deteccion.??48 Por este motivo, no es extrano
encontrar en la bibliografia numerosos ejemplos de sistemas analiticos hibridos,
donde algunos elementos no estan integrados en la plataforma microfluidica, a
pesar de que se hacen todos los esfuerzos posibles por miniaturizarlos.49-52

A continuacién se describen con maéas detalle las operaciones unitarias basicas
constituyentes de un uTAS, algunas de las cuales estan incluidas en los
microanalizadores desarrollados a lo largo del presente trabajo. Estas son la
introduccion de los reactivos y la muestra en el microsistema analitico, la gestion
de los fluidos en su interior, algunas etapas de pretratamiento de muestra y los

sistemas de deteccion.

1.1.2.1. Introduccién de reactivos y muestra

El sistema de introducciéon de reactivos y muestra es una de las operaciones
unitarias mas importantes para conseguir un microsistema analitico operativo y
funcional. Consiste en tener una interfaz fluidica adecuada entre la plataforma
microfluidica y el mundo exterior (bombas peristalticas, valvulas, conducciones
fluidicas, etc).53 Estas interfaces se conocen habitualmente como conexiones del
mundo macro al micro y a veces son el elemento responsable de comprometer el
rendimiento de los microsistemas analiticos debido a fugas y otros problemas
asociados. No existe un tipo de conexién fluidica universal (a pesar de existir

algunos intentos para conseguirlo, como el uso de Luer-Lock), por lo que hay que



Capitulo 1

disefiarla en funcién de la aplicacién del microanalizador. Generalmente en el
disefio de una conexién fluidica se tienen que considerar algunos aspectos como que
sea de facil montaje, que tenga el minimo volumen muerto, que evite la
contaminacién entre muestras, que tenga compatibilidad quimica con los reactivos
usados, que no presente fugas, que permita trabajar en una amplia gama de
caudales y presiones, que sea compatible con otros elementos fluidicos comerciales
y que sea de bajo coste.?®5* Una vez disenadas y construidas se debe verificar que
no existen fugas u obstrucciones que comprometan la confiabilidad global del
microsistema.

Algunos ejemplos de las conexiones reportadas en la bibliografia en cuanto a
sistemas de flujo impulsado por gradiente de presién positiva son conectores
reversibles insertados en PDMS sin utilizar adhesivos (Figura 1.6.A), conectores
que utilizan el magnetismo para presionar una junta toérica y fijarse sobre las
entradas de los canales microfluidicos (Figura 1.6.B), conectores integrados en la
plataforma microfluidica en el mismo proceso de fabricacién (principalmente en el
moldeado de polimeros) (Figura 1.6.C), conectores adheridos o soldados sobre la
superficie de los puertos de entrada y salida de fluidos de los dispositivos (Figura
1.6.D y E) y conectores modulares usando soportes anclados a presiéon o con
tornillos que permiten una unién hermética entre el tubo fluidico y el puerto de

entrada y salida de fluidos mediante el uso de juntas téricas (Figura 1.6.F).

Tubo

F

Iman

Junta torica

Microsistema

Iman

Figura 1.6. Algunos ejemplos de conectores para la introduccién de los reactivos y la muestra a los
microsistemas analiticos: (A) conexiones a través de PDMS reversibles; (B) conectores magnéticos; (C)
conectores integrados; (D) conectores soldados; (E) conectores adheridos con epoxi; (F) conectores
modulares con soportes anclados a presion o con tornillos. (Figura adaptada y modificada).53
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En el desarrollo de los dispositivos que se presentaran a lo largo de esta memoria
se han utilizado conectores modulares para introducir la muestra y los reactivos y

evacuar los desechos.

1.1.2.2. Gestion de fluidos

Como se ha comentado anteriormente, a lo largo del trabajo se han utilizado
plataformas microfluidicas donde la gestion de los fluidos se realiza mediante
sistemas de impulsién por gradiente de presién positiva. Existen en la bibliografia
algunos ejemplos de dispositivos que integran monoliticamente los actuadores
necesarios para ejercer como microbombas peristalticas o de diafragma y
microvalvulas.42 Sin embargo, su integracién monolitica sigue suponiendo un reto
tecnolégicamente complicado, no solo por la propia miniaturizaciéon del actuador,
sino por su integracion real y compacta con el resto de elementos del microsistema
analitico, sin necesidad de periféricos externos voluminosos, y ademas, mostrando,
el conjunto, caracteristicas y rendimiento adecuados.’? En su lugar, se suelen
utilizar sistemas hibridos en los que se combinan las plataformas microfluidicas
con los elementos de propulsiéon a escala macro, como bombas peristalticas y
valvulas de inyeccién manual, ampliamente utilizadas en técnicas de flujo continuo
convencionales.’> Estas técnicas, que constituyen la base de la mayoria de los
sistemas de analisis total convencionales, han sido una herramienta basica para la
automatizacion de procedimientos analiticos y es el referente macro de los pTAS
impulsados por gradiente de presion. Una parte sustancial del conocimiento técnico
acumulado en este campo puede ser trasladado, aunque no directamente, a la
escala micro. En este sentido, el Grupo de Sensores y Biosensores (GSB) de la
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) tiene una amplia experiencia en el
disefio, construccién y evaluacién de TAS, basados en técnicas de flujo continuo,
que ha sido aprovechada a lo largo de la realizacién de esta tesis.

De entre las técnicas de flujo existentes, la que ha tenido mayor impacto por su
simplicidad es el andalisis por inyeccion en flujo (FIA) (Figura 1.7.A).56
Conceptualmente, la técnica consiste en la insercién de un volumen pequeno de
muestra en un canal, por donde circula una disolucién portadora, que impulsa la
muestra hacia el detector, donde llega tras mezclarse con una o varia disoluciones
auxiliares que confluyen en el canal principal tras el punto de insercion de la
muestra.?” El elevado tamafio y la limitada adaptabilidad de este tipo de sistemas
ha promovido la aparicién de nuevas metodologias de inyecciéon en flujo que
pretenden resolver estos problemas.?® Asi, se ha extendido el uso de microbombas y
microvalvulas solenoides en lugar de las bombas peristalticas y valvulas de
inyecciéon convencionales, lo que proporciona una gran versatilidad a la gestién de

fluidos.>8
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A B

BS1
R
v M Muestra M
c oM} )
i C
BP Muestra BS?

Figura 1.7. Esquemas de sistemas de inyeccién en flujo basicos: A) sistema FIA convencional;?¢ B)
sistema MPFS.%9; C) sistema MCFIA.%% En los cuatro sistemas la leyenda es la misma siendo (R)
reactivo, (C) disolucién portadora, (BP) bomba peristaltica, (BSx) bomba solenoide, (V) valvula de
inyeccion, (VS) valvula solenoide de tres vias, (M) mezclador, (D) detector y (W) desecho. (Figura

adaptada y modificada de sus fuentes originales)

Estos elementos fluidicos son de funcionamiento muy simple mediante la actuacién
de un solenoide, hecho que proporciona un volumen dispensado discreto de fluido
(Figura 1.8.A). Tienen una membrana o diafragma flexible que separa la
trayectoria del fluido y el mecanismo de accionamiento. Cuando el solenoide se
acciona, el diafragma se retrae, actuando como un émbolo, creando un vacio parcial
que hace que el liquido entre a la cavidad de entrada a través del puerto de
entrada. Cuando el solenoide deja de estar energizado, un resorte empuja el

diafragma hacia abajo, expulsando a través del puerto de salida el volumen

B C

resorte

solenoide

cuerpo

diafragma

entrada - aspiracion  dis. 1 dis. 2 aspiracion  dis. 1 dis. 2

Figura 1.8. Figura de la estructura de una microbomba solenoide (A)®° y de una microvalvula

solenoide de tres vias (B y C)%1. (Figura adaptada y modificada de las fuentes originales)
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discreto de liquido previamente succionado, creando asi el gradiente de presién
positiva que impulsa el fluido a lo largo del micrositsema.’? Las valvulas
solenoides, por su parte, estan basadas en el mismo fundamento tedrico, pero en
este caso dejan pasar liquido o no (en funcién de si se acciona o no el solenoide), en
el caso de las de dos vias, o en el caso de las de tres vias (Figura 1.8.B y C), si se
utiliza aspiracién a través de uno de los puertos, se puede seleccionar entre
cualquiera de las otras dos puertos segun si el solenoide se acciona o no.5!

Desde que Weeks y Johnson hicieran uso, por primera vez, de microbombas
solenoides en 1996,58 se han descrito numerosos sistemas en los que se integran
estos dispositivos como elementos de gestién de fluidos, controlados por ordenador.
Su uso ha dado lugar a la aparicién de nuevas técnicas de flujo como los sistemas
de flujo multibomba (MPFS) (Figura 1.7.B) o los sistemas de andlisis por inyeccién
en flujo con multiconmutacion (MCFIA) (Figura 1.7.C), por citar algunos
ejemplos.?9.63-73 Los sistemas propuestos incorporan solo microbombas solenoides o
una combinacién de estas con microvalvulas solenoides. De esta manera, las
disoluciones no estan fluyendo continuamente por los distintos canales que
conforman los microsistemas. Algunas de las ventajas que presentan este tipo de
configuraciones son que permiten una mezcla mas eficiente de la muestra y
reactivos - debido al flujo pulsante-, tienen un menor consumo de energia y de
reactivos, requieren un menor mantenimiento, simplifican la completa
automatizacion y funcionamiento auténomo del sistema analitico -permitiendo
introducir el concepto de adaptabilidad en el funcionamiento de los equipos
disefiados (facil reconfiguracion del caudal, volumen de inyeccién, etc.)- y el
equipamiento utilizado es mucho mas ligero y miniaturizable.64.68

Con todo esto, a pesar de no conseguir sistemas de gestion de fluidos integrados en
la misma plataforma microfluidica, si se pueden conseguir sistema hibridos
altamente miniaturizados y sencillos, por lo que las ventajas obtenidas son

similares.

1.1.2.3. Pre-tratamiento de la muestra

En numerosas ocasiones, el analito de interés presente en la muestra se puede
encontrar en una forma que resulte dificil de determinar por las técnicas analiticas
establecidas, o la propia matriz de la muestra puede ser tan compleja que de por si,
comprometa la selectividad del método de deteccion o la integridad del
microanalizador debido a particulas grandes que pueden obturar los microcanales
fluidicos. En estos casos, se requiere de la integracion de una o varias etapas de
pretratamiento de la muestra para adecuarla antes de ser conducida al detector.
Las técnicas de pretratamiento de muestra que se pueden integrar en

microsistemas analiticos se pueden agrupar en cuatro grandes grupos: separacion
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del analito de la matriz de la muestra, derivatizacion, pretratamiento bioquimico y
preconcentracion del analito.™

En el primer grupo se engloban aquellas técnicas destinadas a mejorar la
selectividad del método o eliminar particulas. Algunos ejemplo son la dialisis, la
filtracién por retencion de particulas, la extraccion liquido-liquido, la precipitacion,
la electroforesis de flujo libre (free-flow electrophoresis) o la difusiéon gaseosa.’>79
Por su parte, la derivatizaciéon implica la transformaciéon quimica del analito para
hacerlo detectable por el sistema de deteccién utilizado. En el ambito bioquimico, el
marcaje especifico o no especifico (labeling) de biomoléculas con marcadores
fluorescentes es una técnica bastante comun, asi como técnicas de complejacién.s0
También en el ambito de la bioquimica, a veces es necesario descomponer
moléculas complejas para poder manejar mejor la muestra o para obtener un
compuesto para medir indirectamente el analito en cuestién. Esto se puede llevar a
cabo gracias a técnicas de pretratamiento bioquimico como la digestién enzimatica.
En este mismo sentido, a veces es necesario determinar analitos, usualmente
patégenos, que se encuentran presentes en la muestra pero a tan bajas
concentraciones que los limites de deteccion de los sistemas de detecciéon usados no
permiten determinar. En estos casos se recurre a la técnica de amplificacién,
utilizada en ensayos PCR, para poder realizar la determinacion.s-83

Por udltimo, si el analito se encuentra en una concentracién muy pequefia, su
determinaciéon se puede hacer imposible debido a la sensibilidad del equipo. La
preconcentraciéon del analito antes del andlisis, ya sea mediante extraccién en fase
sélida (SPE) o por técnicas como la isotacoforesis, puede posibilitar su

determinacién, concentrandolo en un volumen inferior,8485

1.1.2.4. Sistemas de detecciéon

Los sistemas de deteccién son la operacién unitaria mas importante de los
microsistemas analiticos, ya que son los responsables de la identificaciéon y la
cuantificacion del analito a determinar. En general, priman los sistemas de
deteccién cuya selectividad permite simplificar el tratamiento previo de la muestra
y con ello reducir la complejidad del microsistema analitico, aumentando su
robustez, aunque esto no siempre es posible. De entre la gran variedad de métodos
analiticos utilizados como sistema de deteccién en microsistemas analiticos, el GSB
tiene una amplia experiencia en el desarrollo de microanalizadores integrando
métodos electroquimicos, como la potenciometria,951.86-88 vy (Gpticos, como la

espectrofotometria de absorcién UV-Vis y fluorescencia.52.89-95
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1.1.2.4.1. Métodos electroquimicos

En el caso de los sistemas de deteccién basados en métodos electroquimicos se
aprovecha el formato conceptual de sensor quimico. De este modo, la simplificacién
alcanzada en el disefio del microanalizador es maxima. Los sensores quimicos se
pueden definir como dispositivos de medida que responden de manera selectiva a
un analito, transformando informacién quimica en una sefial analiticamente ttil.?
La estructura de un sensor quimico se puede dividir en dos o tres partes
fundamentales, segin los autores (Figura 1.9).79798 La primera de las partes
corresponde al elemento de reconocimiento (R), encargado de generar una senal
primaria (electroquimica, eléctrica, 6ptica, masica, térmica, etc.) como consecuencia
de la interaccién selectiva con el analito presente en la muestra. La segunda de las
partes corresponde al transductor (T), que se encarga de transformar la sefial
primaria en una sefal secundaria, generalmente del dominio eléctrico. La tercera
de las partes corresponde a la amplificacion (A) de la sefnal, aunque no es
indispensable en todos los casos. Posteriormente, esta sefal eléctrica debe ser
procesada por otra operacién unitaria (normalmente de adquisiciéon y
procesamiento de la sefial) para obtener la informacién analitica util sobre la
muestra. Por lo general, la seflal suministrada es proporcional a la concentracién

del analito presente en la muestra.

o A
A 0@

Muestra A R T Senal

O
A o (o
] A @ 4

Figura 1.9. Esquema basico de un sensor quimico. R) elemento de reconocimiento; T) transductor; A)

amplificador de la sefial.”

Los sensores quimicos se pueden clasificar segin el principio de funcionamiento del
transductor. De esta manera se pueden encontrar sensores 6pticos, electroquimicos,
eléctricos, masicos, magnéticos, térmicos, entre otros.?.43.96

Los métodos electroquimicos son facilmente integrables en sistemas microfluidicos,
debido a su sencillez de fabricacion, y proporcionan una gran sensibilidad. Dentro
de los sensores electroquimicos, los sensores potenciométricos, han experimentado
un gran desarrollo debido, entre otros motivos, a que son econdémicamente
accesibles, robustos y han demostrado su validez siendo integrados en analizadores

de flujo en equipos miniaturizados y auténomos.86:99.100
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La potenciometria permite extraer informacién cualitativa y cuantitativa sobre la
composicién de una muestra, de manera rapida y sencilla. La técnica se basa en el
establecimiento de una diferencia de potencial entre la superficie de un electrodo
indicador y la de uno de referencia, bajo condiciones de corriente practicamente
nula.!! El electrodo indicador proporciona un potencial, cuya magnitud se
relaciona con la actividad del i6n principal (analito) mediante la ecuacién de
Nernst:

E =E°+ Ll In a’t (Ecuacién 1.5)

ziF l

donde E es el potencial del electrodo (mV), E’ es el potencial estandar del electrodo
cuando la actividad del elemento electroactivo es la unidad (mV), R es la constante
de los gases (8,314 J K1 mol?), T es la temperatura absoluta (K), F' es la constante
de Faraday (96487 C mol?), z; es la carga del 16n y a; es la actividad del 16n que
Interviene en el proceso.
El potencial generado depende de la concentracién pero no de la superficie del
electrodo indicador, por lo que su miniaturizacién no implica ninguna pérdida de
caracteristicas analiticas.
Los electrodos indicadores mas utilizados en potenciometria son los electrodos
selectivos de iones (ESIs) y de estos, los mas faciles de miniaturizar e integrar,
presentando numerosas ventajas en cuanto a las caracteristicas de respuesta, son
los electrodos selectivos de iones de membrana polimérica (o portador movil) de
estado solido (all-solid-state).192103  Estos, estan basados en membranas
permselectivas que contienen un portador movil (elemento de reconocimiento), el
cual es capaz de interaccionar de forma selectiva y reversible con el analito
presente en la muestra acuosa, generando un potencial de membrana. A su vez las
membranas estan depositadas sobre un soporte conductor o transductor sélido, de
ahi su nombre de “estado sélido”, eliminando la disolucién de referencia interna
utilizada en la configuracién convencional.l04105 Este transductor, es el encargado
de generar la sefial de dominio eléctrico que con posterioridad sera procesada para
obtener la informacién tutil.
Las membranas poliméricas estan compuestas por distintos elementos, los cuales
desempenan diferentes funciones en el seno de la membrana: el elemento de
reconocimiento, el solvente mediador o plastificante, la matriz polimérica y, en
algunos casos, el aditivo. La matriz polimérica, generalmente PVC,106 egs la
encargada de proporcionar un soporte solido para el resto de los componentes de la
membrana. Sus caracteristicas principales son poseer una elevada estabilidad
mecanica y quimica, y tener elevada resistencia eléctrica. El plastificante o
solvente mediador tiene que cumplir diferentes requisitos para ser adecuado, como
solubilizar el resto de componentes de la membrana, ser inmiscible en agua, ser

quimicamente estable e inerte y tener una viscosidad y una constante dieléctrica
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adecuadas.'%” En cuanto al aditivo, este se utiliza en ciertas ocasiones para mejorar
la selectividad frente a compuestos interferentes presentes en la matriz de la
muestra, reducir el tiempo de respuesta del electrodo e incrementar la sensibilidad
del elemento de reconocimiento, asi como para reducir la resistencia eléctrica de la
membrana.l%” Por ultimo, el elemento de reconocimiento es, como se ha comentado
anteriormente, el material electroactivo responsable del reconocimiento del analito.
Existen dos tipos familias: los de portador cargado y los de portador neutro. Los
cargados presentan un mecanismo de respuesta parecido a las resinas idnicas, en
que se forman pares i6nicos que pueden ser extraidos hacia el medio organico de la
membrana. Los neutros, también llamados ionéforos por su origen, son compuestos
de origen natural o sintético (como macrociclos) que forman complejos cargados de
alta selectividad, solubles en el medio organico de la membrana.l% La
nomenclatura potenciométrica tiene a identificar a todos los elementos de
reconocimiento como ion6foros.109.110

Por su parte, el tipo de electrodo de referencia mas comun es el de Ag/AgCl, siendo
también el maéas utilizado en microsistemas analiticos.!!? Una estrategia para
integrarlo exitosamente en un microanalizador, evitando los problemas de
modificacion de potencial en contacto con la muestra, es ubicandolo en un canal
auxiliar y, conectando este, al canal principal una vez pasado el electrodo
indicador, dando lugar a una unién liquida de difusién libre.50.86.112.113

En algunas ocasiones, en lugar de tener un sistema potenciométrico estandar, con
un electrodo indicador constituido por un ESI y un electrodo referencia de Ag/AgCl,
es posible sustituir el electrodo de referencia de Ag/AgCl por otro ESI igual al del
electrodo indicador. De esta manera se consigue simplificar el proceso de
fabricacién de los microsistemas y disminuir el consumo de reactivos, ya que en
este caso no es necesario tener una disoluciéon auxiliar de Cl- fluyendo sobre el
electrodo de referencia de Ag/AgCl para mantener su potencial constante.102.114

En cuanto a la caracterizacion analitica de los ESIs integrados en los
microanalizadores, hay que tener en cuenta una serie de procedimientos y

parametros establecidos por la IUPAC:115

Curva de calibracién

La obtencién de informacién analitica sobre la respuesta del microanalizador pasa
por determinar sus parametros de calidad mediante la calibracién. Esta calibracion
se realiza midiendo distintas disoluciones estandar del analito, hecho que permite
encontrar la ecuacién que relaciona el potencial medido con la concentraciéon de
analito. En la figura 10 se representa una curva de calibrado tipica para especies
anibénicas. Como se puede observar, esta presenta tres zonas: zona de no respuesta,

zona de respuesta subnernstiana y zona de respuesta lineal.
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Figura 1.10. Ejemplo de una curva de calibrado potenciométrica para aniones.
La parte lineal esta definida por la ecuacién de Nernst, con la siguiente estructura:
E=A+B": lOg a; (Ecuacién 1.6)

donde E es el potencial medido expresado en mV, ai es la actividad del i6n de
interés y B corresponde a la sensibilidad del dispositivo expresada en mV décadal.
A 25 °C esta sensibilidad toma el valor tedrico de -59,2 mV déc.! para aniones
monovalentes y de -29 mV/déc. para aniones divalentes. En el caso de cationes, se
corresponde a los mismos valores de sensibilidad pero con signo contrario.

Como se puede observar, el rango de trabajo o intervalo lineal de respuesta esta
acotado por el limite inferior de respuesta lineal (LIRL) y el limite superior de
respuesta lineal (LSRL) (Figura 1.10). Estos dos limites corresponden a los ultimos
puntos experimentales que siguen la linealidad para un criterio estadistico r2
preestablecido.

A veces, por necesidades de la aplicacién, es necesario trabajar con concentraciones
por debajo del LIRL. Con este propdsito, se puede recurrir al ajuste no lineal de los

datos experimentales mediante la adaptacién de la ecuacién de Nikolski-

Eisenmann:
E=A;+B;-log (a; +c) (Ecuacién 1.7)
Zj
c = LDap + Z Kiz?]?t . a;’ (Ecuacién 1.8)

dénde a; es la actividad del 16n interferente (si lo hubiera) y z; y zj las cargas de las
especies involucradas, Kl-z,’ jOt es la constante de selectividad potenciométrica que nos

da una medida de la interferencia que provocan las especies interferentes j sobre el

16n principal i, y ¢ se corresponde al punto de curvatura de la curva de calibracién,
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equivalente al limite de detecciéon aparente (LDap diferente del limite de deteccion
segun la ITUPAC!%%) cuando no hay interferencias en el medio o al coeficiente de
selectividad cuando hay interferentes en el medio.

Como se puede observar, la ecuacion de Nernst se expresa en actividades. A pesar
de esto, en la presente memoria se han usado directamente concentraciones ya que,
con el medio i6nico utilizado en las medidas, el coeficiente de actividad se mantiene
practicamente constante y el término correspondiente a dicho coeficiente puede ser
integrado en el valor de la constante A o Al de las ecuaciones 1.6 y 1.7,

respectivamente. La relacién entre actividad y concentracién es la siguiente:

a, =vy: [X] (Ecuacién 1.9)

donde ax es la actividad del 16n, [x] la concentracion del i6n y yes el coeficiente de

actividad.

Limite de deteccién

El limite de deteccion (LLD) es una caracteristica muy importante de los sensores
quimicos ya que proporciona una idea del intervalo dinamico de trabajo y, por
consiguiente, determina la aplicacion final del dispositivo. Existe cierta diversidad
de criterios para determinar el LD en potenciometria. En este sentido y por
cuestiones practicas, la ITUPAC hace una definicién simple considerando este
parametro como la actividad (o concentracién) de i6n principal que corresponde al
punto de interseccion entre la extrapolacién de la recta con comportamiento
nernstiano y el segmento inicial de zona de no respuesta, normalmente horizontal
(Figura 1.10).108

Coeficientes de selectividad

pot

El coeficiente de selectividad (K; i ) es un parametro clave en la caracterizacién de

los sensores potenciométricos, ya que permite establecer la influencia de las
diferentes interferencias en la respuesta potenciométrica, hecho que determina su
viabilidad y aplicacién final. Cabe destacar que este coeficiente no es una constante
termodinamica, ya que depende de las condiciones de trabajo. A pesar de esto, es
muy util para comparar resultados obtenidos con unas mismas condiciones de
operacion. Existen basicamente dos metodologias para determinar el coeficiente de
selectividad: el método de las disoluciones separadas y el método de las
disoluciones mezcladas.'’® Para caracterizar los microanalizadores desarrollados
presentados en esta memoria, se escogio el segundo de los métodos, ya que es el que

reproduce mejor las condiciones en que se encuentran los iones en las muestras
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Potencial

Region de completa
interferencia de j

erenclade] 77 .

an Actividad

Figura 1.11. Metodologia de determinacién del KiI’JjOt.

reales. Este método se basa en la medida del potencial del electrodo en una
disolucién con una actividad fija del i6n interferente j, en ddénde se varia la
actividad del i16n principal i. Cuando la actividad del i6n principal es baja, el
potencial observado es independiente de esta y sélo responde a la actividad del i6n
interferente. (Figura 1.11). El punto A de interseccion entre la linea extrapolada de
la parte nernstiana y la linea horizontal de interferencia permite obtener el valor
de actividad correspondiente a este punto (aa). Posteriormente mediante la

ecuaciéon 1.10 se puede calcular la Kf ]-Ot, donde aj es la actividad del 16n interferente

v 2i ¥ zj las cargas de las especies involucradas.

ot as .,
Kiz,)j =7 (Ecuacién 1.10)
7
]
a

A pesar de las ventajas que presentan los microsistemas con sensores
potenciométricos, también muestran algunos inconvenientes, como la existencia de
histéresis en la respuesta de los sensores, que genera una necesidad de calibracién
frecuente, o la reducida selectividad en algunos casos, que obliga al conocimiento de
la matriz de la muestra para aplicar los tratamientos adecuados previos a la

detecion.?

1.1.2.4.2. Métodos 6pticos

Los métodos Opticos, en general, son mas sencillos de implementar que los
electroquimicos. Esta técnica es muy comun en los métodos quimicos clasicos,
encontrandose que un gran numero de métodos de referencia para determinar
parametros quimicos, se basan en este tipo de mediciones 6pticas. De entre los

métodos Opticos, la espectrofotometria de absorcion UV-Vis es una de las mas
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utilizadas. Esta técnica se basa en la interaccién entre la radiaciéon y la materia,
estableciéndose una relacién proporcional entre la cantidad de radiaciéon absorbida
(o transmitida) por el analito (o producto formado a partir de la reaccién entre un
reactivo colorimétrico y el analito) y la concentracién de este presente en la

muestra acuosa, conocida como ley de Beer:97.117.118

A=¢c-c-1 (Ecuacién 1.11)

donde A es la absorbancia, ¢ es el coeficiente de absortividad molar de la especie a
determinar (L mol! cm?), ¢ es la concentracién de la especie (mol L'Y) y [ es el
camino 6ptico que recorre la radiacién en la muestra (cm). La absorbancia es una
magnitud adimensional, sin embargo, algunos autores escriben unidades de
absorbancia (UA) para referirse a los valores de dicha magnitud.!19

En esta técnica, la selectividad puede modularse escogiendo adecuadamente la
longitud de onda de la radiacién utilizada. Por desgracia, muchos compuestos
presentan bandas de absorcién a idénticas longitudes de onda. Para superar este
problema, se recurre al uso de reactivos colorimétricos que reaccionan
selectivamente con el analito, dando lugar a un producto que absorbe a una
longitud de onda libre de solapamiento con la matriz. Esta estrategia también se
suele utilizar para mejorar la baja sensibilidad provocada por la miniaturizacion de
los sistemas de deteccién dptica. Segun la ley de Beer, la disminucién de la sefial es
proporcional a la disminucién del camino 6ptico, por lo que para mantener una
adecuada sensibilidad es necesario utilizar detectores complejos con una alta
amplificacién (inviable en un contexto de miniaturizacién) o usar un reactivo
colorimétrico que reaccione con el analito, dando como resultado un producto con
una absortividad molar mucho mayor que la intrinseca del analito. Otra estrategia
utilizada es la de disefiar una estructura microfluidica miniaturizada pero
ampliando el camino Optico. Asi, se puede compensar la disminucion de la
sensibilidad en microsistemas analiticos 6pticos.

Los componentes de un sistema de deteccion 6ptico para medidas de absorbancia
son basicamente una fuente de radiacién capaz de emitir un haz de luz a la
longitud de onda donde el analito, o la especie obtenida de la reaccién del analito
con otro reactivo, absorben, y un detector capaz de detectar los cambios en la
radicacion provocados por la interaccién de esta con el analito o el producto
formado.1'” Tradicionalmente, los equipos utilizados para realizar medidas de
absorcién son muy pesados, voluminosos, de elevado coste y consumen mucha
energia, no siendo compatibles con el concepto de miniaturizacién usado para
desarrollar microsistemas analiticos para medidas in situ y en tiempo real. Sin
embargo, en la actualidad, los avances en optoelectréonica han permitido la

aparicién de nuevas fuentes de luz més pequenias y econémicas, como los diodos
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emisores de luz (LED)20-124 y detectores mas pequenos, simples y econémicos como
los fotodiodos,!20-123 permitiendo una drastica reduccion del tamafio de los montajes
experimentales en comparaciéon con los equipos convencionales, haciéndolos asi
maéas facilmente miniaturizables y portatiles.91.125

Para la caracterizacion de los microsistemas analiticos basados en medidas de
absorbancia, hay que tener en cuenta una serie de parametros establecidos por la

TUPAC para cualquier técnica instrumental:126-128

Curva de calibracién

La mayor parte de los parametros de caracterizacién se obtienen a partir de la
curva de calibracién del sistema. En esta ocasién, la relaciéon entre la senal
(absorbancia) y la concentraciéon es, tebéricamente, lineal y no logaritmica. No
obstante, en realidad la medida experimental es de transmitancia. Esta se calcula
midiendo intensidad de la radiacién incidente y la emergente. El valor de
absorbancia se obtiene, entonces, de la ecuacién que correlaciona esta misma y la

transmitancia:
I
A=—logT = —logT0 (Ecuacién 1.12)

donde A es la absorbancia , T es la transmitancia, Ip es la intensidad de la
radiacién incidente e I es la intensidad emergente.

En los microsistemas desarrollados, la intensidad incidente (Is) se obtiene midiendo
la radiacién detectada cuando a lo largo de la celda de deteccion fluye una
disolucién sin el analito, definiéndose la linea base. La intensidad emergente (I) se
obtiene midiendo la radiacién detectada cuando el analito o el producto obtenido
alcanzan la celda de flujo del detector. A partir de estos valores, se obtienen los de
absorbancia (de forma automatica mediante el software de procesamiento de la
senal) que se representan frente a los valores de concentracién de las disoluciones
estandar para obtener la recta de calibracién. De esta manera, al realizar la

regresion lineal se obtiene una ecuacién experimental con la siguiente forma:

A=a+b:c (Ecuacion 1.13)
donde A es la absorbancia , a es la ordenada al origen, b es la sensibilidad (que

engloba en su término al camino 6ptico y a la absortividad molar) y ¢ es la

concentracién del analito.
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Limite de deteccion, limite de cuantificacién y rango lineal

Segun la IUPAC, el limite de deteccién (LD) en medidas espectrofotométricas se
define como la concentracién (Crp) del analito relacionada con la medida de
respuesta de menor magnitud que puede detectarse con una certeza razonable. Asi
el LD se calcula, a partir de la sefial del blanco (linea base) y la recta de

calibracién, con la siguiente expresion:

CLD = T (Ecuacién 1.14)
donde Crip es la concentracién correspondiente al limite de deteccién, sp es la
desviacion estandar de las medidas del blanco, S es la sensibilidad del método (la
pendiente de la curva de calibrado) y £ es una constante numérica. Un valor de k =
3 es el recomendado por IUPAC por cuestiones estadisticas en el calculo del LD.

En cuanto al limite de cuantificacién (L.C), se define como la concentracion (Crq) del
analito relacionada con la medida de respuesta de menor magnitud que puede
determinarse con una certeza razonable. Asi el LC se calcula con la misma
expresion que el LD pero en este caso se utiliza k = 10.

Para obtener el rango lineal (RL) del microanalizador, se debe partir como limite
inferior de respuesta lineal (LIRL) con el valor de LC y como limite superior

(LSRL), aquel valor de concentracién en el que se empiece a perder la linealidad.

A pesar de las ventajas, la técnica presenta también ciertas limitaciones al
miniaturizar los sistemas opticos. La sensibilidad se ve comprometida debido a la
reduccién del camino éptico, hecho que obliga a realizar un cuidadoso disefio de las
camaras de deteccién épticas de los microsistemas, y en ocasiones, para conseguir
prestaciones adecuadas se hace necesario utilizar detectores mas sensibles y mas
complejos, como fotomultiplicadores. Otra desventaja es el corto rango de trabajo
que suele presentar la técnica, de aproximadamente 2 6rdenes de magnitud. Sin
embargo, cuando se requieren rangos de trabajo mayores, la disminucién de
sensibilidad puede convertirse en wuna ventaja. Otras limitaciones estan
relacionadas con la presencia de turbidez en la muestra, hecho que provoca

problemas al alterar la luz transmitida.!'?

Como se puede observar tanto los microsistemas analiticos basados en
potenciometria como los basados en espectrofotometria de absorcién UV-Vis
presentan ventajas e inconvenientes, por lo que en funcién del analito a determinar

o el tipo de aplicacién estudiada se escogera entre una técnica u otra.
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1.2. Materiales utilizados en la construccion de

microsistemas

En el contexto de investigacion y desarrollo de microsistemas analiticos, el material
o sustrato de fabricacién ideal es aquel que permite integrar todas las operaciones
unitarias requeridas por la aplicacién final de una manera facil, rapida y
econémica. Para ello, se deben tener en cuenta una serie de caracteristicas como la
compatibilidad con otros materiales o componentes distintos al sustrato
(componentes electrénicos, filtros, entre otros), la estabilidad térmica y quimica, la
transparencia, la biocompatibilidad, la resistencia mecanica, la flexibilidad, la
facilidad y rapidez en el proceso de prototipado y la facilidad de una futura
transferencia a produccién en masa a bajo coste.

Desde los inicios de la microfluidica y los LOC, el material mas usado ha sido el
silicio, principalmente debido a sus bien caracterizadas propiedades y a su bien
establecida y consolidada tecnologia y procesos de fabricaciéon, derivada de la
evolucion de la industria microelectronica.!2%-131 Entre las principales ventajas que
presenta esta tecnologia destacan un procesado de alta precisién que permite crear
estructuras de tamafio nanomeétrico, sus propiedades mecanicas y eléctricas, asi
como la posibilidad de produccién en masa y la capacidad de integrar componentes
electréonicos.29130 Sin embargo, la necesidad de utilizar salas de ambiente
controlado (salas blancas) y personal cualificado para el proceso de fabricacién y el
hecho de presentar limitaciones a la hora de obtener estructuras en tres
dimensiones, hacen a esta tecnologia no apropiada para procesos de prototipado a
bajo coste en un contexto de investigacién y desarrollo.

Para intentar superar estos inconvenientes, se ha propuesto el uso de otros tipos de
materiales como los polimeros y, mas recientemente, las ceramicas verdes o Low
Temperature Co-Fired Ceramics (LTCC).

A lo largo de esta seccidén se ofrece una vision general de estas dos tecnologias, las
cuales han sido wutilizadas para la fabricacion de los microanalizadores

desarrollados en el trabajo que se presenta.

1.2.1. Polimeros

En la Gltima década, los polimeros han sido ampliamente utilizados como sustrato
para la fabricacién de dispositivos microfluidicos debido a su relativamente bajo
coste, su versatilidad y la simplicidad de sus procesos de fabricaciéon, hecho que
permite tanto un prototipado rapido como una produccién en masa a bajo coste.
Ademas, presentan una buena compatibilidad con otros materiales y ofrecen un

amplio abanico de posibilidades gracias a que sus propiedades fisico-quimicas
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pueden ser adaptables a través de cambios en su formulacién y mediante
modificaciéon quimica, .46:132.133

Los polimeros son compuestos organicos macromoleculares que consisten en la
repeticion de mas de 1000 unidades estructurales, conocidas como monémeros. El
proceso de polimerizacién se induce mediante una sustancia iniciadora o mediante
un cambio en un parametro fisico (temperatura, luz, presién, etc.).46134¢ Una de las
propiedades mas destacadas de los polimeros, y que caracteriza su comportamiento,
es la temperatura de transicién vitrea (Tg). Esta se define como la temperatura
correspondiente al punto intermedio entre el estado fundido y el estado sélido. Para
procesos de fabricacion, esta propiedad es fundamental ya que temperaturas por
encima del Tg hacen del polimero un material mas viscoso, pudiendo ser moldeado,
mientras que con temperaturas por debajo del Ty el material se vuelve sélido y
rigido con aspecto de vidrio.!** Los polimeros normalmente contienen otros
compuestos como ablandadores, plastificantes o estabilizantes. De esta manera se
pueden conseguir multiples caracteristicas y propiedades con una misma familia de
polimeros.

Existen diferentes maneras de clasificar a los materiales poliméricos. Sin embargo
la mas habitual tiene en cuenta la interconexién de las unidades monoméricas en
las cadenas estructurales del polimero. Segun este criterio los polimeros pueden ser
elastéomeros, duroplasticos o termoplasticos.46:132,134

Los polimeros elastomeros estdn compuestos por cadenas débilmente
entrecruzadas. Pueden ser deformados o estirados mediante la aplicacién de una
fuerza externa, volviendo a su posicién inicial al dejar de ejercerse esta. Uno de los
elastomeros mas conocidos y utilizados en aplicaciones microfluidicas y en
fabricacién de uTAS es el polidimetilsiloxano (PDMS).135 Sus principales ventajas
son su adhesion al vidrio mediante un simple tratamiento con plasma, la
posibilidad de producir estructuras multicapa y, gracias a su elasticidad, permite
integrar valvulas y un facil conexionado de la fluidica en los microanalizadores.!36
Sin embargo, presenta algunos inconvenientes como la adsorcién sobre la superficie
de los canales, que puede provocar contaminacién entre muestras y alteraciones en
las medidas, asi como una escasa implementacién comercial, fuera del entorno
académico.37

Por su parte, en los polimeros duroplasticos las cadenas estdn fuertemente
entrelazadas, por lo que no son posibles los movimientos moleculares, dando lugar
a materiales duros y fragiles.13¢ Algunos ejemplos son los poliuretanos y las resinas
epoxi.

Por dltimo, los polimeros termoplasticos estan formados por cadenas de moléculas
débilmente unidas. A temperaturas por encima de su Ty se vuelven viscosos,
pudiendo ser moldeados en multiples formas que conservan una vez la temperatura

desciende por debajo del T, correspondiente.132.134.138 Algunos ejemplos de polimeros
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termoplasticos son el policarbonato (PC), el polimetilmetacrilato (PMMA), el
poliestireno (PS) o el copolimero de Olefina ciclica (COC).

La eleccién del polimero a usar como sustrato para la fabricacién de los
microsistemas analiticos vendra determinada por el tipo de aplicaciéon final,
pudiéndose requerir distintos grados de inercia quimica, transparencia, Ty, entre
otras caracteristicas.

Uno de los materiales poliméricos en auge en los ultimos afos, considerado por
muchos como uno de los materiales mas importantes en el futuro de la
microfabricacién y la microfluidica,!3? es el polimero termopléastico COC. Esta fama
se debe en parte a sus caracteristicas ideales para la fabricaciéon y el disefio de

estructuras complejas tridimensionales mediante la aproximacién multicapa.
1.2.1.1. Copolimero de Olefina Ciclica (COC)

El material utilizado para la fabricaciéon de los microanalizadores de sustrato
polimérico presentadas en este trabajo es el COC, comercializado por la empresa
TOPAS Advanced Polymers. El nombre de TOPAS es el acronimo de polimero
termoplastico de olefina de estructura amorfa (del inglés Thermoplastic Olefin
Polymer of Amorphous Structure).'3¥ Asi, el COC es un copolimero termoplastico
compuesto por unidades monoméricas de etileno y norborneno en diferentes
proporciones (Figura 1.12). En funcién de la proporcién de cada uno de los
mondémeros, el copolimero resultante presenta unas caracteristicas u otras. La
tabla 1.1 retine una serie de propiedades que presentan los distintos tipos o grados
de COC TOPAS comerciales.

Figura 1.12. Estructura quimica del COC. Los diferentes tipos o grados vienen determinados por la

proporcién de los monémeros etileno (m) y norborneno (n) en el polimero final.140

Gracias a sus propiedades modulables, el COC presenta numerosas ventajas.
Respecto a otros termoplasticos como el PMMA, el PC o el PS, presenta una
excelente biocompatibilidad y una resistencia quimica asombrosamente elevada,
frente a gran cantidad de acidos, bases y disolventes polares como alcoholes,
cetonas y algunos esteres.!?9141 De esta manera, ciertos campos de aplicacion
relacionados con disolventes organicos, en los que no se podia utilizar sustrato

polimérico debido a su incompatibilidad, ahora son explorables.42
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Tabla 1. 1. Propiedades de los distintos tipos o grados de COC.139:.141

Tipo o grado

Propiedad Unidades

9506 8007 5013 6013 6015 6017
Contenido de norborneno % en peso 61 65 77 78 81 85
Absorcién de agua o
(24 h de inmersién a 23 °C) % - 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Permeabilidad a agua . 91
(a 23°C y 85 % de humedad) g -mm-m2-d - 0.023 0.030 0.035 0.035 0.045
T® de transicion vitrea (Tg) °C 65 78 134 138 158 178
T* de deflexién térmica o
(HD'T/B) (a 0.45 MPa) C - 75 127 130 150 170
Transmitancia de la luz o ) 91 91.4 91 91 91
(grosor 2 mm)
Indice de refraccién - - 1.5636 1.532 1.53 1.532 1.531

Sin embargo, el COC presenta una baja resistencia quimica frente a disolventes
clorados y aromaticos.!*! Esta, a priori, desventaja se puede convertir en una
ventaja, ya que de esta manera se hace posible la integracién de materiales
conductores, cuya deposiciéon y compatibilidad requieren de una cierta degradacién
superficial del sustrato polimérico para tener buena adherencia.?* En este sentido,
lo relativamente reciente de la comercializacion del COC hace que atin no se hayan
desarrollado materiales conductores especificos para este polimero, por lo que

encontrar uno comercial, que sea completamente compatible, es, todavia, una tarea

complicada.
Vidrio de cuarzo (silice fundido)
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Longitud de onda (nm)
Figura 1.13. Comparativa del porcentaje de transmitdncia de diferentes materiales en un rango de
longitud de onda entre 180 y 400 nm. 142

En cuanto a las propiedades opticas, el COC presenta una gran transmitancia

(rondando el 91 %) a lo largo de un amplio rango de longitudes de onda que van
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desde los 360 a los 1200 nm. Ademas, en la regién UV cercana, la transmitancia del
COC es mas alta que cualquier otro polimero termoplastico (Figura 1.13). Este
hecho hace adecuado el material para maultiples aplicaciones que requieran la
integracion de la fluidica y la determinacion 6ptica por absorcién o fluorescencia.42
Por ultimo, el hecho de que el COC se pueda formular con distintas Ty y la
existencia de una relacién linear entre el porcentaje de norboneno y la T, (Figura
1.14) hacen posible el proceso de fabricacion multicapa utilizando material
extruido, en donde unas capas del polimero, con T, elevadas (TOPAS 5013, 6013,
6015 o 6017), actlan como capas estructurales y otras, con valores de T, bajos
(TOPAS 9508 o 8007), actian como capas sellantes del microanalizador monolitico
final. De esta manera se evitan los multiples problemas que existen con otros
polimeros durante el proceso de sellado de canales microfluidicos mecanizados en
una capa. Este sellado provoca obturaciones (debido al uso de adhesivos) o
deformaciones y oclusiones (debido al uso de sellado térmico usando un polimero
con una sola Tg o0 de disolventes).142-144

Todas estas caracteristicas permiten el uso del COC en la construccién de

plataformas microfluidicas para multiples aplicaciones y campos.
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Figura 1.14. Relacién entre el porcentaje de norborneno en el polimero y la Ty. de este.

Temperatura de transicion vitrea (°C)

[4)]
o
[=]
o
q
o

1.2.2. Ceramicas verdes o Low Temperature Co-Fired Ceramics
(LTCC)

Desde su origen, la tecnologia LTCC ha sido ampliamente utilizada,
principalmente por la industria militar, espacial, computacional y automovilistica,
para la fabricaciéon de circuitos electrénicos multicapa, debido a sus excelentes
propiedades eléctricas, mecanicas y térmicas.?%145-148 Kl término "baja

temperatura" de su nombre se corresponde a las bajas temperaturas requeridas
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para realizar el proceso de sinterizacion (cocido) de la ceramica, que tiene lugar a
temperaturas por debajo de 1000 °C. Por su parte, el término “co-sinterizado" se
refiere a la posibilidad de sinterizar simultdneamente pastas serigraficas
conductoras sinterizables junto al sustrato ceramico, ya que ambos compuestos son
completamente compatibles. Este hecho resulta en la obtenciéon de dispositivos
complejos, de reducido tamano y alto nivel de integracién.

A lo largo de la ultima década, este material se ha extendido al desarrollo de
microanalizadores (bio)analiticos.49:50.86.87.112.147.149 Sy compatibilidad con gran
cantidad de materiales conductores, la facilidad de integracién de componentes
electronicos y la sencillez y la rapidez del prototipado de estructuras microfluidicas
tridimensionales mediante aproximaciéon multicapa, han sido las ventajas que se
han explotado para conseguirlo. Estas caracteristicas permiten obtener
microsistemas analiticos altamente resistentes quimica y térmicamente, donde se
integran monoliticamente la fluidica y la electrénica.47.150

Las ceramicas LTCC se conocen también como ceramicas verdes. A pesar de esto, el
color de las ceramicas es azul, debido a su contenido en sales de cobalto. EI motivo
de su nombre se debe a que tienen que ser manipuladas en estado “verde”, cuando
aun son maleables y mecanizables, ya que una vez sinterizadas adquieren su
dureza caracteristica y es imposible trabajar el material. La composiciéon de las
ceramicas verdes varia en funcién de la casa comercial y el uso que se las vaya a
dar. En este sentido, las ceramicas verdes DuPont, usadas en este trabajo, estan
compuestas por un 45 % de Al20s3, un 40 % de SiO2, un 15 % de compuestos
organicos y trazas de sales de cobalto, cosa que las confiere el color azul
caracteristico.5%87 Entre los compuestos organicos que constituyen las ceramicas se
encuentran el disolvente, el plastificante y aglutinantes. El disolvente ayuda a
dispersar las particulas de alimina, confiere al material una viscosidad adecuada y
disuelve los aditivos organicos. Por su parte, el plastificante otorga flexibilidad a la
capa de ceramica para que pueda ser manipulada. Por ultimo, el aglutinante se
encarga de que las particulas de alimina y silice se mantengan unidas y
homogéneas.!46

La ceramica se comercializa en capas o laminas de distintos grosores en la escala
micrométrica. El proceso de fabricacion de esta es muy sencillo. Una vez se ha
escogido la composiciéon que tendra la ceramica, esta se deposita sobre una lamina
de Mylar® que se encuentra en una cinta transportadora. Finalmente, mediante un
proceso de cocido suave se evaporan la suficiente cantidad de disolventes organicos
como para que la ceramica quede manejable, estado en que se comercializa.50.151
Durante el proceso de sinterizado, donde el material se somete a temperaturas
alrededor de los 850 °C, los componentes organicos se volatilizan por completo y las
particulas de vidrio se funden, rodeando las particulas de alimina por fuerzas de

tension superficial y capilaridad.'®? La vitrificacién del SiOs, cuando el dispositivo
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se lleva de nuevo a temperatura ambiente, da como resultado una estructura
rigida. Puesto que durante este proceso se provoca la eliminacion de los
componentes organicos, la ceramica sufre un encogimiento cuya magnitud depende
de su composicién inicial. Asi, mediante la consulta del porcentaje de encogimiento
proporcionado por el fabricante, este se puede tener presente en el disefio inicial de
la estructura de los microanalizadores, para obtener las dimensiones finales

deseadas. En la tabla 1.2 se recogen algunas propiedades de las ceramicas verdes.

Tabla 1. 2. Propiedades de las ceramicas verdes Dupont utilizadas.1%3:154

Propiedad Unidades LTCC Dupont 961
Encogimiento en el plano XY % 12.7 £0.3
Encogimiento en el eje Z % 15 £0.5

Densidad gcm3 3.1

Rugosidad superficial pm 0.35

Conductividad térmica WK1!m'! 3.3

Resistencia eléctrica Q >1012

Relacionado con este tema, la misma casa comercial Dupont, ha desarrollado una
serie de materiales conductores que al tener la misma matriz que la ceramica son
completamente compatibles con esta. Asi, se pueden depositar pistas conductoras
con total garantia, sin temer a la aparicién de fracturas en las lineas conductoras
provocadas por porcentajes de encogimiento diferentes entre sustrato y material
conductor.

Como se ha visto anteriormente, son muchas y relevantes las ventajas que ofrecen
las ceramicas verdes en el desarrollo de microsistemas analiticos. Sin embargo,
presentan también algunas limitaciones como son la opacidad y la lixiviacién a
nivel de trazas de compuestos toxicos (como metales pesados presentes en el
material) que requieren de un lavado previo de los microcanales para su uso en
aplicaciones biolédgicas.

El GSB ha contribuido a extender la aplicacién de esta tecnologia LTCC en el
ambito de la microfluidica y en particular en el desarrollo de microanalizadores,
siendo uno de los grupos de investigacion pioneros en su uso. Esto ha dado lugar a
la fabricacion de multiples microsistemas analiticos para una gran cantidad de
aplicaciones. En la figura 1.14 se muestra, a modo de ejemplo, la imagen de un
microsistema amperométrico desarrollado en el GSB que integra la plataforma
microfluidica y la electrénica asociada necesaria para la adquisicién y procesado de

los datos.
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Figura 1.15. Microanalizador fabricado en LTCC con determinacién amperométrica: A) visién de la
parte superior del microdispositivo con la fluidica y el sistema de detecciéon. B) imagen de la parte

inferior con toda la electrénica asociada al potenciostato .147

1.3. Tecnologias de microfabricacion

Existen gran cantidad de técnicas de microfabricacion para desarrollar tanto
microsistemas analiticos poliméricos como ceramicos.87134155 Por lo general, estas
se pueden clasificar en tres grandes bloques: técnicas de microestructuracion, de

integracion de electrodos y de sellado.

1.3.1. Técnicas de microestructuracion

Las técnicas de microestructuracion son aquellas que permiten obtener las
estructuras y motivos en el sustrato, ya sean microcanales, cAmaras de deteccién o
otros.

En el caso de los polimeros, y mas concretamente en el caso del COC, estas se
pueden subdividir en dos grandes familias: las técnicas de réplica y las de
micromecanizado directo. Las de réplica son muy utilizadas en produccién en masa
debido a su rapidez de fabricacion y a su relativo bajo coste. Las mas utilizadas son
el estampado en caliente (hot embossing) y el moldeado por inyeccion (injection
moulding). El estampado en caliente es un método bien establecido y descrito en la
bibliografia,'56.157 e] cual proporciona unas buenas caracteristicas de fabricacion. Se
basa en la estampacién, por medio de un sello, del disefio deseado sobre el polimero
aplicando una cierta presién y una temperatura ligeramente por encima de la Ty,
las cuales deben determinarse para cada caso.*3 El sello debe contener el disefio

que se quiere estampar en el sustrato y debe estar compuesto por un material que

31



Capitulo 1

aguante la temperatura y presion aplicadas sin deformarse. Acostumbran a usarse
materiales metalicos para su fabricacion, aunque recientemente se estan
incorporando materiales ceramicos.90:142,158

Por su parte, el moldeado por inyeccién se basa en fundir el material, normalmente
en forma granular o pellet, en el interior de un cilindro e inyectarlo en interior de
un molde cerrado mediante alta presiéon. Finalmente se baja la temperatura por
debajo del Ty del sustrato y se desmolda, obteniéndose el dispositivo con la
estructura deseada. Debido a sus propiedades, el COC es especialmente
recomendado para el moldeo por inyeccion.43.142,155

Sin embargo, en procesos de prototipado, como los que se llevan a cabo en un
contexto de investigacién y desarrollo, estas técnicas son complicadas de utilizar,
debido al alto coste de la maquinaria y al requisito de construir un nuevo molde
cada vez que se quiere producir un prototipo diferente. Este proceso conlleva, por lo
general, mucho tiempo. Para solucionar este problema, las técnicas que se utilizan
son las conocidas como técnicas de micromecanizado directo. Esta categoria engloba
el micromecanizado por ablacién laser y por microfresado.

La ablacién laser es una técnica de microfabricacién extensamente utilizada para
prototipado rapido, que permite obtener motivos microestructurados con alta
precision y rapidez. Se basa en el uso de un laser, normalmente de IR, cuyo haz es
enfocado sobre la superficie del sustrato a mecanizar. La energia de este es
absorbida por el polimero, rompiendo sus enlaces moleculares y volatilizando los
fragmentos desprendidos.132134¢ Esta técnica proporciona buenos resultados de corte
para la mayoria de polimeros termoplasticos como PMMA, PS o PC, sobre todo en
cuanto a resolucion. Esta viene determinada por el diametro del haz del laser. Sin
embargo, la elevada transparencia del COC en las regiones del espectro donde
operan los laseres mas comunes, provoca una baja interacciéon del polimero con la
fuente laser, dando lugar a estructuras poco precisas y a residuos carbonizados
depositados alrededor de la superficie del material mecanizado.90:159
Alternativamente, el microfresado es la técnica mas utilizada para la mecanizacién
de COC en procesos de prototipado rapido.!32 Este proceso consiste en transferir los
motivos del disefio sobre el sustrato mediante la eliminacién del material como
resultado del uso de una herramienta de corte giratoria (fresa o broca). En este
caso, las dimensiones de la herramienta utilizada afectaran tanto a la resolucién
como a la rugosidad de la superficie cortada.'4? Existen gran cantidad de
herramientas para realizar multiples tipos de corte con distintos acabados. A pesar
de ser una técnica relativamente lenta en el proceso de corte, permite una gran
rapidez en procesos de prototipado, ya que se pueden cambiar los motivos del

disefio facilmente en poco tiempo.
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En cuanto a las técnicas de microfabricacién de dispositivos ceramicos, al estar el
sustrato subministrado en forma de laminas, las mas utilizadas son el
micromecanizado por microfresado y por ablacién laser, explicadas anteriormente.
En este caso, el corte por ablaciéon laser usando una longitud de onda IR es el que
mejor resultados proporciona en cuanto a resolucién, acabados y tiempo de proceso,
ya que los parametros de corte en ceramica estan bien estudios y la interaccién

entre laser y material ceramico (opaco) es buena.87.148

En este trabajo se ha utilizado la ablacién laser para mecanizar los microsistemas

ceramicos y el microfresado para mecanizar los microanalizadores poliméricos.

1.3.2. Técnicas de integracion de electrodos

Una vez se dispone del sustrato con todas las estructuras fluidicas mecanizadas, en
muchas ocasiones es necesario depositar materiales dieléctricos o conductores sobre
la superficie de este para integrar circuitos eléctricos, electrodos, sensores,
actuadores, termistores, rsistores, conectores eléctricos o cualquier otro tipo de
elemento que requiera de un material conductor para funcionar.160

Tanto para sustratos poliméricos como para ceramicos, se pueden usar las mismas
técnicas de integracion de materiales conductores. Entre estas se encuentran
técnicas de capa fina (thick-film), como la pulverizaciéon (sputtering) y la
evaporacién, y de capa gruesa (thick-film), como la serigrafia (screen-
printing).4387.151,161

Las técnicas de deposiciéon de capa fina son las maés clasicas y utilizadas para la
obtencion de electrodos y pistas conductoras. Estas son especialmente importantes
en la tecnologia microelectréonica pero su uso se ha ampliado a materiales
diferentes del silicio. En el caso de la pulverizacion, se utiliza un plasma de algun
gas noble, normalmente argdn, que es proyectado sobre el material conductor que
se quiere depositar. El impacto provoca la liberacién de atomos de este material los
cuales se depositan sobre el sustrato (polimérico o ceramico), condensandose en la
superficie y formando una fina capa.*? Este proceso es un proceso isotrépico en el
que los atomos pulverizados emitidos en la fase gaseosa tienden a depositarse sobre
todas las superficies. En el caso de la evaporacién, el material a depositar se
evapora en condiciones de vacio. Esta evaporacién puede llevarse a cabo mediante
varias técnicas entre las que destaca el uso de un haz de electrones (e-beam
evaporation).162 Cuando el material evaporado entra en contacto con el sustrato, se
condensa y vuelve a su estado sélido, formando una capa fina. La temperatura
alcanzada con la evaporacién podria ser realmente alta, lo que limita el tipo de

substrato, sobre todo en los poliméricos, donde solo pueden usarse aquellos con Ty
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elevadas. Aunque estas técnicas alcanzan una buena resolucién, su uso esta
limitado por la necesidad de equipamientos e infraestructura muy costosa.*3:160

En su lugar, la serigrafia ofrece una alternativa a bajo coste para realizar este tipo
de deposiciones de materiales conductores tanto sobre polimeros como
ceramicas.87152 Ksta consiste en una técnica de impresion en la que una pasta que
contiene particulas del material conductor es forzada a pasar a través de una malla
con el disefio que se quiere transferir, en negativo. De esta manera, la pasta pasa a
través de las oberturas que tiene la malla, depositandose sobre el sustrato.
Posteriormente, la malla se retira y la pasta se seca, evaporando el disolvente.160 A
pesar de tener una resolucién inferior a las técnicas de capa fina, es la mas
ampliamente utilizada para integrar electrodos, por su sencillez, rapidez y bajo
coste del proceso. Por este motivo es la técnica que se ha utilizado en este trabajo

para integrar pistas conductoras.

1.3.3. Técnicas de sellado

En procesos de fabricacién basados en una aproximacién multicapa, una vez que
las capas de sustrato tienen mecanizadas todas las estructuras e integrados todos
los componentes necesarios, tras la superposicién y alineamiento de estas, se
procede al sellado de las mismas, con la finalidad de obtener un dispositivo
compacto, hermético y sin fugas. Para realizar esta etapa, cada material tiene sus
técnicas. En el caso de los polimeros se utilizan diferentes metodologias de sallado,
como soldadura por laser, soldadura por wultrasonidos, laminacién por
termocompresion o utilizando disolventes o adhesivos.

Las técnicas de soldadura por laser y por ultrasonidos se basan en la unién
mediante la fusién localizada del sustrato provocada por el calor generado por un
haz laser o por una onda ultrasénica. El problema que plantean estas técnicas es
que al tener que inducir la fusiébn muy cerca de los microcanales u otras
estructuras, estos se pueden deformar o incluso obturar, y ademdas consume mucho
tiempo. 134160

En cuanto al uso de adhesivos o disolventes, estos son usados extensamente en
estructuras simples por su sencillez y bajo coste. Sin embargo, la obstruccion de
canales o la alteracién de sus dimensiones son sus principales inconvenientes.
Estos se magnifican cuando se incrementa la complejidad de las estructuras o se
disminuye el tamarno de los canales.43.142.160

Por dltimo, la técnica mas utilizada y descrita en la bibliografia es la laminacién
por termocompresion.43:134.142.163 Ksta se aplica para entrecruzar las cadenas de
polimero de las distintas capas de sustrato que se encuentran en contacto.
Tradicionalmente, puesto que se utilizaba el mismo sustrato con la misma Tg, al

aplicar temperatura y presiéon se podia provocar la deformacién de las estructuras
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del microanalizador si no se controlaban bien los parametros de operacién.163 Para
superar este inconveniente se ha sacado provecho de las privilegiadas propiedades
que presenta el COC. Al poder ser formulado con distintas Tg, lo que se suele hacer
es utilizar una lamina con Ty baja como capa de sellado entre las capas
estructurales (que contienen los canales y demas estructuras del disefno), cuya Ty es
superior.?%:163 Asi mediante la aplicacién de presién y una temperatura superior a
la Ty de la lamina sellante, se consigue la suficiente interpenetracion de cadenas de
polimeros para conseguir un sellado eficaz y resistente, pero sin provocar la
deformacién u obturacién de los canales ya que la capa estructural de sustrato no

se vuelve viscosa en ningin momento.

En cuanto al sellado de los microanalizadores fabricados con ceramica, la Unica
técnica posible esta bien definida.?0-87.148 Esta aprovecha el proceso de sinterizado o
cocido del propio material para obtener una estructura sellada y hermética
mediante la fusion del vidrio y su interpenetracion entre las particulas de alimina.
Con anterioridad se debe llevar a cabo un proceso de laminacién con la finalidad de

evaporar parcialmente los disolventes organicos y fijar asi las estructuras.

En este trabajo se ha utilizado la laminacién por termocompresion para sellar los
dispositivos poliméricos y la laminacién seguida de la sinterizacién para sellar los

dispositivos ceramicos.
1.4. Areas y campos de aplicacion de los microsistemas

En el desarrollo de los microsistemas que se presentan a lo largo de la tesis, la
miniaturizacién no solo es una ventaja sino que es la clave para poder explorar
ambitos de aplicacién donde se requiere informacién en tiempo real, distribuida
espacialmente, fuera de los laboratorios de andlisis convencionales. Asi, a lo largo
de la tesis se podra constatar como esta miniaturizacién ha aportado portabilidad y
autonomia, permitiendo el desarrollo de microanalizadores de bajo coste con
aplicaciones en el area aeroespacial (en sistemas de reciclado de agua en 6rbita),
medioambiental (en estaciones auténomas de seguimiento de indicadores de
calidad de agua), industrial (para monitorizar los procesos de tratamiento de agua
en estaciones depuradoras de aguas residuales, a pie de proceso), alimentaria (en
procesos de fermentacién en bodegas y companias cerveceras) y biomédica (en

sistemas de control point-of-care al lado del paciente).
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Capitulo 2

Objetivos

El trabajo realizado en esta tesis tiene como objetivo principal el desarrollo de
microanalizadores automatizados para la determinaciéon, mediante medidas
potenciométricas y Opticas, de parametros quimicos utilizando el conjunto de
tecnologias de microfabricacién existentes en el Grupo de Sensores y Biosensores
(GSB) de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Bajo este nexo comun, y en
el contexto de varios proyectos de investigaciéon, se han desarrollado
microanalizadores para la monitorizacién de distintos parametros de interés, en
muestras acuosas y bioldgicas, en el ambito aeroespacial, medioambiental,
industrial, alimentario y biomédico.

Las caracteristicas requeridas por todos ellos se fundamentan en alcanzar un alto
nivel de integracién, miniaturizaciéon y automatizacién, con la finalidad de poder
llevar a cabo andlisis, in situ y en tiempo real, mas rapidos y econémicos, fuera del

entorno controlado de los laboratorios convencionales.
Los objetivos parciales para alcanzar el objetivo principal han consistido en:

* Disenar y fabricar plataformas de microfluidica capaces de integrar,
miniaturizadas, las distintas operaciones unitarias necesarias para llevar a cabo

el procedimiento analitico adecuado para cada aplicacién estudiada.

e Evaluar cada uno de los microanalizadores desarrollados, optimizando y
validando el funcionamiento de los diferentes elementos que lo componen, para
adecuar las caracteristicas de respuesta del dispositivo analitico a las

peculiaridades propias de cada tipo de muestra y/o aplicacion.
» Validar el funcionamiento de cada microanalizador mediante su aplicacién al

analisis de muestras reales, comparando los resultados obtenidos con aquellos

proporcionados por los métodos de referencia.
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Capitulo 3

Metodologias de  microfabricacion de los
dispositivos analiticos

En la presente tesis se han disefiado, fabricado y evaluado diferentes dispositivos
para su aplicacién como microsistemas analiticos. Todo ello se ha realizado en los
laboratorios de microfabricaciéon del GSB, donde se dispone de la infraestructura
necesaria para llevar a cabo satisfactoriamente todos los procesos y técnicas
implicados, usando tanto la tecnologia LTCC como la de polimeros.

La tecnologia de ceramicas verdes o LTCC fue creada originalmente para producir
circuitos integrados hibridos multicapa, que pueden incluir resistencias,
inductores, condensadores y componentes activos en un mismo bloque. Los hibridos
LTCC tienen un coste inicial menor en comparacién con los circuitos integrados
fabricados con tecnologia microelectronica, lo que los convierte en una alternativa
atractiva para la integraciéon a pequefa escala.! Sin embargo, en la ultima década,
se ha extendido su uso a otros campos, gracias a la integracién en su estructura de
microcanales fluidicos. La combinacién de circuitos electrénicos y elementos
fluidicos ha abierto un enorme campo de aplicaciones en el area de la quimica
analitica. Asi, el GSB, realiz6 una apuesta pionera a nivel mundial, que luego han
seguido otros grupos, por utilizar las ceramicas verdes, y su tecnologia asociada,
para el desarrollo de microsistemas (bio)analiticos.28 Esta apuesta se sustent6 en
las ventajas diferenciales que suministra la tecnologia, asociadas con las
propiedades mecanicas, quimicas y eléctricas del sustrato, su compatibilidad con
gran cantidad de materiales conductores, la facilidad de integracion de
componentes electréonicos y la sencillez y rapidez del prototipado de estructuras
tridimensionales mediante la aproximacién multicapa. Estas caracteristicas
permiten, integrando monoliticamente fluidica y electrénica en un solo sustrato,
obtener microsistemas analiticos con una resistencia quimica y térmica muy alta y
proximos del concepto ideal de microsistema de analisis total.

Por su parte, la tecnologia de polimeros,®!! en este caso usando como sustrato
COC, permite, también, la fabricacién de estructuras microfluidicas de manera
rapida y sencilla mediante la aproximacion multicapa. Entre las caracteristicas del
COC cabria destacar una elevada resistencia quimica frente a un gran nimero de
compuestos, su biocompatibilidad, la posibilidad de embeber en su estructura,

mediante la aproximacion multicapa, etapas de pretratamiento de muestra
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(filtracion, difusién gaseosa, etc.) y su elevada transparencia. Todo ello hace que
este sea un material y una tecnologia especialmente idéneos para la fabricacién de
microanalizadores con deteccién 6ptica o que requieran inspeccién visual.

La ventaja de disponer de dos tecnologias de fabricacién diferentes, con distintos
puntos fuertes y débiles, radica en que se puede escoger la que mejor encaje en
funcién del tipo de aplicacion planteada y de las necesidades que esta aplicacion
requiera.

En el presente capitulo se describiran las metodologias y procesos de
microfabricacién asociados a cada uno de los materiales. Todos ellos se han
utilizado para la construccién, utilizando la infraestructura disponible en el GSB,

de los microanalizadores que se presentaran a lo largo de esta tesis.

3.1. Tecnologia de ceramicas verdes ( LTCC)

El proceso de fabricacion general para la construccion de microanalizadores
basados en la tecnologia LTCC, adaptacion del protocolo de fabricacion de circuitos
electronicos sobre ceramicas,!? se encuentra esquematizado en la figura 3.1. Como
se puede observar, el proceso se inicia con el diseflo, mediante un software de
disefio asistido por ordenador, de todas y cada una de las capas que constituiran el
microsistema. Cada capa disefiada corresponderi a una capa de ceramica. A

continuacién, el disefio CAD es transferido al sistema de micromecanizado para

1. Diseiio 2. Micromecanizado 3. Serigrafiado

6. Integracion de 5. Sinterizado 4. Laminado
otros componentes

&= Presiony T°
-

-

bl 850 .
350 1 —
.
s L
Tiempo -

Figura 3.1. Esquema general del proceso de fabricacion de dispositivos analiticos mediante la
tecnologia LTCC.
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generar sobre la capa de material los motivos deseados. En el caso de que se
requiriera de la integraciéon de electrodos o pistas conductoras, se realiza el
serigrafiado de las pastas conductoras sobre la capa correspondiente.
Posteriormente, todas las capas se superponen en el orden adecuado, se alinean, se
laminan y se sinterizan con la finalidad de obtener el dispositivo ceramico
monolitico. Para finalizar, se integran los componentes que no son compatibles con
el proceso de sinterizacién, obteniéndose el microsistema analitico final operativo.

A continuacién se describen con mas detalle las diferentes etapas de fabricacién.

3.1.1. Diseno

Como se ha mencionado previamente, la metodologia de fabricacion de los
microanalizadores ceramicos se basa en una aproximacion multicapa. Esto implica
que se obtiene la estructura final por medio de la superposiciéon de diferentes capas
mecanizadas individualmente. Por ello, mediante el uso de un software de “disefio
asistido por ordenador” (CAD), se disefiaron los motivos correspondientes en cada
una de las diferentes capas de ceramica, de manera que al superponerlas,
siguiendo un orden adecuado, se obtuvo como resultado la estructura
tridimensional del microsistema deseada.

Para visualizar este concepto, en la figura 3.2 se muestra, a modo de ejemplo, el
disenio sencillo de un micromezclador bidimensional, el cual esta compuesto, como
minimo, por tres capas con motivos diferentes: una que actiia como base o tapa
inferior (1), otra que tiene el disefio del micromezclador propiamente dicho (2) y
otra que contiene los orificios de entrada y salida de los liquidos y que actiia a su
vez de tapa superior del canal mezclador (3). Con este disefio, cuando los liquidos a

mezclar fueran introducidos por las entradas, su trayectoria de flujo laminar,

A B 3 C

1 2 3

Figura 3.2. Disefio de un micromezclador pasivowen dos dimensiones basado en la aproximacién
multicapa utilizado la tecnologia LTCC. A) Diferentes capas en la que se descompone el disefio
tridimensional deseado, realizadas con un software tipo CAD. (1) capa que actiia como base; (2) capa
que contiene el micromezclador; (3) capa que actiia como cubierta superior con unos orificios para la
entrada y salida de los liquidos. B) Disposicion de las capas por orden. C) Estructura tridimensional

obtenida fruto de la superposicién y unién de las distintas capas que conforman el disefio deseado.
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caracteristica a escala microfluidica, iria realizando giros de 90 ° en un mismo
plano. Este hecho aumentaria la turbulencia en el fluido, permitiendo una mejora
en la mezcla.

A lo largo de este trabajo se han utilizado capas de ceramica de la casa comercial
Dupont con un grosor de 254 + 13 pm (Dupont™ Green Tape™ 951).13 En funcién
del numero de capas de las que constara el diseno, la estructura tridimensional
final variaria, obteniendo los motivos disefiados, en este caso concreto, un
micromezclador (Figura 3.2.C), con mayor o menor profundidad. En teoria, el
numero de capas a utilizar y sus grosores podrian ser modificados en funcién de lo
que requiriera la aplicacion final. Sin embargo, no se recomienda usar mas de 20
capas debido a que se requeririan mayores tiempos de laminaciéon y se
incrementaria el riesgo de deformacion de las estructuras y el deterioro de las
pistas conductoras.

Una cuestion que hay que tener muy en cuenta al disenar el microanalizador es el
encogimiento que sufre la ceramica debido a la volatilizacién de sus componentes
organicos durante la etapa de sinterizado. Segtn la casa comercial DuPont, el tipo
de ceramica usada encoge un 12,7 % en el plano XY y un 15 % en el eje Z.13 Por
tanto, el disefio se debe realizar teniendo en cuenta la reduccién de dimensiones
que sufriran los dispositivos al finalizar el proceso de fabricacién, sobre todo si se
requiere embeber elementos que no tienen el mismo coeficiente de encogimiento.

El area maxima que podian ocupar los dispositivos vino determinada por el tamano
del material suministrado y por la superficie de las placas de aluminio necesarias
para llevar a cabo el proceso de laminado (Figura 3.3). Por ello, para poder cubrir
todos los requisitos de disefio, en el laboratorio de microfabricacién se dispone de
placas de alineamiento con distintas areas de trabajo: 92 x 92, 100 x 100, 90 x 65,
165 x 92 y 150 x 150 mm. Al disefio de cada capa se le afiadieron cuatro orificios

ubicados en las esquinas del sustrato, denominados fiduciales, los cuales

X mm

A o2 0 B - |

Y mm
o, 771 |
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| i

Figura 3.3. A) Area de trabajo de la que se dispone para realizar el disefio de los dispositivos,

condicionada al tamarfio de las placas de aluminio de alineamiento disponibles. B) Placas de aluminio
para el alineamiento de las capas mediante fiduciales disponibles en el laboratorio de

microfabricacién.
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permitieron el correcto alineamiento de las capas que darian lugar al dispositivo
final.

Una vez disenadas cada una de las capas, los archivos CAD resultantes se
procesaron individualmente mediante un software especifico (CircuitCAM),
generando un archivo de “fabricacion asistida por ordenador” (CAM) interpretable

por el equipo de micromecanizado laser.

3.1.2. Micromecanizado

La etapa de mecanizado consiste en transferir sobre el sustrato ceramico los
motivos disefiados por ordenador mediante la eliminacién o grabado de las partes
correspondientes del mismo. El equipo utilizado para tal propoésito en la presente
tesis fue una méaquina de micromecanizado por ablacién laser LPKF ProtoLaser
200® (LPKF Laser & Electronics, Garbsen, Alemania), cuya fuente de radiacién es
un laser de Nd:YAG (granate de aluminio-itrio dopado con neodimio) que trabaja
en la region infrarroja a 1064 nm.'* Este tipo de laser es de los mas utilizados para
la definicién de circuitos por eliminacién de capa de cobre. Su aplicacién sobre
sustrato de ceramica verde permite generar, con gran rapidez y exactitud, motivos
de elevada complejidad con una precisiéon que viene determinada por el didmetro
del haz del laser, que en este caso es de 25 um. El area de trabajo del que se
dispone queda definida por el tamafio de la mesa moévil (30.5 x 22.9 cm). El
software que controla el proceso de corte (CircuitMaster) permite tener un gran
control sobre todos los parametros de funcionamiento como la intensidad del haz, la
frecuencia de operacién, la velocidad de desplazamiento del cabezal sobre el
material y el posicionamiento del sustrato en los tres ejes. Por lo tanto, es necesario
optimizar estos parametros en funcién del tipo de sustrato y del tipo de mecanizado
que se quiere realizar. Segun la profundidad alcanzada durante el proceso de
ablacion del material, se pueden realizar cortes a través del material o gravados en

bajo-relieve (Figura 3.4). La profundidad conseguida vendra determinada por los

Figura 3.4. Imagen de una ceramica con disefios mecanizados por gravado en bajo-relieve (A) y con
cortes de lado a lado (B).
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parametros de funcionamiento del equipo laser y por el espesor y naturaleza del
sustrato a mecanizar. En este sentido, si lo que se desea es un corte de lado a lado,
se requerira una potencia adecuada del haz y una frecuencia de operacion lo
suficientemente lenta como para conseguir una eliminaciéon completa del material,
pero sin llegar a carbonizar el contorno. Por su parte, el grabado por bajo-relieve
requerira usar potencias inferiores y frecuencias de operacién mayores, con la
finalidad de generar ranuras en lugar de cortes completos. El mecanizado por
gravado en bajo-relieve permite llevar a cabo disefios mas complejos, con
dimensiones de canal mas pequefias y con motivos mas cercanos entre si. No cortar
el sustrato por completo hace que al manipular las capas, una vez mecanizadas,
estas mantengan una mayor consistencia y robustez. Sin embargo, este tipo de
mecanizado aumenta la rugosidad de las estructuras obtenidas, ya que volatiliza

material tanto en las paredes de los motivos (eje Z), como en una de las tapas
(plano XY).

3.1.3. Serigrafiado

Una vez mecanizadas cada una de las capas, y antes de superponerlas para
realizar la laminacién, se procede a la integracién de las pistas conductoras, en las
capas que lo requieran, mediante serigrafia. El objetivo es poder incorporar
componentes electronicos o sensores al microanalizador. Para llevar a cabo este

cometido, se utilizaron las denominadas pantallas serigraficas (Figura 3.5).

fB )

AN

f
. J

Figura 3.5. A) Proceso esquematizado de fabricacién de la pantalla serigrafica. B) Proceso de

serigrafiado esquematizado.’® C) Imagen de una pantalla de serigrafia. D) Imagen de una capa de

ceramica con unos motivos serigrafiados.
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Estas consisten en una malla de poliéster, acero o nylon (Figura 3.5.A.a) tensadas y
encoladas sobre un marco metalico o de madera (Figura 3.5.A.b). Para crear los
motivos a serigrafiar se cubre la superficie de la maya con una emulsién
fotocurable (Figura 3.5.A.c) y se coloca el negativo del disefio sobre la emulsién, que
es expuesta a luz ultravioleta. Posteriormente, la malla se lava con agua, quedando
el negativo fijado en esta e impermeabilizando todos los poros del entramado de la
malla salvo los correspondientes a la zona del motivo que se quiere serigrafiar
(Figura 3.5.A.d). Una vez fabricada la pantalla serigrafica, esta se sitiia sobre el
lugar del sustrato donde se desea realizar la serigrafia y se coloca la pasta sobre la
malla (Figura 3.5.B.a’). Mediante una espatula de goma, o de un material similar,
se extiende la pasta a lo largo de la malla, forzando el paso de la pasta a través de
las oberturas de la malla. Tras este proceso, el dibujo serigrafiado del motivo de la
pantalla queda impreso sobre el sustrato (Figura 3.5.B.b’-¢’). Finalmente, antes de
laminar y, para eliminar los disolventes de las pastas conductoras, se realiza un
proceso de secado de la ceramica serigrafiada, que para el caso de las pastas
utilizadas consistié en introducir durante 5 minutos la capa en una estufa a 100 °C
(Figura 3.5.B.1").

Algunos factores como la presién aplicada por la espatula, su geometria y dureza, el
angulo de aplicacion o la distancia entre el sustrato ceramico y la malla, pueden ser
relevantes de cara a obtener unos motivos serigrafiados de espesor bien definido.
Por este motivo, en el laboratorio de microfabricaciéon se dispone del equipamiento
necesario, una impresora serigrafica semiautomatica DEK 248 (Asflex
Internacional, Algete, Espafa) para llevar a cabo este proceso de manera
automatica, haciéndolo asi mucho mas reproducible. Sin embargo, para procesos de
prototipado es mas céomodo realizar la serigrafia de manera manual, siempre y
cuando el motivo sea sencillo.

En la presente tesis se utilizaron dos pastas conductoras de la casa comercial
Dupont, completamente compatibles con las ceramicas usadas: una especial para
soldadura (Dupont 6146) y otra especial para pistas internas (Dupont 6145). En
ambos casos fueron utilizadas como soporte conductor de electrodos selectivos de
iones (ESIs) y como electrodos de referencia de Ag/AgCl, ademas de usarse como

pista de conexionado entre estos elementos y los correspondientes conectores.

3.1.4. Laminacion multicapa

La laminacién por termocompresion es una de las etapas clave del proceso de
fabricacién de los microanalizadores LTCC. Consiste en eliminar parcialmente los
disolventes organicos que contienen las capas de ceramica verde permitiendo que
estas queden perfectamente alineadas e irreversiblemente unidas, formando una

estructura compacta lista para ser sinterizada. La incorrecta ejecucién de esta fase
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puede provocar la aparicién de deformaciones en las estructuras tridimensionales
de los microsistemas que, en ultima instancia, podrian dar lugar a la obstruccién de
los canales del sistema microfluidico, a la pérdida de liquidos o a la deformacién o
rotura de las pistas conductoras una vez sinterizado el dispositivo analitico. La
alineacién de las capas, por tanto, es un punto critico del proceso. Para llevarlo a
cabo, como se ha comentado anteriormente, se utilizaron unas placas de aluminio
con cuatro pivotes, o fiduciales, uno en cada esquina (Figura 3.6.A) que coinciden
con los agujeros de alineamiento o fiduciales introducidos en el disefio de cada capa
y mecanizados sobre cada una de ellas (Figura 3.3.A). Para evitar que las capas se
adhieran al metal, se colocé un sacrificial antiadherente de Mylar®. Una vez las
capas se encuentran alineadas, se lleva a cabo el proceso de laminacién por
termocompresién mediante una prensa hidriulica fabricada expresamente para

esta aplicaciéon (Talleres Francisco Camps SA, Granollers, Espafia) (Figura 3.6.B).

Figura 3.6. A) Capas de cerdmica superpuestas de manera adecuada para ser sometidas al proceso

de laminacién. B) Imagen del proceso de laminado llevado a cabo por una prensa hidraulica.

La maquina estaba compuesta por dos platos calentadores de acero de 25 x 15 cm e
incluye un sistema de control que permite ajustar la temperatura y la presiéon
requerida, pudiendo llegar a ejercer una maxima presion de 420 Kg cm=2
Dependiendo del tipo de estructura a laminar, y de la casa comercial de la ceramica
usada, se requieren presiones y tiempos de laminacién diferentes. Asi, si el
dispositivo tiene canales muy anchos (superiores a los 2 mm), o cavidades muy
grandes (superiores a 0,5 mm de diametro) se aplica una presién y un tiempo de
laminacion inferior que en el caso de un dispositivo con cavidades o canales mas
reducidos. Todo ello con la finalidad de evitar la deformacién de las estructuras.
Atendiendo a la ceramica usada y al tipo de dispositivo construido en este trabajo,
los parametros de operacion fijados fueron de 100 °C de temperatura en las placas

calentadoras, 13 bares de presiéon y 1 minuto de laminacion.
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3.1.5. Proceso de sinterizacion

La sinterizacién es la penultima etapa del proceso de fabricacién de los
microsistemas analiticos ceramicos. Consiste en la aplicacién de un gradiente de
temperatura a las capas laminadas, lo que provoca una serie de cambios en el
material que conducen finalmente a la obtenciéon de un bloque rigido monolitico,
donde las diferentes capas de las que constaba originalmente el microdispositivo
quedan entrelazadas y son indistinguibles las unas de las otras. Para realizar este
proceso se utilizo un horno mufla (Carbolite CBCWF11/23P16, Afora S.A.,
Barcelona, Espafa) capaz de alcanzar temperaturas de 1100 °C trabajando en
atmosfera de aire y teniendo la posibilidad de programar rampas de temperatura
variables. El perfil de temperaturas recomendado por el fabricante de las ceramicas
(DuPont),'2 y por tanto el utilizado, es el que se muestra en la Figura 3.7.B. Como
se puede observar, destacan dos etapas de 30 minutos de duracién a temperatura
constante, a las que se llega a través de sendas rampas de temperatura de 10 °C
por minuto. En la primera meseta, alrededor de los 350 °C, se produce la
volatilizacion de la totalidad de los componentes organicos del material ceramico.
La segunda, alrededor de los 850 °C, corresponde a la temperatura de transicién
vitrea de la mayoria de vidrios. Es en este momento cuando se produce una
reorganizacion de la estructura del bloque ceramico, donde las particulas de
alimina (Al20Os3) sélidas, presentes en la ceramica, son recubiertas por el vidrio
(Si02) en estado viscoso (Figura 3.7.A). Finalmente, el bloque se enfria a
temperatura ambiente, vitrificando de nuevo las moléculas de vidrio y dando lugar
a la estructura rigida y compacta final, en donde las capas originales son

completamente indistinguibles.
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Figura 3.7. A) Recreacion esquematica del proceso de sinterizado donde se puede observar la
interpenetracion de las particulas de alimina entre las capas cuando el vidrio alcanza la T? de
transicién vitrea y se vuelve viscoso. B) Perfil de temperatura que caracteriza el proceso de

sinterizacion.
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3.1.6. Integracion de otros componentes

Por ultimo, una vez sinterizado el microanalizador se verifica el estado de las pistas
electronicas, comprobando que no haya ningtn circuito abierto y que el valor de
conductividad eléctrica de cada elemento sea el esperado. También se realizan
pruebas de estanqueidad de la plataforma microfluidica para constatar que no
haya fugas u obturaciones. Una vez confirmado que el microdispositivo es
funcional, se procede a la integracién de todos aquellos elementos que no son
compatibles con el proceso de sinterizado, pero que son esenciales para el correcto
funcionamiento de los microanalizadores (Figura 3.8). Por un lado se adhirieron
con resina epoxi y se soldaron, respectivamente, los conectores fluidicos y eléctricos,
que permiten conectar el dispositivo al resto del montaje experimental. Por otro
lado, las membranas selectivas de iones, se depositaron gota a gota sobre la porcién
de pista conductora habilitada para ello. En alguna ocasién, el material conductor
que se usé para fabricar los electrodos no era compatible con el proceso de
fabricacién. Por este motivo, tanto el soporte conductor sélido del ESI como la
membrana selectiva del 16n a analizar se integraron en esta etapa. Por ultimo, se
incorpora el sistema de sellado de las camaras de deteccién, constituido por un

vidrio cubreobjetos fijado con un film adhesivo.

e
pr = ey i
S~ ¥
e &
T F

T

o e ~e—" 4
e - oo
P ooodon on-we e 4
= 9 g
F = " <—=wj
S T
fom oovn, _ownw J
—— T S
B, ST &
em—— /T
TS

Figura 3.8. Dispositivo sinterizado y dispositivo final con todos los componentes necesarios para su

funcionamiento integrados.

3.2. Tecnologia de polimeros sobre sustrato de Copolimero
de Olefina Ciclica (COC)

El proceso de fabricacion general para la construccion de microanalizadores
basados en la tecnologia polimeros, usando COC como sustrato, se ilustra en la
figura 3.9. Como en el caso de la tecnologia LTCC, se utiliza una aproximacién
multicapa. Por ello, inicialmente se disefia el microsistema analitico, siendo este
dividido en distintas capas, correspondientes cada una de ellas a una capa de
sustrato polimérico independiente. A continuacién, estas son mecanizadas con los

motivos del disefio mediante microfresado. En el caso de que se requirieran de otros
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1. Disefio 2. Micromecanizado 3. Integracion de otros
componentes

Materiales conductores

|
i--i-.‘sll

=
i
=
[
[~
-

S

4. Laminacion

Figura 3.9. Esquema general del proceso de fabricacion de microsistemas analiticos mediante la

tecnologia de polimeros usando COC como sustrato.

componentes como electrodos o membranas de separacién, se integran en este
momento. Por tultimo, aprovechando la distinta temperatura de transicién
vitrea que puede presentar el COC, se lleva a cabo una laminacién final,
obteniéndose como resultado un bloque monolitico con todos los componentes
embebidos en su interior. Para finalizar, se integran los elementos de conexionado
fluidico necesarios para que el microanalizador sea completamente operativo. A

continuacién se detallan las diferentes etapas del proceso de fabricacién.

3.2.1. Diseno

Como en el caso de la metodologia de microfabricacién usando ceramicas, el proceso
de fabricacién de microsistemas analiticos de COC se inicia con el disefio de los
motivos que contendran las diferentes capas mediante un software tipo CAD. En
este caso, a diferencia de lo que ocurria con el equipo de micromecanizado por
ablacién laser, que constaba de un haz de corte constante de 25 pm de diametro, el
grosor y la forma del motivo mecanizado en el sustrato vendran determinados por
el diametro y el tipo de herramienta usada. Por este motivo, la manera de proceder
para realizar los motivos consiste en disefiar la trayectoria de estos con una linea y
determinar su grosor con el diAametro de la broca utilizada (Figura 3.10.A). Cuando
se microestructura usando el laser, dado al reducido didmetro del haz, el disefio se

realiza en base a poligonos (Figura 3.10.A).
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Figura 3.10. Diseio de un mezclador bidimensional con el objetivo de obtener un grosor de
microcanal de 0.8 mm en el mecanizado final: A) Disefio realizado para mecanizar mediante
microfresadora, la herramienta usada, en este caso una de didmetro 0.8 mm, determinara el grosor
del canal. B) Diseno realizado para mecanizar mediante ablacién laser, en este caso al tener el haz

siempre 25 um, se debe realizar el contorno del microcanal con las dimensiones finales.

La resolucién minima que se pudo alcanzar con microfresadora mecédnica se
corresponde con el didmetro de la herramienta mas pequena disponible, que es de
150 um. A diferencia de lo que ocurre con las ceramicas, en este caso no se produce
un encogimiento del material al finalizar el proceso de fabricacion, por lo que este
aspecto no se ha de tener en cuenta en el disefio.

Los sustratos de COC utilizados en esta tesis han sido comprados a Topas
Advanced Polymers (Florence, Kentucky, EEUU), en forma de capas o laminas de
diferentes grosores, dimensiones y composicién. Como se ha explicado en el capitulo
de la introducciéon (§1.2.1.1) en funcién de la proporcién de cada uno de los
polimeros que componen el COC en la formulacién final del material, su
temperatura de transicién vitrea (Tg) variara. Asi, se consigue tener sustratos con
Ty diferenciadas. Los de Ty mucho menor, actuaran, mediante la aplicacién de
cierta presién y temperatura, como elemento sellante entre las capas estructurales
que contendran los motivos del diseno. En este sentido, para la realizacion de la
presente tesis se han utilizado, como capas estructurales del disefno, placas de COC
con dimensiones de 15 x 15 c¢m (que posteriormente se mecanizaban al tamafo
deseado) denominadas Topas 5013, con una Ty = 134 °C. Las placas usadas con esta
composicién tenian distintos grosores comprendidos entre los 300 y los 1000 pm.
Por su parte, como elemento sellante se han usado laminas, proporcionadas en
dimensiones A4, de COC Topas 8007 de Ty = 78 °C de 25 y 50 pm de grosor.

Al igual que en el caso de las ceramicas, una vez disenadas cada una de las capas,
se procesan individualmente, mediante un software (CircuitCAM), con el fin de
poder asignar las diferentes herramientas (brocas) y tipos de corte a los motivos,
generando un archivo de “fabricacion asistida por ordenador” (CAM) interpretable

por el equipo de micromecanizado por fresado.
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3.2.2. Micromecanizado

Para realizar el proceso de micromecanizado del material polimérico, se utilizé6 una
microfresadora Protomat C100/HF (LPKF Laser & Electronics, Garbsen,
Alemania), con un area de trabajo de 200 x 300 mm. La resolucién del proceso de
corte, como se ha comentado anteriormente, viene determinada por el diametro de
la herramienta mas pequena usada. En este caso, la herramienta mas pequeiia que
se puede usar sin ser extremadamente fragil, tiene un didmetro de 150 pm. Al
igual que ocurria con el equipo de micromecanizado por ablacion laser, la
microfresadora es controlada por el mismo tipo de software (CircuitMaster)
adaptado a las caracteristicas de la maquina, que permite controlar un gran
numero de parametros de corte entre los que destacan el posicionamiento en el
plano XY, la velocidad de rotacién de la broca y la velocidad de desplazamiento del
cabezal. En cuanto al posicionamiento en el eje Z, es decir, el corte en profundidad,
se realiza manualmente mediante un micrémetro que permite alcanzar una
resolucién de 10 um. Existen una gran variedad de herramientas de corte (brocas o
fresas) para realizar el proceso de micromecanizado (Figura 3.11). Estas se pueden
englobar en dos grades grupos: las que permiten realizar cortes superficiales, es
decir, gravar en bajo-relieve y las que permiten cortar de lado a lado del material
(herramientas penetrantes). Entre las que componen el primer grupo, podemos
encontrar las que sirven para realizan canales con forma trapezoidal (grupo 1y 2),
las que sirven para realizar motivos de gran precision con forma rectangular (grupo

3) y las que permiten realizar bajos-relieves de superficies mas amplias (grupo 4).

B Herramientas superficiales Herramientas penetrantes
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Figura 3.11. A) Imagen de la maquina de microfresado durante un proceso de corte. B) Imagen de

1 2 3

las distintas fresas o brocas disponibles para realizar el mecanizado del sustrato: (1) Micro cutter; (2)
Universal cutter; (3) End mill RF; (4) End mill; (5) End mill long; (6) Cotour router; (7) Spiral drill.

Entre las que componen el grupo de las herramientas penetrantes, encontramos las

que permiten cortar completamente el material de lado a lado, pudiendo realizar
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simultdneamente también desplazamiento en el plano XY, mecanizando un motivo
(grupo 5), las que permiten realizar agujeros grandes (grupo 6) y las que permiten
realizar agujeros de dimensiones mas pequenas (grupo 7). El diametro de las
brocas usadas ronda entre los 0.15 y los 3 mm. Esto permite construir una gran
variedad de disefnos con una gran precision. De entre los distintos grupos de
herramientas existentes, en la presente tesis se han utilizado herramientas
superficiales para realizar gravados por bajo-relieve del grupo 3 y 4 y herramientas

penetrantes para cortar el material a través, del grupo 5.

3.2.3. Integracion de otros componentes

Una vez mecanizadas cada una de las capas, y antes de superponerlas para
realizar la laminacién, se procede a la integraciéon de los diferentes componentes
que se requiera embeber en el interior del bloque polimérico. Como se puede
observar en la figura 3.12, estos elementos suelen consistir en pistas conductoras
serigrafiadas o depositadas, utilizadas como soporte conductor de electrodos o como
electrodos en si mismas, o como resistencias para fabricar calentadores. También
se pueden integrar membranas poliméricas hidréfobas o hidréfilas con la intencién
de introducir una etapa de tratamiento de la muestra, realizando una filtracién o

separacion del analito por difusién gaseosa.

Figura 3.12. Ejemplos de distintos elementos que se pueden integrar previamente a la laminacién
para ser embebidos en el bloque monolitico final. A) Integracién de pistas conductoras para actuar
como soporte conductor de electrodos o como resistencia en la fabricacion de calentadores. B)
Integracién de membranas poliméricas hidréfobas o hidréfilas para procesos de filtracién o separacién

del analito.
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En la presente tesis se utilizaron y testaron diversas pastas y tintas conductoras.
Como soporte conductor de los ESIs se testaron una resina epoxi-grafito,
constituida por una mezcla al 50 % de grafito en polvo de 50 pm de tamafio de
particula (Merck, Alemania), 36 % de epoxi Araldite-M y 14 % de endurecedor HR
(ambos de Ciba Geigy, Espafia) y una pasta de grafito: Electrodag PF-407A
(Acheson, Francia). Por su parte, se utilizaron tres tipos diferentes de pastas
conductoras para fabricar tanto los electrodos selectivos de i6n cloruro como los
electrodos de referencia: una pasta de Ag/AgCl C2030812D3 (Gwent, Pontypool,
Reino Unido) y dos pastas epoxi conductoras bicomponente de plata:
CircuitWorks® (Chemtronics, Holanda) y EPO-TEK® H20E (Epoxy Technologies,
Massachusetts, EEUU).

También, a lo largo de la tesis, se mostrara el uso de membranas poliméricas
hidréfobas para separar el analito a determinar del resto de la matriz de la
muestra, mediante difusién gaseosa. Estas membranas fueron compradas a
Millipore y consistieron en discos de 47 mm de diametro de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) con 125 pm de grosor y con distintos tamano de poro: 0.22,
0.45 y 1 pm. Debido a la naturaleza polimérica de las membranas y a su escaso
grosor, no se puede llevar a cabo su mecanizado mediante corte directo. En su
defecto, se recurrié a realizar sobre la superficie de la membrana una serie de
agujeros de 400 um uno al lado del otro, de manera que al cortar con un bisturi las
distancias entre los agujeros, se pudo obtener el tamafno y forma deseado de la
membrana a utilizar. En este mismo sentido, con la finalidad de integrar las
membranas en los microsistemas, y evitar posibles fugas de liquido, se practicaron
una serie de agujeros cerca de su perimetro para que el sustrato de COC, que actua
como sellante, pudiera penetrar por estos agujeros en el proceso de laminado,

embebiendo asi a la membrana en el microdispositivo final.

3.2.4. Proceso de laminacion

Después de mecanizar las diferentes capas estructurales con los motivos del disefio
del microanalizador y de integrar los distintos elementos a embeber, se procede a
superponer por orden y a alinear las distintas capas para llevar a cabo el proceso de
laminacién. Esta es la etapa fundamental del proceso de fabricacion en COC, ya
que es la que permite unir irreversiblemente las distintas capas de COC de manera
que se obtiene un bloque monolitico con la estructura tridimensional deseada.

Para alinear las distintas capas (Figura 3.13.A) se utilizaron las mismas placas de
aluminio usadas en el proceso de fabricacion LTCC (§3.1.4). Con la finalidad de
homogeneizar la presiéon durante el proceso de laminado, se colocan unos bloques
de silicona entre las capas de sustrato y las placas metdlicas. Para evitar que el
sustrato polimérico se adhiera a los bloques de silicona o se ensucie, se us6 una

lamina de polimero antiadherente, colocada entre el bloque de las capas de COC y
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los bloques de silicona. En el caso de fabricar microanalizadores con disefios
complejos que incluyeran grandes camaras, también se utilizé6 como sacrificial,
para prevenir deformaciones en las estructuras, una placa rigida de
polimetilmetacrilato (PMMA), situada entre el film de polimero antiadherente y el
bloque de silicona.

El equipo utilizado para laminar las diferentes capas fue la misma prensa
hidraulica que la utilizada para el proceso de fabricacién de ceramicas verdes
(Talleres Francisco Camps SA, Granollers, Espafia).

Generalmente, en los procesos de laminacién por termocompresiéon usando
polimeros, al ser la capa estructural igual que la sellante, se corre el riesgo de
obturacion o deformacién de los motivos. Sin embargo, en el caso de usar COC, este
problema no sucede debido a los diferentes grados de polimerizacién que se pueden
conseguir de este material, hecho que le confiere la propiedad de presentarse en
distintas Tg. Asi, intercalando capas estructurales (Ty = 134 °C) y capas sellantes
(Tg = 78 °C) (Figura 3.13.B) se puede obtener un bloque monolitico y hermético
(Figura 3.13.C) mediante la aplicacién de condiciones especificas de presiéon y
temperatura, las cuales permiten fundir solamente la capa sellante pero no la

estructural.

=

TT——

J_ Topas 5013; t;= 134 °C (1 mm)

Topas 8007; t;= 78 °C (25 um)

- - <+— Topas 5013;t, =134 °C (1 mm)

Topas 5013;t, =134 °C (1 mm)

Figura 3.13. A) Imagen real de distintos placas y ldminas dispuestas de manera ordenada en una
placa metalica de alineamiento, previo a la laminacion; B) Esquema de la disposicién de las capas de
COC para ser laminadas alternando una capa estructural (color azul) y una sellante (color amarillo)
ambas del mismo material pero con Ty diferente; C) Bloque monolitico obtenido después de producirse
el proceso de laminacién; D) Diagrama esquemadtico de un dispositivo fluidico compuesto por tres
capas estructurales y dos sellantes con una entrada y una salida para los liquidos. Se pueden apreciar
las propiedades de cada sustrato de COC utilizado.
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A modo de ejemplo, la figura 3.13.D muestra el perfil esquematizado de un sistema
microfluidico que consta de un microcanal en linea recta conectado a una entrada y
a una salida. Como se puede observar, el disefio consta de tres capas estructurales
de 1 mm de grosor y t; = 134 °C, y dos capas sellantes de 25 pm de grosor y tg = 78
°C. Antes de la laminacién final, se lleva a cabo un proceso de prelaminacién entre
cada capa estructural y una capa sellante, para facilitar el mecanizado de los
motivos sobre el film sellante de 25 pm de grosor.

Una vez terminado el proceso de laminacién, se obtiene un dispositivo rigido, en el
que es imposible diferenciar las capas originales. Finalmente, los microsistemas
analiticos construidos son separados del material sobrante wusando la
microfresadora CNC.

El proceso de laminado por termocompresion depende del tipo de disefio y
elementos que integren el microanalizador. En este sentido, para laminar los
microsistemas presentados a lo largo de la tesis se utilizaron unas condiciones de
entre 3 y 6 bares de presion y 102 °C de temperatura, consistiendo el proceso en
una rampa de temperatura desde la t; mas baja (78 °C) hasta 102 °C para
posteriormente descender de nuevo, con la presién elegida aplicandose

constantemente.

3.2.5. Dispositivo final

Finalmente, una vez laminado el microanalizador se verific6 que todos los
elementos se hubieran integrado correctamente y fueran funcionales. En este
sentido se verificaron las conductividades de las pistas conductoras, la
estanqueidad de los canales microfluidicos y el buen estado de la membrana de
difusion gaseosa (si esta se ha integrado). Una vez confirmado que el

microanalizador funciona correctamente, se procede a la integracion de todos

Figura 3.14. Imagen del dispositivo final una vez finalizado el proceso de laminado (A) y después de

integrar todos los componentes no compatibles con el proceso e laminacién (B).
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aquellos elementos que no son compatibles con el proceso de laminado, pero que

realmente son esenciales para el correcto funcionamiento de los microanalizadores

(Figura 3.14). Por un lado se encuentran los conectores fluidicos, que se integraron

mediante unos soportes presionados mediante tornillos, y los eléctricos, que se

adhirieron con epoxi-conductor. También se depositaron gota a gota las membranas

selectivas de iones en el lugar definido para ello. Por dltimo, para sellar las

camaras de deteccion se utilizé el mismo film adhesivo que para los dispositivos

ceramicos.
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