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Resumen

La reciente pandemia provocada por el COVID-19 ha puesto en boca de todos un término que
hasta entonces era desconocido para una gran mayoria de la poblacion, PCR. La crisis sanitaria en
la que, parcialmente, atin seguimos inmersos, ha puesto de manifiesto la vital importancia de la
microfluidica y del desarrollo de las tecnologias PCB-MEMS para el diagnostico de enfermedades
viricas a nivel mundial.

En este proyecto se hace un repaso de estos conceptos, partiendo de la microfluidica, hasta llegar
a nuestro tema de estudio concreto, los dispositivos Lab on PCB para pruebas PCR.
Posteriormente, se disefia y desarolla un termociclador controlado electronicamente para la
amplificacion de ADN de muestras de entre 25 pul y 50 pl, utilizando procesos de fabricacion
estandarizados y materiales de bajo coste. La extraordinaria situacion provocada por el coronavirus
nos privo de fabricar el sistema de manera integra, pero a nivel de disefio el proyecto se finalizo
satisfactoriamente.






X1

Abstract

The recent pandemic caused by COVID-19 has put a term on everyone's lips that until then was
unknown to a large majority of the population, PCR. The health crisis in which we are still partially
immersed has highlighted the vital importance of microfluidics and the development of PCB-
MEMS technologies for the diagnosis of viral diseases worldwide.

In this project, a review of these concepts is made, starting from microfluidics, until we reach our
specific study topic, Lab on PCB devices for PCR tests. Subsequently, an electronically controlled
thermocycler is designed and developed for DNA amplification of samples between 25 pl and 50
ul, using standardized manufacturing processes and low-cost materials. The extraordinary situation
caused by the coronavirus deprived us of manufacturing the system in its entirety, but at the design
level, the project was successfully completed.
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los dispositivos microfluidicos posibilitan controlar los fluidos y analizarlos a una escala
micrométrica, por lo que estan revolucionando los campos del analisis quimico y bioldgico.
Estos microsistemas, que poseen las ventajas de requerir muestras muy pequefias, tiempos de
respuesta menores y ser portatiles, incorporan las operaciones de ensayo y la preparacion de las
muestras en un chip. Esto quiere decir, que llevan a cabo las funciones de un equipo de laboratorio
convencional. Las aplicaciones existentes para este modelo de microsistemas son ya muy
numerosas y abarca desde aplicaciones médicas para examinar fluidos corporales humanos, como
sangre u orina, hasta aplicaciones en ingenieria ambiental para observar la concentracion de algiin
contaminante o como un sensor usado en controles de calidad en procesos de produccion. [1]

1.1 Introduccion

El desarrollo de este proyecto de fin de grado se enmarca en el grupo de investigacion de
Microsistemas, dentro del TIC 109-Grupo de Tecnologia Electronica, perteneciente al
departamento de Ingenieria Electronica. Este es un grupo de investigacion consolidado
dentro del plan andaluz de investigacion de la Junta de Andalucia, cuya calificacion en la
ultima evaluacion fue de excelente.

Las actividades de investigacion que se desarrollan en la linea de investigacion de
Microsistemas son:

e Disefio de dispositivos y sistemas electronicos para su aplicacion en telemedicina.
e Microsistemas sensoriales, microfluidicos, RF-MEMS y microodpticos.

Nuestro proyecto pertenece, mas especificamente, a la linea de investigacion en aplicaciones
biomédicas en dispositivos PCR.

Si hablamos de algunas de las aplicaciones de los dispositivos PCR, podemos, por ejemplo,
nombrar su uso para la deteccion de la listeriosis.

Gracias a los avances en la biotecnologia, actualmente somos capaces de desarrollar nuevos
métodos para detectar este tipo de microorganismo en alimentos de manera mas eficiente,
con mayor sensibilidad y disminuyendo los tiempos de deteccion. Estos métodos rapidos
tienen la aptitud de ser altamente especificos y de determinar entre organismos muy
parecidos genéticamente. Como es el caso de nuestro tema de estudio, la técnica de Reaccion
en cadena de la Polimerasa (PCR), que se utiliza ampliamente como un método rapido de
diagnostico, mediante el cual, ademas, es posible identificar al mismo tiempo diferentes
caracteristicas genotipicas, como por ejemplo género y especie [2].

Ademas, la PCR, con su variante multiple, es una técnica que posibilita determinar la
presencia de Listeria spp. y verificar la especie de Listeria monocytogenes a la par,



reduciendo asi el tiempo de deteccion e incrementando la especificidad del diagnostico.
Ademas, posee la ventaja de poder amplificar secuencias que codifiquen, por ejemplo,
diferentes genes de una misma especie o de diferentes especies a la vez, lo que conlleva
reduccion del tiempo y del coste de la reaccion [3]

Figura 1.1 PCR multiple para Listeria spp y Listeria monocytogenes

Ademas, otra de las aplicaciones mas actuales de estos dispositivos es para el diagnostico de
infeccion por SARS-CoV-2, el virus que causa la COVID-19, o mas conocido coloquialmente
como coronavirus, que tanto nos esta afectando mundialmente desde hace unos meses.

Las pruebas de PCR, como ya hemos dicho, son una forma bastante fiable de comprobar la
existencia de enfermedades infecciosas. Se toman mediante una muestra respiratoria y detectan el
ARN del virus, es decir, un fragmento del material genético de un patdogeno o microorganismo. Su
grado de sensibilidad es alto pero también tienen limitaciones.

La primera es que llevan tiempo, ya que necesitan unas pocas horas para obtener los resultados.
Esto implica un limite en la cantidad de pruebas que un solo laboratorio puede llevar a cabo en un
dia.

Ofra limitacion es la disponibilidad de reactivos necesarios. La demanda mundial de estas pruebas
a raiz de la pandemia ha provocado escasez. La contaminacion o la degradacion también pueden
causar problemas por falsos positivos, cuando alguien no tiene el virus pero la prueba dice que si
lo tiene, o falsos negativos, cuando alguien tiene el virus pero la prueba dice que no lo tiene.

Una ultima gran limitacion de este tipo de pruebas es que solo pueden indicar si alguien tiene el
virus en el momento de la prueba. No puede decimnos si ha tenido el virus pero se ha recuperado
posteriormente antes de la prueba.

Para esto ultimo, se utilizan los test de deteccion de anticuerpos, que son mucho mas rapidos ya
que solo tardan unos 15 minutos en tener el resultado, aunque con una fiabilidad menor a la PCR.
Estas pruebas detectan los anticuerpos generados por el sistema inmunitario de nuestro organismo
cuando la infeccion ya ha pasado o nos estamos recuperando.

Normalmente se recomienda utilizarlos de manera complementaria a la PCR, pero en situaciones
como esta, en la que se hace necesaria la distribucion masiva de pruebas, ambos son de gran ayuda
para detectar casos de personas infectadas que no tienen sintomas o los sufren de manera muy leve.



1.2 Esquema general del proyecto

Para entender un poco mejor qué queremos hacer en este proyecto, construiremos un pequefio
esquema que nos ayude a visualizarlo y comprenderlo.
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Figura 1.2 Esquema general del proyecto

Bésicamente, nuestro proyecto estara formada por un placa electronica PCB donde estaran
integrados los circuitos de control de temperatura y el motor, el motor, los microcanales y el
microcalentador.

Este sistema funcionara de la siguiente forma: el microcalentador se alimentarda mediante una
fuente externa a una temperatura fija de 120°C. La placa PCB leera los niveles de tension de unos
sensores NTC localizados en el LOC, esta encendera el motor y este se encargara de mover el LOC
con la muestra alejandolo o acercandolo del microcalentador segtin la temperatura que busquemos.

El sistema pretende imitar el funcionamiento de un termociclador convencional como el de la
figura 1.3.



Figura 1.3 Termociclador convencional para pruebas PCR

Desde su descubrimiento estos aparatos pueden tener dos formas de funcionar, la primera y mas
comun es mediante un bloque de resistencia eléctrica. Este se encarga de distribuir la temperatura
de manera constante en rangos de tiempo ajustables. Normalmente las temperaturas oscilan entre
los 4°C y los 96°C. De esta manera se consigue separar las hebras del ADN necesarias para el
estudio.

La otra modalidad es la tecnologia Peltier. Esta se refiere a un cambio de temperatura por voltaje
eléctrico. Su principal funcion es generar electricidad que se transforma en temperaturas altas o
bajas. Dentro del aparato se encuentran dos semiconductores por junturas de Peltier que hacen el
proceso posible. Este método es el preferido por la gran mayoria debido a su eficiencia y precision
con respecto a las muestras y los resultados.

En nuestro proyecto imitaremos la primera propuesta. Un calentador de pistas de cobre a
temperatura fija se encargara de calentar la muestra a distintas temperaturas gracias a un motor que
movera el LOC donde se encuentra el fluido, acercandolo o alejandolo del calentador usando
rangos de tiempo establecidos.

1.3 Objetivo principal

El principal objetivo de este trabajo es el disefio y construccion de un termociclador controlado
electronicamente para amplificacion de ADN mediante la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), usando un microcalentador de temperatura fija.

1.4 Requisitos y tareas

Los requisitos que de nuestro proyecto seran los siguientes:



e Volumen de la muestra: entre 25 ul y 50 pl
e Temperatura 1: 65°C + 7°C
e Temperatura 2: 95°C + 1°C

2

e Area del metacrilato: 2x2 cm

e Area del PCB: entre 2x2 crn2 y 2,5x2,5 crn2

e Seccion del microcanal: 1x1 rnm2

El proposito es realizar dicho ensayo en un dispositivo modular y de tamafio limitado, por lo que
sea tenido en cuenta como un dispositivo Lab-on-chip. El dispositivo tendra dos temperaturas en
lugar de tres como suelen tener los termocicladores de ensayos convencionales, aunque la
particularidad de nuestro proyecto es que se pueden seleccionar también tres temperaturas.

Las prioridades del dispositivo seran tanto la simplicidad del disefio de este, como que tenga el
menor coste posible, usando materiales como cobre, PCB y metacrilato entre otros. Ademas de los
materiales, se buscan también procesos de fabricacion estandar. La condicion final del trabajo es
simplemente que realice la funcion para la que ha sido construido: la amplificacion de muestras de
ADN. Para la realizacion de esto se tienen que establecer unas condiciones y unas tareas asociadas.

Para sacar adelante este proyecto, se comenzaron a realizar las tareas en el siguiente orden:
Diseiio del circuito electronico para del control de temperatura: Se realizo la particularizacion
de las resistencias para cada uno de los dos circuitos y la simulacion de los resultados, todo

mediante Microcap.

Diseiio del Lab-on-PCB: Lo que envuelve todo lo referido a disefio y fabricacion de mascaras del
microcalentador y microcanales, incluyendo los sensores NTC.

Diseiio del PCB del motor y control de temperatura: Incluyendo los circuitos de control
anteriores, el motor y el microcontrolador.

Programacion del microcontrolador: Se encargara del movimiento del motor, encargado de
acercar o alejar el fluido del calentador.

Fabricacion del circuito electronico completo: Debido a las condiciones extraordinarias que
vivimos resultd imposible la fabricacion del dispositivo completo.

Pruebas del dispositivo completo: Por el mismo motivo anterior, esta tiltima parte también quedo
pendiente.



2 ESTADO DEL ARTE

E n este capitulo detallaremos mas pausadamente diversos conceptos desde lo mas general,
la microfluidica, a lo mas particular, el Lab-on-PCB para PCR, pasando previamente por
los circuitos microfluidicos, Lab-on-Chip y Lab-on-PCB.

2.1 Microfluidica

La microfluidica es una tecnologia que permite la automatizaciéon y multiplexion de equipos
de laboratorio, el desarrollo y prueba de farmacos y la generacion de dispositivos para
diagnosticos in vitro, ademas de buscar escalar y automatizar procedimientos de laboratorio
en los campos de la biotecnologia y la quimica [4]. Las minusculas dimensiones de los canales
hacen que se reduzca el consumo de reactivos y que se produzca una menor cantidad de
desechos, lo que ahorra gastos y permite que las muestras puedan ser divididas en un mayor
numero de ensayos. Se pueden replicar reacciones idénticas o ensayos en un solo chip de
microfluidica aprovechando un paralelismo y asi aumentar el rendimiento, o se pueden
integrar varias etapas en un chip complejo para mejorar su facilidad de uso y realizar
diagnosticos médicos de manera portatil. Los microcanales también pueden mejorar la
velocidad y la precision de reacciones quimicas, asi como la velocidad, sensibilidad y
repetitibilidad de varios ensayos [5]. Para el uso y fabricacion de estos dispositivos
microfluidicos se requiere el involucramiento de varias disciplinas de conocimiento. Ademas
tienen muchas aplicaciones en el campo de la medicina, la investigacion de biologia celular y
la cristalizacion de proteinas.

Dependiendo de los materiales que se utilicen y de los requisitos necesarios para la aplicacion
a la que sean destinados, el proceso de fabricacion de los dispositivos podra variar. Los
primeros dispositivos fueron fabricados por tecnologias desarrolladas por la industria de los
semiconductores y de los sistemas electromecanicos (MEMS), utilizando materiales como el
silicio y el vidrio. La principal razon de utilizar estos materiales es porque en la industria de
la electronica ya existia el equipo necesario, las técnicas de fabricacion establecidas y un
amplio conocimiento de como realizar los patrones micrométricos. Sin embargo, se empezaron
a explorar materiales elastémeros moldeables como el polidimetilsiloxano (PDMS) o el
polimetilmetacrilato (PMMA), con los cuales se pueden realizar prototipos rapidos o
moldeados por inyeccion lo cual hace que su fabricacion sea mas barata [6]. Recientemente,
en un intento por disminuir mas los costos y explorar en los paises en desarrollo se han
realizado dispositivos en papel [7].

En este escenario, podemos concluir diciendo que la fabricacion de dispositivos microfluidicos
estan dirigidos en dos direcciones: crear dispositivos baratos y faciles de fabricar con
elastomeros y papel, y por otro lado, desarrollar dispositivos de mayor calidad y resistencia,
basados en silicio y vidrio, donde sus costes de fabricacion estan justificados.



2.2 Dispositivos microfluidicos

Un circuito microfluidico basico lo componen los microcanales, a través de los cuales circulan los
fluidos, y los puertos de acceso por donde se inyectan y extraen los fluidos. Opcionalmente,
también pueden incorporar valvulas y bombas que permitan el movimiento y control de los
mismos. El circuito mostrado en la figura 2.1 es una muestra de un dispositivo microfluidico de
metacrilato, fabricado durante nuestro proyecto, en el que se distingue claramente los microcanales
y los puertos de acceso. En este circuito, las bombas y valvulas pueden aplicarse externamente y
no son tema de estudio en este proyecto.

Figura 2.1 Circuito microfluidico de metacrilato

Los circuitos microfluidicos, gracias a las peculiares caracteristicas que poseen los fluidos a escala
micromética, presentan novedosos beneficios que pueden ser aplicados en diferentes areas. Por
ejemplo, al reducir el tamafio de los componentes, utilizamos menor volumen de fluidos, es decir,
un menor consumo de reactivos. A su vez, esto minimiza costes, permite que pequeflas cantidades
de fluidos se exploten atin mas y se aminora la produccion de desechos. Ademas, la alta razon
superficie - volumen de los pequefios componentes facilita una rapida transferencia de calor, lo
que posibilita rapidos cambios de temperatura y el preciso control de ella, lo que nos beneficiara
mucho en nuestro trabajo.

Ademas, debido a las cortas distancias en los dispositivos microfluidicos, el mezclado por difusion
es rapido, lo que aumenta la velocidad y la precision de las reacciones. En los ensayos médicos
que se han ido realizando, se han distinguido mejoras como tiempos de medicion reducidos,
sensibilidad mejorada y selectividad y repetitividad mayores. En los microcanales, el fluido se
comporta de manera laminar, lo que permite nuevos procedimientos para llevar acabo intercambio
de solventes y filtrado [8].

Uno de los mayores beneficios de la microfluidica es integrar procesos al fabricar dispositivos con
multiples elementos y funcionalidades. Un chip integrado puede realizar procesos quimicos y
bioldgicos desde el principio hasta el fin. Por ejemplo, el muestreo, pre-procesamiento, y medicion,
que implica un ensayo, llevo al empleo de los términos Lab-On-Chip y Micro Total Analysis
System (LTAS) [9]. Realizar todas estas operaciones en un solo chip ahorra tiempo, no es necesario
contar con equipos de laboratorios grandes y costosos, y reduce el riesgo de pérdida de muestras o
contaminacion de las mismas.



En este ejemplo de la figura 2.2, se desarrolla un dispositivo microfluidico de alta densidad que
contiene redes de fontaneria con miles de valvulas micromecanicas y cientos de camaras
direccionables individualmente. Lo que se intenta en este dispositivo es construir el analogo
microfluidico de una matriz de comparacion y un dispositivo de almacenamiento de memoria
microfluidica cuyo comportamiento se asemeja a la memoria de acceso aleatorio [10].

Figura 2.2 Dispositivo microfluidico

Resumiendo, los dispositivos microfluidicos abarcan desde una simple unidad de operacion como
son mezcladores, separadores, manipulacion de particulas, calentamiento, y deteccion, hasta la
incorporacion de multiples unidades de operacion formando sistemas complejos conocidos como
Lab-on-Chip.



2.3 Labon Chip

Los Lab-on-Chip son dispositivos complejos en el que se integran una o varias funciones de
laboratorio. Los Lab-on-Chip pueden llegar a estar formados por millones de
nanodispositivos que trabajen de forma conjunta y coordinada para llevar a cabo su funcion.
Son fabricados para que en areas, que vayan desde unos milimetros a pocos centimetros, se
tengan las funciones de un laboratorio en un solo chip con canales, camaras de difusion,
bombas, valvulas y mucho mas, con capacidad de manejar volumenes de fluidos y muestras
pequetias [11]. Es por ello que su desarrollo va en aumento.

Figura 2.3 Dispositivo Lab-On-Chip

Estas unidades pueden estar compuestas por sistemas microfluidicos, micromecéanicos y
nanosensores. Son disefiados para manipular voliimenes del orden de los microlitros, nanolitros y
hasta picolitros y como interfaces entre la industria médica, la biotecnologia, la quimica y la
bioingenieria [12].

Esta reduccion en el tamafio hace de este tipo de laboratorio, un dispositivo portatil que facilita el
proceso in situ de analisis de muestras de sangre, como en el caso de las ciencias de la salud [13],
como también determinar la causa de infecciones.

Las aplicaciones de estos dispositivos son tan amplias como se pueda imaginar, aunque
principalmente estan orientadas a aplicaciones en medicina para diagnosticar y tratar distintas
enfermedades, asi como analisis de ADN. Los dispositivos Lab-on-Chip tratan de acercar posturas
entre la tecnologia microfluidica y la biologia molecular.

Los microsistemas Lab-on-Chip presentan nuevas opciones para el control y manejo de células
[14], pues son sistemas en los que pueden integrarse componentes fluidicos, opticos, electronicos
y biolégicos [15]. Por ello estos dispositivos han encontrado su espacio en diversos campos de la
ciencia, evidenciado en la cantidad de trabajos realizados en las areas de las ciencias de la salud,
farmacéutica y la quimica [16].
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24 LabonPCB

La comercializacion de dispositivos Lab-on-Chip es actualmente el mayor objetivo dentro de la
comunidad de investigacion uTAS. Si bien se esta demostrando cada vez mas una amplia variedad
de chips altamente sofisticados que podrian revolucionar la atencién médica, la biologia, la quimica
y todas las disciplinas relacionadas, muy pocos chips son o pueden ser adoptados por el mercado
y llegar a los usuarios finales [17].

El principal factor de inhibicion radica en la falta de una tecnologia de fabricacion comercial
establecida. El enfoque de laboratorio en la placa de circuito de laboratorio impreso (Lab-on-PCB),
aunque sugerida hace muchos afios para la fabricacion de microfluidica [18], recientemente ha
resurgido como un candidato muy fuerte [19], debido a su potencial de mejora inherente: la
industria de PCB, aunque ahora se centra en la electronica de consumo, esta bien establecida en
todo el mundo, con instalaciones y procesos de fabricacion estandarizados.

Como ya se ha demostrado en varias investigaciones, el enfoque Lab-on-PCB permite una
integracion perfecta de microfluidica, sensores y electronica y promete capacidad de ampliacion
comercial, bajo costo y estandarizacion de microfluidica [20]. Debido a estas caracteristicas, los
dispositivos Lab-on-PCB pueden ampliarse facilmente, siempre que se propongan mas procesos y
prototipos adaptados a la industria de PCB.

Las placas de circuito impreso PCB como plataformas para dispositivos LOC afirman que eliminan
la mayoria de los obstaculos impuestos por otros sustratos en la comercializacion de dispositivos
y sistemas microfluidicos: escalamiento, estandarizacion e integracion a nivel de sistema de
dispositivos microfluidicos a un coste minimo. Estas ventajas se derivan de la explotacion de la
tecnologia de PCB bien establecida, actualmente utilizada de manera rutinaria para la produccion
en masa de circuitos electronicos y electronica de consumo. Por lo tanto, se sugiere que la
comunidad microfluidica deberia considerar seriamente e investigar mas sobre la adaptacion a la
tecnologia de PCB para diversas aplicaciones comerciales en diagndsticos [21].

Tal adaptacion a esta tecnologia de fabricacion facilitaria la estandarizacion de los componentes
microfluidicos, siguiendo el paradigma de la electronica, y convertiria a los PCB en una plataforma
para la integracion conveniente del sistema. Se destacaran sus ventajas particulares de aumento de
escala, como la produccion de bajo coste, las capacidades tecnoldgicas actuales y el tamaiio del
mercado de fabricacion de PCB en todo el mundo, junto con el interés reavivado en tales
dispositivos. La presentacion detallada de microfluidicos de laboratorio en PCB ya demostrados,
UTAS complejos y biosensores es indicativa de la disponibilidad de esta tecnologia para su
comercializacion y estandarizacion [22].

241 Plataforma portatil Lab-on-PCB para micromezclado auténomo

Este ejemplo vemos una plataforma portatil Lab-on-PCB de SU-8 que consiste en un sistema de
impulsion implementado para micromezclado. El uso de cdmaras de aire a presion y microvalvulas
controladas permite el impulso de muestras para un mezclado auténomo, evitando el uso de
bombas externas y mejorando la portabilidad.
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Impulsion system

Figura 2.4 Estructura de la plataforma microfluidica

La plataforma esta fabricada de FR4 como sustrato de PCB, de cobre para los PADs y los pistas y
SU-8 para el circuito microfluidico. La funcionalidad de la plataforma incluye el almacenamiento
de presion para propulsar y mezclar fluidos. En adicion, este dispositivo es desechable y evita
contaminacion, por lo que su coste de fabricacion es bajo [23].

241 Lab-Protocol-on-PCB: prototipo de un protocolo de laboratorio en
PCB utilizando tecnologias MEMS

En este trabajo de investigacion se desarrolla un prototipo portatil de un protocolo de laboratorio
mediante la integracion de la electronica, el control y los microfluidicos. El sistema esta compuesto
por una plataforma microfluidica que se inserta en un dispositivo electronico, y se fabrica en SU-
8 sobre un sustrato de PCB. La plataforma microfluidica implementa el transporte de fluidos,
mientras que el modulo electronico se encarga de la activacion, el calentamiento y la interfaz con
el usuario. El impulso se basa en la combinacion entre las camaras presurizadas y las valvulas que
controlan el paso del fluido.

lElectrkal Connection to the Reader

Impulsion System
Micro Fuse valves

Samples
A T
Micromixer
Serpentine Hea
c=
£

{ A}
N/

Detection Chamber

Sensor

Figura 2.5 Esquematico de la plataforma microfluidica
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El sistema propuesto es versatil y puede reconfigurarse para diferentes aplicaciones. Este sistema
significa una contribucion a la integracion de protocolos de laboratorio en plataformas portatiles
[24].

25 PCR

En los ultimos afios se han explorados los dispositivos microfluidicos basados en placas de circuito
impreso PCB como un medio para lograr la estandarizacion, la integracion perfecta y la fabricacion
a gran escala, allanando asi el camino para la comercializacion generalizada de prototipos
desarrollados.

Ejemplos recientes incluyen la introduccion de dispositivos microfluidicos totalmente compatibles
con PCB integrados con microcalentadores para lisis celular, extraccion de ADN y amplificacion
[25], asi como para la reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa (PCR) con biosensores
electroquimicos integrados basados en PCB y termocicladores [26]. Ademas, se han desarrollado
procesos adaptados a la industria de PCB, no solo para el disefio, sino también para el sellado [27]
de microdispositivos extremadamente exigentes para una amplificacion rapida de ADN y con bajo
consumo de energia, asi como la implementacion comercial de biosensores electroquimicos
basados en PCB fabricados en microsistemas de diagndstico de ADN [28]. Ademas, se han
introducido dispositivos para procesos posteriores a la amplificacion, como la digestion enzimatica
de ADN [29], mientras que se han desarrollado procesos para funcionalizar materiales relevantes
para PCB y mejorar el rendimiento de los dispositivos microfluidicos basados en PCB [30].

El progreso logrado o en desarrollo en los tltimos afios en microsistemas de diagnostico basados
en PCB ciertamente aplana el camino para la comercializacion de pruebas de diagnodstico basadas
en 4cido nucleico para enfermedades infecciosas, hasta ahora dominado por PCR realizada en
termocicladores convencionales [31].

251 Microdispositivo para amplificacion de ADN de flujo continuo,
ultrarrapido, de baja potencia, fabricable en PCB.

Se presenta el disefio y la fabricacion de un dispositivo PCR de flujo continuo con un tiempo de
amplificacion muy corto y bajo consumo de energia. Se utilizan sustratos de PCB de 4 capas
disponibles en el mercado, con calentadores micro-resistivos de cobre integrados que se encuentran
a muy poca distancia de la red microfluidica, donde tiene lugar la amplificacion de ADN.
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(b) Dispositivo PCR de flujo continuo (no sellado)
fabricado en sustrato PCB con microcalentadores
resistivos

Los métodos de fabricacion propuestos son compatibles con PCB, lo que permite una produccion
masiva y confiable del dispositivo PCR en la industria de PCB establecida. El chip PCR fue
validado con éxito durante la amplificacion de dos fragmentos de ADN diferentes. La
amplificacion exitosa del ADN se demostrd en tiempos de reaccion totales de hasta 2 minutos, con
un consumo de energia de 2.7 W, lo que hace que el PCR presentado sea uno de los dispositivos
mas rapidos y de menor consumo de energia, adecuado para la implementacion en entornos. [32]

2.5.2 Termocicladores miniaturizados basados en PCB para amplificacion
de ADN

En este trabajo, los dispositivos estaticos de reaccion en cadena de micropolimerasa (microPCR)
que comprenden microcalentadores resistivos integrados en PCB se presentan como
termocicladores miniaturizados para una amplificacion de ADN eficiente. Su rendimiento se
compara con el de los termocicladores convencionales, en términos de eficiencia de amplificacion,
consumo de energia y duracion. Con una eficiencia similar a los termocicladores convencionales,
el termociclado miniaturizado a base de PCB logra una amplificacion de ADN mas rapida, con un
consumo de energia significativamente menor. Las simulaciones guian el disefio de tales
dispositivos y proponen medios para mejorar ain mas su rendimiento.
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Figura 2.8
(a) Chip fluidico de poli PMMA (metacrilato de metilo) con 4 cdmaras en forma de U
(b) Fluidico PMMA con 6 camaras en forma de U

(c) Chip fluidico de PMMA en la parte superior de una placa PCB delgada con una capa externa
de cobre que homogeaniza la temperatura

(d) Configuracion experimental para mediciones de temperatura durante el termociclado de un
chip estatico de reaccion en cadena de micro polimerasa (microPCR)

Figura 2.9 Esquema del disefio de microPCR utilizado para el estudio computacional.

La capa de PCB (verde) incorporaba una linea de cobre en forma de meandro (marrén) que
funcionaba como un microcalentador. Una capa de PMMA (gris) estaba encima de la capa de PCB
¢ incluia un microcanal que estaba sellado por una capa de poliolefina [33].
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2.6 Contexto econdmico

El mercado de los dispositivos de microfluidica crecera rapidamente debido a una creciente
demanda y al rapido retorno de inversion que ayuda a la reduccion de los costes y a la
miniaturizaciéon de los dispositivos de microfluidica. El crecimiento esperado sera impulsado
principalmente por la investigacion farmacéutica y por las aplicaciones ”Point of Care” [34]. El
nimero de aplicaciones de patentes para tecnologias de microfluidica ha incrementado
aproximadamente de unas 300 por afio a casi 4000 por afio, lo que indica la rapida adopcion de
esta tecnologia [35].

Actualmente, los dispositivos para microfluidica son ampliamente aceptados en un gran numero
de aplicaciones. Sin embargo, las ventajas y las motivaciones para adoptar las tecnologias de
microfluidica son altamente dependientes de la aplicacion a la que van destinadas. Un ejemplo son
los dispositivos Point of Care” cuyo €xito se basa en usar pequeias cantidades de reactivos, que
sean de bajo costo y con una alta sensibilidad. Por el contrario, la ventaja que se presenta al usar
estos dispositivos en la industria farmacéutica es que permiten un proceso de automatizacion y
ensayos multiplexados [36].

Los tres segmentos principales del mercado para estos dispositivos son: aplicaciones médicas,
diagnosticos in vitro e investigacion y produccion de aplicaciones. Cada una de estas aplicaciones
requiere que se utilice algiin material o mezcla de materiales especificos.

El crecimiento de cada una de estas aplicaciones en los tltimos afos se ubica en tres principales
segmentos de aplicacion: diagnosticos Point of Care”, diagnosticos clinicos y en la investigacion
farmacéutica y ciencias de la vida.

Atin siendo una tecnologia relativamente nueva, es indudable que la tecnologia microfluidica tiene
su camino hecho en el mercado. En la figura 2.10 se muestra los resultados de un informe realizado
en junio de 2015, donde se ve un amplio crecimiento en el mercado de estos dispostivos en el
campo de la biomedicina.

0 I I I I | | | |

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

»

N

(=3

Dispositivos microfluidicos en el
mercado en SB
w

Figura 2.10 Mercado de los dispositivos microfluidicos entre los afios 2013 y 2020
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Se espera que el mercado mundial de chips de microfluidos crezca a una tasa compuesta anual de
aproximadamente 12.4% en los proximos cinco afios, alcanzando 5450 millones de ddlares en
2024, partiendo de 2700 millones de ddlares en 2019. [37]

Particularizando para dispositivos PCR, recientemente se han aprobado subvenciones a proyectos
de investigacion para paliar los efectos de la pandemia provocada por el coronavirus.

A nivel autondmico, la Junta de Andalucia ha destinado un cuantia de casi 3 millones de euros para
el desarrollo de herramientas que ayuden al diagnostico de la enfermedad y al tratamiento de los
pacientes infectados. Este es el caso de los test PCR y test de deteccion rapidos, gracias a los cuales
se detecta el virus incluso entre la poblacion asintomatica. [38]

El Gobierno de Espaiia, a través del BOE, también ha dedicado en el presupuesto de gasto una
cantidad que ronda los 25 millones de euros al instituto de salud Carlos III para proyectos y
programas de investigacion del virus. [39]

En cuanto a Europa, la Comision Europea esta impulsando la investigacion que se necesita con
urgencia sobre el coronavirus con 10 millones de euros de su programa de investigacion e
innovacion, Horizonte 2020. [40]
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3 ELECTRONICA DEL SISTEMA

Este capitulo tratara todo lo relacionado con la electronica de nuestro sistema, es decir, el
control de las temperaturas, el control del motor, y el disefio de la placa electronica PCB
donde iran integrados todos los circuitos de control.

3.1  Control de temperaturas

En este apartado veremos todo lo que envuelve al control de la temperatura de nuestro trabajo. En
primer lugar, realizaremos el disefio de los circuitos de control de temperaturas y a continuacion
los resultados que cosechan sus respectivas simulaciones.

3.1.1 Disefo y simulacion de circuitos

Nuestro objetivo sera el disefio del circuito electronico con el fin de controlar la temperatura. Para
ello, partimos de este circuito sin particularizar dibujado en Microcap. El circuito seria el siguiente:

el

Figura 3.1 Circuito de control de temperatura sin particularizar

Desglosando el circuito por partes, de izquierda a derecha, primero observamos un divisor resistivo
que esta alimentado por una tension de referencia a 5 V. Diferenciamos una resistencia fija que
esta conectada a dicha alimentacion y a continuacion el punto A. La particularidad de la NTC es
que varia su valor de resistencia con respecto a la temperatura segiin nos indica la férmula:

RNTC

Vy=o"-+-7—"-
47 Ryre + Ry

V2
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La NTC la encontramos justo debajo del punto A. Para la simulacion de la variacion de temperatura
que se realizara en el circuito real, se usa una fuente de tension sinusoidal V1 con una Macro, en
la cual el valor de la corriente continua se corresponde con la temperatura a la que esta la NTC.

Una vez tenemos la tension variable VA segun la temperatura, tenemos que adaptar el rango de
tensiones para que sea apta a la entrada del microcontrolador. Para esto,

usamos un amplificador operacional OA, concretamente un amplificador diferencial. También
debemos intentar evitar al maximo las pérdidas de corriente por lo que utilizamos otro amplificador
operacional conectado al punto A para que funcione como seguidor de tension. Asi, el circuito a la
derecha del punto A esta aislado del seguidor de tension, logrando una fiable relacion entre los
niveles de tension y la temperatura de la NTC.

A continuacion, nos encontramos con el circuito de amplificacion. Este recibira la tension del punto
A y amplificard la sefial segiin la formula:

Ya que tenemos que controlar a 65°C y 95°C, esta sefial de salida se conecta a un pin de entrada de
nuestro microcontrolador para cada circuito.

3.1.2 Método resolutivo

Para el disefio y particularizacion de los circuitos de control de temperatura a 65°C y 95°C
llevaremos el cabo el siguiente procedimiento:

Determinar el valor de R para que la fuente de tension Vs esté prefijada en el circuito
Determinar el valor de las resistencias para los casos extremos Tmsx ¥ Tiin
Hallar Vamixy Vamin €n funcion de R,

Fijar la tension Vsen la formula del amplificador

A R

Adaptar la sefial:
'Vout =0 para VAmin
-Vour =4’5 para V amax

. . o R
6. Resolver sistema de dos ecuaciones con dos incognitas, Ry R—3
4
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Para llevar a cabo este procedimiento usaremos las formulas:

1.1 ) Ryrc e

Rurc(T) = Ry - e#r7o Vs = v, Vout = =2+ (Va—Vs)
Ryre + Ry

Ry = 10k y p = 3380

3.1.3 Diseio para 95°C

Para el disefio del circuito de control de temperaturas a 95°C comenzaremos fijando en la DC de
la fuente sinusoidal V1 el valor de la temperatura deseada. A su vez, introduciremos en la amplitud
una tolerancia de +1°C. Fijamos para las fuentes V2 'y VS un valorde 5 Vy 3’3 V respectivamente.
Finalmente, resolveremos el circuito siguiendo el método resolutivo descrito en el apartado anterior
quedando de la siguiente forma:

Figura 3.2 Circuito de control de temperatura para 95°C

Se han tenido en cuenta el valor de las resistencias comerciales para que a la hora del montaje del
circuito se utilicen el minimo numero de resistencias posibles.

Realizando la simulacion para esta configuracion del circuito obtenemos estos resultados:
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Figura 3.3 Resultados de la simulacion para 95°C

Temperatura Va Vout
96°C 3°33 0°137
95°C 333 2°384
94°C 3°356 4616

Tabla 3.1 Tension en el punto A y en la salida conforme a la temperatura

Si llevamos al limite nuestro rango de tension, podemos saber hasta qué temperaturas se podria

medir.

Fijando una tension de salida de 5V, obtenemos una temperatura ligeramente inferior a

94°C, concretamente 93°78°C. De igual manera, para una tension de salida exacta de 0V, la
temperatura sera practicamente idéntica a 96°C, ya que la diferencia de tension es minuscula, asi
obtenemos una temperatura de 96°007°C.
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3.1.4 Diseio para 65°C

Para el disefio del circuito de 65°C seguiremos el mismo procedimiento. Introducimos la
temperatura en la DC de V1, colocamos en la amplitud una tolerancia, en este caso, de £7°C.
Fijamos los mismos valores para las fuentes V2 y V5, y resolvemos el circuito siguiendo el mismo
método resolutivo:

R4 R3

V2 —5

Figura 3.4 Circuito de control de temperatura para 65°C

También se tuvieron en cuenta el valor de las resistencias comerciales para simplificar al méximo
su montaje. La simulacion de este circuito queda la siguiente manera:
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Micro-Cap 11 Evaluation Version
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Figura 3.5 Resultados de la simulacion para 65°C

Temperatura Va Vout
72°C 3’30 0°019
65°C 3’52 27288
58°C 3’73 4517

Tabla 3.2 Tension en el punto A y en la salida conforme a la temperatura

Al igual que en el circuito anterior, aqui también llevamos al limite nuestro rango de tension para
saber qué temperaturas se alcanzan. Fijando la tension de salida de 5V, se obtiene una temperatura
de 56°36°C. La tension para 72°C ya es practicamente 0, por lo que no habra una diferencia notable
de temperatura, obtenemos asi un valor de 72°008°C.
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3.2 Control del motor

Con respecto al motor, queremos controlar un motor paso a paso bipolar mediante Arduino. En
particular, utilizamos este motor de conexion de dos pines con el integrado L.293D de la figura 3.6
que es el mas comun. De esta manera, solo tenemos que usar dos pines de control e invertirlos.
Para esto se encuentran los transistores NPN, que trabajan como un inversor de sefial.

De este modo, usaremos solo dos pines de Arduino y con los dos transistores NPN en modo
inversor obtendremos los cuatro pines de control necesarios para atacar el integrado L293D.

5V

"7 12V
I I |
3v3 SV VIN &

— Reser Arduino DO f— T
—] ReseT2 Uno RX/D1 e
—] Arer (Rev3) 02 f— = L293D .
—] niC PWM D3 | T e v e =
D4 f—r 2y v N 2
—] r0 PWM D5 | our oure P
— a1 PWM D6 rt" ov ov |2 o < w3
— A2 D7 R1 :: = 2dov ov 2 = e > e S
—_ 3 8 © 3 R oz ours | sv
—] AasspA PWM D9 e LA P9 3 2 :l_
— AssscL SS/PWM D10 e Bl wmotor N2 ==
MOSI/PWM D11 frmm a2V
MISO/D12 frmmm
SCK/D13 frmmm

ICSP2 MISO o
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MOTOR J
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ICSP MOSI e 3 Q
B
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Figura 3.6 Circuito del motor paso a paso bipolar con conexion de dos pines
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3.3 Diseino y fabricacion de la placa electrénica PCB

El siguiente paso sera el disefio de la placa electronica PCB donde estaran integrados tanto los dos
circuitos de control a temperatura a 65°C y 95°C, como el motor encargado de mover el LOC con
el liquido. Para ello utilizamos KiCad, un software CAD de disefio de PCB.

Vamos a disear la placa para que se le pueda acoplar el arduino MEGA. Para ello, abrimos KiCad,
abrimos un nuevo proyecto y elegimos la opcion “desde plantilla” y seleccionamos “MEGA”. A
continuacion, abrimos el esquematico y comenzamos a afiadir componentes.

Hemos de tener en cuenta la identificacion de pines de Arduino Mega para no liar pines de control
de temperatura con los del motor. Cada uno ha de tener sus propios pines. Las salidas de arduino
que vayan conectadas al motor 1.293D son digitales, sin embargo, las NTC van conectadas a los
pines analogicos.
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Figura 3.7 Esquematico del PCB de control de temperatura y motor

1. Circuito de control de temperatura a 95°C
2. Circuito de control de temperatura a 65°C
3. Motor L293D

4. Pines de Arduino MEGA

5. Pulsador y LED
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Tras el disefio del esquematico, pasaremos al disefio del PCB. El resultado del disefio final del PCB
utilizando el mismo software es el siguiente:

{Doo00000000 00000000 0000000000

offsfe [+ e[
OO0

0000000 (00000000 0D00000D Q

Figura 3.8 PCB de control de temperatura y motor en 2D

A la hora de rutar, debemos tener en cuenta que se suelda por debajo de la placa, y por tanto, todo
lo que se vaya a soldar debe estar asociado a una pista verde. En caso contrario, pista roja, el
componente tapa el PAD y es imposible soldarlo. Solo se podra en el caso de las resistencias y
transistores, que se pueden soldar tanto por arriba como por debajo. Esto se debe a que las pistas
en verde representan la capa de abajo y las pistas rojas la capa de arriba. En las zonas que no sea
posible acceder mediante una pista verde, se utilizaran vias, que hacen de conexiones entre la capa
de arriba y de abajo del PCB.

Habra que evitar poner pistas que formen un angulo de 90°, preferiblemente poniéndolas a 45° con
el fin de eludir problemas en la fabricacion. Las pistas tendran un grosor de 0’6 mm.

Los integrados 1 y 2 representan los amplificadores operacionales de los circuitos de control de
temperatura. A su alrededor se encuentran las resistencias que van conectadas a estos
particularizando cada circuito a 65°C y 95°C respectivamente. El conjunto 3 es el del motor L293D
compuesto por un integrado al que van conectadas varias las resistencias y los transistores Q1 y

Q2.

La lista de componentes de nuestra placa electronica PCB de control de temperatura y el motor es
la siguiente:
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LISTA DE COMPONENTES PLACA ELECTRONICA

Componentes Unidades
Amplificador Operacional LM358 4
Transistor NPN 2N2222A 2
Resistencias 26
Integrado L293D 1

Tabla 3.3 Lista de componentes de la placa eléctrica

Debido a la situacion extraordinaria causada por el coronavirus, no pudimos fabricar la placa PCB
en el laboratorio de la escuela. Ante esto, se mando fabricar a JLCPCB, la empresa de prototipos
PCB mas grande en China, cuyo resultado fue este:
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Figura 3.9 Resultado final de la fabricacion de la placa electronica PCB
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4 LAB ON CHIP

n este capitulo nos pararemos a ver todo lo correspondiente a lo necesario para fabricar el LOC
donde estara ubicada nuestra muestra de ADN a analizar.

Estudiaremos todos los materiales indispensables utilizados para fabricar el LOC, detallando las
propiedades de los mismos que justificaran su uso; el disefio y fabricacion de las mascaras
necesarias y los procesos de fabricacion del SU-8 y PDMS, especificando los pasos y los
instrumentos empleados en cada uno de ellos.

41 Materiales utilizados

Para la fabricacion del Lab On Chip manejaremos multiples materiales, entre los que
distinguiremos PCB rigido y flexible, SU-8, PDMS y metacrilato. La idea es hacer el molde de
SU-8 sobre el PCB rigido para posteriormente fabricar el LOC de PDMS. Por otra parte, también
podremos fabricar el LOC de metacrilato utilizando una fresadora para obtener una alta precision
y cubrirlo de PCB flexible.

411 PCB

Las PCBs son placas de sustrato no conductor que se utilizan para montar e interconexionar
componentes electronicos mediante rutas o pistas de un material conductor grabadas sobre el
sustrato. Todo esto supone una serie de ventajas sobre otros tipos de placas, a las que ademas
podemos afiadir:

- Tamafio reducido.

- Bajo coste.

- Alto nivel de repetibilidad y uniformidad de las caracteristicas eléctricas.
- Facil identificacion y mantenimiento

- Circuitos impresos eliminan la probabilidad de error

La mayoria de la gente asocia el término PCB a una placa rigida, sin embargo, puede referirse a
una PCB rigida o flexible. Los PCB flexibles son mas conocidos con el nombre de circuitos
flexibles, tableros flexibles o placas base impresas flexibles. Como su propio nombre indica, la
diferencia entre ellos es que estos pueden ser moldeados, doblados, plegados o retorcidos en
arreglos ilimitados.

412 SU-8

El SU-8 es una fotorresina epoxy negativa disefiada para la realizacion de estructuras en MEMS.
Negativa se refiere a una resina fotosensible por lo que las partes expuestas a luz ultravioleta (UV)
convertido reticulado, mientras que el resto de la pelicula permanece soluble y se puede lavar
durante el desarrollo [41]. Entre las caracteristicas que lo hacen apropiado para los microsistemas
podemos destacar:
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- Buenas propiedades mecanicas y quimicas.

- Buena adhesion al cobre y FR4.

- Amplia gamas de espesores: desde 750 nm hasta 500 pm o mas.
- Alta relacion de aspecto: 10:1 y mayor.

- Es biocompatible.

- De bajo coste.

- Es hidrofobo.

- Es transparente, lo que supone un aspecto importante para usos microfluidicos ya que
podemos observar la evolucion de los fluidos.

413 PDMS

El polidimetilsiloxano (PDMS) pertenece a un grupo de compuestos organicos de silicio
poliméricos que se conoce comunmente como siliconas. E1 PDMS es el polimero organico basado
en silicona mas utilizado y es muy usado en MEMS para la realizacion de sistemas microfluidicos.
Entre sus caracteristicas principales podemos remarcar su hidrofobia, biocompatibilidad,
transparencia y bajo coste. [42]

- No suele ser fotosensible.

- Se comporta como un material elastico.

- Transparente a frecuencias Opticas y con baja autofluorescencia.

- Buenas propiedades quimicas: estable, hidréfobo, oxidacion por plasma.
- Biocompatible.

- De bajo coste.

4.1.3 Metacrilato (PMMA)

El metacrilato (PMMA) es un material pléstico constituido por polimeros del metacrilato de metilo,
un éster del acido metacrilato. Es una alternativa 6ptima al vidrio y es por ello que se conoce
también como vidrio acrilico, con la diferencia de que es muy dificil de romper, muy flexible y
mas transparente. Sus mayores inconvenientes es su facilidad para arafarse y atraer el polvo.
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4.2  Diseiio y fabricacion de mascaras

La mayor parte del proceso de fabricacion esta basado en el uso de resinas fotosensibles para la
creacion de estructuras mediante mascaras. Estas mascaras se usan para el disefio del PCB y de las
estructuras de SU-8. Estan fabricadas usando un Photoplotter, como el de la figura 4.1, con
peliculas sensibles en el rango de la luz roja (670nm). La resolucion alcanzada es de 508 x 8000
pp (puntos por pulgada) hasta 8192 x 8000 ppp. La resolucion del photoplotter es mas que
suficiente para las dimensiones de nuestro disefio.

Figura 4.1 Photoplotter

4.2.1 Diseiio

Para el disefio de las mascaras se utilizo el programa L-Edit, un software CAD dedicado a la
creacion de layouts.

Para nuestro proyecto realizamos el disefio de 3 méscaras de microcanales distintas. Una de ellas
de 500 um con capacidad para almacenar 50 pl y otras dos con capacidad de almacenamiento de
25 ul de 100 y 200 pm.

Figura 4.2 Disefio en L-Edit del microcanal de 200 pm
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La figura es una captura de una mascara tomada directamente desde el programa L-Edit. Se trata
del microcanal de 200 um de espesor y 200 um de separacion entre microcanales. Nuestro
microcanal estara compuesto por dos sencillas partes: dos agujeros de entrada y salida por donde
se introducira el fluido y un serpentin donde se almacenara el mismo. Las camaras de entrada y
salida son circulares y de 4 mm de didmetro y es por donde se introduce y se extrae la muestra a
analizar.

Con respecto al calentador, se disefiaron tres mascaras, con pistas de 50, 100 y 150 um de espesor,
aunque finalmente nos quedamos con el de 150 um. La figura 4.3 muestra el disefio final del
calentador detallando sus partes:

Figura 4.3 Diseflo en L-Edit del calentador

1. PADs de conexion para inyectar corriente a las pistas del calentador.
2. Pistas de 150 um de espesor y 150 um de separacion

3. PADs de conexion para medir temperatura de la NTC.

4. Huella de la NTC, de encapsulado SMD 0402.

4.2.2 Fabricacion

Una vez realizado el disefio de las mascaras se procedera a la fabricacion de las mismas. Para ello
utilizaremos el anteriormente nombrado photoplotter. Para exportar e imprimir el disefio en PDF
existe un método para cada programa. Para nuestro caso, el L-Edit, una vez finalizado el disefio de
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la mascara, el procedimiento a seguir es el siguiente:

1. Realizar el camino: File -> Export Mask Data -> GDSII -> Export
2. Abrir LinkCAD y pasar el archivo a la extension .gbr.

3. Abrir Convert Gerber into bitmap, pulsar en Import y seleccionar el archivo que
acabamos de exportar. Lo abrimos y se ajusta el disefio a la esquina superior.

4. EnRun Photo USB, seleccionamos la resolucion y polaridad, y una vez colocado el fotolito
en el Photoplotter, todo esto a oscuras con apenas una tenue luz verde, clicamos en Plot.

Este proceso tardara entre 30 y 45 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se sacaran los
fotolitos y se procedera a su revelado. Esta parte también la tendremos que realizar con luz verde.
Sumergiremos el fotolito durante 50 segundos en el revelador, seguidamente 50 segundos en agua,
2 minutos en fijador y finalmente 1 minuto en agua. Una vez terminado, dejaremos secar a
temperatura ambiente.

Las figuras 4.4 y 4.5 muestran el resultado final de las méscaras de los microcanales despues de
realizar el procedimiento anterior. Al contrario que la mascara de 200 pum, que se visualiza a la
perfeccion, los microcanales de la mascara de 100 pm son tan estrechos que a simple vista cuesta
visualizarlos.

Figura 4.4 Mascara microcanal 100 pm Figura 4.5 Mascara microcanal 200 pm

Finalmente no se fabrico la mascara de 500 pm, si no que se utilizo el disefio en L-Edit para
fabricarlo en metacrilato utilizando una fresadora. Posteriormente se iba a cubrir con PCB flexible.

Lo mismo ocurre con las méscaras del calentador, en el de 150 pm se pueden diferenciar las
pistas a simple vista, sin embargo, en los de 100 pm y 50 pm seria conveniente utilizar un
microscopio para una correcta visualizacion.



32

Figura 4.6 Mascara calentador 150 pm

Figura 4.7 Méascara calentador 100 pm

Figura 4.8 Mascara calentador 50 pm
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4.3 Proceso de fabricacion SU-8

Una vez tengamos ya las mascaras, procederemos a la fabricacion del LOC comenzando el proceso
de fabricacion del SU-8. Este tiene como funcion crear el molde de SU-8 sobre la placa PCB rigida
para posteriormente fabricar el LOC de PDMS.

PROCESO DE FABRICACION SU-8

SOFT-BAKE

POST EXPOSURE

GRABADO BAKE (PEB)

RESULTADO
FINAL

EXPOSICION

Figura 4.9 Proceso de fabricacion del SU-8

1° Limpieza del sustrato: El primer paso consiste en limpiar el sustrato, en nuestro caso PCB, con
acetona e isopropanol.

2° Spin Coating: Utilizamos una maquina llamada Spin Coater para depositar el SU-8 sobre el
sustrato con un espesor definido. Para conseguir una capa a una altura especifica, programamos el
Spin Coater a unas determinadas revoluciones. En nuestro caso realizamos una multideposicion,
la primera de un espesor de 50 um y posteriormente otra de espesor 150 um, obteniendo un altura
final de 200 pm.
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Figura 4.10 Spin Coater Figura 4.11 Gréfica revoluciones / espesor
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3° Soft Bake: Usamos un hot plate para mediante calor eliminar el disolvente presente en el SU-8
consiguiendo que se solidifique. El soft bake se realiza durante un corto tiempo a 65°C y luego
durante un tiempo mayor a 95°C. Los tiempos dependeran del espesor de la capa.

Figura 4.12 Hot Plate

4° Exposicion: La exposicion del SU-8 se realiza iluminandolo con luz ultravioleta gracias a esta
alineadora. Mediante una mascara, nosotros utilizamos la del microcanal de 200 pm, se iluminan
las partes que se desean polimerizar y se tapan las que no. Para nuestro caso, haremos una
multiexposicion, una para cada una de las deposiciones.
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Figura 4.13 Alineadora / Insoladora

5° Post Exposure Bake (PEB): Volvemos a calentar en el hot plate para polimerizar el SU-8
iluminado. El tiempo de calentamiento depende del espesor de la capa.

6° Grabado: Ultimo paso del proceso. Su objetivo es eliminar el SU-8 no polimerizado. Se puede
hacer mediante inmersion, como en nuestro caso, o spray. Si es necesario usaremos acetona. Tras
el grabado, aclaramos con isopropanol.
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La figura 4.14 muestra el resultado final del proceso. Observamos la presencia de un par de
burbujas que aparecieron durante la deposicion del SU-8 y que no conseguimos hacer desaparecer
tras someterlo a calor con el Hot Plate.

Figura 4.14 Molde de SU-8 sobre PCB del microcanal de 200 pm
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4.4 Proceso de fabricacion PDMS

Fabricado ya el molde necesario en SU-8, como hemos mostrado anteriormente, llegaremos al
ultimo paso, la fabricacion del LOC en PDMS que utilizaremos finalmente para nuestro proyecto.

1° Preparacion del PDMS: El proceso comienza haciendo una mezcla prepolimero y agente
curador con una proporcion 10:1 en peso, la mas tipica usada, y otra de proporcion 20:1. La mezcla
se realiza manualmente.

2° Desgasificado: Una vez hayamos terminado la mezcla, se mete en una campana de vacio
durante unos 15 minutos para eliminar las burbujas que hayan aparecido durante la mezcla.

3° Vertido y curado: La mezcla de proporcion 10:1 se echa en el molde y la de 20:1 se deposita
sobre una oblea de vidrio a unas determinadas revoluciones en funcion de la altura deseada usando
el Spin Coater. Una vez acabado, se curan en el horno. En nuestro caso estuvieron 45 minutos a
una temperatura de 65°C.
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Figura 4.16 Vertido y curado

4° Desmoldado y perforacion: Una vez curado, se desmolda y obtenemos una réplica del molde
en negativo. A continuacion, se le hacen agujeros de entrada y salida para poder inyectar fluidos
mediante conectores.
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Figura 4.17 Desmoldado y perforacion

5° Bonding y curado final: Para terminar cerramos el circuito microfluidico con la otra lamina de
PDMS que depositamos sobre la oblea de vidrio efectuando previamente el curado parcial de
ambos PDMS a 65°C durante 45 minutos (Bonding). Previamente, se desmolda el PDMS de
nuestro circuito microfluidico y se le hace los agujeros en los puertos de entrada y salida.
Finalmente se mete en el horno para que se suelde.

Figura 4.18 Bonding y curado final
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4.5 Fabricacion del calentador

Para llevar a cabo la fabricacion del calentador, en primer lugar se recort6 una placa PCB en forma
cuadrada de aproximadamente 4 cm de lado donde cupiese sin problemas la mascara de pistas de
150 um fabricada anteriormente.

Figura 4.19 Mascara calentador 150 pm

Se le aplico una resina en spray y se calent6 durante unos segundos en el Hot Plate. A continuacion,
se procedio a la alineacion e insolacion utilizando la mascara nombrada. Se le sometié a 7 ciclos
de insolacion de aproximadamente 20 segundos cada uno.

Finalmente se llevo a cabo el revelado y el ataque quimico del PCB por ambas caras. Tras soldar
la NTC y los cables en los PADs orientados a conexion, el resultado es el que se muestra en la
siguiente figura 4.20. Se observa como hubo que realizar un pequefio arreglo en las pistas con
estafio debido a una discontinuidad que apareci6 durante el ataque quimico. El color oscuro mas
notable en la parte central se debe a la alta temperatura a la que se sometid durante una de las
pruebas realizadas en el laboratorio.

Figura 4.20 Calentador de 150 um después de la caracterizacion
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4.3  Fabricacion del Lab on Chip en PMMA

Ademas de fabricar el LOC en PDMS, también fabricamos otro dispositivo en metacrilato
(PMMA) utilizando el disefio en L-Edit de la mascara de los microcanales de espesor 500 pm.

Figura 4.21 Diseio en L-Edit del microcanal de 500 pm

Para el fresado de los microcanales en PMMA se utilizo la fresadora CNC del laboratorio de
microsistemas de la escuela. Una vez finalizado se hicieron los agujeros en los puertos de entrada
y salida. El LOC tiene unas dimensiones de 2x2 cm?2. La figura 4.22 muestra el resultado final.

Pad 95°C Pad 65°C

Sensores
~— NTC o |

Figura 4.22 LOC fabricado en PMMA  Figura 4.23 PCB flexible con dos sensores NTC

Posteriormente, este dispositivo LOC se iba a cubrir con un PCB flexible con dos sensores NTC
como el de la figura 4.23. El pegado se realizaria con un pegamente biocompatible. Los PADs de
95°C y 65°C irfan conectados a las lecturas que tenemos como entradas de Arduino, mientras que
las resistencias asociadas a las NTC ya estan en la placa electronica PCB.

El modelo de la NTC es “Termistor Murata, Resistencia 10k, Compensacion, Deteccion,
Carcasa 0402, 100mW, 1 x 0.5 x 0.5mm”, y tiene un coste de 10 céntimos la unidad.
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5 PROGRAMACION DEL MICROCONTROLADOR

En este apartado explicaremos el desarrollo e implementacion del microcontrolador para
programar el movimiento del motor y el control de temperatura en el Lab-on-PCB. Para ello
hemos utili