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Resonadores Microcapilares
Transparentes para la
Caracterizacion Multiparamétrica
de Células (Resumen)

Los microcanales suspendidos resonantes han demostrado ser una técnica muy
util para la deteccion y caracterizacion de particulas suspendidas en medios
liquidos (especialmente células) a través de la medida de su masa. Gracias a la
integracion de un canal microfluidico dentro de un resonador mecanico, estos
dispositivos permiten aprovechar la gran sensibilidad en masa de un resonador
mecanico oscilando en vacio (o atmdsfera gaseosa) mientras se trabaja con
particulas o células suspendidas en un medio liquido (que fluye a través del
microcanal integrado en el dispositivo). En los trabajos previos al desarrollo de
esta tesis doctoral en este tipo de dispositivos, sdlo podian medir la masa
boyante de las particulas (diferencia entre la masa de la particula y del liquido
desplazado por la misma), no obstante, este pardmetro no permite una
distincion univoca entre distintos tipos de particulas ya que, particulas distintas
en tamafio y material pueden presentar el mismo valor de masa boyante.

Para superar este problema, en la presente tesis doctoral, Resonadores
Microcapilares Transparentes para la Caracterizacion Multiparamétrica de
Células, se proponen nuevos conceptos para el desarrollo de microcanales
suspendidos resonantes a fin de conseguir la medida simultanea de multiples
parametros fisicos de estas particulas coloidales, poniendo especial interés en
su aplicacion a la caracterizacion de células en entornos fisioldgicos. Para ello,
se ha desarrollado un proceso de fabricacidon de microcanales suspendidos
resonantes basado en la integracién de un capilar de silice sobre un sustrato
reflectante (resonador microcapilar transparente, RMT). Para la transduccion
de estos dispositivos se ha empleado un sistema interferométrico, que permite
medir simultdneamente y en tiempo real la frecuencia de resonancia (sefial
mecanica) y la potencia de luz reflejada (sefial éptica) por estos dispositivos.

En primer lugar, en esta tesis, se ha demostrado experimentalmente la utilidad
de los métodos propuestos para la caracterizacién de distintas propiedades
fisicas de fluidos. Para este fin, se han medido los cambios producidos tanto en



la sefial mecdnica como dptica que se producen cuando se cambia el fluido
contenido en el canal del dispositivo. De esta manera, se ha conseguido medir
parametros fisicos como la densidad o la compresibilidad, a través de la sefial
mecdnica, y el indice de refraccidn, a través de la sefial dptica.

Posteriormente, también se ha demostrado la utilidad de la técnica propuesta
para la caracterizacién de microparticulas dieléctricas suspendidas en medios
liguidos mediante la medida de los cambios que producen éstas en las sefiales
mecanica y oOptica al atravesar la zona sensible del dispositivo. La medida de
estos cambios en las sefiales mecdnica y dptica de los dispositivos permiten
obtener de manera simultdnea dos pardmetros de cada particula individual:
masa boyante y cambio en reflectividad. Ademas, se ha demostrado que la
adquisicién simultdnea de estos dos pardmetros permite realizar una distincién
univoca entre distintas poblaciones de microparticulas.

Asi mismo, se ha desarrollado en esta tesis un estudio de las fuerzas
hidrodindmicas que actuan sobre una particula cuando atraviesa la zona
sensible del dispositivo para poder relacionar la anchura de los eventos en las
sefiales mecanica y dptica con el tamafio de la particula. Lo que finalmente se
ha utilizado para distinguir entre particulas de distinto tamafio, demostrando
que la técnica propuesta en esta tesis permite realizar una caracterizacion
basada en tres parametros fisicos independientes que se adquieren de manera
simultdnea para cada particula individual.

Finalmente, se aplican los métodos desarrollados a lo largo de toda la tesis a la
caracterizacion mecano-éptica de distintas lineas celulares, midiendo para
cada célula individual parametros de interés biofisico tales como: masa,
tamafio y densidad. También se demuestra que el método desarrollado en esta
tesis es capaz de realizar una distincién libre de marcadores entre dos lineas
celulares de un mismo tejido (tejido epitelial mamario), una sana (MCF-10A) y
otra de adenocarcinoma (MCF-7), con una precisién del 76%.
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Introduccion

La presente tesis doctoral se engloba dentro del ambito de la nanotecnologia,
gue consiste en un conjunto de ciencias y técnicas dirigidas al estudio,
manipulacion y/o aplicacién de estructuras, materiales o sistemas en los que al
menos una de sus dimensiones esta en el rango de los nandmetros. Para
conseguir este fin, la nanotecnologia emplea conceptos que proceden de
diversos ambitos: fisica, quimica, biologia, ciencia de materiales, etc., es por
ello que se considera a la nanotecnologia como un campo interdisciplinar.

Existen diversos ejemplos a lo largo de la historia de la humanidad en los que
se han aprovechado (de manera fortuita) distintas estructuras o particulas en
el rango de los nandmetros, para obtener productos con propiedades
mejoradas. Entre otros ejemplos podemos citar el uso de cosméticos que
contenfan nanoparticulas en el Antiguo Egipto!, el uso de minerales
nanoporosos por parte de algunos pueblos precolombinos para la preparacioén
de pinturas? o la aparicién de nanotubos de carbono en el acero de Damasco
del siglo XVII3. En estos casos, la presencia de nanoestructuras conferia unas
propiedades a los materiales nunca antes vistas, sin embargo, el uso de
estructuras submicormétricas no se hizo de manera consciente y controlada.
Por ello, suele considerarse como el origen de la nanotecnologia la famosa
charla de Richard Feynman «There’s plenty room at the bottom» en el
congreso anual de la Sociedad Americana de Fisica (APS) de 1959% En esta
charla Feynman sugirié que la manipulacion de la materia en escalas cercanas
ala atémica podria permitir el desarrollo de aplicaciones nuevas, abriendo todo
un nuevo campo de estudio.

Utilizar sistemas de dimensiones nanométricas resulta interesante
principalmente por tres razones. En primer lugar, reducir el tamafio de ciertos
sistemas permite optimizar algunas aplicaciones. Este es el caso de la industria
electrénica que, gracias a los avances de la nanotecnologia, ha podido reducir
el tamafio de los transistores hasta 4 érdenes de magnitud desde la década de
1970°. Esta reduccidn en el tamafio ha permitido incrementar hasta 8 drdenes
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de magnitud la capacidad de empaquetado en los microprocesadores, lo que
ha aumentado las capacidades de dichos dispositivos. En segundo lugar,
trabajar en escalas proximas al nandmetro propicia la aparicién de nuevos
fendmenos fisicos (imposibles de medir en otras escalas) como el transporte
balistico electrdnico, el efecto tunel o la resonancia de plasmén. Por ultimo,
llevar los materiales a la nanoescala permite variar de forma controlada ciertas
propiedades fisicas mediante el control del tamafio, lo que abre la puerta a una
ingenieria de materiales «a la carta»®.

Ademads del interés cientifico que suscita la nanoescala por la aparicién de
nuevos fendmenos, la nanotecnologia cuenta actualmente con multiples
aplicaciones comerciales que abarcan desde el ambito de las tecnologias de la
informacién y la comunicacion (como la aparicién de los microprocesadores
mencionados previamente) hasta la sintesis de nuevos productos cosméticos y
farmacéuticos (como es el caso de las cremas de proteccidn solar que emplean
nanoparticulas de éxido de zinc para conseguir una absorcion eficiente de la
radiacion ultravioleta’). No obstante, la nanotecnologia tiene mucho potencial
de cara a multiples aplicaciones en dmbitos muy diversos que no cuentan con
una aplicacion comercial directa en la actualidad. En este aspecto, la biologia 'y
la medicina suscitan un gran interés por posibles aplicaciones
nanotecnoldgicas, ya que muchas entidades bioldgicas (proteinas, ADN,
viriones, orgéanulos celulares, etc.) presentan tamafios caracteristicos en la
escala del nandmetro. Disponer de un conjunto de técnicas que permitan tanto
la manipulacién como la caracterizaciéon de estas entidades individualmente
abre la puerta a una comprension sin precedentes de los seres vivos y los
procesos fisicoquimicos que tienen lugar en sus componentes mas
elementales. Estas aplicaciones podrian, en Ultima instancia, permitir la
deteccién precoz de enfermedades y la mejora de los tratamientos existentes,
asi como el desarrollo de la bioingenieria desde los componentes mas
fundamentales de los seres vivos.

También existen muchas otras entidades bioldgicas que, aunque presentan
tamafios lo suficientemente grandes como para no poder considerarse
nanoescala, tampoco pueden ser considerados como objetos macroscépicos
(mesoescala)®. Este es el caso de las células animales y vegetales, asi como de
los microorganismos unicelulares, cuyos tamafios se encuentran en un rango
entre unas pocas decenas de micrometros (en el caso de las células animales)
y el micrémetro (como es el caso de las bacterias). Es por esta razén (amén de
otras aplicaciones ajenas a la biologia) que en las Ultimas décadas también se
han desarrollado multiples técnicas para el control y manipulacion de objetos
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en esta escala, microtecnologia: ambito en el que también podria enmarcarse
esta tesis.

Tanto en la micro como en la nanoescala, la medida de propiedades fisicas de
particulas de estas dimensiones es un aspecto de gran importancia para la
caracterizacion, analisis y distincion de las mismas. Actualmente, existe una
gran variedad de técnicas de microscopia en la nanoescala que permiten la
caracterizacion de distintos parametros. Estas técnicas de microscopia se
agrupan en dos grandes tipos de microscopias: microscopia electronica (de
barrido, SEM", y de transmisién, TEM), que permiten la caracterizacién
morfoldgica de las muestras, y microscopias de sonda local, que permiten
caracterizar la topografia de una muestra (microscopia de fuerzas atémicas,
AFM, y microscopia de barrido de efecto tunel, STM). Asimismo, las técnicas de
microscopia de sonda local también permiten caracterizar otras propiedades
de las muestras: dpticas (microscopia dptica de campo cercano, SNOM),
magnéticas (microscopia de fuerzas magnéticas, MFM), eléctricas (microscopia
de fuerzas electrostaticas, EFM), etc. No obstante, todas estas técnicas de
microscopia presentan un bajo rendimiento, ya que el tiempo empleado en el
andlisis de cada muestra es elevado y, ademds, en muchos casos las muestras
a analizar requieren una preparacion previa. Este bajo rendimiento hace dificil
una implementacién generalizada de estas técnicas, lo que ha motivado el
desarrollo de técnicas alternativas que permitan una medida mas eficiente de
propiedades fisicas de particulas en la micro y nanoescala.

En el caso de las aplicaciones bioldgicas existe un especial interés en conseguir
técnicas de caracterizacion de las propiedades fisicas de particulas inmersas en
una disolucién acuosa y a temperatura ambiente, ya que este es el medio
natural de las entidades bioldgicas. Trabajar con particulas bioldgicas en
condiciones tales como vacio y/o temperaturas criogénicas, requeridas por
algunas de las técnicas anteriormente descritas, puede causar la
desnaturalizacion (e incluso la destruccién) en estas particulas, asi como la
inhibicion de procesos bioldgicos. Entre las técnicas que mejor se ajustan a
estas condiciones especificas destacan la nanomecdanica y la microfluidica,
cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

" Este acrénimo, y los siguientes corresponden al nombre en inglés de cada
técnica.
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Nanomecanica

Dentro de la nanotecnologia, la nanomecdnica se encarga del estudio del
movimiento y las fuerzas en la nanoescala. Los origenes de la nanomecanica

suelen situarse en 1986 con el desarrollo del primer microscopio de fuerzas
atédmicas (AFM)°. Este microscopio consta de en una palanca de longitud
micrométrica y espesor nanométrico dotada de una punta muy afilada (la

punta termina en un solo dtomo) en su extremo. Cuando la punta se acerca a
la superficie de una muestra (a una distancia de pocos nandmetros)
experimenta una fuerza de tipo Van der Waals hacia la muestra. La

micropalanca se usa como transductor de esta fuerza, bien a través de la
deflexion de la misma (modo estatico) o bien a través de los cambios en su
frecuencia de resonancia (modo dindmico). De esta manera, cuando la muestra
se monta sobre unos posicionadores, se pueden realizar barridos con la punta

sobre la muestra obteniendo perfiles o0 mapas de la topografia de la muestra

con resolucion atémica.

La técnica del AFM supuso una revolucién en el andlisis de superficies, ya que
permitié por primera vez la obtencién de imagenes en la escala nanométrica

de cualquier tipo de superficie y en condiciones de temperatura ambiente y
presién atmosférica (e incluso en liquidos). Este éxito motivd la posterior
aplicacion de micropalancas (sin punta) como sensores de distintos parametros
fisicos como temperatura’®, humedad!?, o viscosidad? durante la década de

1990.

Practicamente desde su origen, la nanomecanica se empezd a aplicar al
desarrollo de biosensores, detectando por primera vez la hibridacién del ADN
en tiempo real en el afio 2000. En dicho trabajo, se midié la deflexiéon de una
palanca cuya superficie estaba funcionalizada con oligonucledétidos en una de
sus caras (Fig. 1.1a). Al introducir los oligonucleétidos con la cadena
complementaria, estos se hibridan con los adheridos a la micropalanca
produciendo una diferencia de tension entre ambas caras (superior e inferior),
causando la deflexion de la palanca (modo estético, Fig. I.1a)%. En paralelo a
ese trabajo también se propuso el uso de micropalancas para medir la masa de
bacterias Escherichia Coli en una micropalanca a través de los cambios en la

frecuencia de resonancia de la micorpalanca (modo dindmico, Fig. .1b) 4. En
este trabajo se tomaron multiples micropalancas idénticas sobre las que se
depositaron bacterias con una distribucién aleatoria, demostrando que la

frecuencia de resonancia de la micropalanca se reducia de manera
directamente proporcional con el nimero de bacterias adheridas sobre la

superficie y, por tanto, de su masa.
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Amplitud

Frecuencia

Figura |.1: Estrategias de medida en nanomecanica. a) Modo estatico. (arriba) palanca
funcionalizada con oligonucledtidos (abajo) la misma palanca tras la hibridacién de los
oligonucledtidos con sus cadenas complementarias. La diferencia de tensidn superficial entre
ambas caras produce una deflexion de la palanca (Az). b) Modo dindmico. Una palanca tiene una
cierta frecuencia de resonancia (derecha). Cuando se depositan objetos sobre esta (p. ej.
bacterias) su frecuencia de resonancia cambia un cierto valor (Af) que estd directamente
relacionado con la masa depositada.

Durante los afios posteriores, la idea de la medida de masa utilizando
resonadores mecdanicos en su modo dinamico se desarrolld hasta conseguir un
limite de detecciéon en masa de un yoctogramo (aproximadamente, 1 unidad
de masa atdmica) en el afio 2012 para un nanotubo de carbono oscilando en
un modo tipo cuerda de guitarra®®. En cuanto al andlisis de entidades bioldgicas,
las entidades de menor masa que se han conseguido medir hasta el momento
han sido proteinas (~ 100 zg) con una resolucién en el orden de 0.1 zg'®. Para
esto se depositaron proteinas enteras sobre un resonador tipo puente
mediante la técnica de electrospray. Esta estrategia supone una gran ventaja
con respecto a la espectrometria de masa convencional, en la que es necesario
romper las proteinas en sus distintos péptidos para poder conseguir particulas
ionizadas. Cabe destacar que en ambos trabajos la alta resolucion en masa se
consiguid gracias al uso de condiciones de ultra-alto vacio y temperaturas
criogénicas, condiciones que desnaturalizan las proteinas.

Sin embargo, una alta resolucion en masa no es suficiente para distinguir
particulas de forma univoca, ya que varias particulas muy distintas en forma,
tamafio o composicion quimica pueden presentar masas similares
(independientemente de que sean o no bioldgicas). Para evitar este tipo de
problemas se ha propuesto la medida de propiedades mecanicas
complementarias de manera simultdnea a la masa, como puede ser la rigidez.
En el afio 2006 se demostré que el cambio en la frecuencia de un resonador
causado por la deposicion de una particula resulta del efecto combinado de dos
términos de signo opuesto: masa (que reduce la frecuencia) vy rigidez (que
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aumenta la frecuencia)'’8. El balance entre ambos términos puede producir
que la frecuencia de resonancia aumente o disminuya al depositar una
particula dependiendo de la posicién en la esta que quede depositada. Este
fendmeno ha abierto la puerta a la espectrometria nanomecdnica de particulas
en la que midiendo simultdneamente tres modos de un resonador se extrae
informacién acerca de la masa, la rigidez y la posicion de cada particula
depositada en el resonador®. Aparte de introducir un nuevo pardmetro que
permita una mejor distincion entre particulas, se ha demostrado que la rigidez
es un parametro de interés biofisico®.

Actualmente se estan empezando a introducir nuevas aproximaciones en las
que el propio analito bioldgico se comporta como un resonador nanomecanico.
De esta manera, se ha conseguido medir los modos flexurales de cadenas de
ADN? o distintos modos de vibraciéon de una bacteria?’. Estas técnicas
permitirian medir las propiedades mecanicas de las particulas biolégicas de una
manera mas directa.

Microfluidica

La microfluidica se encarga del estudio y manipulacién de volumenes pequefios
de fluidos. Suele establecerse como limites entre 1 nLy 1aL?®. La manipulacion
de fluidos en esta escala presenta varias ventajas comparativas respecto al uso
de volumenes mayores. En primer lugar, el uso de volumenes tan pequefios
permite realizar analisis consumiendo cantidades infimas de una muestra.
Ademads, en esta escala, comienzan a cobrar importancia fendmenos que, o
bien no se aprecian, o bien son poco significativos en la macroescala (tension
superficial, capilaridad) en el comportamiento de los fluidos. Por ultimo,
confinar el movimiento de un fluido en canales de dimensiones micrométricas
permite obtener con facilidad un flujo laminar (aquel en el que todas las lineas
de flujo son paralelas entre si). En este sentido, trabajar con un flujo laminar
presenta el gran atractivo de permitir modelizar con relativa facilidad el
movimiento de un fluido y las fuerzas que este pueda ejercer sobre una
particula, en contraposicion con el flujo turbulento (aquel en el que las lineas
de flujo no son paralelas entre si), que en la mayoria de ocasiones resulta en un
sistema cadtico.

Alolargo del siglo XX se desarrollaron diversas técnicas en las que se hace pasar
un fluido a través de tubos capilares de didametro interno micrométrico.
Algunas de estas técnicas son la citometria de flujo*, la cromatografia®® o la
electroforesis capilar?®. No obstante, no fue hasta finales de la década de 1970
cuando se empezd a desarrollar la microfluidica como tal gracias a los avances
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de las técnicas de micro y nanofabricacién desarrolladas para la industria
electrénica que permitieron una fabricacién controlada de canales de
dimensiones micrométricas y geometrias controladas tanto en silicio como en
oxido de silicio?”. En sus origenes, los circuitos microfluidicos se utilizaron
principalmente para su utilizacién como reactores quimicos ya que, gracias a
las condiciones de flujo laminar la mezcla de dos compuestos miscibles estara
gobernada por la difusién, lo que permite un control altamente preciso en las
concentraciones.

No obstante, la fabricacién de microcanales en silicio resulta compleja y costosa
siendo, por tanto, poco accesible a la mayoria de laboratorios del mundo. Por
esta razdon no fue hasta finales de la década de 1990 cuando esta técnica
demostro todo su potencial gracias al desarrollo de las técnicas de fabricacién
basadas en litografia blanda?. Estas técnicas consisten en la fabricacién de
circuitos microfluidicos vertiendo un polimero sobre una estructura rigida
previamente fabricada mediante fotolitografia (molde). Al aplicar calor y/o
radiacion ultravioleta, en este polimero se producen reacciones quimicas
(«cross-link») cambiando sus propiedades fisico-quimicas. Tras este paso,
molde y polimero pueden separase obteniendo una réplica complementaria de
la estructura contenida en el molde. De esta manera, las partes salientes en el
molde serdn oquedades en la réplica y viceversa. Finalmente, la réplica se
adhiere y sella sobre un sustrato (habitualmente de silice) para conseguir la
presurizaciéon de los canales obtenidos.

Esta técnica de fabricacion supuso una revolucién en la microfluidica gracias a
la rapidez, simplicidad, bajo coste y alta reproducibilidad en los dispositivos
obtenidos. Ademas, los polimeros empleados habitualmente en la litografia
blanda (poliestireno, PS, y polidimetilsiloxano, PDMS) son transparentes, lo que
permite la introduccion de técnicas Opticas y de analisis de imagen. La
oportunidad de tomar imagenes de los microcanales permite estudiar la
trayectoria que una microparticula sigue dentro del microcanal, abriendo la
puerta a un gran abanico de aplicaciones. En este aspecto, uno de los
fendmenos mas utilizados es la migracidn inercial de particulas, gracias al cual
al introducir en un circuito microfluidico una suspensién de particulas
inicialmente desordenadas, estas terminan ocupando una posicién
determinada en el microcanal debido al equilibro entre distintas fuerzas
hidrodindmicas. Esta posicion de equilibrio estd determinada por la geometria
de la particula y el caudal aplicado, lo que permite la separacién y clasificacion
pasiva de las particulas con una eficiencia muy alta (~107 particulas/min)*3L,
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Sin embargo, este ordenamiento pasivo de las particulas no permite un analisis
de las mismas (mas alld de propiedades geométricas), por lo que se hace
necesaria la introduccién de técnicas adicionales para poder distinguir entre
particulas de igual geometria pero distintos materiales. Para resolver este
aspecto se han propuesto distintas técnicas que pasan por el analisis de
imdgenes y la medida de propiedades dpticas o eléctricas. El andlisis de imagen
permite estudiar como se deforman las particulas a causa de la aparicion de
estas fuerzas hidrodindmicas®’.. Por otra parte, la combinaciéon de la
microfluidica con técnicas dpticas (optofluidica), permite obtener propiedades
como el indice de refraccion®3*3° asi como la deteccién de la presencia de ciertas
sustancias quimicas, ya sea mediante la introduccion de marcadores
fluorescentes®**’, o bien mediante la adquisicion de espectros Raman®”*. Por
otra parte, también se ha planteado la medida de la impedancia eléctrica de las
particulas a analizar introduciendo electrodos dentro de los microcanales®.

Por otra parte, la microfluidica también ha dado origen a la técnica de «érgano
en un chip». Esta técnica permite el cultivo de células en un dispositivo en el
que, mediante microcanales, se recrean las condiciones de un érgano vivo™.
Esta técnica resulta muy prometedora en medicina ya que permitiria probar
distintos farmacos en un érgano cultivado en un chip con células de un paciente
concreto antes de suministrar un tratamiento a dicho paciente. Esto abre la
puerta a la utilizaciéon de terapias personalizadas.

Microcanales Suspendidos Resonantes

Dadas las grandes ventajas que aportan tanto la nanomecédnica como la
microfluidica, se han desarrollado técnicas que combinan ambos campos: es el
caso de los microcanales suspendidos resonantes (SMR, por sus siglas en inglés
«Suspended Microchannel Resonator»). Los SMR consisten en un resonador
nanomecanico con un microcanal integrado, por el que circulan particulas
suspendidas en un medio liquido. Comparados con los resonadores mecanicos
convencionales inmersos en liquidos, los SMR permiten una resolucién en masa
mucho mayor, ya que el resonador puede realizar su movimiento oscilatorio en
vacio o atmdsfera gaseosa, minimizando el rozamiento viscoso y la masa
afiadida por la columna de fluido. Ademas, mientras que en un resonador
inmerso en un liquido las particulas van precipitando de manera aleatoria en la
superficie del resonador, en los SMR las particulas se mueven a través de la
longitud del resonador siguiendo una trayectoria determinista.

El primer SMR fue desarrollado en el afio 2003** por los investigadores del
Massachusetts Institute of Technology (MIT) Thomas P. Burg y Scott R. Manalis.
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En ese trabajo, presentaron el método de fabricacidon de un resonador en
forma de micropalanca anclada en un extremo con un microcanal en forma de
«U» integrado (Fig. 1.2). Este resonador fue utilizado para hacer fluir distintos
liquidos que contenian proteinas, las cuales se iban acumulando en la pared del
canal. La acumulacién de las proteinas producia un incremento en la masa del
resonador, que se detecto a través de la medida del cambio en la frecuencia de
resonancia de la palanca. Esta tecnologia se ha continuado desarrollando hasta
conseguir poder medir la masa de bacterias individuales*? y llegando a
conseguirse en 2010 una resolucion en masa de 10 ag, lo que seria suficiente
para medir individualmente la masa de algunos virus como el del VIH*. Al
margen de las medidas de masa, este tipo de resonadores también se han
utilizado para medir otras propiedades mecdnicas de interés biofisico como son
la rigidez de células o su compresibilidad*+*°.

Figura 1.2: Microcanal suspendido resonante. Representacién artistica de un resonador SMR por
el que se hace pasar una muestra que contiene bacterias (en amarillo).

Este tipo de sensores tienen un gran potencial de cara a ser aplicados en
biotecnologia y medicina habiéndose llegado a utilizar incluso para el estudio
de procesos bioldgicos en células vivas utilizando varios resonadores
conectados en serie, permitiendo la medida de la variacién de la masa de
células individuales en el tiempo, lo que ha permitido comprobar la
susceptibilidad de células a farmacos***’. De hecho, ya existe una empresa que
emplea estos dispositivos de manera comercial para la realizacién de estudios
personalizados de susceptibilidad a farmacos a partir de muestras reales de
pacientes oncoldgicos, empleando células obtenidas mediante biopsia“®.
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Sin embargo, a pesar de las aplicaciones anteriormente descritas, esta técnica
presenta dos grandes limitaciones que la hacen dificilmente accesible al gran
publico: su fabricacién altamente costosa y el hecho de que la medida de la
masa boyante no permite distinguir de manera inequivoca entre particulas
distintas (el cambio en masa medido por estos dispositivos resultara de la
diferencia de masa entre dicha particula y el volumen de liquido desplazado
para que esta pueda entrar en la zona sensible, masa boyante, por lo que,
particulas de distinto tamafio y densidad pueden producir el mismo cambio de
masa). En cuanto al problema de la masa boyante, se ha propuesto como
soluciéon en trabajos anteriores la medida secuencial de cada particula
individual en dos liquidos de densidades diferentes lo que, no solo permite
conocer la masa de la particula sino también su volumen y densidad®, ambos
parametros de gran interés biofisico. No obstante, esta solucidon reduce
drasticamente el rendimiento de la técnica, requiriendo ademas una
fabricacién e implementacion de los dispositivos mas compleja y, por ende,
mas costosa. Asimismo, esta solucion resulta especialmente delicada en el caso
de la medida de entidades bioldgicas como las células ya que ambos medios
deben ser escogidos adecuadamente para que, ademas de tener densidades
diferentes tengan las propiedades compatibles con la actividad de las células.
Si en una de las disoluciones empleadas alguna de sus propiedades (tonicidad,
osmolaridad o pH) no es adecuada, las propiedades fisicas de las células pueden
cambiar® llegando incluso en algunos casos a la destruccion de las mismas.

De cara a permitir una implementaciéon mas generalizada de los SMR, el grupo
de Bionanomecanica del Instituto de Micro y Nanotecnologia (IMN-CNM-CSIC)
propuso por primera vez el uso de SMR basados en capilares de silice
comerciales en un trabajo publicado en 2015°%. El uso de estos capilares
presenta dos grandes ventajas. Por una parte, los capilares de silice se usan de
manera generalizada en otras técnicas de caracterizacion biofisica
convencionales (cromatografia, citometria de flujo o electroforesis capilar), por
lo que existe una amplia gama comercial de capilares de diversos tamafos:
abaratando y simplificando la implementacion de estos dispositivos. Por otra
parte, al ser transparente, la silice permite el acceso dptico a las particulas que
pasan por el resonador, abriendo la puerta a complementar las medidas de la
masa boyante (obtenidas a través del cambio en frecuencia) con una
caracterizacion éptica de las particulas en flujo. Para probar este concepto, en
el trabajo anteriormente citado, se tomd un capilar de silice comercial y se
anclaron sus dos extremos, dejandolo suspendido unos centimetros, de tal
manera que podia oscilar en un modo flexural. La frecuencia de este resonador
se midid utilizando métodos dpticos mientras se introducian disoluciones
acuosas de distintas densidades demostrando una sensibilidad de 50 ug/mL. El
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éxito del concepto propuesto en ese trabajo motivd varios trabajos de otros
grupos de investigacion®*>* y ha supuesto un punto de partida para el
desarrollo de esta tesis.

Motivacién y Objetivos

La caracterizacién de particulas suspendidas en entornos liquidos mediante el
uso de resonadores con microcanales integrados ha demostrado ser una
técnica muy versatil para la medida de propiedades fisicas de particulas
presentando una eficiencia de hasta 6800 particulas por minuto empleando
solo un resonador®®. Ademads, esta técnica permite operar con muestras en un
entorno fisioldgico lo que la hace ideal de cara aplicaciones bioldgicas y ha
demostrado una gran capacidad para medir diversas propiedades fisicas en
células (masa, volumen, densidad, compresibilidad...) asi como el estudio de
algunos procesos bioldgicos. Sin embargo, esta técnica presenta diversos
problemas (fabricacion costosa y la indeterminacion de la masa boyante) que
impiden su implementacidon como una técnica ampliamente generalizada.

Siguiendo la estrategia propuesta por Malvar et al. en 2015°! consistente en el
uso de SMR basados en capilares de silice comerciales, en esta tesis se propone
conseguir una implementacion mas reproducible, simple y accesible de los SMR
de cara a su aplicacion para la caracterizacion de células y microparticulas
individualmente. Para este fin se definen los siguientes objetivos.

e Desarrollo de un proceso de fabricacion que permita conseguir
dispositivos con microcanales suspendidos resonantes basados en
capilares de silice para conseguir dispositivos de menores dimensiones
que los empleados hasta el momento de inicio de esta tesis.

e Construccion de un sistema de transduccidon Optica para |la
caracterizacién, tanto mecdnica como Oéptica, de los dispositivos
fabricados.

e (Caracterizacion de propiedades fisicas de fluidos a través de la medida
de los cambios medidos en las propiedades dpticas y mecanicas de los
dispositivos cuando se cambia el fluido que contienen en su interior.

e Desarrollo de un método para la caracterizacién de microparticulas
suspendidas en entornos liquidos a través de la medida de los cambios
en las propiedades dpticas y mecdnicas de los dispositivos producido
por el paso de estas a través de la zona sensible.
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e Estudio de las fuerzas hidrédinamicas resultantes sobre una particula
dentro de los dispositivos fabricados para relacionar la anchura de los
eventos mecdnicos y opticos registrados por el paso de la misma con
su tamafio.

e (aracterizacién de distintas lineas celulares empleando los
dispositivos, el sistema de transduccion y la metodologia desarrollados.

Estructura de la tesis
Esta tesis se estructura en 7 capitulos, cada uno de ellos dedicado a un aspecto
concreto de la técnica de analisis que se propone.

En el capitulo 1 se hace una revision de los fundamentos fisicos que rigen los
SMR. Para esto, los SMR se estudiaran a nivel tedrico como resonadores
mecanicos y como microcanales, razon por la cual, el capitulo se puede
subdividir en dos partes: estando los primeros 5 epigrafes dedicados a la
mecanica del sélido elastico y los 3 epigrafes restantes dedicados a la mecanica
de fluidos. En la primera parte, se mostrara la descripcion del movimiento en
un soélido eldstico para, finalmente aplicarlo al caso de las oscilaciones
flexurales de un sélido. Por otra parte, en la seccion dedicada a fluidos, se
mostrara la descripcion del movimiento de un fluido para aplicarla finalmente
al caso de un fluido incompresible en régimen laminar con distintas
constricciones. El Ultimo epigrafe se dedica al estudio de las fuerzas que un
fluido en movimiento aplica sobre una superficie sdlida (o viceversa), lo que
dard origen a distintos fendmenos de interaccion entre el resonador vy el fluido.

El capitulo 2 se encuentra dedicado a la fabricacion de los dispositivos,
proponiendo nuevos conceptos para la fabricacién de microcanales
suspendidos resonantes basados en el uso de capilares de vidrio comerciales
dando lugar a los resonadores microcapilares transparentes (RMT).
Detallaremos dos aproximaciones distintas para la fabricacion de estos
dispositivos. Ademds, en este capitulo también se muestran los distintos
sistemas utilizados para bombeo de los fluidos por el interior del dispositivo
RMT, asi como el método de fabricacion de resistores microfluidicos, que
permitirdn un control mas preciso del flujo dentro de los dispositivos
fabricados.

En el capitulo 3 se presenta el sistema de transduccion interferométrica que se
emplea para medir en tiempo real la frecuencia de resonancia de los
dispositivos fabricados. Demostraremos que este sistema Optico permite
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medir, en tiempo real y de manera simultdnea a la frecuencia, la potencia de
luz reflejada por el dispositivo. Ademds, en este capitulo se caracterizan los
dispositivos fabricados tanto mecdnica como épticamente, demostrando la
aparicion de distintos fendmenos dpticos y mecanicos que optimizan la medida
gracias al uso de luz coherente. Estos fendmenos serdn aprovechados en los
siguientes capitulos.

En el capitulo 4 se usan los dispositivos RMT fabricados y el sistema
interferométrico para la medida de distintas propiedades de fluidos (densidad,
indice de refraccién, composicion quimica, compresibilidad y masa molecular).
Para ello se sigue la frecuencia de resonancia (sefial mecénica) y la reflectividad
normalizada (sefial dptica) en funcién del tiempo mientras se pasan distintas
disoluciones a través del dispositivo o bien mientras se comprime
hidrostaticamente el fluido. Los resultados experimentales obtenidos se
complementan con el desarrollo de modelos tedricos.

El capitulo 5 es el primer capitulo dedicado a la deteccion de particulas en un
entorno liquido empleando los dispositivos RMT. En este capitulo se demuestra
que la medida de la frecuencia de resonancia en funcion del tiempo (sefial
mecdnica) no permite una distincién inequivoca entre particulas diferentes
(debido a la dependencia de la densidad y el tamafio de la masa boyante) y se
propone complementar la medida mecanica con la medida simultdnea de la
potencia reflejada en funcion del tiempo (sefial éptica). Se demuestra que la
medida combinada de las sefiales dptica y mecénica permite una distincién
inequivoca entre distintas poblaciones de particulas que no serian distinguibles
si se midiesen las sefiales dptica y mecanica de manera independiente.

En el capitulo 6, se estudian las fuerzas hidrodinamicas que actlan sobre las
particulas introducidas en los dispositivos. El estudio de estas fuerzas se realiza
tanto con la introduccion de modelos analiticos como mediante la realizacion
de simulaciones por elementos finitos. La validez de estos modelos se
comprueba experimentalmente mediante la medida de la velocidad de las
particulas, lo que ademds supone un parametro de medida adicional.
Finalmente, se demuestra que la introduccion de este pardmetro permite una
distincion de las particulas aun mas inequivoca ya que se puede obtener
individualmente para cada particula de manera simultdnea a las medidas de
cambio en frecuencia y reflectividad.

En el capitulo 7 se aplican los métodos de deteccién mecano-dptica y analisis
de fuerzas hidrodindmicas, desarrollados en los dos capitulos precedentes, a la
caracterizacion de dos lineas celulares del mismo tejido (una linea sana y otra
linea tumoral). En este capitulo se demuestra la utilidad de la técnica
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desarrollada para su aplicacién en biologia y medicina obteniendo parametros
biofisicos de gran interés que se pueden relacionar tanto con la fase del ciclo
celular en el que se encuentra cada célula (densidad y tamafio), como con el
tipo de linea celular a la que pertenecen (reflectividad/indice de refraccién).
Ademds, en este capitulo se demuestra que esta técnica permite distinguir

entre las dos lineas celulares empleadas con una precision del 76%.

Al final de esta tesis se incluye un capitulo de conclusiones generales, en el que
se hace un resumen de los resultados mas significativos conseguidos a lo largo
de esta tesis, y otro capitulo de perspectivas futuras, en el que se sefialan
posibles lineas de investigacidn a seguir en los préoximos afios partiendo de los

resultados mostrados en esta tesis.
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Capitulo 1:
Fundamentos Tedricos

En esta tesis se propone el uso de resonadores mecanicos huecos, que ademas
contienen un fluido en movimiento en su interior, por lo que en estos
resonadores apareceran fendmenos propios tanto de la mecanica de sélidos
como de la mecanica de fluidos. En este capitulo se expondran diversos
conceptos generales tanto de teoria de la elasticidad como de dindmica de
fluidos que estardn presentes en el resto de capitulos de esta tesis. Los
conceptos que se desarrollan en este capitulo describen fendmenos que
tendran lugar en los resonadores fabricados, por lo que apareceran de manera
recurrente en el resto de capitulos y se hara referencia a ellos.

En este capitulo, los epigrafes del 1.1. al 1.5. se dedican a la teoria de la
elasticidad, desarrollada principalmente durante el s. XIX por Augustin L.
Cauchy y Siméon D. Poisson. Ademas, se pone especial interés en su aplicacién
concreta al caso de barras en las que una de sus dimensiones es mucho mayor
que las otras (modelo de Euler-Bernouilli), modelo al que se ajusta bien el
movimiento de los resonadores empleados. Por otra parte, los epigrafes 1.6.y
1.7. se dedican a la dinamica de fluidos, desarrollada también en el s. XIX
principalmente por Claude-Louis H. Navier y George G. Stokes, con especial
interés en la aplicacién al caso de los flujos laminares, que es el tipo de flujo
que se dard en los experimentos con los resonadores. Por ultimo, el epigrafe
1.8. se encuentra dedicado a la interaccién entre fluidos y sdlidos, estudiando
las fuerzas que ejerce un fluido sobre un sélido.

1.1. Descripcién del sélido eldstico

Un sdlido elastico es aquel en el que al aplicar una fuerza externa puede
cambiar tanto su forma como su volumen. Cuando esta fuerza deja de actuar,
el sélido elastico recupera su volumen y forma originales (la deformacién es
reversible). La deformacion del sélido y las tensiones que actlan sobre el
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mismo pueden expresarse mediante el tensor deformacion y el tensor de
tensiones respectivamente. A continuacion se desarrollan estos tensores.

Tensor deformacion
Para definir el tensor deformacion (g;;) tomaremos dos puntos (P, Q) de un
solido infinitesimalmente proximos que, tras aplicar una fuerza, pasaran a
ocupar unas nuevas posiciones (P, Q', Fig. 1.1.). Inicialmente, la separacién
entre estos puntos (dx) tendra la siguiente forma (Ec. 1.1).

dx; =Q; — P (1.1)
Tanto en la ecuacion 1.1 como en las siguientes se va a emplear el convenio de

suma de Einstein para indices repetidos, denotando como xq,x,,x3 las
coordenadas espaciales cartesianas x, y, z.

Figura 1.1.: Deformacién del sélido eldstico. EIl mismo sélido eldstico en ausencia de fuerzas
externas (izquierda) y tras aplicar una fuerza externa (derecha). Los puntos Py Q en el sdlido
inicial pasan a tomar nuevas posiciones, P’y Q’, tras la aplicacién de la fuerza.

Tras aplicar una fuerza, la diferencia entre la posicién inicial (x) y la posicion
final (x") de cada punto estard dada por el vector desplazamiento (u, Ec.1.2).

U =x; — X (1.2)

Por lo tanto, la nueva separacion entre estos puntos (dx’) dependerd de la
diferencia entre el vector desplazamiento en ambos puntos (du, Ec. 1.3).

dx'l- = Q,i - P,i = dxl- + dui (13)

Calculando la longitud entre los puntos P’ y Q' se llega a la siguiente expresién
(Ec. 1.4).
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ldx'|? = (dx; + du;)(dx; + du;) (1.4)
= dxidxj + dxl-duj + dedui + duldu] .

Sustituyendo en la ecuacién 1.4 du; = (aui/axj)dxi y, teniendo en cuenta

que |dx|? = dx;dx;, la anterior expresion se reduce de la siguiente forma (Ec.

1.5).

% 6uk auk

ldx'|? = |dx|? + %+ — )dx;dx; (1.5)
6xj 6xl- axl- 6x] v

En la ecuacidon 1.5 el primer sumando es el valor inicial de la distancia relativa
entre ambos puntos, mientras que el segundo representa la variacién de la
distancia relativa entre estos dos puntos y es lo que se define como tensor

Ny - . du; .y
deformacion (g;;). Utilizando la notacion u; j = a—x‘dxl-, el tensor deformacion
Jj

adquiere la siguiente forma (Ec. 1.6).
1
&j = E(ui,j + ) + Uil x) (1.6)

Si se consideran deformaciones pequefias (mucho menores que el tamafo
caracteristico del solido) el término cruzado, uy;u;y, puede despreciarse
(aproximacion lineal, Ec. 1.7).

1
o=, . .. 1.7
13 ) )
&ij 2(u11+u]l) (1.7)

El tensor deformacion puede expresar tanto deformaciones en las que la forma
del solido cambia manteniendo constante su volumen (deformacion de corte)
como deformaciones en las que el sélido cambia de volumen pero mantiene su
forma (compresion hidrostatica). El tensor deformacion se puede expresar
como la combinacién de una deformacién de corte y una compresién
hidrostatica® (Ec. 1.8). Para esto, debe tenerse en cuenta que, en el caso de la
deformacion de corte, la traza del tensor deformacién debe ser nula mientras
que, en el caso de una compresion hidrostatica, el tensor deformacion tomara
una forma diagonal.

1 1
&ij = (51'1' - §5ij€kk> + §5ij5kk (1.8)

Siendo &;; la delta de Kronecker.
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Tensor de tensiones
Definiremos el tensor de tensiones (o;;) a partir del estudio de las fuerzas que

actlan sobre un diferencial de volumen del sélido. Cuando se aplica una fuerza
externa que deforma el sélido, aparecerdn en este fuerzas internas de direccién

opuesta a las externas para alcanzar el equilibrio mecanico (Fig 1.2.). Estas

fuerzas internas tienen su origen en las fuerzas de cohesion interatdomicas. La

fuerza resultante serd la integral de las distintas fuerzas que actdan sobre dicho
diferencial de volumen (Ec. 1.9). Aplicando el Teorema de Gauss? sabemos que
laintegral de volumen de una magnitud vectorial se corresponde con la integral
del gradiente de una magnitud escalar en la superficie que delimita el volumen.
En el caso de estas fuerzas esta magnitud escalar es el tensor de tensiones (a;;,
Ec. 1.9).

Z
y | X

Fext

Figura 1.2.: Tensor de tensiones y fuerza aplicada. Al aplicar una fuerza externa (Fey;) sobre un
volumen del sélido eldstico, aparecerd en este una fuerza interna (Fj,;) de igual magnitud y
sentido opuesto a la fuerza externa para que el sélido se mantenga en equilibrio mecanico. Esta

fuerza interna se puede entender como la integral del tensor de tensiones (g;;) en la superficie.

aO'ij
14 v v 0%; s

Para conocer algunas propiedades del tensor de tensiones se puede calcular el
momento que actda sobre el sdlido. El momento (M;;) se define como el
producto vectorial de la fuerzay la posicién, que, teniendo en cuenta la relacién
entre fuerza y tensor de tensiones (Ec. 1.9), toma la siguiente forma (Ec. 1.10).

Jdoik doji
M:: = Fx: — Fx:)dV = ——2 x| dV 1.10
ij -fv ( i ]xl) fv ((’)xk Xj oxe X; (1.10)

Desarrollando la anterior expresion se llega al siguiente resultado (Ec. 1.11).
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6(Uikxk - ajkxl-) 0x; 0x;
M;; = dv — k=——— Oij, — | d 111
y J“/ axk V J;/ Tik 6xk O-]k 6xk V ( )

En la primera integral de la ecuacién 1.11 se puede aplicar el teorema de
Green? para obtener una integral de superficie, mientras que en la segunda
integral se puede sustituir ax]-/axk como el tensor identidad. De esta manera
se simplifica la expresiéon del momento de fuerzas (Ec. 1.12).

M;j = f (ouxxx — Ojiex;)dS —f (gjk — oyj)av (1.12)
N 14

Para que el momento se pueda expresar como una integral de superficie la
integral de volumen tendrd que anularse, por lo que se deduce que el tensor
de tensiones tiene que ser simétrico (Ec. 1.13).

O'jk :O-kj (113)

Termodinamica de las deformaciones

Con los tensores de tensiones y deformacion definidos ahora se puede calcular
el trabajo realizado por una deformacion: lo que permitird posteriormente
obtener relaciones termodindmicas para poder relacionar el tensor
deformacion y el de tensiones. El trabajo realizado por las fuerzas internas (W)
para una pequefia deformacion tendra la siguiente forma (Ec. 1.14).

aO'l'j
J

La ecuacién 1.14 se puede expandir como una integral por partes (Ec. 1.15).

66ui
fSWdV = faijé‘uidsj - f aideV (1.15)
J

Si la ecuacién 1.15 se aplica a un sélido ilimitado, que no estd deformado en el
infinito, entonces la primera integral debera ser nula y el trabajo realizado por
la deformacion se puede reescribir de la siguiente forma (Ec. 1.16).

f5WdV— 1] (%% 4 0% gy = f Se;dV 116
- 2 O-ij ax] axi - O-ij Sij ( ' )

En la ecuacidon 1.16 se pueden igualar los integrandos, lo que permite conseguir
una relacién diferencial entre trabajo, tensor de tensiones y tensor
deformacion (Ec. 1.17).
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oW = —aij6sij (117)

Una vez conocido el trabajo realizado por las deformaciones se pueden definir

la energia interna (U, Ec. 1.18) y la energia libre de Helmholtz™ (F, Ec. 1.19)
para el sistema.

Siendo Q el calor, T la temperatura y S la entropia del sistema.

Con las relaciones obtenidas en las ecuaciones 1.18 y 1.19 se puede definir el
potencial termodinamico (®, Ec. 1.20).

CDZIU—TS—O'U(SEU :F_O-ij‘c"ij (120)

Finalmente, se puede derivar este potencial e igualando d® = 0 se obtiene la
ecuacion de estado (Ec. 1.21).

<6[U) (6.7-") (1.21)
Y c')sij S aEl’j T

1.2. Ley de Hooke
Una vez definidos los tensores deformacion y de tensiones se va a estudiar la
relacion entre ambos (Ley de Hooke). Para deducir esta relacién se va a estudiar
la energia del solido en funcion del tensor deformacién, para lo cual se
supondran deformaciones pequefias y que el sélido mantiene una temperatura
constante en todo momento. Al no conocer la forma explicita de la energia
libre, se puede tratar a esta como una funcién desarrollada en serie de
potencias (Ec. 1.22).

F = Z aij,nel-nj (122)
n

Para definir esta energia libre se considera que el estado de reposo es aquel en
el que el sdlido se encuentra en ausencia de fuerzas externas. Esta condicion

* De aqui en adelante la energia libre de Helmholtz se expresara simplemente como
«energia libre» ya que, como en ningln momento se hara referencia a la energia libre
de Gibbs, no cabe lugar a confusion.
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implica que para &;; = 0 el tensor de tensiones es g;; = 0. Ademas, como la
energia libre tiene que ser escalar se descartan los términos impares del
desarrollo. Por otra parte, como se estdn considerando deformaciones
pequefias se pueden despreciar los términos de orden superior a 2. Tras aplicar
estas simplificaciones, se obtiene que la energia libre tiene la siguiente forma
(Ec. 1.23).

X n
?:T0+Egi2i+zgi2j (1.23)

Siendo Fy la energia libre sin deformar, y y n los coeficientes de Lamé.

Si se sustituye el tensor deformacion por su expresion en funcién de la
deformacion de corte y compresién hidrostatica (Ec. 1.8), la expresion de la
energia libre quedard expresada de la siguiente forma (Ec. 1.24).

1 FLK 2 1.24
T:?O+T](€U—§5i}'€kk> +§£kk ( . )

Siendo y + ;77 el mdédulo de compresién hidrostatica (K)*.

Una vez se ha definido la energia libre en funcién del tensor deformacién se
podra calcular la relacidon entre tensor de tensiones y tensor deformacion
despejando en la ecuacion de estado (Ec. 1.21). Para lo cual se va a calcular
primero el diferencial de la energia libre (Ec. 1.25).

1
dF = 217 (Ei]' — §5ij£kk) dgij + ngkdgkk ( )
1.25

1
= (27] [Eij — §6ij€kk] dgij + K6ij£kk) dgij

Ahora, despejando en la ecuacién de estado para una temperatura constante
(Ec. 1.21), se llega a que el tensor de tensiones tiene la siguiente forma (Ec.
1.26).

1
oij =21 <5ij - §5ij€kk) + K&;jexk (1.26)

La ecuacidon 1.26 se puede despejar para conseguir una expresion del tensor
deformacion como funcién lineal del tensor de tensiones. Esta expresion es
conocida como Ley de Hooke (Ec. 1.27).
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1 1 1
&ij = %(Gij - §5ijo'kk> + ﬁ&j@ck (1.27)

También es comun expresar la ley de Hooke en funcion del médulo de Young
(E, Ec. 1.28) y el coeficiente de Poisson (v, Ec. 1.29).

9Kn
E=—roo~" 1.28
3K +7 ( )
3K — 21
_t—en 1.29
V6K + 21 (1.29)

Al sustituir las ecuaciones 1.28 y 1.29 en la ecuacion 1.27 se obtiene Ley de
Hooke en funcién del mdédulo de Young vy el coeficiente de Poisson (Ec. 1.30y
1.31).

E
0ij = —(Si‘ + L&'Skk) (130)
J o 14v\Y 1 —20 7Y
1
&j = E([l +v]oij — V8i;0ki) (1.31)

1.3. Modelo de Euler-Bernouilli: vibracion de barras y palancas

El modelo de Euler-Bernouilli es un caso concreto dentro de la teoria de la
elasticidad valido para los casos en los que el sélido tiene un espesor pequefio
(o, dicho de otra manera, una de sus dimensiones es mucho mas grande que
las otras) y sus deformaciones son pequefias (comparadas con su espesor).
Ademas, en este modelo solo se consideran las deformaciones flexurales, es
decir, aquellas que se producen en la direccién normal a la superficie de la
estructura y manteniendo las secciones transversales del elemento paralelas
entre si. Ademas, para mayor simplicidad, se tendra en cuenta que el material
en el que se producen las deformaciones es lineal, isétropo y homogéneo. Por
lo general, este modelo resulta muy Util para describir el movimiento de
resonadores nanomecdanicos, como es el caso de los dispositivos desarrollados
en esta tesis.

Condiciones del modelo

Supongamos una barra delgada que es deformada flexuralmente: en algunos
lugares, la barra tendra una curvatura concava (donde la barra se contrae) y en
otros lugares, sera convexa (donde la barra se dilata). La deformacién en las
zonas dilatadas tiene signo opuesto a la deformacion en las zonas contraidas,
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por lo que la deformacién cambiara continuamente entre una zona y otra
dando lugar a una superficie (o eje) en la que la deformacién es nula (superficie
0 eje neutro, Fig.1.3.). En el caso de un material isétropo y homogéneo, este
eje neutro se encuentra a mitad del espesor de la palanca (h).

Eje Neutro =

X

Figura 1.3.: Eje neutro. Cuando una barra de espesor h se deforma, una de sus superficies sera
concava y la otra convexa. La linea (o superficie) en la que se produce el cambio de curvatura
(Iinea gris) recibe el nombre de eje (o superficie) neutro. En el modelo de Euler-Bernouilli las
deformaciones (w) se pueden referir respecto al eje neutro en ausencia de fuerzas externas
(linea discontinua).

Como en la superficie neutra la deformacién axial se mantiene nula, serd un
buen sistema al que referir el movimiento de la palanca, siendo esta superficie
el plano xy. Las deformaciones de la palanca en las direcciones x e y seran muy
pequefias en comparacién con las deformaciones en la direccion ortogonal a la
superficie neutra (z), por lo que se pueden despreciar. De esta manera, el
vector desplazamiento de la palanca tendra la siguiente forma (Ec. 1.32).

U, =0 u, =0 u,=w(xy) (1.32)

Las fuerzas que habrd que aplicar sobre la barra para deformarla son muy
pequefias en comparacién con las tensiones internas, por lo que podemos
considerar nulos los elementos fuera de la diagonal del tensor de tensiones asi
como la componente zz(Ec. 1.33).

Oxz = Oyz = O0z7z = 0 (1.33)
Al tomar como nulas estas componentes del tensor de tensiones (Ec. 1.33) y

despejarlas en las ecuaciones de la ley de Hooke (Ec.1.31), se obtienen las
siguientes condiciones (Ec. 1.34).

du,  Ou,  Ow duy  du,  Ow
oz  ox  ox 9z dy 0y
z X X z Y Y (1.34)
v
uzzz_m(uxx+uyy)
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De las condiciones anteriores, se deduce el valor de u, y u,, (Ec. 1.35).

ow ow
u, = —Za uy = —Za (135)

Lo que permite determinar las componentes del tensor de tensiones de la
palanca (Ec. 1.36).

0w 0w azw 0w
Exx = _ZW Eyy = —Za—y2 Ezz = axz ay
(1.36)
02w
Exy = —Z xdy &z =0 &z =0

Todo esto permite llegar a la version de la ley de Hooke para barras y palancas
(Ec. 1.37).

- foy = —E"70 2 (1.37)

. E
Siendo E* = —;

1-v
modulo de Young en caso de que la estructura se pueda considerar
unidimensional.

Deduccion de la Ecuacion de Euler-Bernouilli

Para obtener la ecuacién de Euler-Bernouilli se estudia la dinamica de una
seccion transversal de una palanca que se encuentra en equilibrio mecanico,
de esta manera, la suma de las fuerzas y momentos externos es igual a cero
(Fig. 1.4.). Aplicando la segunda ley de Newton?® en esta seccidn se obtiene la
ecuacion 1.38.

oF. 02
Z Fine = 2 dx = pAa—tVz”dx (1.38)

Por otra parte, al calcular la suma de momentos internos segun la ecuacion
1.12 y aplicando las condiciones del modelo de Euler-Bernouilli se obtiene que
la Unica componente no nula tiene la siguiente forma (Ec. 1.39).

ﬂ Ez? dydz (1.39)
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T —

Figura 1.4.: Dinamica en la seccidn transversal de una barra. Diagrama de fuerzas y momentos
gue actlan en la seccidn transversal de una barra.

Tanto el médulo de Young como la curvatura, 62w(x)/0x2, son
independientes de las variables z e y, por lo que se pueden sacar de la integral,
lo que permite dejar el momento de fuerzas en funcién del segundo momento
de area (I, Ec. 1.40).

My, =

W(X) ff z2dydz _pv®), (1.40)

axz y

Como la palanca se encuentra en equilibrio mecanico, la suma de los
momentos internos y los momentos producidos por las fuerzas externas se
anularan (Ec. 1.41).

int

M, = ——dx + Fidx; = 0 (1.41)

De la anterior ecuacion (Ec. 1.41) se deduce la relacion entre momento y fuerza
(Ec. 1.42).

int
F. = _aM Y (1.42)

z ox

Sustituyendo con las igualdades obtenidas anteriormente (Ec 1.38 y Ec. 1.42)
se llega finalmente a la Ecuacién de Euler-Bernouilli (Ec. 1.43).

’w 0 ’w(x)\ 2
pAW-l_(’)_ EIyT =0 (1.4)

43



Resonadores Microcapilares Transparentes para la Caracterizacién Multiparamétrica de Células

Si la palanca tiene una seccién uniforme’ el segundo momento de area se
puede sacar de la integral y la ecuacidn de Euler-Bernouilli tendra la siguiente
forma (Ec. 1.44).

2°w(t, 2*w(t,
A w( x)+EI w( x):0

ot2 dx* (1.44)

Resolucién de la Ecuacion de Euler-Bernouilli

Para resolver esta ecuacién se supone que el desplazamiento del resonador,
w(t, x), se puede expresar como el producto de una funcion que depende solo
del tiempo y otra que depende solo de la posicién (método de separacién de
variables* Ec. 1.45).

w(t, x) = g(O)P(x) (1.45)
Al despejar la funcidon con variable separadas en la ecuacién de Euler-Bernouilli

(1.44) se obtiene la siguiente ecuacién diferencial (Ec. 1.46).

El 1 d%Wx) 1 d’g@®)
pA Y(x) dx* ~  g(t) dt?

(1.46)

La Unica forma de satisfacer la anterior ecuacion diferencial (Ec. 1.46) es que
ambos términos sean iguales a un valor constante, w,, 2. Por lo tanto, el anterior
problema de ecuaciones diferenciales en derivadas parciales se convierte en
un problema de dos ecuaciones diferenciales ordinarias: una ecuacién
diferencial para la parte espacial (Ec. 1.47) y otra para la parte temporal (Ec.
1.48).

2
TIO + in2g@ =0 (147
4

%x(f) — wy? %lp(x) =0 (1.48)

La ecuacion temporal (Ec. 1.47) se puede resolver suponiendo que la solucion
es una funcién exponencial (Ec. 1.49).

" Aunque en los siguientes capitulos se mencionard que en los resonadores
fabricados la seccién transversal varia a lo largo de su direccion axial, esta
variacion es lo suficientemente pequefia como para poder despreciarla de cara
al célculo del segundo momento de area.
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g(t) = elontte (1.49)

Siendo ¢ un desfase.

En cuanto a la resolucion de la ecuacidén espacial (Ec. 1.48), para mayor
simplicidad se introduce la constante k,* = w,2(pA/EI). La ecuacion 1.48
también se puede resolver suponiendo que la solucién es una funcion
exponencial de argumento complejo. Sin embargo, resulta conveniente
expresar esta funcién como una combinacion de funciones trigonométricas e
hiperbdlicas (Ec. 1.50).

Y (x) = ¢q cosh(k,x) + ¢, cos(k,x) + c3 senh(k,x) (1.50)
+ ¢, sen(k,x) '
Siendo ¢4, Cy,C3,€4 constantes de integracion que se despejaran con las
condiciones de contorno del problema.

Notese que hasta aqui la resolucién del problema es igualmente vélida para el
caso de una barra con un extremo libre y otro fijo (palanca) que para una barra
con sus dos extremos fijos (puente). La diferencia entre estos dos casos estara
determinada por las condiciones de contorno. En el caso de un resonador tipo
puente, se tendrd como condiciones que tanto la funcién como su derivada
primera se anulen en los extremos (Ec. 1.51).

YO)=yL)=0
dp(0) _dy) _ (1.51)
dx  dx

Al aplicar las condiciones de contorno en la ecuacion 1.50 se llega a la ecuacién
1.52, que no tiene solucion analitica. Al resolver la ecuacion 1.52 por métodos
numeéricos se obtiene que esta admite infinitas soluciones discretas (Ec.1.53)°,
lo que demuestra la existencia de infinitos modos de vibracion.

cosh(k,L) cos(k,L) =1 (1.52)
kn,L = a, = 4.7300,7.8532,10.9956,14.1372 ... (1.53)
Finalmente, se despeja con las soluciones de la ecuacion 1.52 en la ecuacién

1.50, obteniendo la solucién de la forma espacial, a la que, a partir de aqui, nos
referiremos como forma del modo (i, (x), Ec. 1.54 y Fig. 1.5.).
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Yn(x) = cosh (an %) — cos (an %)

( n) - h( n)
+ :zﬁén) Z :erlh(zn) [sen (e %) ~ senh (a %)]

(1.54)

La forma del modo aqui presentada (Ec. 1.54) se ha normalizado para que se
cumpla foLll)nz(x) dx = 1.

1ﬂ
> 0
11 |
=1 n=2
1_
S
=3 Tn=4
0 L/2 Lo L/2 L
Posicion

Figura 1.5.: Forma del modo. Forma de los primeros cuatro modos de oscilacion para un
resonador tipo puente obtenidos mediante la resolucion de la Ecuacién de Euler-Bernouilli. Estas
curvas estan normalizadas para que la integral del cuadrado de la forma del modo a lo largo de
todo el eje sea igual a la unidad.

Notese que la aparicion de infinitos modos de oscilacion no afecta solo a la
parte espacial de la funcién, sino también a la parte temporal (Ec. 1.49), en la
que habrd infinitos valores discretos para wy, y, por tanto, infinitas frecuencias
de oscilacién (Ec. 1.55).

2

an El

= — 1.55

Jn 2nl? | pA (1.95)
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Por ultimo, la solucién mas general a la ecuacién ecuacién de Euler-Bernouilli
(y la que se suele encontrar experimentalmente) serd una combinacién lineal
de todos los modos de oscilacion (Ec. 1.56).

w(t, x) = Z Cphy (x)ei@nt*e (1.56)

Siendo ¢, un valor constante para cada modo que indica la amplitud de cada
modo. Esta combinacién lineal de los modos de vibracién es valida siempre que
los distintos modos sean ortogonales (descomposicion de Galerkin), lo que se
cumplird para primeros modos de oscilacion. Sin embargo, para modos
superiores, éstos se acoplaran haciendo que esta expresién no sea valida.

1.4. Modelo del Oscilador Arménico

En el epigrafe anterior se ha mostrado que la oscilaciéon de una barra es una
funcion con variables separadas en la que uno de los términos depende de la
posicion y el otro del tiempo. A continuacion, se va a demostrar que, para un
modo de oscilacion dado, si se toma un punto cualquiera de la barra su
movimiento se puede describir como un oscilador arménico simple. Esta
analogia permitird aplicar varios conceptos originales del oscilador armdnico
simple a la vibracion de palancas y barras.

Caso ideal (Oscilador Armdnico Simple)

Para el modelo del oscilador arménico simple, se supone una masa puntual (m)
unida a un muelle (sin masa). Esta masa tendra una posicion de equilibrio (que
se tomara como el origen de coordenadas) y si se desplaza de esta posicion, el
muelle ejercerd una fuerza de recuperacién sobre la masa, que tenderd a
devolverla a su posicién de equilibrio (Fig. 1.6.). Esta fuerza tendra, para
desplazamientos pequefios, una dependencia lineal con la posicién (Ley de
Hooke). El lagrangiano® (£) de este sistema tendra la siguiente forma (Ec. 1.57).

1 1

L=EC—V=Emz'2—§kzz (1.57)

Siendo, E; la energia cinética del sistema, V la energia potencial y k la
constante de elasticidad del muelle.
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Figura 1.6.: Oscilador arménico simple. Una masa unida a un muelle presenta una posicion de
equilibrio y si esta abandona esa posicion apareceran fuerzas recuperadoras que tienden a
devolver a la particula a la posicién de equilibrio (centro). Estas fuerzas pueden expresarse como
un potencial parabdlico (izquierda). Si la particula se perturba, esta oscilara en torno a la posicion
de equilibrio como consecuencia del balance entre energia potencial y cinética (izquierda).

Aplicando las ecuaciones de Lagrange® a este sistema se obtiene |a siguiente
ecuacion diferencial ordinaria (1.58).

k
i+—z=2+wy’z=0 (1.58)
m

Esta solucion es completamente analoga a la ecuacion de la parte temporal en
la ecuacién de Euler-Bernouilli (Ec. 1.47), por lo que se resuelve de la misma
manera y da como resultado una solucion en forma de exponencial compleja
(Ec. 1.59, Fig. 1.6.).

z(t) = Age'@ot+® (1.59)

Siendo Ay, la amplitud maxima de la oscilacion y ¢ una fase.

Como vya se ha visto, la ecuacion diferencial que describe este problema es
equivalente a la de la solucion temporal en la ecuacién de Euler-Bernouilli (Ec.
1.47). Por tanto, en barras y palancas, cada punto se mueve igual que un
oscilador armdnico simple cuya amplitud maxima de oscilacion esta dada por
la forma del modo.

Oscilador armdnico amortiguado forzado

Para conseguir una aproximacion mas general y realista se puede considerar
gue sobre el oscilador se ejerce una fuerza externa que varia armdnicamente
en el tiempo. Ademas, también se van a considerar pérdidas disipativas a causa
de un rozamiento viscoso (véase el epigrafe 1.8. para mayor detalle sobre el
rozamiento viscoso). En los experimentos mostrados en esta tesis, el
rozamiento viscoso vendra dado por el movimiento del resonador en el aire
mientras que la fuerza de excitacion se aplicarda mediante un dispositivo
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piezoeléctrico acoplado al resonador. Con todo lo anterior, la ecuacién
diferencial que da el movimiento tendra la siguiente forma (Ec. 1.60).

(m+mep)z+ (2 + kz = Fpe'™ (1.60)

Siendo m¢s la masa afiadida por la columna de fluido, ¢ el coeficiente de
rozamiento viscoso, Fy la amplitud de la fuerza de excitacion y £2 la frecuencia
angular de la fuerza de excitacion.

Para la resolucion de esta ecuacion diferencial se va a aplicar la transformada
Fourier a ambos lados de la ecuacién 1.60. Las propiedades de las
transformadas de Fouier van a ayudar a simplificar el problema (Ec. 1.61 y
1.62)%.

—w?(m+my)z + (iw){Z + kZ = 2nFy6(w — 2) (1.61)

. 2mFy8(w — 0)
z= —wz(m + mcf) + (iw){ + k (1.62)

Conocida la transformada Fourier de la solucidon (Z), la solucién del problema
se obtendrd aplicando la transformada de Fourier inversa (Ec. 1.63).

1 [t 2nFy6(w — ) .
z(t) = —J : iwt
21 )_oo —w?(m+mep) + (o) +k
FO ei(ﬂt+arctan[#ﬂ_mﬁ) > (1-63)

J=22[m +me])? + (a0

Por lo tanto, un oscilador sometido a disipacién y a una excitacién armdnica se
movera también de forma armdnica (Ec. 1.63) con una frecuencia igual a la de
excitacién. En este movimiento, la amplitud (A) y la fase (con respecto a la
fuerza de excitacion, ¢) dependerdn del valor de la frecuencia de excitacién
(Ec. 1.64).

z(t) = A(Q)ei(2t+e() (1.64)

Despreciando la masa afiadida por la columna de fluido e introduciendo el
factor de calidad (Qf = mw,/{), se simplifica de la siguiente forma (Ec. 1.65y
Ec. 1.66).
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Fo
AD) =
2 (1.65)
m [(we? — N2)? + (%)
@(2) = arctan (%) (1.66)
Qf[wo —0?]

Notese que la maxima amplitud se da para una frecuencia (frecuencia de
resonancia) que no se corresponde con la frecuencia natural de oscilacion,
aungue tiende a esta cuando el factor de calidad tiende a infinito (Fig. 1.7.).
Ademds, la fase en funcién de la frecuencia se puede simplificar suponiendo
gue para frecuencias mayores que la de resonancia, el resonador se encuentra
en fase respecto a la fuerza de excitacion (¢ = 0) mientras que para valores de
la frecuencia menores al de resonancia se encuentra en contrafase (¢ = m).
Asimismo, cerca de la frecuencia de resonancia, la fase varia linealmente con
la frecuencia tomando el valorgcuando la frecuencia esigual a la de resonancia

(Fig. 1.7.).

Ag

Amplitud

0 /2 o, 30,/2 2m, 0 /2 [0 3m,/2 20,
Frecuencia Frecuencia

Figura 1.7.: Oscilador Arménico Amortiguado Forzado. La amplitud (izquierda) y la fase (derecha)
del oscilador dependen de la frecuencia con la que es excitado. El factor de calidad del resonador
es inversamente proporcional a la magnitud de las fuerzas disipativas a las que estd expuesto,

por lo tanto, cuanto mayor sea el factor de calidad, menor serd la anchura de la resonancia.

1.5. Modelo de Euler-Bernouilli con una fuerza de excitacion
En un caso mas general se puede afiadir, igual que en el caso del oscilador
armonico (Ec. 1.60), un término disipativo a la ecuacién de Euler-Bernouilli y
una fuerza de excitacion armodnica (Ec. 1.67).
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4 2
£l 2*w(x,t) + oA ‘w(x,t) zaw(x, t) _ Fyeift (1.67)
ox* ot? ot
Al igual que en el caso de la resoluciéon de la Ecuacion de Euler-Bernouilli (Ec.
1.44), esta ecuacion diferencial (Ec. 1.67) se puede resolver de igual manera;
asumiendo que la solucion es el producto de una funcién que depende del
tiempo y otra que depende solo de la variable espacial. En el caso de la parte
espacial de la funcién se obtiene el mismo resultado que en el caso sin
disipacién (Ec. 1.54), mientras que la parte temporal serd distinta (Ec. 1.68).

d*g(t) dg(®)
A= " a

+ pAw,?g(t) = Fye't (1.68)

Dada la analogia con el oscilador armdnico se puede pueden definir una masa
(m',,, Ec. 1.69), un coeficiente de rozamiento ({',, Ec. 1.70) y una constante de
elasticidad (k',,, Ec. 1.71), una frecuencia (w',, Ec. 1.72) y un factor de calidad
(Qf’n, Ec. 1.73) efectivos’ de tal forma que no tengamos que resolver la
ecuacién de Euler y podamos simplemente resolver la ecuacién del oscilador

armonico.
L 2
m', = pA lpzn—(x)dx (1.69)
0 l/)n (xmax)
Lt
= 2 d (1.70)
( { 0 lpnz(xmax) ¥
1 ()
o= 1.71
=l | s .
W', = fen (1.72)
mp
Qf'n mg‘:)” (1.73)

Estos valores efectivos permiten utilizar la solucién del oscilador arménico (Ec.
1.63) para cada modo de oscilaciéon de una palanca o puente. Por tanto, la
soluciéon mas general para la ecuacion de Euler-Bernouilli con disipacion y una
excitacion externa tendrd la siguiente forma (Ec. 1.74). Nétese que estos
valores efectivos cambian para los distintos modos de un mismo resonador.
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(o]

w(t,x) = A (D), (x) e+ on(D) (1.74)
1

n=

Siendo A, (12) la amplitud y ¢,,(2) la fase de cada modo calculadas segun las
ecuaciones 1.65 y 1.66 con los valores de masa, frecuencia y factor de calidad
efectivos.

1.6. Descripcion de un fluido

Al contrario que en el sélido eldstico, en los fluidos las fuerzas de cohesidn
interatdmicas son, por lo general, despreciables®, lo que causara que al ejercer
una fuerza sobre un fluido este no tienda a volver a suposicidn inicial. Dada esta
particularidad de los fluidos, la descripcidn de su movimiento sera distinta a la
descrita anteriormente para el sélido eldstico, aunque ambos guardan algunos
paralelismos. El movimiento de un fluido se caracteriza mediante su campo de
velocidades (el vector velocidad del fluido en cada punto) y su campo de
presiones. A continuacién, se va a estudiar la relacion entre el campo de
presién y de velocidades. Estos resultados se van a aplicar posteriormente a
casos concretos de fendmenos que se produciran en los resonadores
empleados en esta tesis.

Ecuacidn de continuidad

Supongamos un cierto volumen (V) dentro de un fluido en movimiento. El flujo
gue atraviesa la superficie que delimita este volumen (S) estara determinado
por la integral de superficie del campo de velocidades. Este flujo también se
puede expresar como la variacion de la masa en el tiempo dentro de este
volumen, por lo que se puede llegar a la siguiente igualdad (Ec. 1.75).

LpUl-dSi=—%<J; pdV) (1.75)

Siendo p la densidad del fluido y U el campo de velocidades del fluido.

¥ Estas fuerzas de cohesidn se hacen notables cuando el fluido es finito (p. ej.
en una gota), dando lugar a fendmenos como la tensién superficial. Debido a
gue en la presente tesis se estudia en todo momento el movimiento de un
fluido dentro de una tuberia y muy alejado de los extremos de la misma la
aproximacién de fluido infinito es vélida, pudiéndose despreciar estas fuerzas.
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La anterior integral de superficie (Ec. 1.75) se puede convertir en integral de
volumen aplicando el teorema de Green?, lo que permite unir los dos términos
dentro de la misma integral (Ec. 1.76).

f (d” + d(”Ui)) dv =0 (1.76)
|4

E dxi

Estaigualdad (Ec. 1.76) tiene que cumplirse para cualquier volumen, por lo que
el integrando tiene que ser siempre nulo, lo que permite llegar a la ecuacion de
continuidad (Ec. 1.77).

dp  d(pUy) _
dt dxl-

0 (1.77)

En el caso de un fluido incompresible (aquel en el que puede considerarse que
su densidad se mantiene constante en todo punto del fluido y en todo
momento), la ecuacion de continuidad se simplifica ain mas (Ec. 1.78).

du;
dxl- B

0 (1.78)

Ecuacion de Euler (fluido ideal)

La ecuacién de continuidad introduce una condicién importante para el
movimiento de un fluido pero no permite la descripcion total de este, por lo
gue es necesario obtener una expresidén que relacione presién y campo de
velocidades. Para obtener una expresion de este tipo se analizan las fuerzas
resultantes sobre un diferencial de volumen en el fluido. Por su parte, la
magnitud pU representa el momento lineal del fluido en un diferencial de
volumen. La derivada temporal de esta magnitud serd, por tanto, igual a la
suma de las fuerzas que actian sobre el diferencial de volumen (segunda ley
de Newton?). Entonces, el movimiento de un fluido se podra describir de la
siguiente forma (Ec. 1.79).

%(f(pui)dv) =f(p%+g—’;m) dv = —fFi av (1.79)

Por la ecuacion de continuidad (Ec. 1.77) se conoce que dp/dt = V(pU).
También, debe tenerse en cuenta que dU;/dt se refiere a la variacion de la
velocidad en funcion del tiempo de una particula fluida (es decir, que su
posicién cambia con el tiempo). Para poder desarrollar esta ecuacion resulta
mas sencillo referir estas ecuaciones a puntos fijos del espacio en lugar de a
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particulas fluidas, por lo que serad necesario descomponer dU; de la siguiente
manera (Ec. 1.80).

d
dUi = (dxi a) U] (180)
i

Al dividir la ecuacién 1.80 entre dt se obtiene la derivada temporal del campo
de velocidades (Ec. 1.81).

dUi—an+(U g )U (1.81)
dt ot Yox;) '

De esta manera, sustituyendo este resultado (Ec. 1.81) en la ecuacién 1.79 se
obtiene lo siguiente (Ec. 1.82).

f (p (% + (Ul- aixi) Uj) + a(;xlj") U,-) v = — f F;dv (1.82)

Reordenando, se puede ver que los dos Ultimos sumandos en la primera
integral (Ec. 1.82) se corresponden a la derivada del producto pU; U;, quedando

la siguiente ecuacion (Ec. 1.83).

aU; | 0(pUU))
f(pﬁ'i'a—xl dV——fFidV (1.83)

Por otra parte, aplicando el teorema de Gauss? podemos expresar las fuerzas
gue actuan sobre el fluido como la integral del gradiente de un pardmetro
escalar (Ec. 1.84). A este parametro escalar lo llamaremos, tensor de densidad
de flujos de impulso (I1;;).

aU; aMl;;  d(pU,U;
p—‘dv=—f<ax”+ (PUs ’)>dv (1.84)
i

ot 0xl-

Como esta igualdad se tiene que satisfacer en todo el fluido, se puede
simplificar igualando ambos integrandos (Ec. 1.85).
Pat = " ax;

(1.85)

Donde se ha incluido el término pU;U; dentro del tensor densidad de flujos de
impulso.
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Para conocer las componentes del tensor densidad de flujos de impulso vamos
a considerar las fuerzas que actdan sobre un volumen infinitesimal dentro del
fluido. Para fluidos ideales, el resto del fluido ejercera sobre este volumen una
fuerza que serad igual a la integral de la presion en la superficie que delimita
este volumen (Ec. 1.86). Se transforma en integral de volumen siguiendo el
teorema de Green? para convertirlo en integral de volumen (Ec. 1.86).

dp
—| pds= —f —dv (1.86)
L y 0x;

Por tanto, el tensor densidad de flujos de impulso tendra la siguiente expresion
para fluidos ideales (Ec. 1.87).

Sustituyendo este tensor de densidad de flujos de impulso (Ec. 1.87) se obtiene
la ecuacién de Euler para fluidos ideales (Ec. 1.88).

au; _ 9(psy;) 4 d(pU;U;)
at  0x; ax;

(1.88)

Ecuacion de Navier-Stokes (fluidos viscosos)

La ecuacién de Euler (Ec. 1.88) permite describir el movimiento de fluidos en
condiciones ideales, sin embargo, en fluidos reales se produce una
transferencia de flujo del impulso irreversible, por lo que debe afiadirse un
término mas en el tensor densidad de flujos de impulso (Ec. 1.89).

I;; = pUU; + (p8ij — 0'y) = pU;Uj + oy; (1.89)

Siendo, g;; el tensor de tensiones del fluido y ¢’;; el tensor de tensiones de la
viscosidad.

La disipacién por viscosidad solo se producird cuando haya una diferencia de
velocidad entre distintas partes del fluido®, por ello, el tensor de tensiones
dependera de las derivadas espaciales de la velocidad. Suponiendo que dentro
del fluido el gradiente de la velocidad toma valores pequefios se podra asumir
que el tensor de tensiones de la viscosidad dependerd solo de la derivada
primera de la velocidad. Por otra parte, en un fluido tampoco se producira
disipacién viscosa si se encuentra en una rotacion uniforme. Para satisfacer
ambas condiciones en tensor de tensiones de la viscosidad tendrad la siguiente
forma forma (Ec. 1.90).
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o:.=a ﬂ+% +baﬂ5.. (1.90)
Y 0x;  0x; ox, Y '

Siendo a y b unos coeficientes que dependeran de las propiedades del fluido.

No obstante, resulta conveniente reordenar esta expresién (Ec. 1.89) de tal
manera que sea la suma de un término que dé los elementos de la diagonal y
otro término que se anule para los casos en los que i =j (Ec. 1.91). Este
desarrollo es andlogo al que se hizo para el tensor deformacién en el caso del
solido elastico (Ec. 1.8).

, U, aU, 24U, U,
o =HU fa

% " om 30w, O 8y (15

Siendo p y € los coeficientes de viscosidad.

Ahora se puede afiadir este término (Ec. 1.92) al tensor densidad de flujos de
impulso (Ec. 1.89) para obtener la ecuacién del movimiento del fluido.
Suponiendo que los coeficientes de viscosidad no varian en el fluido la ecuacién
toma la siguiente forma (Ec. 1.92).

an+UaUl- 3 ap+ 92U, +( +1> d 0U, (1.92)
P\ae tUiax )™ o T Haxax T\613) ok o, '

Para el caso de un fluido incompresible se cumple que AUy /dx; = 0, lo que
permite simplificar la ecuacién anterior (Ec. 1.92) llegando a la Ecuacién de
Navier-Stokes (1.93).

an LU OUL _ ap n 62Ui
P\t " Vox; ) T " ox; ' Hoxox

(1.93)

También es habitual la forma vectorial de la ecuacion de Navier-Stokes (Ec.
1.94). Esta forma de la ecuacidon de Navier-Stokes se utilizara en los siguientes
epigrafes porque resultard mas util.

—

7]V
p (E + (UV)U) = —Vp +uv?U (1.94)

La ecuacién de Navier-Stokes (Ec. 1.93) junto con la ecuacién de continuidad
(1.78) permiten describir el movimiento de cualquier fluido viscoso e
incompresible.

56



Capitulo 1

1.7. Flujo laminar

La ecuacion de Navier-Stokes suele ser dificil de resolver: en la mayoria de los
casos no tiene una solucidén analitica y, en muchos casos, su resolucion
mediante métodos numéricos tiene grandes problemas de convergencia. No
obstante, si el flujo es estacionario (aﬁ/at = 0) y el fluido no se mueve a

velocidades muy altas, se pueden despreciar el término (l_ﬁ)l_f, lo que permite
la obtencidn de soluciones analiticas en algunos problemas (flujo laminar). Para
los casos de flujo laminar estacionario, la ecuacion de Navier-Stokes queda
reducida a la siguiente forma (Ec. 1.95).

V)p = ,qul_j (1.95)

Numero de Reynolds

Para determinar cuando la velocidad del fluido es lo suficientemente pequefia
como para poder hacer la aproximacién del flujo laminar se utiliza el nimero
de Reynolds (Re). Para obtener el nimero de Reynolds se combinan las
magnitudes que caracterizaran el movimiento de un fluido (velocidad del flujo
principal, Uy, longitud caracteristica, [, densidad, p, y viscosidad, u) de tal forma
gue se obtenga una magnitud adimensional (Ec. 1.96).

plU,
e =
U

(1.96)

Flujo Laminar Flujo Turbulento
. ____________________________________________________|

. — —  — —

- —'-‘_b
T E——
—_— e — T —p

Figura 1.8.: Lineas de flujo para flujo laminar y flujo turbulento. En el flujo laminar (izquierda) las
lineas de flujo permanencecen paralelas entre si mientras que en el flujo turbulento (derecha)
no, lo que puede dar lugar a la aparicion de vortices e inestabilidades.

El nimero de Reynolds permite comparar flujos en distintos casos, por lo que,
a igual nimero de Reynolds se puede decir que dos flujos son semejantes.
Ademas, el nimero de Reynolds permite establecer el limite entre un flujo
laminar (aquel que se mantiene estable frente a pequefias perturbaciones en
su flujo, numero de Reynolds bajo?, Fig. 1.8) y un flujo turbulento (aquel en el
que pequefias perturbaciones pueden causar inestabilidades en el flujo®, Fig.
1.8). El limite entre el flujo laminar y turbulento se suele establecerse para un
nimero de Reynolds entre 2000 y 3000 en el caso de una tuberia®. Dadas las
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dimensiones y velocidades empleadas en los resonadores, en esta tesis
siempre se van a tener unas condiciones tales que siempre se mantienen en el

régimen de flujo laminar.

Flujo laminar entre dos planos paralelos

La version de la ecuacion de Navier-Stokes para el flujo laminar (Ec. 1.95)
permite resolver analiticamente el movimiento de un fluido dentro de un tubo
de paredes rectas. Para ello se supone que el fluido estd contenido entre dos
planos paralelos e infinitos separados una distancia h en la direccién z (Fig.
1.9a). Los planos se mantendrdn en reposo mientras que el fluido tendrd una
velocidad determinada uy en el punto medio entre ambos planos. Como se

trata de un fluido viscoso, se aplica la condicién de no-deslizamiento: en

la

frontera entre el fluido y un sélido (u otro fluido inmiscible), la velocidad debe
ser igual para el fluido y el sélido. Por todo lo anterior, las condiciones de

contorno seran las siguientes (Ec. 1.97).

a) b) bl | Ped .

Posicidn

Velocidad

Pared

Pared

Velocidad

Figura 1.9.: Flujo entre planos paralelos. a) Geometria del problema del flujo entre planos
paralelos. b) Perfil de velocidades en la seccion longitudinal de los planos. ¢) Campo de

velocidades en la seccion transversal de los planos paralelos.
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U =h/2)=0 U =0)=u

=0/ =0 UG =0=uw , _, (1.97)
U(y=-h/2)=0 U,=0
Dada la geometria del problema se deduce que el fluido se movera solo en la
direccién x mientras que la magnitud de esta velocidad variara a lo largo del
eje z, permitiendo conseguir las siguientes condiciones para el problema (Ec.
1.98).

d d
ap _9p _ (1.98)
dy dz

Finalmente, la ecuacion de Navier-Stokes para este problema queda de la
siguiente forma (Ec. 1.99).

2
9 _ M_a sz(y) (1.99)
0x 0z

Por las condiciones del problema se conoce que la presion solo varia en la
direccién x, por lo que se puede sacar la derivada de la presién de la integral
(Ec. 1.100) obteniendo como resultado una funcion cuadratica para el perfil de
velocidades resolviendo la integral (Ec. 1.101).

_(f1 c')p 1 dp
U,(2) —f _c')x ﬂ (1.100)
Uy(2) = %Z—Z(azz + bz +¢) (1.101)

Siendo a, b, y ¢ constantes de integracion.

Por otra parte, la presion se calcula despejando el perfil de velocidades
obtenido (Ec. 101) en la ecuacion de continuidad (Ec. 1.78), de donde se
obtiene que la derivada de la presion en la direccidén x debe ser una constante
y, por tanto, la presién es una funcién lineal (Ec. 1.102).

p=fx+g (1.102)

Siendo f y g constantes de integracion. Las constantes de integracion se
despejan aplicando las condiciones de contorno del problema (Ec. 1.97),
llegando finalmente a la solucion del flujo laminar entre dos planos paralelos
(Ec. 1.103, Ec. 1.104 y Fig.1.9bc).
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4
Ur(y) = uo (1 - ﬁyz) (1.103)
8
p= _%x (1.104)

Flujo laminar en una tuberia cilindrica

Si en lugar de entre dos planos paralelos infinitos, el fluido se encuentra
confinado en un cilindro de longitud infinita y radio R;, (Fig. 1.10a), también
presentard un perfil de velocidades parabdlico. Para demostrarlo, se utiliza la
ecuacién de Navier-Stokes para el flujo estacionario y laminar (Ec. 1.95) en
coordenadas cilindricas. En coordenadas cilindricas el laplaciano y el gradiente
tendrén la siguiente forma (Ec. 1.105y 1.106)2.

Posicion Radial

O Yo

Velocidad

Figura 1.10.: Flujo en una tuberia cilindrica. a) Geometria del problema del flujo en la tuberfa
cilindica. b) Perfil de velocidades en la seccién longitudinal de la tuberia. c) Campo de velocidades
en la seccién transversal de la tuberia.

op__, 1dp__, Jp_,

g, % 1lop_, op 1.105
Vp pRU R gy, u, ( )
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L0 au\ 1 azﬁ+ 92U (1.106)
"or) 12902 T 92 '

~ror
En este caso, el fluido solo se movera en la direccion axial (x) y su magnitud
variara en la direccién radial (r). En el eje del cilindro la velocidad del fluido sera
una determinada, uy. Aplicando lo anterior y la condicion de no-deslizamiento
las condiciones de contorno seran las siguientes (Ec. 107).

U(r=R,,)=0 U,=0
x( ln) T (1107)

U(r=0))=uy, Ug=0

De forma analoga al caso del prisma, el fluido solo se movera en la direccion

axial, por lo que la presion no variard en las otras direcciones (Ec. 1.108).

d d

& _9% _ (1.108)
dr do

Finalmente, para este problema se obtiene la siguiente ecuacién de

movimiento.

op _ li(r_auz(r)) (1.109)
0x ror or

Al igual que en el caso anterior se conoce que dp/dx debe ser constante, por
lo que se puede sacar de la integral (Ec. 1.110).

Uec(r) = j%(fr%?—idr) dr = %Z—Zf%(f rdr) dr (1.110)

Tras resolver laintegral y aplicar las condiciones de contorno (Ec. 1.107) se llega
a que, igual que en el caso de los planos paralelos, el fluido sigue un perfil de
velocidades parabdlico (Ec. 111 y Fig. 1.10bc) y la presion tiene una
dependencia lineal (Ec. 1.112).

r2
U,(r) =uy (1 — —2> (1.112)
Rin
4uu
p=_—Ho, (1.112)
2
Rin
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Ley de Poiseuille

Una vez conocido el perfil de velocidades dentro de una tuberia se puede
calcular el caudal (Q) dentro de esta como la integral del campo de velocidades
en la seccion transversal de la tuberia (Ec. 1.113).

0 =fUdS (1.113)
En el caso de la tuberia cilindrica, el caudal tendrd la siguiente forma (Ec. 1.114).

21 1 1
Qcitinaro = f j U (1 - FTZ) drdf = E”uORin2 (1.114)
0 0

También se puede calcular el caudal para una tuberia prismatica de secciéon
rectangular (de altura h y anchura a) tomando una seccion finita dentro del
perfil de velocidades obtenido al resolver el movimiento de un fluido entre dos
planos infinitos (Ec. 1.103). Esta aproximacién serd valida en los casos w > h
(Ec. 1.115).

Qprlsma f hzy )d}’dz = §u0ah (1.115)
-a/2 h/2

No obstante, experimentalmente es dificil de determinar la velocidad en el eje
de la tuberia (ug), por lo que resulta conveniente expresar el caudal en funcién
de la diferencia de presién. Tomando una longitud, L, finita dentro del cilindro
0 prisma, se puede definir una diferencia de presién (Ap) para expresar el
caudal en funcién de esta diferencia de presién obteniendo la ley de Poiseuille
(Ec. 1.116y 1.117).

R,*
Qcilindro = < 8[7[1, )Ap (1.116)
ah?
Qprisma = F‘u Ap (1.117)

La Ley de Poiseuille predice que en una tuberia caudal y diferencia de presion
dependen linealmente. El inverso de los términos entre paréntesis en las
anteriores ecuaciones (Ec. 1.116y 1.117) son lo que se conoce como resistencia
microfluidica (R, Ec. 1.118 y Ec. 1.119), esta dependera exclusivamente de la
geometria de la tuberia y de la viscosidad del fluido.
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8uL

Reitinaro = Fm;; (1.118)
12ulL

Rprisma = W (1.119)

1.8. Interaccion fluido-sdlido

En este apartado se va a estudiar cémo interactda un fluido en movimiento con
un cuerpo sélido (los razonamientos mostrados a continuacion son igualmente
validos si en lugar de un sélido se trata de otro fluido inmiscible). Cabe destacar
qgue los resultados que se obtendrdn son igualmente validos tanto si se
considera que el sdélido estd en reposo dentro de un fluido en movimiento,
como si se considera el sélido moviéndose dentro de un fluido inicialmente en
reposo. La fuerza que ejerce un fluido sobre una determinada superficie (F) se
puede calcular como la integral de superficie del tensor densidad de flujos de
impulso (Ec. 1.89) en dicha superficie (Ec. 1.120).

Si se quiere obtener la fuerza que ejerce el fluido sobre un sélido, en esta
integral la superficie de integracion sera la frontera entre el sélido vy el fluido.
Ademas, dada la condicion de no deslizamiento, el término pU; U; se anula, por
lo que el cdlculo de la fuerza hidrodindamica se reduce a integrar el tensor de
tensiones del fluido en la superficie del sélido (Ec. 1.121).

F —f 5+ |24 9 gs (1.121)

Ley de Stokes

Para obtener la relacién entre fuerza hidrodindmica y velocidad se va estudiar
el caso de una esfera (en reposo) dentro de un fluido en movimiento. En el
infinito, el fluido tiene una velocidad constante (ug) y es perturbado localmente
cerca de la esfera, que se encuentra en el origen de coordenadas.

Resolver este problema aplicando la ecuacion de Navier-Stokes resulta muy
complicado en cualquiera de las versiones que se han visto (Ec. 1.94 y 1.95).
Para resolver con mayor facilidad este problema se utilizara otra versién de la
ecuacion de Navier-Stokes®. Para ello, en primer lugar se aplica el operador
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rotacional a la ecuacion de Navier-Stokes para un flujo laminar estacionario (Ec.
1.95).

V x (Vp) =V x (uv20) (1.122)

El rotacional de un gradiente es cero, por tanto, la ecuacién de Navier-Stokes
tendra la siguiente forma (Ec. 1.123).

V2(VxU)=0 (1.123)

Antes de resolver el problema de la esfera en un fluido se debe tener en cuenta
algunas propiedades vectoriales que ayudaran a resolver el problema. En este
caso, el campo de velocidades se podra expresar como, U=VxA+ ug. El
vector velocidad no sera nulo en las direcciones radial y polar, por lo que A4,
tendra que ser un vector axial. Ademas, en el plano de una esfera, la Unica
manera de construir un vector axial es mediante un producto vectorial del tipo
7 X Ug, por esta razdn, el vector A tendrd la forma f'(r)fi X ug, donde f” es
una funcién escalar que depende de r y n es el vector director de la velocidad.
Finalmente, f'(r)fA se puede expresar como el gradiente de otra funcion
escalar que depende der: V)f. Por lo tanto, podemos escribir la velocidad de la
siguiente forma (Ec. 1.124).

U=Vx(Vfxug)+ug=Vx(VxI[fugl) +ug (1.124)

Como ug es constante, se ha podido sustituir Vf X Uy como V x (fug). Con
la velocidad expresada de esta forma (Ec. 1.124) se puede aplicar la siguiente
igualdad al rotacional de la velocidad (Ec. 1.125).

VxU=Vx[Vx(Vx[fug]) +ug| = —V2(V x [firg]) (1.125)

Finalmente, despejando el rotacional de la velocidad (Ec. 1.125) en la ecuacién
de Navier-Stokes (Ec. 1.123) y teniendo en cuenta que u, es constante se llega
a la ecuacion 1.126.

V2 (—v2 (V x [fag])) = VH(Vf xug) = V4(Vf) xug =0  (1.126)

De la anterior ecuacién se deduce que el operador V* aplicado a f debe ser
constante (Ec. 1.127).

V4f = cte (1.127)
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Como la derivada de velocidad debe ser nula en el infinito puede demostrarse
que esta constante debe ser cero®. Expresando el operador laplaciano en
coordenadas esféricas® se llega a la siguiente ecuacion diferencial (Ec. 1.128).

1dy/.d _d*(VPf)  2d(VEf)
malP G =gt = H428)

Para facilitar la resolucién del problema se resuelve la ecuacion 1.128
despejando la funcién V2 f (Ec. 1.129), para despejar posteriormente f.

sz:T+C2 (1129)

La constante de integracién ¢, (Ec. 1.129) debe ser nula para satisfacer que la
derivada de la velocidad sea nula en el infinito. Aplicando el operador
laplaciano sobre f, lo que lleva a la siguiente ecuacién diferencial (Ec. 1.130),
gue tiene como solucion la combinacion lineal de una recta y una hipérbola (Ec.
1.131).

d*f 2df
frs .24 _, (1.130)
dr? +rdr “r
C3
f= clr+7 (1.131)

Conocida la funcion f se puede obtener el campo de velocidades del fluido (Ec.
1.132) aplicando la relaciéon entre campo de velocidades y la funcién f (Ec.
1.124).

. Ug+A(ug - ) 3 (ug - A) — Uy

=u0+C1 +C3

" e (1.132)

<l

Las constantes de integracion ¢4 y ¢3 se despejan aplicando la condicién de no
deslizamiento en la superficie de la esfera, obteniendo ¢; = 3Rpgr¢/4y €3 =

Rpart3/3, siendo Ry €l radio de la particula. Por lo tanto, el campo de
velocidades es el siguiente (Ec. 1.133 y Fig. 1.11a).

3
3Rpart +Rpart )

U, =u0c059<1—

2r 2r3
ip o b (1.133)
Us = — o(1— part _ Npart
0 Uy sen ( yw e
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Conocido el campo de velocidades se puede calcular la presion despejando en
la ecuacién de Navier-Stokes, llegando al siguiente resultado (Ec. 1.134 y Fig.
1.11b).

3uUR
__SH partc

72 0s 6O (1.134)

P = Do

a) Velocidad  b) Presion
- Max - Max
¥ 0 Min
Direccion
X del Flujo

Figura 1.11.: Flujo alrededor de una esfera. Lineas de flujo (a) y campo de presiones (b) cerca de
una esfera obtenidos al resolver la ecuacién de Navier-Stokes.

Una vez conocidos los campos de velocidades y presidon se puede obtener la
fuerza que ejerce el fluido sobre la esfera integrando el tensor de tensiones del
fluido en la superficie de esta (Ley de Stokes, Ec. 1.135).

F = 6muR gty (1.135)

La Ley de Stokes predice una dependencia de la fuerza con la velocidad inicial
del fluido y la dimensién de la esfera. Dada la simetria del problema, la fuerza
resultante sobre la particula sélida tiene la misma direccién que el flujo, sin
embargo, en los casos en los que la particula tiene una forma arbitraria’®! o el
movimiento del fluido presente alguna constriccion'®'?, esta fuerza puede
presentar componentes no nulas en las direcciones ortogonales al flujo. No
obstante, seguird habiendo una dependencia lineal con la velocidad (Ec. 136)8
llegando a la forma matricial de la Ley de Stokes.

Siendo b;;j un tensor que depende de la geometria del problema.
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1.9. Conclusiones

En este capitulo se han mostrado la descripcion de un sélido elastico y un fluido.
En el caso del sélido eldstico, tras haber deducido la relacidon entre los tensores
deformacion y de tensiones, se ha aplicado al movimiento de un cuerpo en el
gue una de sus dimensiones es mucho mayor que las otras (modelo de Euler-
Bernouilli). Los limites de aplicabilidad de este modelo se adecuan a los
dispositivos desarrollados durante la presente tesis doctoral, que se mostraran
en los siguientes capitulos, en los que su longitud es un orden de magnitud
mayor que su didmetro. Seguidamente, se ha demostrado que la parte
temporal de la solucién a la ecuacion de Euler-Bernouilli es analoga a la solucion
del oscilador armonico simple; tanto en su version ideal como en su versién con
excitacién y amortiguamiento. Esta analogia permitird, en los siguientes
capitulos, considerar los resonadores utilizados como un oscilador armdnico
simple, lo que simplificard la interpretacion de los resultados obtenidos.

Por otra parte, en los epigrafes dedicados a la mecéanica de fluidos, se ha
demostrado la relacién entre los campos de velocidades y presidn,
permitiendo, junto con la ecuacion de continuidad, describir el movimiento de
un fluido. Esta descripcion se ha aplicado seguidamente a un fluido
incompresible en régimen laminar y estacionario confinado dentro de una
tuberia infinita. De esta manera se ha demostrado que el flujo dentro de una
tuberia de dimensiones micrométricas presenta un perfil de velocidades
parabdlico. También, se ha mostrado que dentro de una tuberia el caudal es
directamente proporcional a la diferencia de presion aplicada entre sus
extremos, siendo esta constante de proporcionalidad la resistencia
microfluidica (Ley de Poiseuille).

Finalmente, se ha estudiado la fuerza que ejerce el fluido sobre una particula
que se encuentra inmersa dentro de este, mostrando que esta fuerza es
directamente proporcional a la velocidad del fluido y a las dimensiones de la
particula. La descripcion de esta fuerza, junto con el perfil parabdlico conocido
dentro de la tuberia permitird en los préximos capitulos desarrollar modelos
para el calculo de la velocidad de las particulas.
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Capitulo 2:
Fabricacion de Dispositivos

Uno de los objetivos principales de esta tesis es el desarrollo del proceso de
fabricacién de los microcanales suspendidos resonantes (SMR, por sus siglas en
inglés) que aumenten la versatilidad y accesibilidad de la técnica, manteniendo
una buena reproducibilidad en la fabricacion de los dispositivos. Generalmente,
los resonadores con microcanales suspendidos suelen consistir en
micropalancas de silicio (o nitruro de silicio) con un canal integrado®?, lo que
requiere de una larga secuencia de procesos de fabricacion en sala blanca
(litografia, deposicién de materiales, ataques quimicos y/o fisicos, etc.).
Aungue estos métodos de fabricacion permiten una gran reproducibilidad y un
control muy preciso de las dimensiones del resonador, cuentan con la
desventaja de que el coste de un dispositivo individual resulta muy elevado, lo
gue hace que esta técnica sea dificilmente accesible y dificulta sus aplicaciones
comerciales.

Con el fin de simplificar el proceso de fabricacién de los resonadores mecanicos
con microcanales integrados y hacerlos compatibles con técnicas 6pticas (p. ej.
citometria de flujo), en 2015 se propuso por primera vez el uso de tubos
capilares comerciales de silice fundida a modo de SMR demostrando una
sensibilidad en densidad de masa préxima a los SMR basados en micropalancas
de silicio®. Estos tubos capilares tienen la ventaja afiadida de ser transparentes,
lo que abre la puerta a la caracterizacion dptica de analitos suspendidos en un
liquido que fluye por su interior, dando lugar a la caracterizacion mecano-
Optica basada en resonadores microcapilares transparentes (RMT). A este
trabajo le siguieron otros en los que se ha conseguido reducir el limite de
deteccién en masa de este tipo de resonadores empleando tubos capilares
comerciales cuyo didmetro es reducido localmente en el centro mediante
deformacion plédstica’. Esta reduccién en el didmetro ha permitido medir
particulas con una masa boyante de ~10 ng®. En paralelo a esos trabajos, otros
autores han propuesto la fabricacion de este tipo de resonadores
transparentes con microcanales integrados mediante la ablacion laser de
sustratos de silice®, consiguiendo resonadores con didmetros de varias decenas
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de micras y longitudes de cientos de micras en un proceso mas sencillo que el
de fabricacion de micropalancas con canales integrados, pero mas complejo
gue el propuesto en la presente tesis.

En esta tesis se seguird la aproximacion de resonadores basados en tubos
capilares de silice comerciales afiadiendo como novedad la integracion de los
mismos en sustratos reflectantes mediante el uso de anclajes poliméricos
fotolitografiados. Esta nueva estrategia permite la miniaturizacion de los
dispositivos consiguiendo un control de la longitud de los resonadores a escala
micrométrica gracias a la utilizacion de técnicas de fotolitografia. En este
capitulo se presenta el proceso de fabricacion de los dispositivos que se usaran
a lo largo de toda esta tesis. Para el método de fabricacién se han propuesto
dos aproximaciones: los dispositivos basados en sustratos con trincheras y los
dispositivos basados en capilares elongados. Ademas, en esta tesis también se
han desarrollado dispositivos microfluidicos (resistores microfluidicos) que,
conectados en serie con los dispositivos RMT, permiten un mayor control del
flujo en la zona suspendida dispositivo.

2.1. Fabricacidon de dispositivos RMT a partir de sustratos con

trinchera

La primera estrategia de fabricacién que se ha utilizado en esta tesis consiste
en la integracion de tubos capilares de silice comerciales en un sustrato de
silicio que ha sido atacado para presentar una trinchera sobre la que el tubo
gueda suspendido, pudiendo oscilar libremente. El proceso de fabricacién
ideado consiste en dos pasos: preparacion del sustrato (en el que se crea una
trinchera) y la deposicion de los anclajes mediante fotolitografia. Al terminar el
proceso, se obtiene un tubo que queda fijado al sustrato mediante unos
blogues poliméricos y suspendido sobre una trinchera en el sustrato, de tal
manera que podra oscilar en esa regiéon. De esta manera, la longitud del
resonador estara determinada por la anchura de la trinchera.

Para la preparacién del sustrato con una trinchera, se ataca una oblea de silicio
monocristalino con una disolucién acuosa de hidréxido de potasio (KOH).
Protegeremos la oblea de silicio con una mascara de tal modo que solo serdn
atacadas las partes expuestas. Se probaron diversos recubrimientos (éxido de
silicio, nitruro de silicio, oro...) para la mascara protectora, optando finalmente
por utilizar un sustrato de silicio con un recubrimiento continuo de nitruro de
silicio en su cara posterior (Fig. 2.1.a) y una mascara de resina Pro-TEK® en su
cara pulida. Esta opcion resulta la mas rapida y sencilla ya que solo requiere un
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proceso de fotolitografia para la preparacion de la mascara, mientras que los
otros recubrimientos requieren varios pasos intermedios (deposicion de una
capa, litografia, ataque y retirada de la capa de material de la mascara).

a) b) €) UV Mascara UV

[ Resina Pro-TEK _1
e S

e
Lactato de Etilo Hidroxido de Potasio

h)

Disolucién Pirafia

Altura (um)
Profundidad }
de Ataque

250 500 750 1000

Posicién (um)

Figura 2.1.: Proceso de fabricacion de la trinchera en el sustrato. Representacion esquematica. a)
Sustrato inicial. b) Deposicidén de una capa de resina Pro-Tek PSB 23 mediante centrifugado. c)
Exposicion a luz ultravioleta (UV) de la muestra con la resina. d) Revelado de la resina con lactato
de etilo. ) Atague humedo del sustrato con una disolucion acuosa de hidréxido de potasio. f)
Imagen de microscopia dptica de la muestra tras el ataque con hidroxido de potasio. La flecha
indica la posicion y direccion del barrido realizado con el perfildmetro mostrado en g). g) Perfil
de alturas medido en la trinchera mediante perfilometria. h) Representacion esquematica de la
limpieza del sustrato con disolucidn pirafia.

Para la preparacion de la mascara polimérica se sigue el siguiente
procedimiento.

e Primera deposicién: Se deposita una capa de resina ProTEK PSB Primer
(Brewer Science Inc., EE.UU.) centrifugando la muestra a 1000 rpm
durante 1 minuto.

e |a muestra se calienta a 110° C durante 1 min vy, posteriormente, a
220° C durante 5 min.

e Se lava la muestra con propilenglicol metil éter acetato (PGMEA) y se
seca centrifugdndola a 6000 rpm durante 2 min.

e Segunda deposicidn: Se deposita una capa de resina ProTEK PSB-23

(Brewer Science Inc., EE.UU.) centrifugando la muestra a 1300 rpm
durante 1 minuto (Fig. 2.1.b.).
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e Secalienta la muestra a 110° C durante 2 min.

e  Exposicidn: Se expone la muestra a luz ultravioleta aplicando una dosis
de 500 ml/cm? (Fig. 2.1.c). Durante la exposicidon la muestra se
encuentra cubierta con una mascara, consistente en un vidrio que
permite el paso de la luz salvo en su centro donde tiene un motivo
cromado con una forma de rectangulos de dimensiones 500 pum x 500
pm, 200 pum x 500 pm y 100 um x 500 um. Las dimensiones de estos
rectangulos determinardn la forma de la trinchera.

e Revelado: La muestra se revela con lactato de etilo durante 1 min (Fig.
2.1.d). Como esta resina es negativa, las partes que no han sido
expuestas a la luz ultravioleta se disuelven durante este paso. Los
restos del revelador se retiran aclarando con alcohol isopropilico y
centrifugando la muestra a 2000 rpm durante 2 min.

e Secalienta a 220° C durante 3 min.

Seguidamente, las muestras de silicio con la mascara polimérica
fotolitografiada son introducidas en una disolucién acuosa de hidroxido de
potasio (KOH) con una concentracion en masa del 30% a una temperatura de
80° C con agitacion constante (Fig. 2.1e). Dentro de esta disolucion, el silicio
reacciona con el anion hidroxido y el agua produciendo hidrégeno gaseoso vy el
ion Si(OH)>~ (Ec. 2.1). De esta manera, el silicio sélido en la superficie
descubierta reaccionara, pasando a formar parte de la disolucién, lo que creara
la trinchera a una velocidad de ~1 um/min, dadas la concentracion vy
temperatura empleadas?®®.

Si(s) + 4H,0(1) +20H (aq) - Si(OH)s* (aq) + 2H,(g) (2.1)

Tras 30 minutos, se sacan las muestras de la disolucion, se limpian con agua
ultra-pura y se secan con nitrégeno, obteniendo una oquedad con una
profundidad de 30 um, la cual se mide con un perfilémetro (Fig. 2.1f y Fig. 2.1g).
Cabe resaltar que el KOH realiza un ataque anisétropo del silicio, siendo la
direccién cristalografica <111> aquella en la que la velocidad de ataque es
despreciable. Por esta razén, entre la superficie sin atacar y la zona de mayor
profundidad de ataque, la profundidad varia linealmente con una pendiente de
54.7°.

Posteriormente, se retira la resina Pro-Tek de las muestras introduciéndolas en
disolucién pirafia (mezcla de acido sulfurico 96% con perdxido de hidrégeno
30% mezclados en proporcion 3:1 en volumen). Pasados 10 min la capa de
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resina se desprende (Fig. 2.1f), se retira la muestra de silicio de la disolucion y
se aclara con agua desionizada.

Una vez se ha conseguido un sustrato de silicio limpio y con una trinchera, se
procede a fijar un capilar de vidrio en el mismo. Para ello, se toma un capilar de
silice comercial con unas dimensiones de 65 um de didmetro externo, 20 um
de didmetro interno y 5 mm de longitud (TSP020090, Polymicro Technologies,
EE.UU.). Este capilar dispone de un recubrimiento de poliimida de 12 um que
permite manipularlo sin romperlo. Sin embargo, este recubrimiento impide el
acceso optico al capilar de vidrio, por ello se retira localmente. Para esto, se
adhiere el capilar a un porta-muestras de vidrio con cinta de Kapton en sus
extremos de tal manera que solo queda sin tapar una zona de 1 mm en el
centro. Este porta-muestras se introduce en disolucion pirafia y tras 12 min el
recubrimiento se ha quitado por completo en la parte no protegida mientras
se mantiene en la parte protegida. Seguidamente, este capilar se alinea para
gue su eje quede perpendicular con la trinchera y se adhieren sustrato y capilar
con cinta de Kapton de tal manera que los extremos del capilar queden
cubiertos (Fig. 2.2a). El uso de esta cinta evitard que capilar y sustrato se
separen durante el centrifugado en la litografia, asi como que entre fotoresina
en el capilar (lo que lo inutilizaria).

apton b i
a) e {K:al;;ar S ) Resina SU-8
c) d) e)

Uv Mdéscara uv

| - Revelador Anclajes
. F./ \.q

Figura 2.2.: Representacion esquematica del proceso de fabricacion de los anclajes poliméricos. a)
Sustrato con trincheray un capilar de silice adherido con cinta Kapton. b) Deposicién de la resina
SU-8 mediante centrifugado. ¢) Exposicion a luz ultravioleta (UV) de la muestra con la resina
utilizando una mascara. d) Revelado de la resina. e) Dispositivo obtenido al final del proceso.

Finalmente se fabrican los anclajes poliméricos del capilar haciendo una
fotolitografia de resina SU8-2150* mediante el siguiente procedimiento.

e Llimpieza: Se limpia el capilar junto con el sustrato utilizando un plasma
de oxigeno (100 W, 400 mtorr de O,) durante 1 min.
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e Deposicidn: Se deposita una capa de resina SU8-2150 centrifugando la
muestra a 1500 rpm durante 30 s (Fig. 2.2b).

e Se calienta la muestra a 65° C durante 7 min y, a continuacion, a 95° C
durante 70 min.

e Exposicidn: Se alinea la mdscara de litografia utilizando una alineadora
automadtica para que los anclajes fabricados con resina lleguen hasta el
principio de la trinchera en cada lado. Después, se expone la muestra
a luz ultravioleta aplicando una dosis de 450 mJ/cm? (Fig. 2.2c). Para la
exposicion se cubre la muestra con una madscara, consistente en un
vidrio cromado que permite el paso de luz UV a través de dos
rectangulos de 1 mm x 2 cm separados entre ellos 500 pm, 200 um o
100 um. La distancia entre estos rectangulos debera ser igual a la
anchura de la trinchera.

e Tras la exposicion, se calienta la muestra a 65° C durante 5 min vy,
seguidamente a 95° C durante 20 min

e Revelado: Se introduce la muestra en el revelador, (1-Metoxi 2-propilo)
acetato y se mantiene en un bafio con ultrasonidos (Fig. 2.2d). Pasados
20 minutos, la muestra se saca del revelador, se aclara utilizando
alcohol isopropilico y se seca con nitrogeno. Como esta resina es
negativa, al final de este paso, la resina que no ha sido expuesta se
habra disuelto, de esta manera, el capilar queda suspendido sobre la
trinchera (Fig. 2.2.e).

Una vez acabado el proceso de fabricacién se obtiene un capilar de 65 um de
didmetro (externo), con una longitud suspendida de 500 um y anclado
mediante bloques poliméricos en un sustrato reflectante (Fig. 2.3a).

Los dispositivos obtenidos mediante este proceso de fabricacién presentan
algunas limitaciones. En primer lugar, la relacion entre el diametro interno y el
externo (A), parametro que determina las sensibilidades en masa y densidad
(véase capitulo 4), es baja (~0.3). Por otra parte, aunque la resina utilizada
(SU8-2150) produce unos anclajes de gran espesor (~200 um), estos no
producen una sujecion optima de los resonadores ya que aparecen huecos
entre el sustrato, el capilar y en anclaje (Fig. 2.3a). Esta oquedad no deseada
en el anclaje se produce debido a la gran viscosidad de la resina utilizada con la
gue no se consigue cubrir por completo el capilar durante el proceso de
centrifugado. Otra limitacion de este proceso de fabricacion se debe a que el
ataque del silicio con KOH produce rugosidades en el silicio atacado (Fig. 2.3.).
La aparicién de estas rugosidades se debe a que uno de los productos de la

74



Capitulo 2

reaccion del KOH con el silicio es hidrégeno en estado gaseoso, lo que produce
la aparicién de burbujas en la superficie atacada. A pesar de que la disolucion
se mantiene con una agitacion constante, estas burbujas pueden permanecer
adheridas a la superficie del silicio entre varios segundos y varios minutos,
causando que la superficie que cubren no sea atacada durante ese tiempo,
originando la aparicion de rugosidades (Fig. 2.3b). Dado que el ataque es
anisétropo estas rugosidades estaran formadas por estructuras piramidales
(Fig 2.3c). Este es un efecto indeseado ya que producird reflexiones difusas al
medir estas muestras en el sistema interferométrico, lo que aumentara el nivel
de ruido en las medidas.

a)

Figura 2.3.: Dispositivo a partir de un sustrato con trinchera finalizado. Imagenes tomadas
mediante microscopia electrénica de barrido. Estas imagenes han sido coloreadas para una
mejor comprension. Se representan los anclajes poliméricos en amarillo, el capilar de vidrio en
azul y el sustrato de silicio en gris. a) Imagen de un dispositivo tomada con una inclinacion de
50°. b) Imagen de un dispositivo tomada con una inclinacién de 0°. ¢) Detalle de la imagen en b)
que muestra la estructura piramidal de las rugosidades.

Por otra parte, el didametro de los capilares (90 um) empleados en este proceso
no es adecuado para su conexién directamente con los tubos y conectores de
dimensiones tipo usados habitualmente en microfluidica. Por esta razén, para
poder controlar la entrada de liquidos en el dispositivo es necesario conectar
los extremos del dispositivo fabricado a un capilar de 250 um de didmetro
interno y 350 um de didametro externo (TSP250350, Polymicro Technologies,
EE.UU.), que si es compatible con los accesorios tipo usados en microfluidica.
No obstante, esta solucién solo es valida si el dispositivo se utiliza para medir
propiedades de liquidos: cuando se utiliza para analizar particulas estas
precipitan sobre la pared del capilar de mayor didametro antes de llegar a la
unién con el capilar de menor didmetro y no son transportadas hasta la zona
sensible del dispositivo.
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2.2. Fabricacion de dispositivos RMT a partir de capilares

elongados

Con el fin de superar las limitaciones que presentan los dispositivos basados en
capilares integrados en sustratos con trinchera se ha desarrollado en esta tesis
otro método de fabricacion alternativo basado en la reduccién local del
didametro de los capilares de silice fundida mediante la deformacién plastica de
estos. Una vez se ha reducido localmente el didametro de los capilares, estos
son colocados sobre un sustrato de silicio y se fabrican los anclajes poliméricos
mediante fotolitografia. Esta técnica es mas simple y rapida que la anterior, ya
gue no requiere de la preparacién de un sustrato con trinchera y el proceso de
fotolitografia de los anclajes es mas rapido.

N—— =

Figura 2.4.: Elongacién de capilares. a) Estacidn de estirado de fibras utilizada. I. Posicionadores
Il. Sujecién para fibras. Il Soplete. IV Camara con objetivo integrado 10X. b) Sucesién de
imagenes tomadas durante la elongacion de un capilar, barra de escala: 1 mm. 1. Capilar inicial.
2. Pirolisis de la poliimida. 3.Poliimida retirada localmente. 4. Aplicacién de fuerza en la direccién
axial. 5. Capilar al final del proceso. c) Representacion esquematica de la relacion entre el radio
externo inicial de capilar (Ry), el radio externo final del capilar (R,y¢) y |a distancia al sustrato en
la zona suspendida.

En el primer paso de este proceso se busca reducir el didmetro (tanto interno
como externo) de capilares de silice comerciales, que inicialmente presentan
didmetros de cientos de micrometros, hasta didmetros de decenas de
micrémetros. Esta reduccion en el tamafio se consigue aplicando una tension
a los capilares en su direccién axial mientras se calientan para obtener una
deformacion plastica. Con el fin de controlar dicha deformacion, se ha disefiado
y fabricado una estacion de estirado de fibras (Fig. 2.4a). Esta estacion consiste
en dos posicionadores micrométricos dotados de unas sujeciones
originalmente disefiadas para fibras dpticas (HFFOO1, Thorlabs Inc., EE.UU.),
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sobre las que se colocan los capilares. Estas sujeciones estan alineadas vy
separadas entre si una distancia conocida (inicialmente 1 cm). Entre estas
sujeciones se coloca un capilar y se le aplica calor con una llama de isobutano
mientras se accionan de manera controlada los posicionadores micrométricos
de tal forma que se aumenta la separacién entre ambos. De este modo, los
posicionadores ejercen una fuerza de traccidn sobre el capilar, con lo que se
consigue elongar el mismo y reducir su didmetro en la zona deformable
(caliente). Para un mayor control del didmetro, esta estacién estd equipada con
una camara con objetivo de aumento integrado 10X (DinolLite Edge
AMA4517MZTL, AnMo Electronics Corp., Taiwan).

Para la fabricacién de los dispositivos empleados en esta tesis se reduce el
tamafio de un capilar comercial de silice (TSP250350, Polymicro Technologies,
EE.UU.) que inicialmente tiene un didmetro externo de 325 um, un didmetro
interno de 250 pm, una longitud de 6.5 cm y un recubrimiento de poliimida de
18 um de grosor. Al aplicar calor con la llama de isobutano sobre el capilar se
retira localmente el recubrimiento de poliimida revelando el capilar de vidrio
(Fig 2.4b1 y 2.4b2). Nétese que solo se ha retirado el recubrimiento de
poliimida en el centro del capilar mientras que los extremos lo conservan, lo
gue hara mas facil su manipulacién. Una vez retirada la poliimida, se aplica calor
durante 15 s para que la silice alcance una temperatura suficientemente alta
para la elongacion. Seguidamente, se continlda aplicando calor con la llama
mientras se actlan manualmente los posicionadores durante un intervalo de 1
min hasta que la separacion entre estos se ha incrementado ~1 cm. Este
proceso de elongacion asistida térmicamente hace que en la zona central del
capilar el didmetro se reduzca de manera continua, dandole asi la forma de un
hiperboloide (Fig. 2.4b5) en la que se mantiene siempre constante la relacion
entre los radios interno y externo (1 = R, /Reyxt). Esta estacién de estirado de
fibras permite conseguir capilares con un didmetro externo, en su punto de
menor grosor, entre 55 um y 5 pum controlando la longitud de elongacion.

Una vez se ha realizado el proceso de elongacidn térmica del capilar, este se
coloca sobre un sustrato de silicio pulido y se fabrican los anclajes poliméricos
mediante una fotolitografia con resina SU-8 de tal manera que quede liberada
la zona del capilar donde el didmetro se minimiza. A diferencia del epigrafe
anterior, en este caso se utiliza la resina SU-8-2010% (Kayaku Advanced
Materials Inc., EE.UU.), una variedad de la familia de resinas SU-8 que presenta
una menor viscosidad, permitiendo cubrir todo el capilar y reduciendo el
tiempo del proceso de litografia. Para esta litografia se toma un sustrato de
silicio de 2 cm x 2 cm al que se adhieren los extremos del capilar mediante cinta
adhesiva Kapton. En este caso, al colocar el capilar sobre una superficie plana
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la parte en la que se ha reducido el diametro quedara suspendida (Fig. 2.4c),
sin necesidad de litografiar y atacar previamente un sustrato como en el caso
anterior. La litografia de los anclajes sigue unos pasos similares al epigrafe
anterior, cambiando los pardmetros de los distintos pasos al emplear otra
variedad de la resina SU-8, como se muestra a continuacion.

Limpieza: Se limpia el capilar junto con el sustrato utilizando un plasma
de oxigeno (100 W, 400 mtorr de O,) durante 1 min.

Deposicidn: Se deposita una capa de resina SU8-2010 centrifugando la
muestra a 1000 rpm durante 30 s (Fig. 2.3b).

Se calienta la muestra a 95° C durante 4 min.

Exposicidn: Se expone la muestra a luz ultravioleta aplicando una dosis
de 1200 mJ/cm? (Fig. 2.3c) colocando entre la l[dmpara y la muestra un
filtro que absorbe las longitudes de onda inferiores a 355 nm (PL-
360LP, Omega Optical Inc., EE.UU.). Para la exposicion se cubre la
muestra con una mascara, consistente en un vidrio cromado que
permite pasar a la luz a través de dos rectangulos de 1 mm x 2 cm
separados entre ellos 500 um, 200 um o 100 um. La distancia entre
estos rectdngulos es la que determina finalmente la longitud de la
regién suspendida del dispositivo.

Se calienta la muestra a 95° C durante 5 min.

Revelado: Se introduce la muestra en el revelador, (1-Metoxi 2-propilo)
acetato, durante 10 min (Fig. 2.3d). Al final de este paso, la resina que
no ha sido expuesta se habra disuelto mientras que la parte expuesta
permanecera en la muestra (Fig. 2.3e). De esta manera, quedara
definida la parte en la que el capilar queda suspendido pudiendo oscilar
(Fig. 2.5a).

Se calienta la muestra a 300° C durante 10 min. Con este paso se
consigue que desaparezcan las grietas que aparecen en la resina
durante los pasos anteriores aumentando su rigidez, lo que mejora el
anclaje del capilar.

Al final de este proceso se obtiene un capilar de silice suspendido una longitud
de 500 um, anclado por ambos extremos sobre un sustrato de silicio pulido (Fig.
2.5ay Fig. 2.5b). A lo largo de la zona suspendida (500 um), el didmetro varia
+1.5 um entre los anclajes, debido a la forma de hiperboloide que confiere al
capilar el proceso de elongacion térmica. A pesar de esta forma, en todos los



Capitulo 2

capitulos el dispositivo se ha aproximado a un cilindro en su zona suspendida
para el estudio de sus propiedades mecanicas e hidrodinamicas, ya que la
variacion relativa del didmetro es muy pequefia (~2%); aungue no ocurrira lo
mismo con sus propiedades dpticas (véase capitulo 3 para una discusion mas
detallada de este aspecto).

a)

Figura 2.5.: Dispositivos fabricados a base de capilares elongados. a) Imagen de microscopia dptica
de un dispositivo. b) Imdgenes tomadas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).
Imagen de un dispositivo tomada con una inclinacién de 90°. ¢) Imagen de un dispositivo tomada
con una inclinacién de 35°. Las imagenes SEM han sido coloreadas para una mejor comprension.
Se representan los anclajes poliméricos en amarillo, el capilar de vidrio en azul y el sustrato de
silicio en gris.

Notese que, de acuerdo con las especificaciones del fabricante®® y los
parametros empleados en la litografia, la resina deberia tener un espesor
uniforme de 20 um. Este espesor se obtiene en las zonas del sustrato de silicio
alejadas del capilar, sin embargo, cerca del capilar, el espesor de la resina varia
de manera continua hasta cubrir el capilar en su zona mas alta, alcanzando un
espesor de ~200 um (Fig. 2.5c). Este espesor no uniforme tiene su origen en el
proceso de recubrimiento inicial con la resina mediante centrifugado, al inicio
del proceso de litografia, cuando la resina tiende a cubrir el capilar para
minimizar su tension superficial, a pesar del efecto de la fuerza centrifuga. Este
fendmeno supone una ventaja ya que permite fabricar un anclaje de gran
espesor (~200 um) utilizando una resina con una viscosidad mucho menor que
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las indicadas habitualmente para estos espesores, lo que reduce el tiempo de
fabricacién y evita la aparicidon de grietas cerca del capilar (Fig 2.5).

Dadas las ventajas que presentan estos dispositivos frente a los fabricados en
el anterior epigrafe, todos los resultados experimentales que se muestran en
esta tesis se han obtenido utilizando este tipo de dispositivos.

2.3. Fabricacion de resistores microfluidicos

El control del flujo dentro de los dispositivos fabricados es un aspecto de gran
importancia: las fuerzas hidrodindmicas dependen directamente del caudal
establecido, por lo que el movimiento de los fluidos y de las particulas que estos
puedan contener estara determinado por el circuito microfluidico
implementado. Esto hace que se tenga que escoger un sistema de bombeo que
se adapte lo mejor posible a los fenédmenos que se quieran estudiar. A
continuacion, se muestran y discuten distintas configuraciones para este tipo
de circuitos. Asimismo, se vera que, como los dispositivos empleados en esta
tesis son resonadores mecanicos (ademas de dispositivos microfluidicos) se
deben tener alin mas aspectos en cuenta al elegir la configuracién del circuito
microfluidico que en el caso de los dispositivos microfluidicos convencionales.

Sistemas de bombeo

Para poder controlar el paso de fluidos se conecta al menos un extremo de los
dispositivos resonantes fabricados a un sistema de bombeo hidraulico
mediante tubos de PEEK y utilizando un conector de vidrio comercial (Inner-
Lok GC Universal Union, Polymicro Technologies, EE.UU.). En esta tesis se han
probado dos bombas distintas: una bomba de jeringas (neMESYS 290 N, Cetoni
GmbH, Alemania) y otra de presién de gas (MFCS-EZ-07000001, Fluigent S.A,
Francia).

La bomba de jeringas funciona haciendo avanzar a una velocidad controlada el
émbolo de una jeringa, lo que permite establecer un caudal controlado dentro
del dispositivo (Fig. 2.6a). El modelo de bomba empleado, junto con una jeringa
de 5 mL, permite aplicar un caudal en un rango entre 0.1 nL/s y 500 pL/s. A
pesar de que este este tipo de bombas permiten un control muy preciso y en
un rango muy amplio del caudal, presentan dos inconvenientes de cara a su
utilizacién con los dispositivos RMT fabricados. Por una parte, no permiten
conocer la presion que se aplica al canal, lo que como se verd mas adelante
(capitulo 4), influye en la medida de los modos mecdnicos del capilar. Por otra
parte, al estar formada por distintas partes moviles, este tipo de bomba
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transmite vibraciones a través del fluido y los tubos, lo que finalmente
introduce un ruido adicional en la medida de la frecuencia de resonancia.

a) O — - b) Reservorio Reservorio
{ | Presurizado Presurizado
= i iti } () (2)
= %a Dispositivo (i) | DISpOSItIVO "
g Controlador (1) |
w T
g = Liquido
= E Controlador (1)
- EE— Residuo (1v) e bar | [1_bar ]

(A presidn atmosférica)

Figura 2.6.: Sistemas hidraulicos. a) Representacion esquematica del sistema con una bomba de
jeringas (arriba) y fotografia del mismo (abajo). b) Representacién esquematica del sistema con
bomba de presidn de gas (arriba) y fotografia del mismo (abajo).

Por otra parte, la bomba de presion de gas consta de dos reservorios que
contienen tanto el liquido a mover como un gas (habitualmente nitrégeno) a
una presion controlada (Fig. 2.6b). El equipo empleado permite aplicar en cada
reservorio una presién variable entre O mbar y 7000 mbar con una estabilidad
de +1 mbar y permitiendo controlar variaciones de 5 mbar. La presion del gas
se transmite al liquido y este se moverda siempre que haya una diferencia de
presién entre los reservorios, avanzando desde el reservorio con mayor presion
al de menor presién, Fig. 2.6b. Este tipo de sistema neumatico presenta como
ventaja frente al sistema de émbolos mecanicos una mejor reproducibilidad, ya
que el uso de un reservorio presurizado en cada extremo del dispositivo aisla
al fluido de muchas vibraciones externas. Ademas, el uso de los dos reservorios
también permite revertir la direccidn del flujo con solo cambiar la diferencia de
presion.

Por el contrario, este tipo de bomba presenta como limitacién que el caudal
dentro del circuito estard determinado directamente por la resistencia
microfluidica del dispositivo (Ley de Poiseuille, Ec. 1.118). Dada la resistencia
de los dispositivos fabricados (~0.3 mbar-s-nL?, para las dimensiones tipicas
empleadas), se puede obtener un caudal minimo de ~15 nlL/s, lo que resulta
demasiado alto para los experimentos con microparticulas y células. Ademas,
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este caudal minimo fluctuaria £3 nL/s, lo que introduce una gran dispersién en
los resultados si se quieren medir parametros como la velocidad de las
particulas. Por esta razén, en algunos de los experimentos realizados en esta
tesis se unira la salida del dispositivo RMT a unos canales microfluidicos de
fabricacién propia (resistores microfluidicos) con el fin de conseguir un mayor

control sobre el caudal.

Proceso de fabricacidn y caracterizacidon de resistores microfluidicos

Cuando se realizan experimentos con particulas en los dispositivos fabricados
(capitulos 5 a 7), la velocidad de estas al pasar por la region suspendida del
dispositivo determinara la calidad de las medidas mecdanicas y dpticas. Ademas,
la medida de la velocidad de las particulas supone una fuente de informacién
adicional sobre las propiedades de las particulas (capitulo 6), por lo que es
necesario tener un control preciso sobre este parametro. La velocidad de las
particulas es directamente proporcional al caudal en el dispositivo, por lo que
este pardmetro se podra controlar a través de la diferencia de presién fijada
entre los reservorios del sistema de bombeo de gas. Sin embargo, dadas las
dimensiones de los dispositivos fabricados, para obtener una medida éptima
de las particulas, la velocidad de estas debe ser menor que 50 mm/s: lo que se
conseguird con caudales inferiores a 50 nl/s. Teniendo en cuenta las
caracteristicas del sistema de bombeo y los dispositivos empleados, el caudal
solo se puede variar en intervalos de 15 nlL/s, dejando un control muy poco

preciso sobre la velocidad de las particulas.

Como el rango de presiones aplicables estd limitado a las especificaciones de la
bomba de gas (entre 0 mbary 7 bar, en intervalos de 5 mbar), la Unica manera
de conseguir aplicar caudales mas pequefios consiste en aumentar la
resistencia del circuito microfluidico. Para esto, se conecta en serie a la salida
del dispositivo RMT un dispositivo con canales microfluidicos de fabricacién
propia (resistor microfluidico). El circuito microfluidico resultante estara
compuesto por la secuencia reservorio/RMT/resistor/reservorio. La resistencia
total de este circuito resultard de la suma de la resistencia del dispositivo RMT
y la del resistor, ya que se puede despreciar la contribucion a la resistencia de
los tubos de PEEK utilizados para conectar los distintos componentes del
circuito debido a su mayor didmetro (~0.5 mm). El Unico objetivo del resistor
microfluidico es aumentar la resistencia total del circuito, por lo que se pueden

escoger sus dimensiones para trabajar en el rango de presiones deseado.

El proceso de fabricacién de los resistores consta de los siguientes pasos:
fabricacién de un molde mediante fotolitografia, fabricacion de una réplica en

polidimetilsiloxano (PDMS) y sellado del PDMS en un sustrato de silice.
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Para la fabricacion del molde se hard una litografia con resina SU8-2010%% en
un sustrato de silicio siguiendo los siguientes pasos.

Deposicidn: Se deposita una capa de resina SU8-2010 centrifugando la
muestra a 1000 rpm durante 30 s (Fig. 2.2b).

Se calienta la muestra a 95° C durante 4 min.

Deposicidn: Se deposita otra capa mas de resina SU8-2010
centrifugando la muestra a 1000 rpm durante 30 s (Fig. 2.2b).

Se calienta la muestra a 95° C durante 4 min.

Exposicidn: Se expone la muestra a luz ultravioleta aplicando una dosis
de 800 W/cm? empleando un filtro que absorbe las longitudes de onda
inferiores a 355 nm (Fig. 2.2c). La mascara utilizada en este caso dejard
pasar la luz en las zonas que definiran la forma de los canales.

Se calienta la muestra a 95° C durante 5 min.

Revelado: Se introduce la muestra en el revelador, (1-Metoxi 2-propilo)
acetato, durante 10 min (Fig. 2.2d).

Se calienta la muestra a 150° C durante 10 min.

Una vez se tiene el molde en SU-8 sobre silicio (Fig. 2.7a), se prepara el
polidimetilsiloxano (Sylgard 184, DowChemical Company, EE.UU.)**, mezclando
10 partes en masa de elastdmero con 1 parte de agente curante. Esta mezcla

PDMS

a) ./si-s\. b) Mezcla
- a
d) e)
I 0 Canales
L i
C—D [ Silice I [ ]

\

Figura 2.7: Proceso de fabricacion de los resistores microfluidicos. Representacion esquematica.
a) Molde fabricado en SU-8 sobre Silicio. b) Introduccion del molde en la mezcla. ¢) Separacién
del molde una vez curado el PDMS. d) Tratamiento del PDMS y el sustrato de silice con plasma
de oxigeno. e) Resistor terminado.

se remueve para conseguir una concentracién homogénea de ambos
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componentes y se vierte sobre el molde fotolitografiado (Fig. 2.7b). Se
introduce el molde con la muestra en un desecador durante 20 min para
eliminar las burbujas de aire que hay en la mezcla (Fig. 2.7b). Acto seguido se
cura a 80° C durante 2 horas.

Al final de este paso la mezcla se ha solidificado, obteniendo asi el PDMS.
Seguidamente, se separa mecanicamente el PDMS del molde fotolitografiado,
Fig. 2.7c. EIl PDMS tendra la forma complementaria del molde: los salientes en
el molde, seran oquedades en el PDMS vy viceversa. Una vez separado del
molde, se corta el PDMS sobrante y se realizan los agujeros de entrada y salida
de este dispositivo. Cabe destacar, que el molde fabricado en SU-8 sobre silicio
se puede reutilizar un nimero indefinido de veces para crear mas piezas en
PDMS idénticas. Finalmente, para sellar el dispositivo de PDMS en un sustrato
de silice, se limpiardn ambos con acetona, alcohol isopropilico y agua
desionizada y se les realizard un atague con plasma de oxigeno (100 W, 400
mtorr de O,) durante 45 s, Fig. 2.7d. Tras este paso, ambas piezas se ponen en
contactoy se calientan a 100° C durante 30 min. El PDMS y la silice del sustrato
presentan de manera natural grupos hidroxilo (OH) enlazados a sus respectivas
superficies y durante este proceso el oxigeno ionizado del plasma reacciona
con los atomos de hidréogeno de este grupo funcional produciendo vapor de
agua mientras se mantienen los d&tomos de oxigeno enlazados las superficies
del PDMSy la silice. Seguidamente, al poner ambas superficies en contacto, los
atomos de oxigeno de una superficie forman un enlace covalente con los
atomos de oxigeno de la otra superficie®®, lo que permite que ambas superficies
queden adheridas consiguiendo unos canales sellados herméticamente, Fig.
2.7e.
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Figura 2.8.: Resistores microfluidicos fabricados. a) arriba. Fotografia del resistor de 75 um de
anchura. abajo. Imagen de microscopia déptica del mismo resistor. b). arriba. Fotografia del
resistor de 50 um de anchura. abajo. Imagen de microscopia 6ptica del mismo resistor. c)
Caracterizacion de la resistencia total del circuito una vez conectado un resistor. Se representa
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la diferencia de presion aplicada entre los extremos de las resistencias fabricadas en funcion del
caudal.

Se han fabricado dos tipos distintos de resistores: uno formado por un canal en
forma de serpentin doble de 75 um de ancho y una longitud de 72 cm (Fig.
2.8a) y otro formado por un canal en forma de serpentin de 50 um de anchoy
una longitud de 129 cm (Fig. 2.8b), en ambos casos la profundidad del canal es
de 50 um. Dadas estas geometrias, estos resistores permitiran variar el caudal
en intervalos de 0.6 nL/sy 0.1 nL/s, respectivamente.

Una vez fabricados los resistores microfluidicos, se caracteriza su resistencia.
Para ello, se conecta uno de sus extremos a la bomba de presion de gas
mientras el otro extremo se conecta a un reservorio abierto y graduado que
permite medir el volumen acumulado con una precision de +5 uL. De esta
manera, cuando se aplica una cierta presion se puede obtener el caudal
midiendo la variacién del volumen de agua en el reservorio en funcion del
tiempo, lo que permitird medir la resistencia como la pendiente de la presién
en funciéon del caudal. Tras realizar esta calibracién se obtiene que el resistor
de 75 pm de anchura presenta una resistencia de 7.8+0.4 mbar-s-nL™* mientras
que el resistor de 50 pm de ancho tiene una resistencia de 37+1 mbar-s-nL*?
(Fig. 2.8c). Este mismo método se ha empleado también para medir la
resistencia de los dispositivos RMT fabricados, obteniendo que la resistencia de
estos es del orden de ~ 0.1 mbar-s-nL™.Como la resistencia de los resistores es
entre 1y 2 érdenes de magnitud mayor que la de los dispositivos RMT se podra
considerar que la resistencia de todo el circuito es igual a la del resistor
utilizado.

2.4. Conclusiones

En este capitulo se han propuesto y discutido dos métodos para la fabricacion
de un resonador mecanico con un microcanal integrado transparente basado
en capilares comerciales de silice: uno basado en la utilizacién de sustratos de
silicio con trinchera y otro basado en la utilizacion de capilares elongados
térmicamente. Ambos procesos resultan mas simples y baratos que los
procesos de fabricacidon convencionales utilizados habitualmente para la
fabricacién de resonadores con microcanales integrados. Se ha demostrado
que, entre los dos procedimientos de fabricacién propuestos, el método de
fabricacién de dispositivos utilizando la elongacién de capilares asistida
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térmicamente resulta mas ventajoso por ser un proceso de fabricacion mas

simple y répido.

Por otra parte, este método de fabricacién no requiere procesos y consiste
simplemente en dos pasos: la elongacién térmica de los capilares y la
fabricacién de los anclajes poliméricos (mediante fotolitografia estandar). Para
la reduccién del tamafio de los capilares se ha empleado una estacion de
estirado de fibras de fabricacién propia con medios sencillos y ampliamente
accesibles mientras que para la fabricacion de los anclajes se han empleado
técnicas de fotolitografia estdndar (una técnica ampliamente extendida). Del

mismo modo, los materiales empleados en la fabricacién también resultan
bastante asequibles siendo estos un capilar de vidrio comercial, una resina de
fotolitografia y un sustrato de silicio. Gracias a la combinacion de técnicas de

microfabricacion sencillas y materiales asequibles, el proceso de fabricacion
propuesto en esta tesis podria suponer la expansion de técnicas de analisis

basadas en resonadores mecanicos con microcanales integrados.

El sistema experimental aqui presentado también consta de un sistema de

bombeo hidraulico. Se han estudiado distintas opciones para este propdsito,
mostrando que el uso de una bomba de presién de gas es la mas adecuada para
los dispositivos fabricados ya que la ausencia de partes moviles y el hecho de

mantener los dos extremos del circuito a una presién controlada minimizan el
nivel de ruido (en comparacion con una bomba de jeringas). Con el fin de tener

un mayor control sobre el caudal con este tipo de bombas se ha propuesto la
fabricacién y uso de microcanales de PDMS (resistores microfluidicos)
conectados en serie con el dispositivo RMT. Estos dispositivos aumentan la

resistencia del circuito microfluidico, lo que permite obtener un caudal mas
pequefio aplicando la misma diferencia de presion. Estos resistores
microfluidicos fabricados son dispositivos completamente ajenos a los

dispositivos RMT y se pueden conectar o desconectar del sistema microfluidico

seglin sea necesario.
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Capitulo 3:
Sistema Transduccion Optica y
Caracterizacion de Dispositivos

Una vez fabricados los resonadores serd necesario medir su frecuencia de
resonancia en funcion del tiempo para su uso como sensores nanomMecanicos.
Para este proposito existen diferentes técnicas: piezoeléctricas?,
piezoresistivas?, capacitivas® y dpticas*®. Cada uno de estos métodos tiene una
serie de caracteristicas que los hacen mas o menos idoneos segun la aplicacidn
en la que se vayan a utilizar. Dentro de los métodos de transduccién eléctricos
se encuentran:

e Sistemas de lectura piezoeléctrica, basados en la lectura de un voltaje
generado por un material piezoeléctrico que ha sido depositado
previamente sobre el resonador. De esta manera, cuando el resonador
se deforme debido al movimiento natural de oscilacién, se formara un
momento dipolar eléctrico neto a consecuencia de la tension, lo que
se podrda medir como una diferencia de voltaje en los extremos del
resonador?. Esta diferencia de voltaje es proporcional a la deformacion
del resonador, por tanto, si éste se encuentra oscilando se medira un
voltaje alterno de frecuencia igual a la del resonador.

e Sistemas de transduccién piezoresistivos, basados, igual que en el caso
anterior, en la deposicién un material (en este caso es un material
piezoresistivo) sobre el resonador. A diferencia del caso anterior, la
tension mecanica cambia la resistividad eléctrica de esta capa de
material, por lo que si se aplica una diferencia de voltaje entre los
extremos del resonador se registrara una intensidad de corriente
proporcional a la deformacién del resonador. Si el resonador oscila, se
medird una corriente alterna de frecuencia igual a la de oscilacién?.
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e Sistemas de deteccién capacitiva, donde se aplica una diferencia de
potencial entre el resonador y un sustrato cercano, como ambos estan
separados por un medio dieléctrico (vacio o aire) forman un
condensador, cuya capacidad puede ser facilmente medida. La
capacidad de este condensador esta determinada por las propiedades
y el grosor de la capa de dieléctrico, es decir: la separaciéon entre
resonador y sustrato. De esta forma, cuando el resonador se deforme,
este grosor cambiard, lo que se podra medir como un cambio en la
capacidad de este condensador.

Estos métodos de transduccidon eléctricos (piezoeléctricos, piezoresistivos y
capacitivos) ofrecen la posibilidad de miniaturizar todo el sistema experimental
integrandolo en un chip. Sin embargo, es necesario introducir pasos adicionales
en la fabricacién, lo que complica, ralentiza y encarece ain mas el dispositivo.
El aumento de la complejidad en el chip es poco deseable para algunas
aplicaciones en biologia y en biomedicina, para las cuales es conveniente que
los dispositivos sensores puedan ser desechables. Ademds, este tipo de
métodos de transduccién limita la eleccion de los materiales que se pueden
utilizar para fabricar el resonador a aguellos con unas propiedades especificas
(conductores eléctricos o materiales adecuados para la deposicion de un
material piezoeléctrico o piezoresistivo). Por el contrario, los sistemas de
medida épticos (no integrados o en «espacio libre») no requieren la inclusién
de pasos adicionales en la fabricacion del dispositivo, ni tampoco limita los
materiales a utilizar en la fabricacion.

En los sistemas 6pticos no integrados la transduccion se realiza enfocando un
haz laser sobre el resonador y se recoge la luz reflejada o transmitida por éste
en un fotodetector. Entre los métodos dpticos destacan principalmente dos
opciones: el método de deflexién del haz y los métodos interferométricos. El
método de deflexién de haz fue utilizado por primera vez para medir la
deflexion de micropalancas en el microscopio de fuerzas atémicas y consiste
en enfocar un haz laser con un cierto angulo sobre el resonador®’. Este haz
laser es reflejado por el resonador y se recoge finalmente en un fotodetector
sensible a la posicién (PSD, por sus siglas en inglés «position sensitive
detector») o un fotodetector segmentado, de esta manera, cuando la palanca
sufra una deflexion, el dngulo con el que refleja el haz cambiard v,
consiguientemente cambiara su posicion en el fotodetector. De esta manera,
cuando el resonador se encuentre oscilando, la sefial eléctrica producida en el
fotodetector serd alterna con frecuencia igual a la del resonador.
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Por otra parte, los métodos interferométricos funcionan haciendo incidir un
haz ldser sobre un resonador que se encuentra sobre un sustrato reflectante
de tal manera que se puede formar una cavidad éptica entre el resonador vy el
sustrato®®. La luz reflejada por la cavidad se dirige, alineada con un haz de
referencia, a un fotodetector. El haz reflejado y el haz de referencia interfieren,
de tal manera que la intensidad medida en la superficie del fotodetector
dependera de la diferencia de fase entre ambos haces. Asi, si el resonador se
encuentra oscilando el camino dptico y, por tanto, la fase variaran de manera
periddica, generando una variacién de intensidad en la superficie del
fotodetector que se traduce en una sefial eléctrica alterna de igual frecuencia
a la del resonador.

3.1. Sistema de lectura interferémetrica

Para la medida de los dispositivos fabricados en esta tesis se ha optado por la
utilizacion de un sistema interferométrico. Esta elecciéon responde a dos
razones: en primer lugar, este tipo de transduccion no requiere la inclusiéon de
pasos adicionales en el proceso de fabricacion mostrado en el capitulo 2y, en
segundo lugar, dada la transparencia del resonador, este método permitira
obtener informacion sobre propiedades dpticas de los analitos utilizando el
mismo haz laser que sirve para la transduccién mecdnica. De manera adicional,
hemos encontrado que el uso del método interferométrico con los dispositivos
fabricados inducen la aparicion de fendmenos optomecanicos'®®?, que
permiten una reduccion drastica del ruido en frecuencia.

Se ha construido un interferometro siguiendo el disefio de la Fig. 3.1. En primer
lugar, se hace incidir un laser de helio-nedn (5 mW, 632.8 nm, Research Electro-
Optics Inc., EE.UU.) sobre un divisor de haz no polarizado 50:50. El haz que se
divide en la direccién perpendicular se dirige hacia un fotodetector (PDA 10A-
EC, Thorlabs Inc., EE.UU.) tras reflejarse en un espejo plano, mientras que la
parte del haz que no se ha desviado se hace pasar por un objetivo 20x con una
apertura numérica de 0.42 y una distancia de trabajo de 20 mm (M Plan Apo
20x, Mitutoyo, Japon). Finalmente, se hace incidir el haz enfocado sobre el
dispositivo, donde se refleja y vuelve por el mismo camino hasta que llega de
nuevo al divisor de haz y es dirigido hacia el fotodetector (Fig. 3.1.). Entre el
divisor de haz y el fotodetector se coloca un objetivo 10x con una apertura
numeérica de 0.28 (M Plan Apo 10x, Mitutoyo, Japdn) para enfocar el haz por
completo dentro de la zona sensible del fotodetector. Todos los componentes
del interferémetro se encuentran montados sobre posicionadores
micrométricos que permiten un alineamiento preciso, mientras que el
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dispositivo RMT se encuentra montado sobre posicionadores nanométricos
(ECS-3030, Attocube GmbH, Alemania) que permiten el control de la posicién
relativa entre el dispositivo y el haz con una precision de 50 nm.

Amplificador
Lock-In PC
Fotodetector
@ [T
Objetivo (5) DPZE
(11)
(4) (5) Posicionadores
Léser He-Ne (1) e Pellicle. Objetivo 3D (7)
 HH b N [ﬂ
Aislante DHNP . -
Faraday (3) Dispositivo
) SMR (6)
Fuente de
ccp Luz Blanca
(10)

(&)

Figura 3.1.: Sistema de lectura interferométrica construido. Representacidén esquematica (arriba).
Fotografia del sistema (abajo). 1. Laser de Helio-Nedn. 2. Aislante Faraday. 3. Divisor del haz no
polarizado. 4. Divisor del haz tipo Pellicle. 5.0bjetivo. 6. Dispositivo. 7. Posicionadores 3D. 8.
Fotodetector. 9. Cdmara CCD. 10. Fuente de luz blanca. 11. Dispositivo Piezoeléctrico. 12. Tubos
de PEEK que conectan al sistema de bombeo.

Ademds, para un mejor control del posicionamiento del dispositivo, el
interferdmetro también cuenta con una cdmara CCD (Infinity 1-5C, Lumenera
Corporation, Canadd) acoplada a una fuente de luz blanca. La luz blanca se
introduce en el objetivo utilizando un divisor de haz tipo pellicle 92:8 que se
encuentra entre el objetivo y el divisor de haz no polarizado (Fig. 3.1.). El
interferometro al completo se encuentra dentro de una caja aislante. La
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utilizacién de esta caja hace al sistema de medida mas estable tanto mecanica
como dpticamente: por una parte, evita muchas perturbaciones externas como
sonidos o corrientes de aire mientras que, por otra parte, evita que la luz
ambiental llegue al fotodetector.

Cuando el haz laser llega al fotodetector se genera en éste un voltaje que es
directamente proporcional a la potencia del haz en la superficie del
fotodetector, la cual estd determinada por la diferencia de camino dptico.
Seguidamente, esta sefial eléctrica es introducida en un amplificador Lock-In
(HF2LI-PLL, Zurich Instruments, Suiza) en que se separan y analizan sus
componentes modulada (AC) y no modulada (DC) en funcion del tiempo. Estas
dos componentes de la sefial contienen informacion de distinto tipo sobre el
dispositivo. Por una parte, el voltaje de la componente no modulada (DC) es
directamente proporcional al valor medio de la potencia reflejada por el
dispositivo. Por otra parte, cuando el resonador estd oscilando, el voltaje
medido en la componente modulada (AC) tiene una frecuencia igual a la
frecuencia de oscilacién del dispositivo. A lo largo de esta tesis se llamara «sefial
mecanica» a la componente modulada y «sefial éptica» a la componente no
modulada de la sefial obtenida en el fotodetector.

Excitacién mecanica del dispositivo

Con el fin de poder medir los cambios en la frecuencia de resonancia de los
dispositivos fabricados con una elevada relacion sefial/ruido, es necesario
excitar los modos de vibracién mecanica del resonador. Para este propdsito
existen diversos métodos: excitacion témomecdnical®, fototérmica'® o
piezoeléctrica®. El método mas simple es el de la excitacion termomecdnica,
ya que solo requiere mantener el resonador a una temperatura no nula, sin
embargo, dadas las dimensiones de los resonadores aqui utilizados, la amplitud
de oscilacién termomecanica a la temperatura del laboratorio (295 K) no es lo
suficientemente grande como para poder detectarla, dado el nivel de ruido del
sistema interferométrico empleado. Por otra parte, el método de excitacidon
fototérmica consiste en hacer incidir un haz laser con una intensidad modulada
sobre el resonador, produciendo asi una modulacién de la absorcién dptica vy,
consecuentemente, una modulacién local de la temperatura en el resonador.
Esta modulacién de la temperatura en el resonador produce a su vez la
modulacién de la tension en el resonador, lo que, finalmente, produce la
oscilaciéon del mismo. Sin embargo, para optimizar este método es necesario
que el resonador esté formado por dos materiales distintos (efecto bimetalico),
por lo que este método no resulta adecuado para los dispositivos fabricados ya
que seria necesario depositar una capa de metal sobre el resonador, acabando
asi con su transparencia.
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Por todo lo anterior, la excitacién mecanica de los dispositivos se realiza
mediante el uso de un dispositivo piezoeléctrico (DPZE) comercial (PQYY+0166,
Physik Instrumente GmbH, Alemania). Los extremos de este dispositivo
piezoeléctrico se conectan a la salida del amplificador lock-in, lo que permite
controlar su vibracién aplicando una sefial eléctrica. Para asegurar una buena
transmisién de la vibracién del dispositivo piezoeléctrico al resonador, este se
adhiere al sustrato de silicio usando un adhesivo comercial a base de
cianocrilatos. El tipo de adhesivo empleado resulta éptimo para la transmisién
de las vibraciones de la ceramica piezoeléctrica al sustrato de silicio debido a
su gran rigidez (en comparacién con otro tipo de adhesivos).

Para poder excitar el resonador se envia una sefial eléctrica sinusoidal con una
amplitud y frecuencia conocidas desde la salida del amplificador lock-in al DPZE.
De esta manera, se consigue que el DPZE oscile a una frecuencia conocida y
esta vibracion se transmita al resonador, que modulard la potencia reflejada
del Iaser en el interferémetro obteniendo finalmente una sefial eléctrica en el
fotodetector (Fig. 3.2a). La componente AC de la sefial eléctrica obtenida en el
fotodetector tendrd la misma frecuencia que la sefial enviada al DPZE, pero una
amplitud y una fase distintas. Esta amplitud y desfase (con respecto a la sefial
de salida) obtenidos en el fotodetector se pueden medir con el amplificador
lock-in con un nivel de ruido muy bajo.

En el amplificador lock-in se mide la sefial de entrada para la misma frecuencia
que la sefial de salida (sefial de excitacién) con un ancho de banda muy
estrecho, lo que permite medir la amplitud y fase de la sefial de entrada con un
nivel de ruido muy bajo, pero no permite medir la frecuencia de resonancia del
dispositivo de manera directa. La forma mas sencilla de obtener el espectro de
resonancia es ver la respuesta en frecuencia haciendo un barrido de la misma.
Este barrido en frecuencia consiste en enviar distintas sefiales de salida con
igual amplitud y variando secuencialmente la frecuencia de éstas mientras se
registra la amplitud y fase de la sefial de entrada. Tras la realizacién de este
barrido, se pueden representar amplitud y fase en funcién de la frecuencia de
excitacién (espectro mecanico), lo que permite encontrar el valor de la
frecuencia para el cual la amplitud y la pendiente de la fase se maximizan
(frecuencia de resonancia).

El tiempo de adquisicién de un espectro mecanico con gran resolucién puede
ser de varios minutos, lo que no permite seguir en tiempo real los cambios en
la frecuencia de resonancia. No obstante, el amplificador lock-in si permite
medir el desfase entre las sefiales de entrada y salida muy rdpidamente
(microsegundos). Para ello existen dos métodos: configuracion de lazo cerrado
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y configuracion de lazo abierto, que permiten seguir los cambios en la
frecuencia de resonancia a través de los cambios en este parametro.
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Figura 3.2.: Sistema de excitacién y lectura de los dispositivos. a) Representacion esquematica de
la configuracion de excitacion y lectura. El amplificador lock-in envia una sefial sinusoidal de una
cierta frecuencia (f) y amplitud (V;) y lee una sefial de entrada de igual frecuencia, con un
desfase (¢) y una amplitud distinta (V). b) Espectros mecanicos de un resonador cuyo cambio
en frecuencia es seguido en configuracién de lazo cerrado en fase (PLL). La fase en la resonancia
es conocida (Fase fija), si la frecuencia de resonancia cambia (Af) la frecuencia de excitacion
(lineas discontinuas) se variard para mantener la fase fijada. ¢) Espectros mecanicos de un
resonador cuyo cambio en frecuencia es seguido en configuracidn de lazo abierto. La frecuencia
de excitacion se mantiene fija para el valor de la frecuencia de resonancia inicial, si la frecuencia
de resonancia cambia, se medira un desfase (Ag) que es directamente proporcional al cambio
en frecuencia. Nétese que en este caso amplitud y fase se muestran en una escala ampliada
respecto a la figura b ya que, este método solo es valido para medir cambios pequefios en la
frecuencia de resonancia (menores que la anchura del pico).

La configuracién de lazo cerrado en fase (PLL, por sus siglas en inglés «phase
locked loop») consiste en mantener el desfase entre las sefiales de entrada y
salida constante variando para ello la frecuencia de la sefial de salida. Este
principio de medida se basa en que, cuando el resonador se encuentra en
resonancia, la fuerza de excitacion (sefial de salida) y la oscilacién del resonador
(sefial de entrada) presentan un desfase de % (Ec. 1.66). De esta manera, el

amplificador lock-in varia de manera continua la frecuencia de la sefial de
excitaciéon a fin de mantener constante este desfase (Fig. 3.2b), por lo que la
frecuencia de la sefial de excitacion se corresponderd con la del resonador.
Como consecuencia de este principio de medida se obtendra un nivel de ruido
qgue no depende del resonador ni el sistema de medida dptico, sino de los
parametros introducidos en el amplificador para el seguimiento de la
frecuencia (tiempo de adquisicion, ancho de banda, etc.). La eleccion de estos
parametros puede llevar en ciertas ocasiones a la sobreestimaciéon o
subestimacion del nivel de ruido del sistema. Ademas, dependiendo de las
condiciones experimentales, la eleccion de estos parametros puede causar un
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retardo entre la frecuencia mediday la frecuencia de resonancia del resonador
cuando esta cambie.

Por otra parte, la configuracion de lazo abierto consiste en mantener la
frecuencia de excitacion fija en un valor igual al de la frecuencia de resonancia
inicial (fp) y medir el desfase entre las sefiales de entrada y salida (A¢). Este
principio de medida se basa en que la funcién gue relaciona fase y frecuencia
de excitacién (Ec. 1.66) se puede aproximar a una recta para valores de la
frecuencia proximos a la frecuencia de resonancia (Fig. 3.2c). De esta manera,
sila frecuencia de resonancia cambia, se medird un desfase (A¢) directamente
proporcional al cambio en la frecuencia (Af, Ec. 3.1.).

fo,
2Q¢
Siendo @ el factor de calidad (véase epigrafe 1.4).

Af = Q (3.1)

Esta configuracion serd valida siempre que los cambios en la frecuencia sean
pequefios y el factor de calidad se mantenga constante. Al mantener fija la
frecuencia de excitacién, esta configuracion presenta dos ventajas: no puede
haber un retardo entre el cambio de la frecuencia del resonador vy la frecuencia
medida mientras que el nivel de ruido medido se correspondera con el del
resonadory el sistema de medida. Estas caracteristicas hacen a la configuracién
de lazo abierto ideal para el estudio del cambio en frecuencia en la mayoria de
los experimentos realizados en esta tesis doctoral. Por el contrario, la
configuracion de lazo abierto no permite el seguimiento de la frecuencia de
resonancia en el caso de la medida de distintos liquidos ya que el factor de
calidad cambia y los cambios en la frecuencia de resonancia son grandes.

3.2. Caracterizacion Optica de los dispositivos

Como ya se ha indicado, utilizar resonadores transparentes y un sistema
interferométrico para medir la oscilacion del resonador abre la puerta tanto a
complementar las medidas mecdnicas de los analitos con medidas dpticas
como a la optimizacién de la medida mecanica haciendo uso de la interferencia.
De esta manera, se puede obtener informacion de las propiedades dpticas del
dispositivo a través de la componente no modulada de la sefial generada en el
fotodetector, que es directamente proporcional a la potencia de luz reflejada.
Por lo tanto, los cambios en esta sefial se pueden interpretar como cambios en
la reflectividad del dispositivo (AR), los cuales pueden producirse bien por un
cambio en la posicion relativa entre el spot del laser y el dispositivo o bien por
el cambio de las propiedades dpticas dentro del microcanal. De esta manera, si
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se realizan barridos en la posicion relativa del spot registrando el valor de esta
sefial dptica se podran conocer las propiedades épticas de los dispositivos y
comprobar si éstos pueden actuar como cavidades dpticas. Cabe esperar que,
en la zona suspendida, el capilar pueda funcionar como dos tipos de cavidades
Opticas diferentes: como una cavidad tipo Fabry-Perot o como una cavidad
multicapa aire/silice/liquido/silice/aire/silicio  formada por el capilar
suspendido sobre un sustrato reflectante. El hecho de que el dispositivo se
comporte como un tipo de cavidad u otra dependerd de la posicion relativa
entre el spot del Iaser y el capilar.

a)
Laser
= Lo .
s|2 Agua Aire
ol =
ofm
oo
5|8
Silice z‘ I
Yy
b) c)
1.0 _ = 104
£ : S
k=] 2 1
S~ 075 3 @ 0.5
© o B
= o 3
—_ © pole
[ 4] g 0.0
=2 050 @ o t t t t t
o o o 104
5 =] K-
2 = S . |8
Q 025 & o 0.549
S g 15
o o
e 0.0
0.0 T T T
.30 215 0 15 30 -100 -50 o] 50 100
Posicion y (um) Posiciéon y (um)

Figura 3.3.: Caracterizacion 6ptica de los dispositivos en la direccion ortogonal al eje del capilar
(direccién y). a) Representacion esquematica de los barridos en la posicion. b) Resultado de las
simulaciones por elementos finitos. Potencia dispersada en funcion del tamafio del haz (contorno
del haz) y la posicion de este. Las rectas 1 y 2 se corresponden con los tamafios de spot
empleados en las medidas experimentales en la figura c. ¢) Medida experimental de la potencia
de luz dispersada por el capilar al hacer barridos en posicion con un tamafio de spot grande (1,
16 um) y con un tamafio de spot pequefio (2,9 um).

En la direccion perpendicular al eje del capilar, se produce un acoplamiento
evanescente de la luz cuando el spot del laser se enfoca cerca de las paredes
(Fig. 3.3a). Este confinamiento es posible gracias a que la gran distancia de
trabajo del objetivo empleado (20 mm) permiten el confinamiento del campo
electromagnético en volimenes inferiores al grosor del capilar. Para entender
mejor este fendmeno, se simula mediante el método de elementos finitos

97



Resonadores Microcapilares Transparentes para la Caracterizacién Multiparamétrica de Células

98

(Comsol Multiphysics, mddulo RF) el campo electromagnético en una seccion
transversal del dispositivo, reproduciendo las dimensiones del experimento®, y
modelizando la luz del laser como un haz gaussiano. Con el fin de reproducir la
coleccién de luz reflejada por el objetivo que se usa en los experimentos, se
calcula la integral del cuadrado de la norma del campo eléctrico sobre un
angulo sélido de 30° en campo lejano. El resultado mostrado es la diferencia
entre la intensidad de luz inicial y esta integral (magnitud directamente
proporcional a la intensidad de la luz dispersada). Esta simulacion se repite
variando secuencialmente tanto la posicién del centro del haz como el tamafio
del spot (Fig. 3.3a), lo que equivale experimentalmente a barrer en la direccién
del foco del objetivo (direccion y) midiendo la potencia de luz dispersada.

Los resultados de la simulacion muestran que, para tamafios de spot proximos
o inferiores al grosor del capilar ( ~7 um) la potencia dispersada se maximiza
en los laterales del capilar y se minimiza en el centro. Por el contrario, para el
caso en el que el tamafo del spot es mayor que el grosor de las paredes del
capilar, este perfil cambia obteniendo un Unico maximo en el centro del capilar
(Fig. 3.3b). Este comportamiento se obtiene también cuando se barre la
posicion del spot en la direccion y mientras se mide la potencia dispersada
(obtenida como la diferencia entre la potencia reflejada por el sustrato y la
potencia reflejada en cada punto). En estos experimentos, al usar un tamafio
de spot pequefio (menor que el grosor de las paredes del capilar) se maximiza
la potencia dispersada en los extremos del capilar y se minimiza en el centro,
mientras que, usando tamafios de spot grandes, la potencia dispersada se
maximiza en el centro del capilar y decae de manera continua hasta hacerse
nula pasados los extremos del capilar (Fig. 3.3c). Este comportamiento de la luz
dispersada tanto en funcién de la posicion y como en funcion del tamafio del
spot demuestran el acoplamiento evanescente de la luz en las paredes del
capilar.

Seria esperable que al realizar barridos en la direccién axial del capilar (Fig.
3.4a) la potencia reflejada (o dispersada) por el dispositivo se mantuviera
constante. No obstante, como se indicé en el epigrafe 2.2., debido al proceso
de reduccion del didmetro del capilar, el dispositivo tiene un perfil hiperbdlico,
por lo que el didmetro puede variar £1.5 um a lo largo de la regién suspendida,
por lo que el grosor de las distintas capas varia a lo largo de la direccién axial.

" En este capitulo se ha empleado un dispositivo lleno con agua ultra-puray con
un didametro externo de 52 um y una longitud suspendida de 500 um.
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Figura 3.4.: Caracterizacién éptica de los dispositivos en la direccién axial capilar (direccién x). a)
Representacion esquematica de los barridos en la posicidn. b) Resultado de las simulaciones por
elementos finitos. Intensidad reflejada en funcién del diametro externo del capilar. ¢) Medida
experimental de la potencia reflejada por el capilar al barrer la posicion del spot en la direccion
axial.

Cabe esperar que esta dependencia del grosor con la posicién provoque
finalmente que la potencia reflejada por el dispositivo varie a lo largo del eje x.
Para corroborar esta hipodtesis se realiza una simulacién por elementos finitos
igual a la anterior, pero en este caso se mantiene el centro del spot alineado
con el centro del capilar y manteniendo su tamafio fijo. En esta ocasion, se varia
el didmetro externo del capilar entre 50 um y 54 um mientras se mantienen
fijas la posicion del eje del capilar y la relacién entre didmetro interno y externo
(A) en 0.75. Dado el perfil de los capilares, este barrido en el didmetro externo
es equivalente a un experimento en el que se barre la posicion del spot a lo
largo del eje del capilar (Fig. 3.4a). En esta simulacién, en lugar del obtener el
valor de la potencia dispersada se calcula el valor de la intensidad reflejada. Los
resultados de esta simulacion muestran que la intensidad reflejada por el
capilar varia de forma periddica en funcion del didmetro externo, Fig. 3.4b,
como consecuencia de la variacion del grosor de las distintas capas. Al igual que
en el caso anterior, los resultados experimentales reproducen el resultado
obtenido en las simulaciones: al barrer la posicion del spot en la direccién axial,
se observa cdmo la potencia reflejada varia de manera periddica (Fig. 3.4c).

99



Resonadores Microcapilares Transparentes para la Caracterizacién Multiparamétrica de Células

Esta modulacién de la potencia reflejada a lo largo del eje del capilar sera
relevante en diversos experimentos, mecdanicos y épticos, como se demostrara

a continuacion.

3.3. Caracterizacidn mecdnica de los dispositivos

Al haber usado un material polimérico para los anclajes del resonador, los
dispositivos fabricados tendran algunas particularidades con respecto a los
resonadores fabricados en silicio. En primer lugar, al ser de un material mas
blando (mddulo de Young ~4 GPa'®), la oscilacidn del capilar producird una
pequefia deformacion, no despreciable, de los anclajes. Por otra parte, debido
a su proceso de fabricacién, estos anclajes presentan un espesor variable a lo
largo de la direccion y. El bajo modulo de Young del material de los anclajes,
junto con su espesor variable define dos direcciones en las que oscilara el
capilar (Fig. 3.5a): una paralela al plano del sustrato de silicio (en plano, de
menor rigidez en el anclaje) y otra perpendicular a dicho plano (fuera de plano,
de mayor rigidez). Estas dos direcciones de oscilacion con distinta rigidez
efectiva produciran la ruptura de la degeneracién en el modo fundamental de

resonancia del capilar.

Para comprobar y comprender mejor esta ruptura de la degeneracién de los
modos mecdnicos se calcula mediante simulaciones con el método de
elementos finitos (Comsol Multiphysics, médulo de mecénica estructural) la
frecuencia de resonancia y la forma del modo de los resonadores empleados.
Para esta simulacion se introduce una geometria que reproduce las
dimensiones del dispositivo incluyendo el capilar y el anclaje con un espesor
variable (Fig. 3.5b). En esta simulacién se aplica como condicién de contorno
gue la deformacion de la resina se mantiene fija en la frontera con el sustrato
de silicio: lo que permitird que la resina cerca del capilar se pueda deformar si
éste oscila. Esta simulacion da como resultado dos primeros modos no
degenerados, siendo el de mayor frecuencia (772.44 kHz) aquel que vibra en la
direccién perpendicular al plano del sustrato, mientras que el de menor
frecuencia (765.25 kHz) se corresponde con el que vibra en la direccién paralela
a este plano. Este resultado confirma que en la direccion perpendicular al plano
la rigidez efectiva de los anclajes es mayor. Por otra parte, la amplitud de
oscilaciéon simulada muestra que la resina se deforma cerca de la regidn
suspendida, Fig. 3.5b y Fig. 3.5¢, esta amplitud de oscilacion decae mas
rapidamente en el modo fuera del plano, lo que sugiere de nuevo una mayor

rigidez efectiva en la direccion perpendicular al plano.
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Figura 3.5.: Modos de oscilacién de los dispositivos. a) Imagen de microscopia electrénica de
barrido de un corte transversal del dispositivo indicando las direcciones de oscilacion. Imagen en
falso color: la zona mostrada en amarillo representa el anclaje polimérico, la zona en azul indica
el capilar y la zona sin colorear muestra el sustrato de silicio. b) Resultado de las simulaciones
por elementos finitos. Forma del primer modo fuera del plano (arriba) y en el plano (abajo). c)
Amplitud de oscilacion en funcién de la posicion para el primer modo obtenido mediante el
método de elementos finitos. d) Espectros mecanicos obtenidos experimentalmente haciendo
un barrido en frecuencia en distintas posiciones en la direccién y.

Estos dos primeros modos no degenerados también se encuentran
experimentalmente cuando se realiza un barrido en frecuencia con el
amplificador lock-in, manteniendo el spot del laser enfocado en el eje del
capilar (Fig. 3.5d). Sin embargo, si se realiza el mismo barrido en frecuencia
enfocando el spot en el extremo del capilar (desplazandolo 19 um del centro
en la direccién y), sélo se detecta la oscilacion en-plano. Notese que el sistema
de medida solo es sensible a los cambios de longitud en el camino dptico
(oscilaciones fuera del plano). En el extremo del capilar, se pierde la
interferencia debido a la gran dispersién causada por la pared del capilar y el
modo fuera del plano no se detecta, sin embargo, se sigue detectando el modo
paralelo al plano (Fig. 3.5d). Esta diferencia se debe a que el principio de
deteccién del modo paralelo al plano es distinto; como el haz incide sobre una
superficie cilindrica que se desplaza en la direccion paralela al plano del
sustrato, la direccidon normal a esta superficie cambiara periédicamente. Este
cambio en la direccidon normal produce a su vez un cambio en la direccién en la
que se refleja el haz y, finalmente, una modulacion en la intensidad del haz en
la superficie del fotodetector.
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Los espectros mecanicos permiten caracterizar la frecuencia de resonanciay el
factor de calidad, pero no permiten conocer cudl es el modo de vibracién, por
ello es necesario medir la amplitud de oscilacion en funcién de la posiciéon en
el eje del resonador (forma del modo). Para realizar estas medidas, se excita el
capilar a una frecuencia igual a la de resonancia mientras se barre la posicién
del spot en la direccidon axial y se mide la amplitud de oscilacion (voltaje AC). A
priori, cabria esperar que esta forma del modo medida coincidiese con su forma
tedrica, obtenida al resolver la Ecuacién de Euler-Bernouill, o mediante

simulaciones por elementos finitos, Fig. 3.5c. Sin embargo, como

reflectividad del dispositivo varia a lo largo de su direccion axial (Fig. 3.4), la
amplitud de oscilacién medida en funcion de la posicién (forma experimental

del modo) estara modulada por la sensibilidad en reflectividad (Ec. 3.2).
JR(x)
llUexp,n(x) = W| X P () (3.2)

Siendo ¥xpn(x) la forma experimental del modo, R(x) la reflectividad del

capilar y ¥, (x) la forma tedrica del modo (Ec. 1.54).

Esta modulacién aparece cuando se combinan los resultados de las anteriores
simulaciones de la potencia de luz reflejada en la direccién axial (Fig. 3.4b) con
la forma tedrica del modo (Ec. 1.54.), obteniendo una «forma experimental»
del modo que variara su amplitud de manera periédica alcanzando su valor
maximo cerca de la mitad de la region suspendida, aunque este maximo no
tiene que coincidir exactamente con la mitad debido a las modulaciones de la
reflectividad, Fig. 3.6a. Este resultado simulado se reproduce al medir la forma
experimental del modo con el spot enfocado en el eje del capilar, Fig. 3.6b, sin
embargo, si se repite esta medida desplazando el spot 19 um del centro del
capilar, este comportamiento se pierde, Fig. 3.6¢, obteniendo una forma
experimental del modo que se asemeja mas a la tedrica. Esto se debe a que,
esta posicion es en la que se dispersa una mayor potencia de luz, por lo que se
pierde la interferencia y el haz sélo se encuentra modulado por las oscilaciones

en el plano.

El modo fuera del plano se mide con una amplitud 4 veces mayor que el modo
paralelo al plano y presenta una relacion sefial-ruido de 107 (un orden de
magnitud menor que la medida del modo paralelo al plano). Por esta razén,
salvo que se indique lo contrario, en el resto de los experimentos mostrados en
esta tesis, se medird este modo de vibracion en la posicion mas cercana al

centro que maximice esta sefial.
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Figura 3.6.: Forma experimental del modo. a) Forma del modo esperada teniendo en cuenta el
modelo de Euler-Bernouilli (linea gris) y la funcién de la reflectividad frente a la posicion obtenida
con las simulaciones por elementos finitos (linea azul). b) Forma experimental del modo fuera de
plano medida haciendo un barrido en la posicién x con el spot alineado con el eje del capilar. c)
Forma del modo medida experimentalmente haciendo un barrido en la posicidén x con el spot
desplazado 19 um respecto del eje.

Estabilidad en frecuencia

Una de las principales fuentes de informacion que se va a utilizar para la medida
de distintas propiedades fisicas de los analitos (ya sea de fluidos o de particulas)
es la frecuencia de resonancia. El limite de deteccion de estas propiedades
fisicas (masa y densidad) estard determinado por el ruido en la sefial de
frecuencia medida. Para cuantificar este ruido en frecuencia se calcula la
varianza de Allan'’ (64;14n) @ partir de la sefial de frecuencia en funcion del
tiempo para distintos tiempos de adquisicion, Fig. 3.7a. La varianza de Allan
promedia el cuadrado de la diferencia de frecuencia entre dos medidas
consecutivas (Ec. 3.3, Fig 3.7a), lo que permite determinar cuanto fluctua la
frecuencia.

1
Opian (1) = E([f(ti) - f(ti=)1?) (3.3)

Siendo G4514n |2 varianza de Allan, T el tiempo de adquisicion, f la sefial de
frecuencia y t; el tiempo correspondiente a un cierto punto de la sefial de
frecuencia.
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Figura 3.7.: Estabilidad en frecuencia. a) Fluctuaciones en la frecuencia de resonancia en un
intervalo de tiempo medidas con uno de los dispositivos fabricados. b) Varianza de Allan en
funcién del tiempo de adquisicién para un resonador mecanico (linea azul continua) y su
descomposicion en los dos fendmenos que contribuyen a su forma: ruido blanco (linea
discontinua roja) y perturbaciones externas (linea discontinua verde). c) Varianza de Allan para
los dispositivos empleados medida variando la posicidn del spot en el eje del capilar (derecha) y
la amplitud de oscilacion para dichos puntos (izquierda).

En los resonadores mecdnicos la varianza de Allan, en funcion del tiempo de
adquisicién, presenta un valor minimo para un cierto tiempo de adquisicién
(Fig. 3.7b), lo que permite optimizar la medida. La presencia de este punto
minimo se debe a la superposicion de dos fendmenos. Por una parte, a tiempos
de adquisicién cortos, las fluctuaciones en frecuencia estan dominadas por
ruido blanco, de tal manera que estas fluctuaciones se reduciran cuanto mayor
sea el tiempo de adquisicion (Fig. 3.7b). Por otra parte, a tiempos largos, las
fluctuaciones en frecuencia estan dominadas por perturbaciones externas
(derivas térmicas o mecanicas en el sistema, variaciones en la temperatura del
laboratorio, etc.), que se maximizan para tiempos largos (Fig. 3.7b).

Con el fin de caracterizar el ruido del sistema, se mide la varianza de Allan en
los dispositivos fabricados llenos de agua ultra-pura en el sistema de lectura
interferométrico. En esta caracterizacién se obtiene el minimo valor de la
varianza de Allan para un tiempo de adquisicién de 150 ms con un valor de
Oanian =3x107. Este valor de la estabilidad se obtiene en el punto de méxima
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amplitud de la forma experimental del modo. En la varianza de Allan el efecto
del ruido blanco esta directamente relacionado con la amplitud de la sefial, por
lo que, dada la forma del modo experimental de estos resonadores, la varianza
de Allan dependera fuertemente de la posicion del spot en la direccién axial,
Fig. 3.7c.

3.4. Conclusiones

En el presente capitulo se ha mostrado el sistema de lectura interferométrica
gue se utilizard en el resto de capitulos para la caracterizacion mecanica y
Optica de los dispositivos y se han discutido las ventajas que presenta este
sistema de transduccidon y lectura éptica en comparacién con otros. La luz
colectada en el fotodetector del interferdmetro se mide en tiempo real y se
separa en sus componentes modulada (AC, sefial mecénica) y no modulada
(DC, sefial optica), las cuales contienen informacion sobre la oscilacion vy la
reflectividad del dispositivo, respectivamente. Esta doble medida simultdnea
mecano-6ptica abre la puerta a un analisis mds exhaustivo de los fluidos (y las
particulas que éstos puedan contener) que fluyen por dentro del canal, con la
ventaja de no requerir ninguna modificacion adicional en el sistema
experimental. Ademas, como se mostrara en los siguientes capitulos, esta
medida mecano-optica permitira distinguir entre analitos que presenten masa
o densidades muy parecidas.

Asimismo, este sistema interferométrico se ha utilizado para caracterizar
Optica y mecdnicamente los dispositivos fabricados. En el caso de la
caracterizacion Optica, se ha demostrado experimentalmente y a través de
simulaciones, que los resonadores microcapilares transparentes se comportan
como una cavidad Optica en sus dos direcciones (axial y perpendicular),
resultando el caso axial especialmente interesante debido al perfil hiperbdlico
de los capilares obtenido durante el proceso de elongacién térmica.

En el caso de la caracterizacion mecéanica, se ha demostrado
experimentalmente y mediante simulaciones que los anclajes poliméricos
propician la ruptura de la degeneracion de los modos flexurales del dispositivo,
dando lugar a un modo rigido (perpendicular al plano del sustrato) y otro
blando (paralelo al plano del sustrato). Ademas, se ha estudiado como las
propiedades opticas de los dispositivos influyen en las medidas mecanicas,
demostrando que se puede maximizar o minimizar la medida de uno de los
modos degenerados desplazando la posicion del spot en la direccién
perpendicular al eje. Asimismo, se ha demostrado que la modulacion de la
reflectividad del dispositivo también repercute en la medida de la forma del
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modo, obteniendo una medida experimental con la forma del producto de la
modulacion de la reflectividad y la forma tedrica del modo obtenida del modelo

de Euler-Bernouilli.

Cabe destacar que a pesar de que la variacion del grosor podria parecer una
limitacion del proceso de fabricacién, hace que los dispositivos fabricados sean
muy versatiles ya que esta modulacién de la reflectividad permite optimizar la
medida de las sefiales dptica y mecdnica con solo desplazar la posicion del spot.
De esta manera, cualquier tamafio de dispositivo podra trabajar a su maxima
sensibilidad para cualquier longitud de onda e indice de refraccion del fluido.
Por el contrario, si el espesor de la zona suspendida fuese homogéneo seria
necesario un control muy preciso de las dimensiones del dispositivo durante la
fabricacién para maximizar la sensibilidad de la medida. No obstante, esta
sensibilidad maxima solo seria valida para un valor de longitud de onda e indice

de refraccion especificos.
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Capitulo 4:
Medida de Propiedades Fisicas de
Fluidos

Detectar la presencia de analitos, bien sea en liquidos o gases, supone una
aplicacion de gran interés en una amplia variedad de ambitos que abarcan
desde la deteccion precoz de enfermedades o el control medioambiental, hasta
la prevencién de riesgos laborales. Para este propdsito es necesario el uso de
sensores quimicos. Segun la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC, por sus siglas en inglés) este tipo de sensores se componen de dos
partes: un receptor y un transductor®. En la parte receptora del sensor el analito
interacciona con esta, permitiendo obtener algun tipo de forma de energia que
pueda ser medida con el transductor. Por su parte, el transductor permite
convertir la energia generada por el receptor en una sefial que se pueda
analizar (p. ej. una sefial eléctrica). Los sensores quimicos se pueden dividir en
dos grupos dependiendo del principio de funcionamiento utilizado en su parte
receptora: aquellos basados en fendmenos fisicos y aquellos basados en
fendmenos quimicos. Los sensores de gases y de contaminantes en medios
acuosos mas extendidos comercialmente utilizan receptores basados en
reacciones quimicas especificas entre los contaminantes y la parte receptora,
lo que permite una deteccidon altamente sensible. Como contrapartida, estos
sensores estan limitados a la deteccion de un cierto tipo de sustancia para la
cual estan disefiados (selectividad). Asimismo, este proceso de reconocimiento
selectivo satura la superficie del sensor con el paso del tiempo, lo que limita su
vida util.

Aunque los receptores basados en reacciones quimicas suelen ofrecer una gran
sensibilidad, su selectividad puede resultar un inconveniente en algunas
aplicaciones en las que no se busca un tipo de sustancia especifica sino
variaciones en la composicion de una sustancia (p. ej. deteccidon de
contaminantes en agua para el consumo humano). Por esta razon, los sensores
con receptores basados en fendmenos fisicos han ido cobrando interés en los
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Ultimos afios. Pardmetros como densidad?3, viscosidad®, compresibilidad® o
indice de refraccion® pueden utilizarse para distinguir entre distintos tipos de
fluidos. En el caso de disoluciones binarias, la medida de las propiedades fisicas
de los fluidos pueden llegar incluso a permitir estimar la composicion quimica
de las mismas®’. Destaca entre todos la densidad, que es ampliamente utilizada
en diversas aplicaciones como la determinacién de la calidad de aguas??, la
pureza en combustibles® o para la medida de |a calidad de aceites vegetales de
uso alimentario®. Asimismo, en el &mbito del diagndstico clinico es habitual el
andlisis de fluidos corporales para la detecciéon y seguimiento de distintas
enfermedades, por lo que la medida de sus propiedades fisicas supone un
primer indicador rapido de la aparicion de ciertos desérdenes. Por ejemplo, la
densidad y el indice de refraccién en la orina dependen directamente de la
tonicidad de la misma'!, mientras que la densidad del plasma sanguineo
depende de la concentracion de proteinas en este®?. Por esta razon, la medida
de estos pardmetros fisicos puede utilizarse como un primer indicador de la
aparicién de distintas enfermedades.

En este sentido, los microcanales suspendidos resonantes (SMR) han
demostrado ser una técnica capaz de realizar medidas de densidad de fluidos
con una gran sensibilidad, utilizando para ello la densimetria basada en tubos
resonantes>®3, también empleada en los densimetros comerciales. Los
densimetros comerciales mas avanzados consisten en un tubo de vidrio en
forma de «U» de dimensiones macroscépicas, cuyos extremos estan anclados
formando un oscilador tipo palanca que resuena en el rango de frecuencias
audibles. Este tubo se llena con un fluido de tal manera que la frecuencia de
resonancia cambiard en funcién de la densidad del mismo**. Siguiendo este
mismo principio de funcionamiento, en el rango de los micrémetros, los SMR
consiguen una sensibilidad en densidad similar a los densimetros comerciales
méas avanzados (~1 pg/mL*®) con la ventaja adicional de utilizar una muestra
de un volumen del orden de picolitros*!®, frente al volumen de mililitros que
requieren los aparatos comerciales. Ademas, los SMR también han sido
propuestos en distintos trabajos para la medida de parametros adicionales a la
densidad como la viscosidad* o la presién del fluido¥, lo que permitiria un
analisis mas completo y fiable de los fluidos.

En este capitulo se propone y demuestra la utilidad de los resonadores
fabricados, no solo como densimetros, sino también para la medida del indice
de refraccion (refractémetro) del fluido. La medida de ambos pardmetros se ha
utilizado en esta tesis para estimar la concentracién de disoluciones binarias de
alcoholes. Asimismo, en este capitulo se estudian los efectos de la presién

110



Capitulo 4

hidrostatica sobre la frecuencia de resonancia, lo que permitira medir
propiedades como la compresibilidad de liquidos o la masa molecular en gases.

4.1. Medida de la densidad

Los resonadores fabricados constan de una pared de silice (masa fija) y un canal
interno que se puede llenar con distintos fluidos (masa variable). De esta
manera, al remplazar un fluido interno por otro de distinta densidad, la masa
total del resonador cambiard, produciendo un cambio en su frecuencia de
resonancia. La relacion entre la densidad del fluido y la frecuencia de
resonancia puede obtenerse aplicando las condiciones de un cilindro a la
solucién de la ecuacion de Euler-Bernouilli para un resonador tipo puente (Ec.
1.55). Como el resonador estd compuesto por dos medios de distinta densidad
deberd sustituirse el término pA por su valor ponderado al drea que cubre cada
medio. De esta manera, la frecuencia de oscilacion de la zona suspendida tiene
la siguiente forma (Ec. 4.1).

Rexeaty? E(1-2%)
4nl?  |pc[1—A2] + ppe?

fo = (4.1)
Siendo R,y el radio externo del capilar, a;, el autovalor del modo de vibracién
(Ec. 1.53), E el mdédulo de Young de las paredes del capilar, A la relacién entre
elradiointernoy externo, p. la densidad en la pared del capilary py la densidad
del fluido.

De esta manera, si el dispositivo se encuentra inicialmente lleno con un cierto
fluido de referencia (habitualmente agua ultra-pura), de densidad pg, y con una
frecuencia de resonancia f,;, cuando se cambie el fluido interno la frecuencia
de resonancia cambiard (Af) como consecuencia de la diferencia de densidad
entre ambos fluidos (Ap, Ec 4.2).

Af A2 A
fo  2Qpcl1— 221 + pokZ — A28p) "

Para variaciones de densidad pequefias, la anterior expresion (Ec. 4.2) se puede
aproximar a una recta, permitiendo definir la responsividad en densidad (R))

(4.2)

como la pendiente de dicha recta (Ec. 4.3).

d(Af/fo)
dp

AZ
= 2o = A + poi) ()

% - |
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Para esta respuesta en densidad se mide la frecuencia de resonancia de un

dispositivo” lleno con distintas disoluciones acuosas de etanol (EtOH) y glicerol

(Glyc) de diversas concentraciones volumétricas (Fig. 4.1a). La densidad de
estas disoluciones es bien conocida®’, por lo que se puede medir la
responsividad en densidad de los dispositivos fabricados ajustando los datos de
cambio en frecuencia frente al cambio en densidad, obteniendo un valor de
0.176 ml/g (Fig 4.1b). Combinando este valor de la responsividad con el
minimo cambio en frecuencia detectable (1.3x107 para este dispositivo, véase
epigrafe 3.3. para la definicién de minimo cambio en frecuencia detectable) se
obtiene una resolucién de 0.7 ug/mL, lo que demuestra la utilidad de estos
dispositivos como sensores de densidad. Los dispositivos aqui empleados
presentan un limite en deteccién de densidad en el mismo orden de magnitud
que los densimetros comerciales mas avanzados®® con la ventaja adicional de

que el volumen de muestra necesario es 6 6rdenes de magnitud inferior.

a) Glyc H,0  so% EtOH b) 4

_r.r: .50 T T 196% EtOH 100

£ a

E 0.75- g A

E 0591 4 0 R,=0.176 mL/g

o i

g 0.251 leu%
510 520 530 540 ) -0.2 0.1 0.0 01

Frecuencia (kHz) Diferencia de Densidad (g/mL)

Figura 4.1.: Medida de la densidad de disoluciones. a) Espectros mecanicos medidos para un
mismo dispositivo lleno con distintas disoluciones acuosas (los circulos huecos representan los
puntos experimentales) y sus ajustes a una funcién lorentziana (lineas sélidas). b) Cambio en
frecuencia medido experimentalmente frente a cambio en densidad para (circulos rojos) para

las distintas disoluciones medidas y su ajuste a una recta.

Estos dispositivos también pueden emplearse para medir densidad de gases.
Sin embargo, como la responsividad depende tanto de las dimensiones del
dispositivo como de la densidad del fluido (Ec. 4.3), en gases la responsividad
tendrd un valor de 0.280 mL/g. Este valor se ha obtenido a través de la

expresion ana
del aire en condiciones normales de presion y temperatura).

Calibracion en masa

itica (Ec. 4.3) para un valor de py 10 g/mL (valor de la densidad

La medida experimental de la responsividad en densidad también permite
medir la masa del resonador (mg): un dato que, como se vera mas adelante, es

* Las medidas mostradas en este capitulo fueron tomadas usando un dispositivo de
con un diametro externo de 30 um y una longitud suspendida de 500 um
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necesario para poder medir la masa de particulas y células que fluyen dentro
del canal (capitulos 5, 6 y 7). Para poder relacionar la masa del resonador con
la responsividad en densidad, es necesario redefinir este parametro
considerando el cambio en densidad como un cambio en masa. De esta
manera, a partir de la aproximacion del oscilador arménico, podemos definir el
cambio relativo en frecuencia del resonador como menos un medio del cambio
relativo en masa (ApV;,/my, siendo V;, el volumen del microcanal
suspendido)®®. Esta aproximacion describe una respuesta lineal de la frecuencia
de resonancia con la densidad, lo que permite obtener un valor de la
responsividad que depende de la masa del resonador (Ec. 4.4). Nétese que esta
expresion de la responsividad es completamente equivalente a la propuesta en
la Ec. 4.3.

=z 4.4
P Zmo ( )

Utilizando el valor del volumen del microcanal obtenido mediante la medida de
las dimensiones de la zona suspendida a través de microscopia dptica (208 pl)
y el valor de la responsividad en densidad medido experimentalmente, se
obtiene que el resonador (lleno de agua ultra-pura) tiene una masa de 590 ng.
Este valor es un 12% mayor que el valor que se obtiene calculando la masa del
resonador utilizando los valores nominales del agua vy la silice. Esta diferencia
puede deberse a que el proceso de elongacion térmica de los capilares puede
causar pequefios cambios en la densidad de la silice con respecto a su valor
nominal. Ademas, los anclajes poliméricos empleados pueden provocar que el
resonador presente una longitud efectiva mayor que la longitud suspendida
(definida por la litografia dptica). Por estas razones, resulta mas acertado
obtener la masa del resonador mediante la medida de la responsividad (masa
efectiva) que calcularla mediante las dimensiones medidas y los valores
nominales de las densidades. Al aplicar este tipo de calibracion se obtiene que
los resonadores empleados en esta tesis presentan masas efectivas entre los 3
ug vy los 500 ng, dependiendo de sus dimensiones.

4.2. Medida de la concentracion en tiempo real

Como se ha comentado anteriormente, la densidad es un indicador indirecto
de la composiciéon quimica en disoluciones. En el caso de las disoluciones
acuosas binarias de alcoholes, la dependencia entre densidad y concentracién
ha sido ampliamente estudiada y se han desarrollado multiples modelos en
trabajos anteriores para describir este fendmeno®’. Por lo tanto, los cambios
en densidad, medidos en tiempo real con los dispositivos desarrollados a través
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de los cambios en la frecuencia de resonancia, podrdn relacionarse con
cambios en la concentracidn de las disoluciones aplicando estos modelos.

Para medir cambios continuos en la concentracién se sigue el cambio en la
frecuencia de resonancia en tiempo real mientras se cambia la disolucién de la
zona suspendida’. Para ello, inicialmente se llena el dispositivo con agua ultra-
pura y se cambia el reservorio con agua del sistema de bombeo por uno que
contiene una disolucién (glicerol 50%) que se bombea, con un flujo constante
de ~5 ul/s. Al medir en estas condiciones se obtiene que la frecuencia y, por
tanto, la densidad, se mantienen inicialmente constantes durante un tiempo
hasta que empiezan a variar. Finalmente, la densidad alcanza un valor constate
gue se corresponde con el valor de la densidad de la disolucién (Fig. 4.2a).

a) b)

— Longitud
5 ﬂ—E—H m—

1.12 & Gliceroll 45 __ de difusion
=) § s0% | & ! :
-.E_,_ & c 1 I
o 1.08 £ 308 1 1
> g 8 Alcohol 1 Agua
] < 5
=] I
g 1.04 15 é |
3 8 :

1.00 /8 I o ¥

Longitud de difusion
0 25 50 75 100 Gradiente de Concentracién
>

Tiempo (s)

Figura 4.2.: Medida de la Concentracién en tiempo real. a) Medida en tiempo real de la densidad
(eje izquierdo) en funcién del tiempo durante el cambio entre agua ultra-pura y una disolucién
acuosa de glicerol al 50%. La densidad se puede relacionar con la concentracién de glicerol (eje
derecho). b) Modelo unidimensional de difusién entre dos reservorios (infinitos) de distintos
fluidos. La barra de color representa el valor de la concentracion siendo el gris 0% (agua ultra-
pura) y azul el valor maximo.

Se observa que la variacién entre estos dos valores de la frecuencia de
resonancia, correspondientes a cada una de las disoluciones, se produce de
manera continua, transcurriendo un tiempo de ~30 s. Sin embargo, dado el
caudal empleado, se esperaria que el cambio entre los dos liquidos se
produjera de manera mucho mas rapida (~50 us). Esta diferencia se debe a
gue estos liquidos son miscibles por lo que, tan pronto como se pongan en
contacto se producira la difusion de un liquido en el otro, creando una zona en
la que la concentracion de la disolucion cambia de manera lineal entre 0% v el
valor inicial de la disolucion (longitud de difusiéon, Fig. 4.2b). Dadas las
condiciones de flujo laminar, esta longitud de difusion no se vera afectada por
el flujo, lo que permitird conseguir un cambio continuo en la concentracion en

" En este caso la frecuencia se sigue utilizando una configuracién de lazo cerrado dado
que el cambio en frecuencia es grande (~1-20 kHz) y, ademas, el factor de calidad
cambia de manera significativa.
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la zona suspendida. Aplicando los modelos de densidad y concentraciéon
recogidos en la literatura®, se relaciona cada valor de la densidad medido con
un valor en concentracién, con lo que se obtiene que la concentracién cambia
linealmente entre los valores inicial y final (Fig. 4.2a). De esta manera se aprecia
qgue el gradiente de concentracion a lo largo de la longitud de difusiéon es
constante, lo que estd de acuerdo con el caso estacionario de difusion en un
sistema unidimensional entre dos reservorios infinitos.

4.3. Medida del indice de refraccion

Como se mostrd previamente (capitulo 3), dpticamente los dispositivos
fabricados se comportan como una cavidad multicapa formada por
silice/liquido/silice/aire/silicio. La reflectividad de esta cavidad varia en funcidn
del indice de refraccion del liquido, lo que abre la puerta a utilizar estos
dispositivos para medir también cambios en el indice de refraccién a través de
los cambios de la potencia dptica reflejada por el dispositivo.

a) b)
i 1.0
1] Agua Glicerol =2
50% =
— © Agua
5 0] g
3 g 0.9
[<]
4] =
5 o
-4
= 508 Etanol
< 2 3 ¢
§
-3 . L ] = 07
Aproximacion LID£B|/J' %
1.34 1.36 1.38 1.40 0 20 40 60 80 100
indice de Refraccion Posicion Axial (um)

Figura 4.3.: Medida de la reflectividad del dispositivo en funcion del indice de refraccidn. a) Medida
del cambio en reflectividad normalizado en funcion del indice de refraccion en la region de
difusion (linea continua roja) durante el cambio entre agua ultra-puray una disolucién acuosa de
glicerol 50%, y su ajuste lineal en un tramo (linea gris discontinua). b) Reflectividad del dispositivo
en funcion de la posicidn axial del spot en la direccién axial para el mismo dispositivo lleno con
agua ultra-pura, linea continua oscura (n=1.3315), y lleno de etanol 100%, linea continua clara
(n=1.3605). Los circulos indican posiciones que maximizan la sensibilidad en indice de refraccion
para cada liquido.

Para comprobar y calibrar esta respuesta al cambio de indice de refraccion se
miden simultdneamente la potencia reflejada por el resonador (sefial éptica) y
la frecuencia de resonancia (sefial mecanica) en un punto fijo mientras se varia
de manera continua el indice de refraccion del liquido contenido en el
microcanal. Para conseguir este cambio continuo y controlado en el indice se
refraccidon se aprovecha el fendmeno de la difusién que aparece al cambiar el
liquido del microcanal, descrito anteriormente (epigrafe 4.2). De nuevo, el
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cambio del indice de refraccion en disoluciones acuosas binarias de alcoholes
en funcion de la concentracion ha sido ampliamente caracterizado en diversos
trabajos, demostrando que varia de forma continua entre el indice de
refraccién del aguay el del alcohol puro®. De esta manera, la medida de la sefial
mecdnica permite conocer en tiempo real la concentracion de la disolucién
(epigrafe 4.2) y utilizar este valor de concentracion para relacionar los cambios

en la sefial dptica con cambios en indice de refraccion.

La reflectividad normalizada (AR/Ry, siendo Ry la reflectividad del dispositivo
lleno con agua ultra-pura) cambia con el indice de refraccion siguiendo una

funcién sinusoidal, como cabria esperar en una cavidad multicapa (Fig. 4.3a).
Esta técnica permite una sensibilidad al cambio en indice de refraccion

AR
RoAn

| =8.7 en las zonas de maxima pendiente, lo que, combinado con el

minimo cambio detectable en reflectividad (5x10#) se traduce en un minimo
cambio detectable en indice de refraccién de 6x107°. Si todas las capas de la
cavidad tuvieran un espesor constante los dispositivos serian insensibles a

cambios en ciertos intervalos del indice de refraccion. Sin embargo, dado que
el espesor de las capas varia a lo largo de la direccion axial (epigrafe 3.2), se
puede encontrar la configuracion que maximiza la sensibilidad desplazando la

posicién del spot del laser en la direccion axial (Fig. 4.3b).

4.4. Efectos de la presion en la frecuencia de resonancia

Hasta el momento se ha considerado que un cierto fluido presenta una

densidad constante (solo determinada por su composicién quimica), sin
embargo, esta premisa solo es vélida en condiciones de presién y temperatura

constantes. El sistema de bombeo utilizado en esta tesis, permite aplicar
compresiones hidrostéticas en el rango ~1 bar, lo que es suficiente para
producir cambios de densidad del orden de ~10 pg/mL en liquidos y de ~100
ug/mL en gases. Dada la resolucion de los sensores desarrollados (epigrafe
4.1.), estos cambios en la densidad estarian dentro del rango de densidades
medibles. Sin embargo, en trabajos previos!® se ha demostrado que al
comprimir hidrostaticamente el fluido que se encuentra en el interior de un
SMR, su frecuencia de resonancia también puede variar debido a distintos

efectos mecdnicos como consecuencia de la presion aplicada. A continuacion,
se estudian diferentes efectos que provocan un cambio en la frecuencia de

resonancia cuando la presién hidrostatica en el canal interno varia.
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Efecto de la compresion hidrostatica en la frecuencia de resonancia:
modelo tedrico

Cuando el dispositivo esta lleno con un fluido y se le aplica una compresién
hidrostatica, la frecuencia de resonancia responde siguiendo de manera
inmediata los cambios de presidn (Fig. 4.4a). Por lo tanto, se puede definir una
responsividad en presion hidrostatica (Rpp = 9(f/fo)/0pn). Al medir esta
responsividad para el dispositivo lleno de nitrogeno se obtiene un valor de -2.7
GPa! (Fig. 4.4a). El signo negativo esta de acuerdo con los cambios en densidad
inducidos por la compresibilidad de los fluidos, sin embargo, la magnitud de
esta responsividad es mayor de lo que cabria esperar (-2 GPa?). La diferencia
se debe a que los cambios en la frecuencia de resonancia causados por la
aplicacion de una presién hidrostatica son el resultado de la superposicién de
dos tipos de efectos: rigidez (determinados por las caracteristicas del
dispositivo) y de masa (que dependeran de las propiedades de cada fluido).

a) = 3, b) o000
2 Y HO
=
o = 2 N
E g AN,
a1 — NG
. %. 5 0.05 % _:q,,c/
< o - ‘ . g % "‘P}'G,?/_
N 0 e s - "'..é:‘b’
5 T = -
o &-250 Af ’
£ 5
& § 500
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Diferencia de tiempo (s) Presiéon Hidrostatica (bar)
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Po 2po 3po 4py

Numero de Moléculas &

Figura 4.4. Efecto de la presion hidrostatica sobre la frecuencia de resonancia. a) Presién aplicada
(arriba) y frecuencia de resonancia (abajo) en funcién del tiempo, medidas experimentalmente
con un dispositivo lleno de nitrégeno. b) Simulacién de elementos finitos. Cambio relativo en
frecuencia en funcién de la presidon calculado para las condiciones de anclaje rigido (linea
discontinua negra) y anclaje blando (linea continua roja). Detalle superior. Variacién del radio en
funcién de la presién hidrostatica (no a escala). Detalle inferior. Geometria empleada en las
simulaciones de elementos finitos. ¢) Representacidén esquematica del nimero de moléculas de
fluido presentes en un cierto volumen del resonador en funciéon de la presién (no a escala).

Por su parte, los efectos de rigidez, se dividen en tres contribuciones: término
de momento de inercia, término de carga hidrostatica y término de anclaje. El
efecto del cambio de momento de inercia tiene su origen en que la compresiéon
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hidrostatica produce la variacion del radio interno del microcanal (Fig. 4.4b,
. . R; . .
detalle superior) a razéon de ARy, = %Aph, siendo K el mddulo de

compresiéon hidrostatica (Ec. 1.28 y 1.29). La expresidn de la frecuencia de
resonancia en funcién de este término se puede obtener sustituyendo este
nuevo valor del radio en la ecuaciéon 4.1. Sin embargo, como estas variaciones
en el radio son muy pequefias (~1 A) se puede hacer una aproximacién lineal
del cambio en frecuencia (Ec. 4.5.). Dadas las caracteristicas del resonador
empleado en este capitulo (K=37 GPa), este término, producird una
contribucion a la responsividad en presion hidrodistatica de 0.03 GPa™.

I 0s

f 0 " momento K

Asimismo, la presion hidrostatica ejercera una fuerza igual en todos los puntos
del canal (efecto de carga hidrostdtica), en trabajos anteriores se ha
demostrado que este efecto es directamente proporcional al area del
microcanal y a la presién aplicada (Ec. 4.6)*. Dadas las dimensiones del
resonador utilizado en este capitulo, la contribucion a la responsividad causada
por el término de carga sera de -0.28 GPa™.

) =g 8
- = - Pn 4.6
fo carga 2Pg

Siendo S; el drea de la seccidn transversal del canal y Py la carga critica de
pandeo de Euler.

Los dos términos anteriores han sido estudiados en trabajos previos en la
literatura con resonadores basados en nitruro de silicio®, sin embargo, la
deformacion de los anclajes poliméricos de los dispositivos aqui mostrados
también pueden contribuir a la responsividad en presién como consecuencia
de la pequefia deformacion que sufren durante la oscilacion del capilar. Para
comprobar esto, se realizan simulaciones por el método de elementos finitos
(FEM, Comsol Multiphysics, médulo de mecénica estructural). Se ha simulado
un tubo de vidrio suspendido y rodeado en sus extremos por unas paredes de
SU-8 imitando las condiciones experimentales (Fig. 4.4b, detalle inferior). Sobre
las paredes internas del tubo se aplica una presién, imitando el efecto de la
presidn hidrostatica, obteniendo el valor de la frecuencia de resonancia. En
primer lugar, se realiza esta simulacién constrifiendo el movimiento en las
paredes poliméricas (anclaje rigido), con lo que se obtiene una respuesta lineal
a la presion con una responsividad de -0.317 GPa® (Fig. 4.4b, linea negra
punteada). Este valor se encuentra en perfecto acuerdo con los términos de
carga hidrodindmica y momento de inercia recogidos en el modelo analitico
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anterior, lo que corrobora la validez del mismo. Sin embargo, cuando en la
simulacién se dejan libres los anclajes poliméricos (anclaje blando) se obtiene
también una respuesta lineal, pero con una pendiente de -0.396 GPa! (Fig.
4.4b, linea roja). Esta diferencia en la pendiente entre las simulaciones del
anclaje rigido y el anclaje blando se puede atribuir a que la presién produce una
pequefia deformacién en el anclaje polimérico. De esta manera se puede
definir la contribucién a la responsividad de la no-idealidad del anclaje como la
diferencia entre la pendiente obtenida para el anclaje blando y la obtenida para
el anclaje rigido (Rgnciaje=-0.079 GPa™).

En cuanto a los efectos de masa, se pueden separar en dos contribuciones:
expansion y compresibilidad. Como ya se ha visto por el término de momento
de inercia, la compresion hidrostatica produce la expansién radial del tubo, lo
gue causara que el volumen de este aumente. Esta diferencia de volumen se
llenard con mas fluido, aumentando la masa de la regién suspendida vy
produciendo consecuentemente un cambio en frecuencia (Ec. 4.7.). Dadas las
caracteristicas del dispositivo, este término deberia producir una responsividad
de -0.005 GPa™ para liquidos y de -1x10° GPa™ en gases.

(%) = D0, (4.7)

K

Por Ultimo, la compresion hidrostatica producird que en un cierto volumen
guepan mas moléculas (Fig. 4.4c), produciendo un aumento de la densidad vy,
por tanto, una disminucién de la frecuencia de resonancia. Los cambios en
densidad en un fluido se relacionan con la presion a través del factor de
compresibilidad (B)> como Ap = poBAp,. Dadas las caracteristicas del
resonador empleado, la responsividad debida a este efecto serd ~-0.3 GPa en
liquidos y ~-1 GPa™! para gases.

expansion

Af
(—) = —RppoBApn (4.8)
fo compresibilidad
La responsividad en presidn esperada resultara de la superposicién de los cinco
términos anteriormente mencionados (Ec. 4.9.).

1 A4 RpPo

:Rph = K~ 2P, + fRanclaje - T - :Rppoﬁ (4.9)

Con esta expresion analitica se obtiene que el resonador empleado debe
presentar una responsividad en presion de -2.6 GPa™ para el dispositivo lleno
de nitrégeno, lo que concuerda con los datos obtenidos experimentalmente, -
2.7 GPa! (Fig. 4.4a). Téngase en cuenta que, mientras que los términos de
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rigidez solo dependen del disefio del dispositivo, los términos de masa
dependen de las propiedades de los fluidos como la densidad vy la
compresibilidad, lo que abre la puerta a una nueva fuente de informacion de
los mismos.

Compresidn hidrostatica de gases: medida de la masa molecular

Para comprobar la validez del modelo propuesto se miden los cambios en
frecuencia al aplicar compresiones hidrostaticas en el dispositivo lleno de
distintos gases manteniendo constante la temperatura del laboratorio 295+1
K. Para todos los gases se observa que el cambio en la frecuencia de resonancia
medido presenta una tendencia lineal descendente (Fig. 4.5a), como se
esperaba por el modelo tedrico desarrollado en el apartado anterior.

—
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Figura 4.5.: Medida de la compresibilidad en gases. a) Cambio relativo en frecuencia en funcion

de la presidon hidrostdtica medido para helio (pentagonos), nitrégeno (hexagonos), aire

(tridngulos), oxigeno (circulos) y didéxido de carbono (diamantes) y el ajuste de estos datos a una

recta (lineas soélidas y linea punteada para el oxigeno). b) Responsividad en presién medida para

los distintos gases en funcion de la masa molecular (puntos) y su ajuste a una recta.

La responsividad en presion hidrostdtica para los distintos gases se obtiene
como la pendiente al ajustar a una recta los datos de cambio en frecuencia en
funcion de la presién hidrostdtica. Los valores obtenidos muestran una
dependencia lineal con la masa molecular de los gases empleados (Fig. 4.5b),
lo que se encuentra en buen acuerdo con un modelo de gas ideal, en el que el
parametro poBr es directamente proporcional a la masa molecular (Ec. 4.10).

mm
kT
Siendo S el factor de compresibilidad isotérmico, p, la densidad del gas (antes
de ser comprimido), m,, la masa molecular del gas, kg la constante de
Boltzmann (1.38x102J/K) y T la temperatura. El factor de compresibilidad sera
distinto si el gas se comprime adiabaticamente (fs), en cuyo caso se puede
obtener como s = B /v. Siendo y el coeficiente de dilatacion adiabatica, que
se puede tomar como 1.4 para los gases empleados en este trabajo.

Pobr = (4.10)
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Al ajustar a una recta los datos de responsividad en presion en funcién de la
masa molecular?, se obtiene una pendiente de -0.087+0.004 GPa™*-Da™ y una
ordenada de origen de -0.4+0.1 GPa™ (Fig. 4.5b, linea roja). El valor de la
ordenada de origen se puede entender como el valor al cual tiende la
responsividad cuando los efectos de masa se anulan, por lo que este valor serd
una medida de los efectos de rigidez del dispositivo. Teniendo esto en cuenta,
el valor de los términos de rigidez medido experimentalmente estd en perfecto
acuerdo con los valores calculados a través del modelo tedrico. Asimismo, el
valor de la pendiente en esta representacion se puede atribuir en exclusiva al
efecto de la compresibilidad. La pendiente medida experimentalmente se
encuentra en un valor intermedio entre el que cabria esperar para una
compresion isotérmica, -0.110 GPa*-Da, y una compresion adiabatica, -0.079
GPal-Da? (Fig. 4.5b, lineas negras punteadas). I[dealmente, la compresidn del
gas deberia ser adiabatica, este caso intermedio entre la compresion adiabatica
y la isoterma se puede atribuir a que el microcanal no se encuentra
perfectamente aislado.

Teniendo en un cuenta el limite de deteccidn en la sefial mecénica (1.3x107) se
espera que el limite de deteccidn en responsividad en presién hidrostatica
tenga un valor de 1.3-103 GPa?, lo que se corresponde con una resoluciéon
esperada en la medida de la masa molecular de 0.01 Da. No obstante, para
poder aprovechar esta resolucion serd necesario conseguir un control muy
preciso de la temperatura del sistema. Las fluctuaciones en la temperatura del
laboratorio (+1 K) hacen que la compresibilidad de los gases (pof) cambie lo
que finalmente resulta en variaciones del orden de +0.01 GPa* en la media de
la responsividad: un orden de magnitud mayor que este limite de deteccion.
Ademas, el haz laser puede calentar localmente el dispositivo, lo que puede
potenciar estas fluctuaciones en la compresibilidad.

Compresidn hidrostatica de liquidos

Los experimentos de compresiones hidrostatica se repiten con disoluciones
acuosas de etanol de distintas concentraciones. De esta manera, se consiguen
distintas compresibilidades. Al aplicar las compresiones hidrostaticas se
obtiene de nuevo que la frecuencia de resonancia disminuye siguiendo una
tendencia lineal con el valor de la presién. Como es sabido por los experimentos
de la compresién hidrostatica de gases, estas compresiones resultan de un caso

¥ Para los casos de mezclas de gases, como el aire, el valor de la masa molecular
se obtiene como el valor medio de la masa molecular de los distintos gases
ponderado a la concentracién de cada gas.
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intermedio entre la compresidn isotérmica y la adiabatica, por lo que el valor
de la compresibilidad elegido para representar se tomard como el valor medio
de la compresibilidad isotérmica y adiabdtica tabulado de cada disolucién >2°.
Al igual que en el caso de los gases, el cambio en frecuencia de resonancia
decrece de manera lineal con la presién hidrostatica, siendo la pendiente
distinta para cada disolucion (Fig. 4.6a).

a) b)
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Figura 4.6.: Medida de la compresibilidad en liquidos. a) Cambio relativo en frecuencia en funcién
de la presion hidrostatica medido para las disoluciones acuosas de etanol de distintas
concentraciones 0% (agua, cuadrados), 25% (circulos), 50% (pentagonos), 75% (triangulos) y
100% (EtOH, hexagonos) y el ajuste de estos datos a una recta (lineas sélidas y linea punteada
para EtOH 25%). b) Responsividad en presiéon medida para las distintas disoluciones en funcion
de la compresibilidad (circulos) y su ajuste a una recta.

Cuando se calcula la responsividad en presion y se representa en funcion de la
compresibilidad se obtiene nuevamente una tendencia lineal con la
compresibilidad del fluido. Al ajustar estos datos a una recta se obtiene una
pendiente de -0.22+0.04. Este valor de la pendiente se corresponde con el
modelo tedrico (-0.17), sin embargo, los datos presentan una gran dispersion.
Tal dispersion podria atribuirse a que cada disolucion tiene una conductividad
térmica diferente, lo que puede resultar en que el proceso de compresién sea
mas préximo al caso adiabdtico o al isotermo dependiendo de la disolucion.

4.5. Conclusiones

En este capitulo se ha propuesto y demostrado experimentalmente el uso de
los dispositivos fabricados como sensores de distintas propiedades fisicas en
fluidos. Estos dispositivos permiten medir de manera simultanea la densidad y
el indice de refraccion del fluido. Como sensores de densidad, estos
dispositivos presentan una resolucién en densidad de 0.7 pg/mL, un valor
comparable al de los densimetros comerciales mas avanzados®®, presentando
la ventaja afladida de que el volumen de la muestra requerida es de ~100 pL
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(frente a 1 mL en sus homologos comerciales). Ademas, se ha demostrado que
la responsividad en densidad de estos dispositivos depende Unicamente de la
relacion entre los didmetros interno y externo del capilar (1), maximizandose
cuando este valor tiende a 1. En los dispositivos fabricados se tiene 4=0.75,
aunque para el proceso de fabricacion descrito este factor estd determinado
desde el inicio de la fabricacion, siendo igual tanto en la zona elongada como
en la zona sin estirar. Una forma de poder aumentar este factor podria ser
mediante el ataque quimico del capilar de vidrio estirado con una disolucion
acuosa de acido fluorhidrico. Tanto el sustrato de silicio como los anclajes de
resina SU-8 son compatibles con un ataque con 4cido fluorhidrico, por lo que
este paso se podria implementar de manera sencilla y directa al final de todo
el proceso de fabricacién descrito en el capitulo 2.

Utilizados como sensores o6pticos, los dispositivos fabricados exhiben una
resolucién en indice de refraccion del orden de ~107°, también comparable al
estado actual de la técnica. Cabe destacar que, aunque el didmetro no
constante del capilar podria parecer un efecto indeseable debido a las
limitaciones del proceso de fabricacién, este grosor variable de las multicapas
hace a esta técnica muy versatil. El perfil ligeramente hiperbdlico de los
dispositivos permite maximizar la sensibilidad para cualquier indice de
refracciéon y cualquier longitud de onda simplemente desplazando la posicién
del spot. Por otra parte, la medida simultdnea de densidad e indice de
refraccién abre la puerta a un analisis mas rapido y preciso entre distintos
liquidos. La densidad por si sola no permite la distincién univoca entre distintos
liquidos. Por ejemplo, metanol y etanol presentan densidades muy similares
(0.792 g/mL y 0.789 g/mL, respectivamente), por lo que, las disoluciones
acuosas de ambos alcoholes van a encontrase en el mismo rango de
densidades: haciendo practicamente imposible la distincion entre un tipo de
disolucion u otra. Sin embargo, presentan indices de refraccion muy distintos:
mientras que el indice de refraccién en el metanol es inferior al del agua
(1.326), el del etanol es mayor que el del agua (1.360), por lo que se podra
distinguir entre la disolucién de un tipo de alcohol u otro con la informacion del
indice de refraccién. Para otras sustancias se puede producir el efecto
contrario: que se pueda distinguir entre disoluciones de distintos solutos en
densidad, pero no en indice de refraccion. En definitiva, esta deteccién
mecano-optica simultdnea permitira distinguir entre distintos tipos de
disoluciones y estimar su concentracion al combinar los datos de densidad con
los de indice de refraccién.

Por otra parte, también se ha mostrado que la frecuencia de resonancia de los
dispositivos desarrollados en esta tesis es sensible a cambios en la presidn
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hidrostatica del fluido, lo que se ha demostrado tanto con el desarrollo de un
modelo analitico como a través de medidas experimentales. Se ha demostrado
gue esta respuesta en frecuencia tiene su origen tanto en efectos de rigidez del
resonador, que habfan sido estudiados previamente en la literatura, como en
la compresibilidad del fluido, que han sido estudiados por primera vez en esta
tesis. Esta responsividad en presion permite utilizar los dispositivos no solo
como sensores de presion sino también como sensores de compresibilidad de
fluidos. Ademas, como en los gases la compresibilidad es directamente
proporcional a la masa molecular, estos dispositivos también pueden utilizarse
para distinguir entre mezclas de gases idealmente con una resolucién en masa

molecular de 0.01 unidades de masa atomica.
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Capitulo 5:
Deteccién Mecano-Optica de
Particulas

La deteccidn, andlisis y caracterizaciéon de particulas de dimensiones micro y
nanoscoépicas suspendidas en medios liquidos (coloides) es un tema que atrae
el interés de campos muy diversos (micro y nanofabricacién, control
medioambiental, industria farmacéutica, medicina, etc.). En el ambito de la
micro y nanofabricacion, existen varias técnicas en las cuales las
micro/nanoesctructuras se sintetizan dentro de medios liquidos como es el
caso del método hidrotermal® o las emulsiones?, por lo que resulta muy
conveniente disponer de métodos que permitan la caracterizacién de las
particulas fabricadas sin retirar el medio liquido que las contiene. Asimismo, la
caracterizacion de micro y nanoestructuras en suspensién resulta de gran
interés para el control medioambiental. La contaminacion por microplasticos,
procedentes de la degradacion de envases de pldstico®*, supone una grave
amenaza para los ecosistemas acudticos®® con el riesgo afiadido de la
introduccién de estas sustancias en la alimentacidon humana’®. En este caso, los
métodos mas habituales para la caracterizacidn de este tipo de particulas pasan
por una caracterizacion morfoldgica mediante técnicas de microscopia
electrénica u Odptica y una caracterizacién quimica mediante técnicas
espectroscdpicas: espectroscopia infrarroja de transformada Fourier (FTIR, por
su acronimo en inglés «Fourier transform infrared») o espectroscopia Raman®.
La caracterizacién de particulas mediante imagenes de microscopia tiene una
baja eficiencia y requiere extraer las particulas del medio liquido en el que se
encuentran. Ademas, las técnicas de caracterizacion quimica anteriormente
citadas no permiten caracterizar particulas individuales, sino que proporcionan
datos promediados en poblaciones de particulas.

Para abordar estos problemas, de manera andloga a lo mostrado en el caso de
la deteccidn y caracterizacién de fluidos (capitulo 4), se han propuesto diversas
técnicas para la caracterizacion de particulas individuales en medio acuoso a
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través de sus propiedades fisicas. Algunas de estas técnicas son el contador
Coulter® o la dispersidon dinamica de la luz*. Ambas técnicas permiten la
caracterizacion de micro y nanoparticulas suspendidas en un medio liquido a
partir de su tamafio con una gran eficiencia. Sin embargo, a pesar de esta alta
eficiencia, es necesario complementarlas con otras técnicas si se quiere
diferenciar entre distintos materiales. En este aspecto, los microcanales

suspendidos resonantes (SMR) también se han propuesto para

caracterizacion de este tipo de particulas permitiendo una caracterizacién de
la masa boyante de particulas suspendidas en un medio acuoso con una
eficiencia de hasta 6800 particulas por minuto usando un Unico resonador®2.
Ademas, también se ha demostrado la utilidad de estos sensores mecanicos
para la medida de otras propiedades de las particulas como densidad, volumen
o rigidez®* 8, Asimismo, también se han desarrollado resonadores basados en
microcapilares de silice con los que se han conseguido medir distribuciones en

masa de particulas con masas boyantes de 10 ng>2°.

En este capitulo se propone el uso de los resonadores microcapilares
transparentes (RMT) y el sistema experimental desarrollados en esta tesis para

medir de manera simultanea propiedades O&pticas y mecdnicas

microparticulas, lo que permitird distinguir entre distintas poblaciones de
particulas incluso en casos en los que su distribucién en masa boyante sea muy

similar.

5.1. Principio de deteccion mecano-dptica de particulas

En los experimentos realizados en este capitulo se introducen muestras de
microparticulas en suspensidon acuosa en un dispositivos resonador

microcapilar transparente (RMT) fabricado™ mientras se miden de manera

simultanea la frecuencia de resonancia del primer modo flexural (sefial
mecanica) y la potencia reflejada (sefial dptica) en funcién del tiempo. Mientras
se realiza esta medida mecano-dptica se aplica una diferencia de presién entre
los dos reservorios del sistema de bombeo, consiguiendo asi un flujo constante

de particulas que atraviesan la region suspendida del dispositivo.

Cuando una particula entra en la zona suspendida del dispositivo produce un
cambio en la masa del resonador, lo que, a su vez, producird un cambio en la

* En su zona suspendida, el dispositivo empleado en este capitulo tiene un didmetro
externo de 47 um, un didmetro interno de 38 um y una longitud de 500 um. Al hacer
la calibracién con disoluciones de densidad conocida se obtiene una masa efectiva

(lleno de agua) de 2.4 pg.
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frecuencia de resonancia. Debido a que el resonador se encuentra lleno con un
fluido incompresible (agua), la particula desaloja un volumen de liquido igual al
volumen de la particula introducida. De esta manera, el cambio de masa del
resonador no serd igual al de la particula, sino a la diferencia entre la masa de
esta y la masa del volumen de liquido evacuado (masa boyante, my, Ec. 5.1).

Pr
my = ApVpart = Mpart <1 — > (5.1)
Ppart

Siendo Ap la diferencia entre la densidad del fluido y la de la particula
(contraste de densidad), Vpgre €l volumen de la particula, myq,; la masa
(inercial) de la particula, ps la densidad del fluido y ppqr la densidad de la
particula.

Esta masa boyante producird un cambio en la frecuencia de resonancia
(Afn/fon), que se puede obtener a partir del modelo del oscilador arménico

(f = 2m\/k/m) calculando la masa efectiva (Ec. 1.69). Al considerar la particula
puntual y en una cierta posicion (xg), el cambio de frecuencia toma la forma
mostrada en la ecuacion 5.2. Como la masa boyante de las particulas es mucho
menor que la masa del resonador, se puede hacer una aproximacion lineal,
obteniendo que el cambio de frecuencia causado por la particula es
directamente proporcional a la masa boyante y al cuadrado de la forma del
modo en la posicién de la particula®.

Af, 1 1
fa _ 1~ =22y, 2(xy) (5.2)

fO,n 1 +$—21/)n2(x0) 2mg,

Siendo my la masa efectiva del resonador (lleno de agua) obtenida mediante la
calibracién descrita en el epigrafe 4.1 y i, la forma del modo (Ec. 1.54). Nétese
gue, aunque en este capitulo solo se mide el modo fundamental de oscilacién,
este principio de deteccion es igualmente valido para cualquier otro modo
mecanico.

De esta manera, el maximo cambio en la sefial mecdnica medido serd
directamente proporcional a la masa boyante de la particula (curva azul en Fig.
5.1a). Dado que la particula se mueve con una velocidad constante’, este valor
maximo de cambio en frecuencia causado por el paso de una particula (y, por
tanto, la masa boyante) se obtiene ajustando la sefial mecdnica (Ec. 5.2)

" Véase capitulo 6 para una justificacion detallada de por qué las particulas
presentan una velocidad constante al atravesar la zona suspendida.
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mediante el método de minimos cuadrados al cuadrado de la forma del modo
(Ec. 1.54).
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Figura 5.1. Deteccion de particulas en los dispositivos fabricados. a) Representacion esquematica

del efecto del paso de una particula sobre la sefial mecénica y la sefial dptica (este esquema no

representa la proporcion entre la longitud suspendida y el tamafio del spot). b) Medida en tiempo

real de la sefial mecénica y Optica mientras pasan microparticulas esféricas de silice de 8.4 um

de didmetro.

El hecho de que las particulas hagan un barrido en la posicién del resonador
supone una ventaja de los microcanales suspendidos resonantes frente a los
resonadores mecanicos no huecos o convencionales (p. ej. puentes o palancas
sin un microcanal integrado), donde las particulas quedan adheridas en una
posicion fija sobre su superficie. De esta manera, mientras que en los
resonadores mecanicos convencionales es necesario medir simultdneamente
dos modos flexurales para poder separar la contribuciéon de la masa vy la
posicion al cambio en frecuencia’*?® (véase epigrafe nanomecanica en
introduccién), en los SMR solo es necesario medir un Unico modo flexural para
determinar la masa.

Por otra parte, cuando la particula pasa por la zona iluminada por el haz
producird un cambio en la sefial éptica debido a la potencia de luz dispersada
(curva roja en lafigura 5.1a). Este cambio se puede ajustar, obteniendo el valor
de maxima variacion en reflectividad, cuya magnitud estara relacionada con el
tamafio e indice de refraccion de la particula. Como la zona iluminada se
encuentra dentro de la regién suspendida y su tamafio es un orden de
magnitud menor, la anchura de los eventos medidos en funcién del tiempo en
la sefial Optica serdn un orden de magnitud menor que la anchura de los
eventos en la sefial mecdnica, tal y como vemos experimentalmente (Fig. 5.1b).
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Condiciones de medida dptimas

A priori, para optimizar la medida de la sefial mecanica se deberia medir esta
sefial empleando un tiempo de adquisicidn igual a aguel que minimiza el valor
de la varianza de Allan (T~150 ms, Ggjan~1077). Sin embargo, como los
cambios en frecuencia medidos en este sistema son transitorios (Fig. 5.1b) el
anterior criterio no serd siempre valido, ya que si las particulas atraviesan la
zona suspendida en un tiempo menor al de adquisiciéon resultaran
indetectables. Por esta razén es necesario encontrar una relacion de
compromiso entre un determinado tiempo de adquisicién y la velocidad a la
gue pasan las particulas por la zona suspendida. De esta manera, dado el
tamafio de la zona suspendida (500 um) para poder medir particulas utilizando
el tiempo de adquisicion que minimiza el valor de la varianza de Allan (t~150
ms), serd necesario que las particulas se muevan con velocidades mucho
menores que 0.3 mm/s. Sin embargo, estas velocidades no resultan adecuadas
dado que, ademas de ofrecer una eficiencia de medida muy baja, la premisa de
qgue las particulas se mueven a una velocidad constante deja de ser vélida
(véase el apartado «Nuevos fendmenos hidrodindmicos» en el capitulo de
Perspectivas Futuras) que imposibilitan la medida siguiendo el método
anteriormente descrito.

Para conseguir una eficiencia de medida alta y evitar fendmenos
hidrodindmicos indeseados se establece como criterio para las medidas
realizadas en este capitulo y los siguientes (capitulos 6 y 7) medir la sefial
mecdnica utilizando un tiempo de adquisiciéon de 600 us, lo que permite
detectar particulas con velocidades de hasta 80 mm/s con una resolucién en
masa ~2 pg. Como la velocidad de las particulas depende tanto del caudal
aplicado como del tamafio de esta (véase capitulo 6), en los experimentos
mostrados en este capitulo se han variado las condiciones de diferencia de
presidn vy resistencia microfluidica para conseguir que cada poblacién de
particulas presente una velocidad media en torno a 10 mm/s. Asimismo, como
los eventos en la sefial dptica ocurren en tiempos caracteristicos mas rapidos
que en la sefial mecdnica serad necesario adquirir esta sefial usando tiempos de
adquisicién mas rapidos. Para que la medida de ambas sefiales se realice en
condiciones comparables, se establece como criterio que la relacion entre los
tiempos de adquisicién de las sefiales mecanica y dptica sea igual a la relacidon
entre el tamafio del spot (~10 um) y la longitud suspendida, por lo que el
tiempo de adquisicion en la sefial dptica serd de 7 ps. Con esta configuracion
se ha conseguido medir simultdneamente las sefiales mecdanica y dptica con
una eficiencia de 300 particulas por minuto (Fig. 5.1b).
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Caracterizacién morfoldgica de particulas
En el presente capitulo, asi como en capitulos posteriores, se van a realizar
diversas medidas utilizando poblaciones de microparticulas esféricas de
distintos tamafios y materiales (silice, poliestireno y polimetilmetacrilato). Para
poder interpretar los resultados obtenidos es necesario conocer la morfologia
de las particulas empleadas, para lo cual se toman y analizan imagenes de
microscopia electrénica de barrido (SEM) de las mismas.

Dado que se encuentran en suspensidon acuosa, las particulas requieren una
preparacién previa antes de su inspeccion en el SEM. Esta preparacion consiste
en depositar una muestra de las particulas sobre un sustrato conductor (silicio
dopado tipo p) y retirar el medio acuoso mediante evaporacion. Durante el
proceso de evaporacion, las particulas precipitan en la superficie del sustrato,
lo que permite su inspeccion en el microscopio.

En el SEM se toman imdagenes de las distintas poblaciones de microparticulas
(Fig. 5.2a) hasta conseguir una muestra representativa de cada poblacién. Las
imdgenes de SEM se analizan obteniendo el didmetro de cada particula
encontrada, lo que permite representar las distribuciones de tamafios de cada
particula (Fig. 5.2b).
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Figura 5.2.: Caracterizacién morfoldgica de las particulas. a) Imégenes SEM representativas de

cada tipo de particula. Todas las imdgenes tienen la misma magnificacion. b) Distribuciones de
tamafios obtenidas mediante el analisis de las imagenes SEM para las particulas de silice (SiO,)
de 6.8 um (barras grises, N=224), silice de 8.4 um (barras rojas, N=212), posiestireno (PS) de 10
um (barras moradas, N=217), polimetilmetacrilato (PMMA) de 12.4 um (barras azules, N=197) y
poliestireno de 19 um (barras verdes, N=212). Las lineas continuas representan los respectivos

ajustes a una distribucion normal.

La caracterizacién morfoldgica de las particulas realizadas mediante SEM vy los
valores tabulados de los materiales de las particulas, permiten estimar los
valores de la masa boyante de estas (Tabla 5.1.).
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D m n c
Acrénimo | Material P b FP | Modelo
(g/mL) | (um) (g) (mL?)
. N 132+ | 1.4570 Si02-R-
Si02-6 Silice 1.8 6.8+0.4 ’3 o 10° 6ot
. N 248+ | 1.4570 Si02-R-
Si02-8 Silice 1.8 8.4+0.2 18 o 10° g5t
PS-10 Poli- 105 |100:03| 2622 | 287 | 105 | ps7008
estireno
Polimetil- | 1.18- 1.4887 PMMA-
+ + 5
PMMA metacrilato| 1.26 124021 19943 % 10 R-12.4%
Poli- 1.5875
PS-20 o 105 |19.0:0.5|180+9 | " n 10° | PS-7018
estireno

Tabla 5.1.: Caracteristicas de las distintas microparticulas empleadas en los experimentos:
material, densidad (p), didmetro (D), masa boyante (my, esperada en agua ultra-pura
[p=0.998 g/mL] ), indice de refraccién (m, para una longitud de onda de 632.8 nm),
concentracion de particulas utilizada habitualmente (c,) y modelo comercial.

Todas las poblaciones de particulas estudiadas siguen una distribucién normal
de tamafios. La funcién de densidad de probabilidad de la masa boyante (fdp,
qgue es la distribuciéon que se medird en los experimentos) se calculard
introduciendo dicha distribucién de tamafios en la definicidon de masa boyante
(mp = TAPRpare, Ec. 5.3).

fdp(my) = ¢ B (my,) 23 e=( (Vmo=3fmpo) /0)" (5.3)

Siendo ¢ una constante de normalizacion, o la desviacidon estandar en

didmetro, B = 3/6/(mAp) y myo la masa boyante para una particula de
didmetro medio.

5.2. El problema de la masa boyante

Como ya se ha comentado, debido a su principio de funcionamiento, los
dispositivos fabricados son sensibles a la masa boyante (Ec. 5.1). La
dependencia de la masa boyante con el volumen de la particula y el contraste
de densidad dificulta la distincion entre poblaciones de particulas ya que,
particulas de tamafios y densidades muy distintos pueden presentar un mismo
valor de masa boyante en un determinado fluido (lo que se conoce como
«problema de la masa boyante»). Para ilustrar este problema, se han medido
la distribucién en masa de dos mezclas de suspensiones acuosas de particulas

¥ Microparticles GmbH (Alemania)

¥ Microbeads AS (Noruega)
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diferentes. En un caso, se mezclan particulas esféricas de silice con dos
didmetros distintos, 6.8 um y 8.4 um (tabla 5.1), de tal manera que la
proporcion entre el nimero de ambos tipos de particulas en la suspensién
acuosa es de 1:1. Como tienen la misma densidad y distinto tamafio, se puede
apreciar una doble distribucion en su espectro en masa (Fig. 5.3a),
encontrandose uno de los maximos para 140 pg (que se corresponde con las
micropariculas de 6.8 um, tabla 5.1.) y el otro para 225 pg (correspondiente a
las microparticulas 8.4 um, tabla 5.1.).

Por otra parte, se mide una mezcla de microparticulas esféricas de silice (8.4
um de didmetro) con microparticulas de PMMA (tabla 5.1.), también mezcladas
de tal manera que la proporcién entre el nimero de ambas particulas sea 1:1.
En este caso, en el espectro en masa no se aprecian dos maximos locales bien
resueltos, sino un Unico maximo para 200 pg (Fig. 5.3b) y un hombro. La forma
de esta distribucion indica que debe haber dos poblaciones de particulas, lo
gue se comprueba ajustando a una distribucion doble, obteniendo que estas
poblaciones tienen unas masas boyantes medias de 200 pg y 225 pg
respectivamente; lo que se corresponde con los valores esperados para las
particulas de silice y PMMA (tabla 5.1.). Sin embargo, a pesar de que se puede
identificar la presencia de dos poblaciones de particulas no es posible distinguir
entre particulas a nivel individual dado a que las distribuciones de masa de
ambos tipos de particulas solapan.
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Figura 5.3.: Problema de la masa boyante. a) Distribucion en masa boyante medida (barras) para
una mezcla de particulas de silice de distintos tamafios (6.8 um y 8.4 um) y su ajuste (linea
continua) a la funcién de densidad de probabilidad de la masa boyante (Ec. 5.2). b) Distribucién
en masa boyante medida (barras) para una mezcla de particulas de silice de 8.4 umy PMMA 12.4
uUm y su ajuste (linea continua) a funcién de densidad de probabilidad de la masa boyante (Ec.
5.3).

Este problema ha sido resuelto en trabajos anteriores mediante la medida de
la masa boyante de cada particula dos veces en dos fluidos de distintas
densidades. De esta manera, se puede obtener la masa inercial total de la
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particula, su densidad y su volumen!®”. No obstante, esta aproximacion
requiere la implementacion de un sistema hidraulico mas complejo y una
mayor complicacion en el proceso de fabricacion de los dispositivos. Ademas,
altener que medir dos veces cada particula, la eficiencia de la medida se reduce
de manera drdstica. Por otra parte, esta aproximacion resulta poco versatil de
cara a aplicaciones bioldgicas ya que los dos fluidos empleados deben tener
unas propiedades adecuadas al tipo de entidad biolégica que se quiera
estudiar: si uno de los fluidos no tiene la tonicidad o el pH adecuados, pueden
provocar cambios en propiedades como el volumen o la densidad de algunas
entidades bioldgicas como células?®®, pudiendo en algunos casos producir
incluso la destruccién de los analitos bioldgicos.

Dado que el principio de medida propuesto en este capitulo permite
complementar la medida de la masa boyante con la medida de la potencia
reflejada por el dispositivo, a continuacién, se propone y estudia la medida de
esta sefial éptica como una nueva fuente de informacién sobre las particulas.
Se demuestra que la introducciéon de esta sefial permite distinguir entre
poblaciones de particulas aun en situaciones en las que las distribuciones de
masa boyante solapan.

5.3. Andlisis de la sefial dptica

Durante las medidas realizadas, la potencia reflejada por el dispositivo se
mantiene constante hasta que una particula pasa por la zona iluminada,
produciendo una caida en la sefial éptica debido a la dispersién causada por la
particula, lo que se puede medir como un cambio en reflectividad (AR). Para
poder analizar mejor estos cambios en reflectividad se normalizan al valor
medido cuando no pasa ninguna particula por la zona iluminada (Ry). Este
cambio en reflectividad normalizado dependerd tanto del tamafio de la
particula como de su indice de refraccion, por lo que este pardmetro abre la
puerta a distinguir entre particulas de distinto tipo en base a su morfologia y
propiedades dpticas.

Al medir el cambio en reflectividad producido por las particulas de silice 8.4 um
y las de PMMA se aprecia que las particulas de PMMA producen un cambio en
reflectividad 4 veces mayor en valor medio que el producido por las de silice,
lo que permite distinguirlas sin problema (Fig. 5.4a). Nétese que, mezcladas,
estas particulas no podian ser distinguidas a través de su masa boyante,
demostrando la utilidad de la sefial dptica a la hora de distinguir entre
particulas con masas boyantes cercanas.
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Figura 5.4.: Medida de la sefial 6ptica durante el paso de microparticulas. a) Medidas
experimentales para el cambio en reflectividad causado por las particulas SiO-8 (izquierda) y
PMMA (derecha). b) Mapas de intensidad obtenidos en las simulaciones para distintas posiciones
relativas entre el haz y la particula (1-5). c) Reflectividad en funcién de la posicion de la particula
obtenida mediante las simulaciones. d) Medida experimental del cambio en reflectividad
producido por el paso de una particula individual de silice 8.4 um y otra de PMMA 12.4 pm.

Para comprender mejor como influyen las propiedades de las particulas en el
cambio en frecuencia, se realizan simulaciones por el método de elementos
finitos (Comsol Multiphysics, mddulo RF). Para estas simulaciones se define una
geometria que reproduce las dimensiones de una seccion longitudinal del
capilar suspendido con una particula esférica que se encuentra en contacto con
una de las paredes del capilar para ajustarse a las condiciones experimentales
(Fig. 5.4b, véase epigrafe 6.2. para una discusion detallada sobre la posicién de
las particulas en el capilar). El laser se modeliza como un haz gaussiano y se
hace incidir en el centro del canal, obteniendo como resultado el cuadrado del
modulo del campo eléctrico integrado en el borde superior, lo que da una
magnitud que sera directamente proporcional a la potencia reflejada y, por lo
tanto, a la reflectividad normalizada. En esta simulacién se varia
secuencialmente la posicién de la particula en eje del canal. Los resultados de
estas simulaciones permiten representar la reflectividad en funcién del
desplazamiento de la particula (Fig. 5.4c), lo que equivale a la medida
experimental del cambio en reflectividad producido por el paso de la particula
gue se mueve a velocidad constante. Estas simulaciones se realizan para una
particula de 8.4 um de didmetro y un indice de refraccion igual al de la silice y
otra particula de 12.4 um de didmetro y un indice de refraccion igual al del
PMMA.

En el caso de las particulas pequefias (8.4 um), las simulaciones (linea roja en
Fig. 5.4c) muestran que el cambio en reflectividad causado por el paso de la
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particula sigue una forma gaussiana como consecuencia del perfil del haz. En
el caso de las particulas mas grandes (12.4 um) este cambio en reflectividad
(linea azul en Fig. 5.4c) presenta una forma con dos minimos, que se
corresponden con los extremos de la particula alineados con el centro del haz
(detalles 2 y 4 en Fig. 5.4b), y un maximo local, que se corresponde con el
centro de la particula alineado con el haz (detalle 3 en Fig. 5.4.b). Las formas
de gaussiana y doble gaussiana, predichas por las simulaciones para la particula
pequefia y grande respectivamente, se observan en las medidas
experimentales (Fig. 5.4.d).

Esta diferencia entre la forma del cambio en reflectividad de las particulas
pequefias y grandes se debe a que el cambio en reflectividad estd gobernado
por dos procesos distintos, por un lado, la dispersidon causada en la superficie
de la particula y, por otro lado, el cambio en indice de refraccién causado en
volumen de la particula. En el caso de las particulas pequefias, debido a su
mayor relacién superficie/volumen el efecto de la dispersion en la superficie
serd mas significativo. Por el contrario, en las particulas mas grandes, ambos
fendmenos son apreciables: maximizandose el efecto de cambio en indice de
refraccién cuando el centro de la particula se encuentra alineado con el haz
mientras que el efecto de dispersién se maximiza cuando los extremos de la
particula se alinean con el centro del haz.

Teniendo en cuenta los dos mecanismos que rigen el cambio en reflectividad y
los resultados de las simulaciones obtenidas por el paso de particulas, para el
andlisis de los resultados obtenidos experimentalmente, se ajustard cada
evento en la sefial éptica a una funcién que serd la suma de dos gaussianas
obteniendo como resultado del cambio en reflectividad (AR/R,) el promedio
de los dos minimos.

Distincion entre particulas individuales y agregados

En los resonadores con microcanales integrados puede ocurrir que una
particula (o mas) entre en la zona suspendida antes de que la anterior particula
haya terminado de atravesar dicha zona, produciendo un evento en la sefial
mecdnica que resulta de la superposicion de los cambios de frecuencia
producidos por cada particula individual. Este fendmeno no supone un
problema siempre y cuando las particulas estén lo suficientemente separadas
entre si como para que se observen dos minimos locales en la sefial mecanica
(Fig. 5.5a-derecha), ya que se podra determinar de manera inequivoca la masa
de cada particula. Sin, embargo, si dos particulas no estan lo suficientemente
separadas, la sefial mecénica presentard un Unico maximo, malinterpretando
la sefial como una Unica particula de masa boyante menor o igual que la suma
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de la masa de ambas particulas (Fig. 5.5a-centro). En trabajos anteriores se ha
propuesto resolver este problema mediante el seguimiento simultdneo de la
frecuencia de 2N modos flexurales para poder separar la contribucion de la
masay la posicién de hasta un maximo N de particulas que se puedan encontrar
simultdneamente dentro del resonador?’. Como alternativa, en otros trabajos
se ha propuesto la introduccidn selectiva de particulas previamente analizadas
mediante técnicas de microscopia?®?®?° con el fin de evitar este problema,
aunque presenta como desventaja la reduccion de la eficiencia de la medida de
particulas.

Los dispositivos RMT desarrollados en esta tesis permiten resolver este
problema de una manera mas sencilla, versatil y sin reducir la eficiencia de la
medida gracias a la adquisicién simultanea de las sefiales mecénica y dptica.
Debido a que los eventos en la sefial dptica son un orden de magnitud mas
rapidos que los eventos en la sefial mecdnica, se podra conocer cuantas
particulas contribuyen a cada evento mecdanico contando el nimero de eventos
registrados en la sefial éptica (Fig 5.5a). Ademas, como el spot del laser se
encuentra enfocado en una posicion fija y conocida del resonador
(habitualmente en el centro de la zona suspendida), el analisis de los eventos
en la sefial dptica permite asignar una posicidon para una particula en un
determinado tiempo. En el caso de que haya varias particulas de manera
simultdnea en la regidon suspendida, esta posicidén en un tiempo determinado
se utiliza como condicion de contorno en el ajuste de la sefial mecénica. La
imposicion de esta condicién de contorno permite distinguir de manera
inequivoca la masa de dos particulas incluso en los casos en los que no se
pueden resolver dos picos (Fig. 5.5a-centro).
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Figura 5.5.: Distincidn entre varias particulas introducidas simultdneamente en el resonador. a)
Sefial Optica y mecdnica para, una particula individual (izquierda), dos particulas con una
separacion pequefia (centro) y un agregado de dos particulas (dimero) y una particula con una
separacion grande (derecha). b) Espectro de masa medido (barras) para particulas de
poliestireno de 10um vy su ajuste (linea continua) a una distribucién doble de masa (Ec. 5.3).
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A pesar de la solucion propuesta para distinguir entre multiples particulas, si
dos (o0 mds) particulas se encuentran unidas (o separadas una distancia menor
que el tamafio del spot), también se observard un Unico evento en la sefial
Optica, interpretando este resultado como una Unica particula de masa boyante
igual a la suma de las particulas agregadas (Fig. 5.5a-derecha). A pesar de que
las muestras de particulas son agitadas e introducidas durante 10 minutos en
un bafio ultrasénico antes de cada experimento, en las medidas realizadas es
comun la aparicion de estos agregados. No obstante, dado que las particulas
utilizadas son monodispersas se puede inferir el nimero de particulas de estos
agregados ya que el valor de su masa boyante serd igual a un multiplo entero
de la masa de las particulas individuales (Fig. 5.5b).

5.4. Espectrometria mecano-6ptica de microparticulas
Anteriormente se ha demostrado que, por separado, la sefial mecanica y la
sefial Optica pueden aportar informaciéon sobre las propiedades de las
particulas y permitir la distincion entre algunas poblaciones. Para comprobar la
eficacia de ambas medidas se introduciran cada uno de los 5 tipos de particulas
disponibles (Tabla 5.1.) en el dispositivo de manera secuencial mientras se mide
de manera simultanea las sefiales dptica y mecanica. Los datos obtenidos son
analizados empleando los métodos descritos en los epigrafes anteriores
obteniendo para cada particula un valor de cambio en frecuencia y otro de
cambio en reflectividad.

Una vez medidas las distintas particulas, se representan los resultados
obtenidos en la sefial mecanica (cambio en frecuencia y/o masa boyante) y en
la sefial optica (cambio en reflectividad normalizado, AR/R,) como una
dispersién de puntos en dos dimensiones (Fig. 5.6). En esta representacion
bidimensional se pueden apreciar 5 nubes de puntos distintas, que se
corresponden con cada una de las poblaciones de particulas estudiadas.
Ninguna de estas nubes de puntos solapa con otra, por lo que la distincion
entre las poblaciones es inequivoca, sin embargo, si se atiende Unicamente a la
sefial mecdnica o a la sefial éptica (histogramas proyectados vertical y
horizontalmente, Fig. 5.6.), algunas de las distribuciones de estas poblaciones
si solapan, por lo que resultarian indistinguibles mediante una Unica medida.

En el caso de las medidas de masa boyante, histograma proyectado en el gje
vertical en Fig. 5.6, las distribuciones de las particulas de PMMA 12.4 um
(Mppma=19919 pg), poliestireno 19 um (Mpg_19=18019 pg) vy silice 8.4 um
(mgio_g=220+£15 pg) solapan, lo que haria imposible distinguir una mezcla de
estas particulas (problema de la masa boyante).
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Figura 5.6.: Espectros mecano-épticos medidos para distintas poblaciones de microparticulas.
Dispersion de puntos bidimensional del cambio en frecuencia (o masa boyante, eje vertical) y del
cambio en reflectividad normalizado producido por cada particula individual siendo las distintas
poblaciones de microparticulas: silice de 6.8 um (puntos grises, N=432), silice 8.4 um (puntos
rojos, N=205), poliestireno 10 um (puntos morados, N=152), PMMA 12.4 um (puntos azules,
N=311) y poliestireno 19 um (puntos verdes, N=131). Los puntos mds grandes y de color mas
intenso representan el valor promedio de cada poblacidn, siendo su barra de error la desviacion
estandar. Proyeccion vertical. Distribucién en masa boyante medida (barras) para las distintas
poblaciones de particulas y el ajuste de las mismas (linea continua) a la funcion de densidad de
probabilidad de masa boyante (Ec. 5.3). Proyeccién horizontal. Distribuciéon en cambio en
reflectividad normalizado (barras) para las distintas poblaciones de particulas y el ajuste de las
mismas (linea continua) a una distribucién normal. Los agregados de particulas se han eliminado
de esta representacion siguiendo el criterio descrito en el epigrafe 5.3.

Andlogo al problema de la masa boyante, también existe un problema para
distinguir entre particulas muy distintas si solo se atiende a su cambio en
reflectividad, histogramas proyectados en el eje horizontal en Fig. 5.6. En este
caso se aprecia el solapamiento de dos pares de poblaciones: por una parte, las
microparticulas de silice de 6.8 um (ARgjp—_g/Ro=-1.810.4%), y 8.4 um
(ARsio_g/Ro=-2.00.3%) vy, por otro lado, las microparticulas de PMMA
(ARppma/ Ro=-6.61+0.7%) y poliestireno 10 um (ARpg_19/Rp=-7.0+0.6%). En
este caso, el solapamiento entre poblaciones es debido a que el cambio en
reflectividad esta determinado tanto por el didametro de las particulas como por
su indice de refraccién.

En el caso de las dos poblaciones de particulas de silice, el hecho de que
produzcan un cambio en reflectividad similar se debe a que ambas particulas
presentan el mismo indice de refraccién y un tamafio similar. No obstante, el
cambio en reflectividad obtenido con las particulas de 8.4 um es ligeramente
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mas grande, lo que se puede atribuir al mayor tamafio de estas particulas. Este
mismo fendmeno se repite en el caso de las dos poblaciones de microparticulas
de poliestireno, donde, para el mismo indice de refraccidn, las particulas mas
grandes (19 um, ARps_19/Ry=-31%£1%) producen un cambio en reflectividad
mucho mayor (Fig. 5.6, proyecciéon horizontal). Por su parte, en las particulas
de PMMA y poliestireno 10 um, a pesar de presentar indices de refraccion muy
distintos (tabla 5.1.), sus distribuciones en cambio en reflectividad también
solapan. En este caso, este solapamiento es debido a la combinacion de los dos
mecanismos que producen el cambio de la reflectividad: al ser mas grandes, las
particulas de PMMA dispersan mas luz que las de poliestireno de 10 um, sin
embargo, en estos tamafios el efecto del cambio del indice de refraccién ya
empieza a ser notable este fendmeno, lo que hace que el cambio en
reflectividad producido por las microparticulas de poliestireno de 10 um sea
ligeramente mayor que el de las microparticulas de PMMA, a pesar de que
estas tienen mayor tamafio.

Los resultados obtenidos con las distintas poblaciones de microparticulas (Fig.
5.6) ponen de manifiesto la versatilidad que ofrece complementar la sefial
mecanica con la sefial dptica y viceversa. Dado que los pardmetros obtenidos
mediante ambas sefiales dependen tanto de una propiedad intensiva de las
particulas (indice de refraccién, en el caso de la sefial éptica y densidad en el
caso de la sefial mecanica) como del tamafio de estas, es posible que una de
las distribuciones solape aun cuando las particulas sean de distintos materiales
y tamafios. Sin embargo, si se da este caso, en la otra sefial este solapamiento
no se producira, lo que permite la distincion inequivoca de las poblaciones con
una Unica medida.

5.5. Conclusiones

En este capitulo se ha presentado un método de medida simultdnea de
propiedades mecdnicas y Opticas para la caracterizacion de particulas
suspendidas en un medio acuoso basado en los dispositivos RMT fabricados y
utilizando el sistema de transduccidon dptica. La validez de este método se ha
probado con medidas experimentales de 5 poblaciones de microparticulas
suspendidas en agua de distintos tamafios y materiales.

También se ha demostrado, tanto tedrica como experimentalmente, que la
adquisicién de solo una de estas sefiales, ya sea mecanica u 6ptica, no permite
una distincion inequivoca entre poblaciones de particulas de tamafios y
materiales distintos. Esta imposibilidad de distinguir algunas poblaciones de
particulas se debe a que el cambio en reflectividad estd determinado por el
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tamafio e indice de refraccidon de la particula mientras que el cambio en
frecuencia depende de la masa boyante de la particula, que depende a su vez
tanto del tamafio como de la densidad de esta. Esta dependencia con el tamafio
puede llevar a que distribuciones, ya sea de cambio en reflectividad o de masa
boyante, medidas para poblaciones de particulas muy diferentes solapen. Por
el contrario, al medir ambas sefiales de manera simultdnea se puede asignar a
cada particula una matriz de dos elementos: cambio en reflectividad y cambio
en frecuencia. De esta manera, al representar los datos como una dispersion
de puntos bidimensional se rompe la degeneracion de las poblaciones
consiguiendo distinguir de forma inequivoca entre todas las poblaciones de
particulas medidas.

También se ha demostrado que complementar la sefial mecénica con la medida
de la sefial dptica permite conocer el nimero de particulas que se encuentran
simultdneamente dentro de la regidén suspendida. Utilizar esta fuente de
informacién supone una ventaja frente a los resonadores con microcanales
integrados convencionales, en los que es necesario medir simultdneamente
multiples modos de vibracion para separar la contribucién de la masa vy la
posicion de cada particula.
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Capitulo 6:

Espectrometria Multiparamétrica
de Particulas Asistida por Fuerzas
Hidrodinamicas

En el capitulo 5 se ha mostrado que la combinacién de la medida del maximo
cambio en la frecuencia de resonancia (sefial mecanica) y el mdximo cambio en
reflectividad (sefial dptica) producidos por el paso de particulas a través de las
zonas suspendida e iluminada respectivamente, permiten una distincién
inequivoca entre particulas de distintos materiales y tamafios®. Sin embargo, a
menos que las particulas hayan sido caracterizadas anteriormente mediante
otras técnicas (p. ej. microscopia), resulta imposible conocer si las diferencias
entre las distintas poblaciones medidas en el espectro mecano-6éptico son
debidas a una diferencia en el tamafo, en el material o en ambas. Este
problema es consecuencia de que los cambios medidos en ambas sefiales
dependen tanto del tamafio como de una propiedad intensiva de la particula
(como puede ser la densidad de masa o el indice de refraccidon). Por tanto, si se
pudiera conocer el tamafio de las particulas se conseguiria una caracterizacién
muy completa de la muestra clasificando las particulas tanto por su tamafio
como por su material (densidad e indice de refraccién). En trabajos anteriores
usando microcanales suspendidos resonantes (SMR) se ha propuesto resolver
este problema midiendo dos veces la masa boyante de cada particula en
liquidos de distintas densidades, consiguiendo de esta manera separar la
contribucion del volumen y la densidad a la masa boyante?*. Esta técnica tiene
como ventaja que permite una medida directa de la densidad de las particulas,
pero, como contrapartida, se reduce drasticamente la eficiencia de la medida
aumentando la complejidad del proceso de fabricacion del dispositivo y el
sistema de bombeo.
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Por otra parte, los dispositivos microfluidicos han demostrado ser de gran
utilidad para ordenar y caracterizar particulas en flujo a través de su tamafio y
forma. En estos microcanales se obtiene un ordenamiento pasivo de las
particulas gracias al fendmeno de la migracion inercial de particulas lo que lleva
a una clasificacion pasiva y altamente eficiente de las particulas a través de sus
tamafios>®. Este fendmeno consiste en que las fuerzas que el fluido ejerce
sobre las particulas producen un desplazamiento lateral haciendo que estas
ocupen una posicion determinada dentro del canal en funcién de su forma 'y
tamafio. De esta manera, particulas inicialmente introducidas con una
distribucion aleatoria terminan moviéndose con una velocidad constante y
ocupando una posicion en el canal determinada por su forma”®. Por lo tanto,
en los resonadores microcapilares transparentes (RMT) fabricados el
fendmeno de la migraciéon inercial de particulas permitira aprovechar este
ordenamiento pasivo®. Ademds, estas fuerzas hidrodindmicas determinan la
velocidad con la que las particulas atraviesan la zona suspendida del
dispositivo, lo que quedara registrado en las sefiales mecanica y 6ptica y

supone una nueva fuente de informacion sobre las particulas.

En este capitulo se desarrolla un método adicional para interpretar los cambios
en las sefiales mecdnica y Optica producidos por el paso de una particula
teniendo en cuenta, ademas del maximo cambio maximo en la amplitud de las
sefiales, la duracion de estos eventos en el tiempo, lo que nos permitira
conocer el tiempo que tarda la particula en atravesar las zonas suspendida e
iluminada. De esta manera se puede obtener informacion sobre la velocidad de
cada particula (y, en consecuencia, de su tamafio y las fuerzas hidrodinamicas
a las que estd sometida) sin introducir ningin cambio en el sistema
experimental. A lo largo de este capitulo se estudian las fuerzas hidrodinamicas
gue actlan sobre las particulas. Para este propdsito se desarrollardn modelos
tedricos (tanto analiticos como simulaciones por elementos finitos) para
entender la dependencia de estas fuerzas con pardmetros como el caudal
dentro del microcanal o el tamafio de la particula. Ademds, se medira
experimentalmente el efecto que tienen estas fuerzas sobre las sefiales
mecdnica y Optica. Este estudio de las fuerzas hidrodindmicas permitira
relacionar la velocidad de la particula con su tamafio, lo que finalmente
permitird la deteccion de particulas basada en la adquisicidn simultdnea de tres
magnitudes independientes (éptica, mecanica e hidrodinamica). Este nuevo
método permite una caracterizacion mas fiable de las particulas y abre la

puerta a medir propiedades intensivas de las particulas como la densidad.
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6.1. Medida de la velocidad de las particulas

La velocidad de una particula inmersa en un fluido, estd directamente
relacionada con las fuerzas hidrodindmicas a las que estd sometida (Ley de
Stokes, Ec. 1.135). Estas fuerzas hidrodindmicas estdn determinadas tanto por
el caudal aplicado como por la geometria de la particula, por lo que el estudio
de la velocidad que adquiere en el flujo permitird inferir su tamafo. Los
cambios temporales (eventos) medidos en las sefiales dptica (cambio en la
potencia reflejada) y mecanica (cambio en la frecuencia de resonancia)
contienen informacion sobre la velocidad de cada particula, siendo la duracion
de los mismos inversamente proporcional a la velocidad de la particula (Fig.
6.1.).

Frecuencia
oo
<
(=]

Frecuencia

to—:/th t'o tD-i-l‘AtT-—
<€—Tiempo de Transito—> Tiempo
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Figura 6.1.: Principio de medida de la velocidad. (Izquierda) Representacion esquematica de cémo
afecta la posicion de la particula en el resonador a la sefial en frecuencia medida para los cuatro
primeros modos flexurales de oscilacion. (derecha) Sefial en frecuencia en el primer modo
flexural esperada para tres particulas idénticas con distintas velocidades: vg, 2v,, 4vy.

Para cuantificar la duracion de los eventos en la sefial mecanica (tiempo de
transito, tr), deduciremos una expresion analitica a partir de la ecuacion de
Navier-Stokes que depende tanto del tamafio de la particula como de la
diferencia de presion aplicada entre los extremos de la zona suspendida. Para
ello asumiremos que las particulas se mueven a una velocidad constante (véase
epigrafe 6.3. para la justificaciéon de esta velocidad constante), de forma que el
transito de la particula prueba la forma del modo (serd el resultado de la
convolucion de una delta de Dirac y la forma del modo). De esta manera, la
sefial de la frecuencia en funcion del tiempo, f,(t), se puede expresar
sustituyendo la variable espacial (x) por la variable temporal (t) en la forma
tedrica del modo (Ec. 6.1).

lo6
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Fu®) = fuo + T ? (10 40)

(rmar) tr 2 o1

Siendo f,q la frecuencia de resonancia para el enésimo modo, Af el maximo
cambio en frecuencia producido por la particula a su paso, ¥, la forma del
modo (tedrica), Yy max €l valor de la forma del modo en su maxima amplitud y
ty el instante en el que la particula se encuentra en la mitad de la region

suspendida del resonador.

Al ajustar los eventos en la sefial mecdnica a esta funcion (Ec. 6.1) se obtiene
tanto el maximo cambio en frecuencia (con el que seguidamente se calcula la
masa boyante de la particula) como el tiempo de transito. Finalmente, la
velocidad (v) de la particula se obtiene como el inverso del tiempo de transito

multiplicado por la longitud, L, de la regién suspendida v = L /tr.

La duracién de los eventos en la sefial dptica también varia de manera
inversamente proporcional a la velocidad de la particula, sin embargo, como el
tamafio de la zona iluminada no estd tan bien definido como el de la longitud
suspendida resulta mucho mas complicado obtener la velocidad de la particula

a través de estos datos.

6.2. Migracion inercial de particulas: componente radial de la
fuerza hidrodinamica

Cuando una particula se encuentra inmersa en un fluido en movimiento (o, lo
gue es equivalente, cuando una particula se mueve dentro de un fluido)
experimenta una fuerza que se puede obtener como la integral del tensor de
tensiones del fluido sobre la superficie de la particula (Ec. 1.121). Esta fuerza es
proporcional a la velocidad de la particula (Ec. 1.136) y estara dirigida en la
misma direccion que el flujo (componente axial). No obstante, si no hay cierta
simetria también pueden aparecer componentes de esta fuerza en las
direcciones ortogonales al flujo (componente radial). Este es el caso de las
particulas introducidas en los dispositivos RMT fabricados, en las que, salvo que
su centro se encuentre alineado con el eje del tubo capilar, se obtendra un flujo
asimétrico a su alrededor. Esta asimetria en el flujo alrededor de la particula
tiene su origen en el perfil de velocidades parabdlico que se obtiene al aplicar
una diferencia de presion entre los extremos del dispositivo (tuberia cilindrica,
Ec. 111), de tal manera que en unas partes de la particula la velocidad del fluido
serd mayor que en otras lo que puede producir un desplazamiento lateral de

las particulas (migracién inercial).
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El sistema experimental desarrollado en esta tesis no permite medir el
desplazamiento lateral de las particulas, sin embargo, el estudio de la
componente radial de la fuerza hidrodindmica es necesario, ya que dicha
componente determina la posicién de la particula en la direccion radial del
microcanal. Esta posicién influye de manera directa la magnitud de la
componente axial de la velocidad de las particulas (a la que el sistema
experimental si es sensible).

En trabajos anteriores se ha demostrado que la fuerza que aparece en la
direccion radial resulta de la suma de dos fuerzas de sentidos opuestos”*°. Por
una parte, esta la fuerza inducida por el gradiente del perfil parabdlico de
velocidades (centrifuga) y, por otra parte, se encuentra la fuerza inducida por
el efecto de la pared (centripeta). La aparicidén de estas fuerzas tiene su origen
en la perturbacién del flujo causado por la presencia de las particulas, de tal
manera que la velocidad del fluido (y, por tanto, su presion) varia a lo largo de
la superficie (Fig. 6.2a.). Finalmente, esta diferencia de presion produce una
fuerza neta que provocard el desplazamiento de la particula. La magnitud de
estas fuerzas varia en funcién de posicién del centro de la particula en la
direccion radial: maximizandose la fuerza causada por el gradiente de
velocidades cuando la particula se encuentra mas alejada del centro, mientras
que la fuerza inducida por el efecto de la pared se minimiza en el centro del
microcanal. De esta manera, existird una posicién en la direccién radial en la
gue ambas fuerzas tengan la misma magnitud, consiguiendo asi una posicién
de equilibrio.

a) b) o .
Direccién del Flujo
Presion Presion -
® g9 0 ©
..... Alta ® ’0® 0000000000000
Pres'lon_ 1. Particulas Distribuidas 2. Particulas
Baja Aleatoriamente Ordenadas
Efecto del Efecto de Posicién de
Gradiente Pared Equilibrio

Figura 6.2.: Migracion inercial de particulas. a) Representacion esquematica de las fuerzas que
actlan sobre una particula en la direccidn radial. b) Representacion esquematica del proceso de
ordenacion de particulas mediante migracién inercial.

El fendmeno de la migracion inercial de particulas se usa habitualmente en
microfluidica para ordenar microparticulas de manera pasiva’ y resultara
también Util en los dispositivos fabricados. Gracias a este fenédmeno, cuando se
introduce una poblacidn de particulas con una distribucidn aleatoria, todas las
particulas sufren el desplazamiento lateral hasta alcanzar la posicion de
equilibrio. Pasada una cierta longitud, todas las particulas se encuentran
alineadas (Fig. 6.2b). Esta posicién de equilibrio depende tanto del caudal en la
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tuberia como de la geometria de las particulas, por lo que particulas de distinta
forma ocuparan posiciones de equilibrio diferentes.

Para comprender de manera cuantitativa como actlan las fuerzas en la
direccién radial para los dispositivos fabricados en esta tesis se simula mediante
el método de elementos finitos (FEM, Comsol Multiphysics, mddulo de flujo
laminar) una tuberia cuyas dimensiones reproducen la region suspendida del
dispositivo empleado”. Dentro de esta tuberia se encuentra una particula
esférica y se impone una diferencia de presién entre los extremos del tubo de
tal manera que se consigue un caudal de 10 nL/s. Con los resultados se calcula
la fuerza que el fluido ejerce sobre la particula como la integral del tensor de
tensiones del fluido sobre la superficie de la particula y se obtiene su
componente radial. Esta simulacion se repite secuencialmente variando tanto
el tamafio de la particula como la posicion del centro de esta (Fig. 6.3a). Al tener
la fuerza en funcion de la posicién de la particula se puede obtener la posicion
de equilibrio como el punto en el que la fuerza cambia de signo. Estas
simulaciones muestran que, para el tamafio de las particulas y los caudales
empleados en los experimentos, la fuerza que ejerce el fluido sobre la particula
en la direccion radial siempre tiene signo positivo (Fig. 6.3a). El hecho de que
la fuerza sobre la particula sea centrifuga en todas las posiciones indica que el
fendmeno que domina esta fuerza es el gradiente de perfil de velocidades. Sin
embargo, se produce un cambio en la curvatura de esta fuerza, lo que indica
que la fuerza inducida por el efecto de la pared también tiene una contribucién
no despreciable. Por lo tanto, las particulas precipitardn sobre la pared del
capilar en lugar de ocupar una posicién de equilibrio donde se equilibren las
dos fuerzas descritas.

El resultado de estas simulaciones concuerda con la posicion de las particulas
observadas en los experimentos mediante la inspeccidon de estas con la camara
CCD incluida en el sistema interferométrico, Fig. 6.3b. Este resultado también
se encuentra en buen acuerdo con trabajos previos en microfluidica donde se
estudia la posicion de equilibrio de particulas de gran didmetro (con respecto
al didmetro del canal)®.

" El dispositivo utilizado para las medidas mostradas en este capitulo tiene un
didmetro externo de 44 um, un didmetro interno de 34 um, una longitud de
500 yum y una masa de 2.3 ug.
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Figura 6.3.: Componente radial de la fuerza hidrodindmica en los dispositivos empleados. a)
Componente radial de la fuerza funcién de la posicion obtenida mediante las simulaciones por
el método de elementos finitos para particulas de distintos didmetros con un caudal de 10 nL/s.
b) Imagen obtenida con la cdmara CCD del sistema de transduccion interferométrico de
microparticulas de silice de 6.8 um atravesando la zona suspendida del dispositivo.

Conocer que todas las particulas se encuentran en contacto con la pared del
capilar permite una interpretacién mas sencilla de los resultados de la
velocidad de las particulas, tal y como se verd en los siguientes epigrafes. Cabe
destacar que en los dispositivos empleados en esta tesis las particulas no siguen
una distribucion anular, como es habitual en los canales de seccién circular’, si
no que todas las particulas se mueven en la misma linea. Esto se debe a que el
eje del capilar es perpendicular a la direccién de la gravedad, por lo que, en la
regién en la que el capilar no esta estirado el peso de las particulas es mucho
mayor que las fuerzas hidrodindmicas, lo que da una direccion preferente para
que las particulas precipiten sobre la pared del capilar. Esta distribucion lineal
permite que los resultados de las medidas épticas sean mas faciles de
interpretar (véase capitulo 5), ya que permite que todas las particulas se
alineen con el centro del haz. Por el contrario, una distribuciéon anular
provocaria, que algunas particulas no pasasen bajo el spot, haciéndolas
Opticamente indetectables.

6.3. Velocidad Limite: Componente Axial de la Fuerza
Hidrodindmica

El movimiento de las particulas en la direccién paralela al flujo (direccion axial),
también resulta de la suma de dos fuerzas de signo opuesto: la fuerza de
empuje y la fuerza de rozamiento. La fuerza de empuje es proporcional a la
velocidad del fluido en la posicion del centro de la particula, mientras que la
fuerza de rozamiento es proporcional a la velocidad de la particula (Ley de
Stokes). En los experimentos mostrados en esta tesis se fija inicialmente una
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diferencia de presién que se mantiene constante a lo largo de todo el
experimento, con lo que se obtiene un flujo estacionario. Asimismo, el
didmetro interno del capilar se mantiene constante tanto en la regién
suspendida como en una longitud suficientemente grande a los extremos de
esta regidn. Por esta razoén, las fuerzas de empuje y rozamiento en la particula
se encontrardn equilibradas causando que la velocidad de una particula se
mantenga constante (velocidad limite) a lo largo de la regién suspendida’.. La
magnitud de esta velocidad limite dependerd directamente del tamafio de la
particula y de la posicion de su centro en el campo de velocidades del fluido.

Como se ha demostrado en el epigrafe anterior, gracias a la accion de la
componente radial de la fuerza hidrodindmica, las particulas utilizadas se
mueven estando en contacto con la pared del capilar. De esta manera, la
posicion del centro de cada particula estara determinada por su radio, lo que
combinado con el perfil parabdlico de velocidades que presenta el fluido
dentro del dispositivo (Ec. 1.111), abre la puerta a relacionar de manera
univoca la velocidad una particula con su tamafo. De esta manera, para un
mismo caudal, las velocidades mas grandes se corresponderan con las
particulas de mayor tamafio.

Cabe destacar que, a pesar de que el principio de medida propuesto en este
capitulo no es sensible al desplazamiento lateral descrito en el epigrafe
anterior, este resulta imprescindible para poder interpretar la medida de la
velocidad. En ausencia de desplazamiento lateral, particulas idénticas
ocuparian posiciones aleatorias a lo largo de la direccién radial, causando que
su velocidad pueda ser cualquiera dentro de un cierto intervalo, lo que
imposibilitaria relacionar de manera univoca velocidad y tamafio.

Para obtener una relacion cuantitativa entre velocidad y tamafio se calcula la
fuerza que ejerce el fluido sobre la particula, lo que se consigue integrando el
tensor de tensiones del fluido sobre la superficie de la particula (Ec. 1.121). Para
una mayor sencillez en el calculo, se considera que la particula no perturba el
perfil parabdlico de velocidades y se aproxima la forma de la particula a un

" Se ha observado experimentalmente que para caudales inferiores a 5 nlL/s las
particulas no mantienen una velocidad constante al atravesar la zona
suspendida. No obstante, como para todos los experimentos mostrados en
esta tesis se emplea caudales superiores a ese umbral, este efecto sera
despreciable. Véase el apartado «Nuevos fendmenos hidrodinamicos » en el
capitulo de Perspectivas Futuras para una discusién mas detallada de este
tema.
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hexaedro regular. Al integrar el tensor de tensiones las dos Unicas caras que
contribuirdn a la fuerza en la direccidn axial son aquellas cuyas normales son
paralelas a esta direccion. La integral sobre la cara cuya normal es paralela al
sentido del flujo dara la fuerza de empuje (F¢p,p), mientras que la integral sobre
la cara opuesta dara la fuerza de rozamiento (F.,,) (Fig. 6.4a). La fuerza de
empuje (Fmyp), se calcula integrando el tensor de tensiones en la cara trasera
de la particula (Ec. 6.2, Fig. 6.4a). Como el tamafio de la particula es mucho
menor que la longitud del canal se desprecia la contribucién de la componente

Oxx-

Femp = #(O—xz + ny)dS

Rin Rpart ZuO‘u
= f f > (x+y)dydz (6.2)
Rin_Rpart _Rpart in
4pugR gt
=——P2 (Rin — Rpart)

Siendo o el tensor de tensiones del fluido, S la superficie de integracion, R;;, el
radio interno de la region suspendida, Ry €l radio de la particula, u, la
velocidad del fluido en el eje del microcanal y u la viscosidad del fluido.

La fuerza de rozamiento (F,.,,), se extrae de la Ley de Stokes (Ec. 1.135). Sin
embargo, como este sistema no tiene la misma simetria que la descripcién
canonica de la Ley de Stokes (vista en el epigrafe 1.8.), se introduce un factor
de correccion, A(Rpgre). Aunque no se puede conseguir una expresion
analitica de este factor de correccién se puede suponer que dependera de la
diferencia entre el area del canal y la particula (Ec. 6.3).

6T UR eV

Foz = 67TMA(Rpart)Rpartv X 2 (6.3)

2
in Rpart

Siendo v la velocidad de la particula.

Al encontrarse en un flujo estacionario, ambas fuerzas se encontraran
equilibradas, por lo que la particula se movera con una velocidad constante
(velocidad limite), que se obtiene al igualar la fuerza de empuje a la de
rozamiento (Ec. 6.4).

_ 2u
37TA(Rpart)

Ux

2 Rpart(Rpart - Rin) (6.4)
Rin
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Esta ley muestra una dependencia mondétona creciente con el radio de la
particula y es directamente proporcional a la velocidad del fluido.

a)

—tcgee.. ey, uperficie de
—_—g2e Lelocigay e
s=ecles Integracién
= sEmpuje
—_—

*  Rozamiento
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Figura 6.4.: Modelo de la componente axial de la fuerza hidrodindmica. a) Representacion
esquematica de las fuerzas que actian sobre la particula. b) Velocidad limite calculada mediante
elementos finitos en funcion de la caida de presion y el tamafio de la particula. ¢) Seccion del
mapa de colores anterior (linea discontinua blanca), para una diferencia de presion fija.
Comparacién de la velocidad limite simulada mediante elementos finitos (linea roja sélida) y la
velocidad obtenida mediante el modelo analitico (lineas punteadas).

Para comprobar la validez de este modelo se simula por el método de
elementos finitos (FEM, Comsol Multiphysics, mdédulos de flujo laminar vy
mecadnica estructural) en el corte longitudinal en dos dimensiones una particula
esférica que se puede mover libremente dentro de un tubo lleno de agua, con
unas dimensiones que reproducen las condiciones experimentales. Entre los
extremos de este tubo se establece una diferencia de presién (caida de presién)
y se coloca la particula separada 1 um de la pared del tubo para evitar
problemas de convergencia. Esta simulacidn se calcula en dos pasos. En primer
lugar, se calcula el campo de velocidades (estacionario) con la particula fija. En
un segundo paso, este resultado se utiliza como valor inicial para una
simulacidn en funcion del tiempo en la que se deja la particula libre. La particula
empieza a moverse en la direccion axial aumentando su velocidad hasta que
alcanza un valor constante, velocidad limite. Esta velocidad limite obtenida
mediante las simulaciones es andloga a la velocidad medida
experimentalmente a través del tiempo de transito. Esta simulacion se repite
secuencialmente variando tanto el didametro de la particula como la caida de
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presion para obtener el valor de la velocidad limite (Fig. 6.4b). El resultado de
estas simulaciones muestra que, para un tamafio de particula fijo la velocidad
crece linealmente con la caida de presion, como cabria esperar por el modelo
propuesto. Por otra parte, si se mantiene fija la caida de presién mientras se
varia el tamafio de la particula la velocidad de las particulas crece de manera
mondtona con el radio hasta un cierto valor, ~3/4 del didametro del tubo. Para
didmetros mads grandes, la velocidad de la particula comienza a decrecer hasta
hacerse nula para el caso en el que didmetro de tubo y de particula sean
iguales.

Esta disminucion en la velocidad limite para particulas grandes parece
contradecir el modelo analitico. Sin embargo, se debe a un fendmeno que es
compatible con dicho modelo: las particulas grandes obstruyen parcialmente
el microcanal reduciendo el caudal. Esta reduccion en el caudal implica una
reduccién en la velocidad del fluido (u), factor directamente proporcional a la
velocidad limite. Esta reduccion del caudal se puede modelizar como un
incremento de la resistencia del sistema hidraulico, causado por la particula.
De esta manera, a la resistencia total del sistema hidraulico se le sumara una
resistencia efectiva causada por el paso de la particula en la zona suspendida.
Aplicando la ley de Poiseuille (Ec. 1.116) se puede calcular la resistencia efectiva
como la resistencia de una tuberia cilindrica de longitud igual a la del didmetro
de la particula y una seccion transversal igual a la diferencia entre la seccién
transversal del tubo y la de la particula, lo que permite obtener el valor de la
velocidad del fluido (Ec. 6.5).

Uy X Ap <1 TR I_p 2 ZR_pa};t 2) (6.5)
in part

De esta manera, el efecto de obstruccion es despreciable cuando las particulas
tienen un tamafio pequefio (el caudal se mantiene constante) mientras que se
hace notable cuando las particulas tienen un tamafio comparable al didmetro
del microcanal (linea azul punteada en Fig. 6.4c). Cuando se tiene en cuenta
este efecto el modelo analitico se encuentra en muy buen acuerdo con las
simulaciones (Fig. 6.4c).

Notese, que este fendmeno hace que exista una misma velocidad para dos
particulas de tamafios muy distintos. A priori, esta duplicidad impediria la
distincion inequivoca entre particulas de distintos didmetros. Sin embargo,
desde una perspectiva experimental este fendmeno no supone un problema
ya que deben evitarse las particulas de tamafios préximos al didmetro del canal
ya que producen atascos con gran facilidad.
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6.4. Espectrometria hidrodinamica de particulas

Para comprobar la validez del modelo desarrollado en los epigrafes anteriores,
se introduce en el dispositivo mezclas de microparticulas de silice 6.8 um y de
PMMA 12.4 um en suspension acuosa (tabla 5.1.), mientras se miden
simultdneamente las sefiales mecanica y éptica. El andlisis de la sefial mecdanica
permite medir tanto el cambio en frecuencia producido por cada particula
como el tiempo de transito de la misma, con lo que se puede calcular la masa
boyante y la velocidad de la particula. Se ha elegido este par de particulas
teniendo en cuenta que ambas poblaciones no solo presentan didametros muy
distintos, sino que, ademds, ambas se distinguen de manera inequivoca a
través de su masa boyante y del cambio en reflectividad. De esta manera, se
puede asociar a cada evento en la sefial mecénica un tipo de particula, siendo
las de PMMA aquellas que producen un mayor cambio en frecuencia.
Atendiendo a las medidas realizadas con anterioridad, se establece como
criterio de distincion que, todo evento con una masa boyante superior a 175
pg (cambio en frecuencia de -65 Hz) se corresponde con particulas de PMMA,
mientras que, si el evento da una masa inferior, se trata de una microparticula
de silice 6.8 um (Fig. 6.5a).

Para las medidas de la velocidad de la mezcla de particulas, se conecta en serie
al RMT un resistor microfluidico de 7.8 mbar-s/nL fabricado en PDMS (véase
epigrafe 2.3.) y se establece una diferencia de presién entre los extremos del
dispositivo. Con el fin de mejorar la reproducibilidad de las medidas, se espera
5 minutos antes de la obtencion de las medidas de la sefial mecénica para
asegurar un flujo estacionario. Estas medidas se repiten aplicando distintas
diferencias de presién entre los extremos del dispositivo. Los resultados
obtenidos muestran que, como predice el modelo, las microparticulas de
mayor diametro, son aquellas que presentan una velocidad media mayor
mientras que, las particulas de menor didmetro presentan velocidades mas
lentas (Fig. 6.5b). Ademas, el valor medio de la velocidad aumenta de manera
lineal con la diferencia de presion aplicada.

Para comparar los resultados experimentales con los de las simulaciones
anteriores (epigrafe 6.3.), se representa la velocidad medida de cada particula
(puntos en Fig. 6.5c) y la velocidad limite obtenida en las simulaciones por
elementos finitos (lineas continuas en Fig. 6.5¢) en funcién del caudal. Nétese
gue no se pueden comparar la presion aplicada en las simulaciones con la
diferencia de presion aplicada experimentalmente entre los extremos del
dispositivo, por lo que es necesario calcular el caudal para comparar ambos
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resultados. En el caso de los experimentos, el caudal se obtiene a través de la
diferencia presién aplicada y el valor de la resistencia microfluidica utilizada
mientras que, en el caso de las simulaciones, el caudal se calcula integrando el
perfil de velocidades en la seccidon transversal del tubo. Esta comparacion entre
los resultados experimentales y las simulaciones demuestran la validez del
modelo propuesto y confirman que la medida de la velocidad puede aportar
informacién sobre el tamafio de las particulas.
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Figura 6.5.: Medida de la velocidad de las particulas en funcién del tamafio y la diferencia de
presién. a) Distribucidon en masa boyante de las dos poblaciones de particulas y criterio de
distincion entre ambas. b) Distribuciones de velocidad medidas para las mezclas de particulas a
distintas diferencias de presion. Aplicando el criterio de distincion se pueden marcar las
particulas de silice 6.8 um (barras rojas) y las de PMMA 12.4 um (barras azules) ¢) Velocidad
medida experimentalmente para las particulas en funciéon del caudal (circulos azules para
particulas de PMMA y cuadrados rojos para particulas de silice 6.8 um), los puntos de mayor
tamafio y color mas oscuro representan el valor medio de cada poblacién de particulas) y valor
esperado segln las simulaciones de elementos finitos (lineas continuas).

Los parametros de cambio en frecuencia y velocidad obtenidos a través del
andlisis de la sefial mecanica se pueden complementar con el cambio en
reflectividad obtenido mediante el analisis de la sefial dptica, lo que permite
representar las medidas de las particulas como una dispersion tridimensional
de puntos (espectro mecano-opto-fluidico, Fig. 6.6). Esta distincién
multiparamétrica hace que la técnica propuesta sea alin mas robusta y versatil,
con la ventaja afiadida de que, como la velocidad solo depende del tamafio de
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las particulas, se podra conocer si las diferencias en masa boyante y
reflectividad de poblaciones distintas de particulas se deben a que estan
formadas por distintos materiales o si, por el contrario, estan formadas por el
mismo material y tienen tamafios diferentes.
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Figura 6.6.: Espectro Mecano-opto-fluidico de una mezcla de particulas. Medida simultdnea de
cambio en frecuencia, cambio en reflectividad y velocidad para una mezcla de microparticulas
de silice 6.8 pm y PMMA 12.4 um imponiendo un caudal de 13 nL/s, representadas como una
nube de puntos tridimensional (arriba) y las proyecciones bidimensionales de estos puntos
(abajo).

6.5. Medida de longitud de particulas: analisis de la sefial dptica

En los epigrafes anteriores se ha conseguido medir la velocidad de la particula
a través de la sefial mecanica, lo que ha permitido obtener informacién sobre
su tamafio a través del estudio de las fuerzas hidrodindmicas. Sin embargo,
dado que el valor de la velocidad de la particula depende tanto del tamafio de
estas como del caudal, este principio de medida puede llevar a la
malinterpretacion del tamafio de la particula si el caudal varia. A pesar de
mantener una diferencia de presion fija, el caudal dentro del dispositivo puede
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variar, ya sea por las propias fluctuaciones del sistema de bombeo (1 mbar) o
bien porque se produzcan atascos dentro del dispositivo.

Para evitar este problema se puede complementar el andlisis de la duracion
temporal del evento en la sefial mecdnica con el andlisis de la duracidn en la
sefial dptica, permitiendo asi eliminar la dependencia con el caudal en la
medida de tamafios. La forma de doble gaussiana caracteristica del cambio en
reflectividad producido por la dispersion de luz que ocasiona el paso de una
particula (véase capitulo 5) presenta dos minimos que se corresponden con los
extremos de la particula alineados con el centro del haz (simulacion por
elementos finitos, Fig. 6.7a). De esta manera, el tiempo transcurrido entre
ambos minimos (At) sera igual al producto de la velocidad por el didmetro de
la particula At = 2R, /v. Por lo tanto, la medida del tiempo transcurrido
entre estos dos minimos en la sefial éptica permitird determinar el radio de una
particula cuando se combina con la medida del tiempo de transito obtenido en
la sefial mecanica (Ec. 6.6).
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Figura 6.7.: Determinacidn de la longitud de la particula. a) (arriba) Simulaciones por elementos
finitos. Intensidad de luz dentro del capilar para distintas posiciones de la particula (abajo)
Relacién entre sefial mecdnica, optica y velocidad de la particula. b) Diametro de las particulas
medidas con esta técnica (arriba) comparada con el didmetro medido mediante SEM (abajo).

Al aplicar este método de medida a las dos poblaciones de particulas estudiadas
en este capitulo, se obtiene un valor de 72 um para las particulas de silice y
1142 um para las microparticulas de PMMA (histograma en la parte superior
de la Fig. 6.7b). El valor medio de estos resultados se encuentra en buen
acuerdo con los obtenidos mediante el analisis de imagenes de microscopia
electrdnica (histograma en la parte inferior de la Fig. 6.7b). La gran dispersién
obtenida en estos datos se puede atribuir al pequefio tamafio de las particulas
empleadas: cuanto menor es el radio de una particula estos dos minimos
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locales estan peor definidos (epigrafe 5.3., Fig. 5.4) y la determinacién del
parametro At tendrd un mayor error. Mas adelante (capitulo 7) se mostrara
que para particulas de mayor tamafio la dispersion en tamafios medida con
esta técnica se ajusta mejor al resultado obtenido mediante el analisis de
imdgenes de microscopia.

6.6. Conclusiones

En este capitulo se ha propuesto la medida de la duracién temporal de los
eventos de paso de particulas en las sefiales mecanica y Optica para obtener
informacién sobre el tamafio de las mismas que se pueda complementar con
los datos de masa boyante vy reflectividad obtenidos mediante el maximo
cambio de dichas sefiales. Cabe resaltar que estas nuevas medidas no
requieren ningln cambio en el sistema de transduccién Optico ni en los
dispositivos fabricados.

Se ha demostrado que la duracién del evento mecdnico se puede relacionar de
manera directa con la velocidad que tienen las particulas al atravesar la regién
suspendida del dispositivo. Esta velocidad estd directamente relacionada a su
vez con la geometria de las particulas por lo que se ha desarrollado un modelo
analitico basado en el célculo de las fuerzas hidrodindmicas resultantes sobre
una particula. En el modelo desarrollado, las particulas introducidas en el
dispositivo experimentan una fuerza que se puede descomponer en una
componente paralela a la direccion del flujo (direccién axial) y otra componente
ortogonal a esta (direccidn radial). En el caso de las fuerzas radiales, se ha
demostrado —tanto con simulaciones como experimentalmente— que
producen un desplazamiento lateral en las particulas, lo que finalmente
produce que estas se encuentren en contacto con la pared del capilar cuando
pasan por la regién suspendida. Aunque este ordenamiento pasivo de las
particulas no tiene un efecto directo en las medidas de las sefiales mecanica 'y
Optica, permite una facil interpretacion de los resultados de velocidad de las
particulas y de cambio en reflectividad. En ausencia de este fendmeno, las
particulas ocuparian posiciones aleatorias dentro del tubo capilar, lo que
produciria una gran dispersién en los datos de velocidad y reflectividad,
haciendo mas dificil la distincion entre distintas poblaciones de particulas.

Por su parte, la componente axial de la fuerza produce el desplazamiento de
las particulas siguiendo la direccion del flujo. Cuando las particulas pasan por la
zona suspendida la fuerza neta resultante en esta componente es nula debido
a que las dos fuerzas que actlan en esta direccion (empuje y rozamiento) se
encuentran equilibradas, lo que produce que las particulas se muevan con una
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velocidad constante (velocidad limite). Como ambas fuerzas dependen de la
geometria de la particula, la velocidad medida para cada particula se puede
relacionar directamente con su tamafio, razon por la que se ha desarrollado un
modelo analitico que permita conocer la relacién entre ambos parametros. La
validez de este modelo se ha contrastado con simulaciones por el método de
elementos finitos, mostrando que la velocidad limite depende linealmente con
el caudal aplicado mientras que crece con el cubo del radio de la particula
(hasta un cierto punto). Asimismo, las medidas experimentales realizadas con
microparticulas de distintos didmetros reproducen el comportamiento previsto
por el modelo tedrico, lo que corrobora su validez.

Al margen del analisis de las fuerzas hidrodindmicas también se ha demostrado
gue la medida del tiempo entre los dos minimos registrados en la sefial dptica
cuando una particula pasa bajo la zona iluminada se pueden utilizar para
determinar de manera mas directa el tamafio de la particula. Esto se debe a
gue ambos minimos se corresponden con sendos extremos de la particula
alineados con el centro del haz laser. Al registrar la diferencia de tiempo entre
estos dos puntos se puede calcular el tamafio de la particula si se conoce el
valor de la velocidad (la cual ha sido previamente obtenida a través del analisis
de la sefial mecdnica). Este método presenta como principal ventaja frente al
analisis de las fuerzas hidrodindmicas el hecho de que este es independiente
de las variaciones en el caudal.

Los métodos mostrados en este capitulo permiten introducir un tercer
parametro adicional en las medidas de las particulas, consiguiendo una
distincidn mas precisa de particulas mediante su representacién en forma de
dispersion de puntos tridimensional. Ademas, conocer de manera directa el
tamafio de cada particula permitird calcular pardmetros intensivos de cada
particula como la densidad de masa o el indice de refraccién.
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Capitulo 7:

Deteccion y Caracterizacion de
Células

En los capitulos anteriores se ha presentado un método para caracterizar
microparticulas en suspensién en un medio acuoso a partir de sus propiedades
fisicas. Tal y como se ha comentado anteriormente, una técnica como la
presentada en esta tesis cuenta con potenciales aplicaciones en campos muy
diversos (nanofabricacion, control medioambiental, etc.). Sin embargo,
teniendo en cuenta sus propiedades descritas en los capitulos anteriores, los
resonadores microcapilares transparentes (RMT) resultan especialmente
prometedores para aplicaciones en biologia y medicina. Algunas técnicas,
como la espectrometria de masa nanomecanica, permiten la medida de
diferentes propiedades (como masa vy rigidez) de los analitos bioldgicos® pero
requieren condiciones de alto vacio e incluso, temperaturas criogénicas?.
Determinados analitos bioldgicos, como proteinas, resisten tales condiciones
de presion y temperatura; sin embargo, otras entidades mas complejas, como
células animales u organismos unicelulares, son muy susceptibles a cambios en
las condiciones ambientales. Por ejemplo, cuando se encuentran en una
atmdsfera gaseosa, células y bacterias se deshidratan®*, lo que altera sus
propiedades fisicas, y puede concluir en su destruccion. Ademas de ofrecer
unas condiciones de medida éptimas para este tipo de entidades bioldgicas
complejas, también existen muchas muestras de interés clinico compuestas
por coloides. El ejemplo mas representativo de este tipo de muestras es la
sangre, que se compone de una mezcla de diferentes células (principalmente,
eritrocitos, leucocitos y trombocitos) suspendidos en una disoluciéon acuosa
(plasma sanguineo). Por lo tanto, disponer de técnicas que permitan la
caracterizacion de este tipo de muestras sin necesidad de ningun tratamiento
previo (como podria ser la separacién por centrifugado) no solo permitira
caracterizar células en las mejores condiciones desde el punto de vista
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bioldgico, sino que ademas simplifica este tipo de andlisis y los hace mas

rapidos.

La técnica mds extendida en el ambito clinico para el andlisis de células en
suspension acuosa es la citometria de flujo, que consiste en hacer pasar la
muestra por un tubo capilar de vidrio. En un cierto punto del capilar, se enfoca
un haz de luz y se recoge la intensidad de luz transmitida por el tubo. Esta
intensidad cambiard cuando una célula pase por la zona iluminada, lo que
permitird caracterizar las distintas células presentes en la muestra®,
permitiendo una alta eficiencia de medida (miles de células por minuto).
Ademas, mediante el uso de marcadores fluorescentes, la citometria de flujo
puede conseguir el estudio simultdneo de decenas de propiedades de células

individuales®. No obstante, a pesar de ofrecer andlisis precisos

multiparamétricos, el uso de marcadores fluorescentes no siempre resulta
adecuado para el estudio de procesos bioldgicos ya que éstos pueden interferir
en el ciclo de vida celular. Por esta razon, el desarrollo de técnicas que permitan
una caracterizacién de analitos bioldgicos libre de marcadores ha atraido el
interés de la biofisica y la nanotecnologia en los Ultimos afios. En este aspecto,
se ha demostrado que las propiedades fisicas de células estan estrechamente
relacionadas con aspectos como la concentracion de proteinas’, el tipo de linea

celular®1?, o |a etapa del ciclo celular en el que se encuentran*®3,

Los resonadores mecdnicos con microcanales integrados (SMR) se han
propuesto como alternativa, siendo una técnica muy versatil para el analisis
celular ya que permiten una caracterizacion sin necesidad de emplear
marcadores, pudiendo medir en un medio fisiolégico propiedades fisicas de
interés como, masa’*, densidad®'®, compresibilidad'* o deformabilidad®*”8,
Asimismo, se ha demostrado que este tipo de sensores son capaces de seguir
en tiempo real distintos procesos bioldgicos midiendo el ritmo de crecimiento
de células y estudiando el efecto de distintos farmacos sobre este parametro®.
Los resonadores basados en capilares de vidrio prometen ser de gran utilidad
en este aspecto, habiendo demostrado ya que pueden utilizarse para
caracterizar microorganismos unicelulares de gran tamafio (Paramecium
Aurelia, ~10 ng)*®. No obstante, para poder medir particulas de mayor interés
en medicina (p. ej. células animales) es necesario conseguir reducir el limite de
deteccidn de estos dispositivos ya que la masa boyante de estas se encuentra
en torno a ~100 pg. Por esta razdn, los dispositivos desarrollados en esta tesis
resultan ideales para la caracterizacidén de células, con la ventaja adicional de
permitir obtener de manera simultanea informacion sobre el tamafio y las

propiedades dpticas de las células.
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En este capitulo, se han aplicado los métodos presentados en los capitulos 5y
6 para caracterizar mediante sus propiedades fisicas dos lineas celulares de
tejido mamario humano, siendo una linea sana (MCF-10A) y otra de
adenocarcinoma (MCF-7).

7.1. Preparacion y caracterizacion previa de células

Las células empleadas en estos experimentos fueron cultivadas en el
laboratorio de Bionanomecdnica del Instituto de Micro y Nanotecnologia del
CSIC. Para estos cultivos se han empleado las lineas celulares MCF-7 y MCF-10A
comercialmente disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC,
EE.UU.). Las células de la linea MCF-7 fueron cultivadas usando el medio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Life Technologies
Corporation, EE.UU.) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS),
500 U/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de estreptomicina. Por otra parte, las
células de la linea MCF-10A fueron cultivadas en el medio HAM-F12 (Gibco)
suplementado con un 5% de suero equino, 20 ng/mL factor de crecimiento
epidérmico, 0.5 pg/mL de hidrocortisona, 100 ng/mL de toxina colérica, 10
ug/mL de insulina, 500 U/mL de penicilina y 0.1 mg/mL de estreptomicina.
Ambas lineas celulares se mantienen a 37° C en una incubadora humidificada
con una atmoésfera al 5% de didxido de carbono.

Tras su cultivo, se afiade tripsina a las células y se resuspenden en sus
respectivos medios de cultivo (DMEM para MCF-7 y HAM-F12 para MCF-10A).
Seguidamente, se realiza un centrifugado suave de las células y estas se
resuspenden en un cierto volumen de tampan fosfato salino (PBS, por sus siglas
en inglés «phosphate-buffered saline») con un 5% de dimetil sulféxido (DMSO)
tal que se consiga una concentracién de 10° células/mL. La introduccién de
DMSO en el medio de medida de las células permite que estas sean menos
propensas a la formacidn de agregados. Las células se miden inmediatamente
después de su resuspension en el medio de medida.

Una vez cultivadas las células, se caracteriza su distribucion de tamafios. A
diferencia de las microparticulas (capitulo 5), las células no pueden
caracterizarse utilizando el microscopio electrénico de barrido (SEM) debido a
las condiciones de vacio. Por esta razon, la caracterizacion de las células se
realizard mediante un microscopio éptico, que permite obtener imagenes de
las células inmersas en un medio acuoso. Para la obtencién de dichas imagenes
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se coloca en el microscopio una muestra de cada una de las lineas celulares
suspendidas en PBS con un 5% de DMSO y se toman imagenes de las células a
medida que precipitan en la superficie del recipiente que contiene la muestra.
Las imagenes obtenidas se analizan de igual manera que las obtenidas por SEM.
Este analisis muestra que ambas lineas celulares presentan una distribucion de
didmetros gaussiana, presentando la linea MCF-10A un didmetro medio de 17
pum con una desviacién de +2 um y la linea MCF-7 un didmetro medio de 19 um
con una desviacién de £3 um (Fig. 7.1a.). El analisis de estas imagenes muestra
que la linea MCF-7 forma agregados con mayor frecuencia que la linea MCF-

10A (Fig. 7.1b).
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Figura 7.1.: Caracterizacion morfoldgica de las lineas celulares empleadas. a) Distribucipnes de
tamafios medidas mediante el andlisis de imagenes de microscopia Optica para las lineas
celulares MCF-10A (arriba, barras azules, N=178) y MCF-7 (abajo, barras rojas, N=196). Las lineas
continuas representan el ajuste de la distribucion a una gaussiana. b) Imagenes de microscopia
Optica de la linea celular MCF-10A (arriba) y la linea MCF-7 (abajo). Ambas imdagenes estan

tomadas con la misma magnificacion.

7.2. Espectrometria mecano-6ptica de células: distincion entre
células sanas y tumorales

En los capitulos anteriores se ha demostrado la utilidad de la técnica propuesta

utilizando microparticulas como muestra de calibracién. Con dichas particulas
se ha conseguido realizar una distincién inequivoca dado que se trataba de
particulas de materiales y tamafios distintos. Sin embargo, en el caso de dos
lineas celulares del mismo tejido (MCF-10A y MCF-7), la distincion mediante la
medida de pardmetros biofisicos resulta especialmente desafiante dado que,

al ser células del mismo tejido, todas sus propiedades fisicas (tamafio, densidad

e indice de refraccidén) tendran valores similares.
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Para este estudio se prepara una suspension acuosa con cada una de estas
lineas celulares y se hacen pasar por uno de los dispositivos fabricados”
mientras se mide de manera simultdnea la sefial dptica y la sefial mecanica del
dispositivo en funcién del tiempo. Cuando una célula pasa por la regién
suspendida del dispositivo produce un cambio tanto en la sefial mecénica como
en la sefial dptica andlogos a los medidos con la microparticulas (Fig. 7.2), lo
que justifica el empleo de esta técnica y la utilizacion del mismo anélisis de los
datos que en el caso de las microparticulas. Cabe destacar que, dado el gran
tamafio de las células empleadas (entre 12 um vy 24 um), los eventos medidos
en la sefial éptica muestran dos minimos muy bien definidos (Fig. 7.2b).
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Figura 7.2.: Deteccién mecano-éptica de células. a) Cambio en la sefial mecénica producido por el
paso de una célula MCF-10A (azul) y otra MCF-7 (rojo). Las lineas de color menos intenso
representan la medida experimental mientras que las lineas de color mas intenso representan el
ajuste a la forma del modo al cuadrado. b) Cambio en la sefial dptica producida por el paso de
una célula MCF-10A (azul) y otra MCF-7 (rojo). Las lineas de color mas claro representan la
medida experimental mientras que las lineas de color mds oscuro representan el ajuste a una
gaussiana doble.

Tras medir secuencialmente ambas lineas celulares se obtiene que la linea
MCF-10A presenta una masa boyante de 133475 pg, mientras que la linea MCF-
7 presenta una masa boyante de 128+100 pg. Estos valores se encuentran en
buen acuerdo con las distribuciones de tamafios medidas por microscopia
Optica (Fig. 7.1) y el valor de la densidad de las células descrito en la literatura
~1.05 g/mL?. Debido al gran parecido tanto en tamafio como en densidad, las
distribuciones en masa boyante solapan y no resulta posible distinguir de
manera inequivoca entre estas dos lineas celulares (Fig. 7.3.).

Por otra parte, en el caso de la sefial dptica se obtiene que el cambio en
reflectividad es mayor para la linea celular sana (ARycrp—104/Ro=-10.5£2.5%)

* El dispositivo empleado en este capitulo tiene unas dimensiones de 500 pm de
longitud suspendida, 47 um de didmetro externoy 38 um de didmetro interno y una
masa de 1.8 pg.

169



Resonadores Microcapilares Transparentes para la Caracterizacién Multiparamétrica de Células

que para la linea tumoral (ARycp—7/Ry=-6.0£2.0%). El hecho de que la linea
MCF-10A produzca un cambio en reflectividad de mayor magnitud a pesar de
gue el tamafio de estas células es ligeramente menor que el de la linea tumoral
(MCF-7, Fig. 7.1), pone de manifiesto que hay una diferencia en el indice de
refraccién entre ambas lineas celulares, lo que permite su distincién dptica.
Esta diferencia en el indice de refraccion de ambas lineas ha sido probada en
trabajos previos, en los que se ha medido un indice de refraccion ~1.36 para
la linea sana y una diferencia de ~1072 con la linea tumoral, probando ademds
qgue el indice de refraccion en células es proporcional al contenido de
proteinas’.
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Figura 7.3.: Espectro mecano-éptico de lineas celulares. Dispersion de puntos bidimensional de la
masa boyante (eje vertical) y del cambio en reflectividad normalizado (eje horizontal) producido
por cada célula individual siendo las distintas poblaciones MCF-7 (puntos rojos, N=117) y MCF-
10A (puntos azules, N=131). Los puntos mas grandes y de color mas oscuro representan el valor
promedio de cada poblacidn, siendo su barra de error la desviacion estandar. Proyeccion vertical.
Distribucién en masa boyante medida (barras) para las distintas poblaciones de células y el ajuste
de las mismas (linea continua) a una distribucién en masa (Ec. 5.3). Proyeccion horizontal.
Distribucién en cambio en reflectividad normalizado (barras) para las distintas poblaciones de
células y el ajuste de las mismas (linea continua) a una distribuciéon normal. Los agregados de
particulas se han eliminado de esta representacion siguiendo el criterio descrito en el epigrafe
5.2.

Cuando los datos de estas células se representan como una dispersion
bidimensional de puntos (Fig. 7.3.) ambas nubes de puntos solapan en gran
medida, por lo que no es posible conseguir la distincién inequivoca entre las
dos lineas celulares. No obstante, se puede establecer un criterio para
identificar que un evento se corresponda a un determinado tipo de linea celular
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con una determinada probabilidad. Para ello, se establece como criterio de
discriminacion que los eventos que produzcan un cambio en reflectividad
menor que un cierto umbral (AR,mp/Ry), seran células sanas (casos
negativos), mientras que los valores que superen este umbral se consideraran
células tumorales (casos positivos).

a) b)
. 1.00 E—
Criterio de AR/R;>-8.0 e 0u®
Negativos dlscrlrn_macmn Pos|tlvos Q@. .
o : . 0.75-
£ » Falsos Positivos .g .
@ —01 ‘-—@ é o ?
Z | Falsos Negatwos . — .
@ e S 0.501 . 2
N Q1
© e e 0 o \s
& -O ¢ . = N
3] ) - w, e g Q L]
= N . wn >
, . O N -? a 0.254 ,®
% T W T B .
e, ] st OB 3
Verdaderos Negativos H Vercgjleros Pasitidos 0.00

000 025 050 075 100
1-Especificidad

Figura 7.4.: Criterio de distincidn entre lineas celulares. a) Concepto del analisis ROC. b) Curva ROC

obtenida con las medidas de células (puntos verdes). La linea muestra el limite por debajo del

cual el sensor no es mas util que una clasificacion al azar.

Para determinar el valor dptimo de este umbral se realiza un analisis de la curva
caracteristica operativa del receptor (ROC, por sus siglas en inglés «receiver
operating characteristic»). En esta curva se representara la sensibilidad” en
funcion de la especificidad® para los distintos valores del umbral (Fig. 7.4a),
siendo el caso de distincién inequivoca aquel en el que sensibilidad vy
especificidad son iguales a 1. Como en este caso la distincion inequivoca no es
posible, el valor éptimo del umbral de distincién serd aquel cuyos valores se
acerquen mas a este punto. Al representar la curva ROC a partir de los datos
obtenidos anteriormente, se obtiene que el umbral de discriminacion 6ptimo
es AR, mp/ Ry =-8.0%, con el que se consigue una precision del 76% y una
sensibilidad del 80% para distinguir entre estas lineas celulares (Fig. 7.4b).
Ademas de este criterio de distincion basado Unicamente en el analisis del dato
de la reflectividad, también se han probado otros criterios basados en la masa
boyante y en la combinacién simultdnea de datos de masa boyante y
reflectividad. Sin embargo, esos criterios dieron valores de sensibilidad y
especificidad mucho menores que los obtenidos con el criterio éptico.

" Se define la sensibilidad como la relacién entre la suma del nimero de verdaderos
positivos y verdaderos negativos entre el nimero total de eventos.
¥ Se define la especificidad como la relacién entre el nimero de verdaderos

positivos entre el total de eventos positivos.
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La especificidad y sensibilidad obtenidas demuestran que esta técnica puede
utilizarse para la distincién libre de marcadores entre células sanas y enfermas,
a pesar de que esta tecnologia puede optimizarse alin mas para este tipo de
andlisis.

7.3. Medida de la densidad en células

En el epigrafe anterior se ha demostrado que la medida del espectro mecano-
Optico permite la distincion entre las dos lineas celulares (MCF-7 y MCF-10A)
con una cierta precision. El método desarrollado en esta tesis permite medir
también el didmetro de estas células (epigrafe 6.5). Ambas lineas celulares
presentan practicamente la misma distribucion de tamafios (Fig. 7.1) por lo que
la determinacion del tamafio de estas con el método desarrollado no permitira
una distincion mas precisa. Sin embargo, tanto el tamafio de las células como
su densidad son pardmetros de gran interés biofisico, por lo que la medida de
éstos parametros puede aportar informacion adicional sobre las muestras
analizadas, siendo las células de mayor tamafio aquellas que se encuentran en
un estadio mas avanzado del ciclo de vida celular. Asimismo, en trabajos
previos se ha demostrado que la densidad se mantiene constante en las células
hasta que comienzan la mitosis: momento en el que la densidad empieza a
disminuir por el rapido aumento del volumen?¥%, lo que demuestra su interés

biofisico.
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Figura 7.5. Medida de la densidad de lineas celulares. a) Distribucién de tamafios medida con los
dispositivos fabricados (barras) y su ajuste a una distribucién normal (lineas). b) Densidad en
funcién del tamafio medida para las distintas lineas celulares (puntos) y su ajuste a una funcion
exponencial. Los puntos de mayor tamafio y color mas intenso representan el valor promedio de
cada poblacién.

Tras aplicar este analisis a las medidas de las células se obtiene que estas
presentan una distribucion normal de tamafios con valor medio de 16 pm con
una desviacion de 4 um para la linea MCF-10A y un valor medio de 17 umy
una deviacion de +4 um para la linea MCF-7 (Fig. 7.5a). Estos resultados se
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encuentran en consonancia con los resultados obtenido mediante el analisis de
imdagenes de microscopia (Fig. 7.1). Cabe destacar que estos datos de didmetro,
al contrario que los medidos para microparticulas, presentan una dispersion
similar a la medida mediante microscopia, lo cual es debido a que los eventos
en la sefial éptica producidos por el paso de las células presentan dos minimos
bien resueltos, permitiendo asi un mejor ajuste de la curva.

Una vez se ha demostrado la buena medida del tamafio de las células se puede
calcular la densidad de las mismas combinando los datos de diametro y masa
boyante. Dado que las células en suspensidon presentan una forma esférica, la
densidad de cada célula se puede calcular facilmente (Ec. 7.1).

3mb

—_— 7.1
4TR,,,> 7.1)

Pcel = Plig T
Siendo pee; la densidad de la célula, py;q la densidad del medio en el que se
encuentran suspendidas las células (PBS + 5% DMSO , 1.00 g/mL), m; la masa
boyante medida y R, el radio medido de la célula.

Los resultados obtenidos en este caso muestran un valor medio de 1.10+0.07
g/mL para la linea MCF-10Ay de 1.10+0.08 g/mL para la linea MCF-7 (Fig. 7.5b),
lo que se encuentra en buen acuerdo con los valores medidos en trabajos
anteriores?. Tal y como se ha anticipado anteriormente, cuando se representa
la densidad de cada célula en funcion de su tamafio se aprecia una correlacioén
entre tamafio y densidad, mostrando que la densidad decrece con el didmetro.
Este resultado estd de acuerdo con los mostrado por trabajos anteriores en los
que se ha estudiado la densidad de células en funcién de su etapa en el ciclo
de vida celular???,

7.4. Conclusiones

En este capitulo se ha utilizado el sistema experimental, los dispositivos y los
métodos de analisis desarrollados a lo largo de los capitulos anteriores para
medir multiples propiedades fisicas (masa boyante, reflectividad, tamafio y
densidad) de dos lineas celulares del mismo tejido, siendo una de estas lineas
sana (MCF-10A) y la otra tumoral (MCF-7). Se ha demostrado que la medida de
la reflectividad permite distinguir entre ambas lineas celulares con una
sensibilidad del 80%. Nétese que el valor de la sensibilidad es bastante alto
teniendo en cuenta que se trata de una distincién libre de marcadores entre
dos lineas celulares del mismo tipo de tejido (todas sus propiedades fisicas son
muy parecidas). En el caso de células de distintos tejidos esta distincion podria
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llegar a ser inequivoca. En cuanto a la medida de la masa boyante, no ha
permitido distinguir entre las dos lineas celulares ya que, debido al gran
parecido en tamafio y densidad de ambas lineas, las distribuciones en masa se
superponen. A pesar de esto, la masa sigue siendo un pardmetro muy
interesante para la distincion de células ya que podria permitir la distincién

entre células de distintos tejidos.

Por otra parte, también se ha medido la densidad de células individuales
aprovechando las medidas de tamafio y masa boyante aportados por las
medidas de la sefial mecanica y dptica. Al igual que la masa, el valor de la
densidad no ha permitido una distincién entre la linea celular sanay la tumoral.
Sin embargo, se ha demostrado que este pardmetro es muy interesante desde
un punto de vista biofisico ya que se ha probado que existe una correlacion
entre el tamafio de las células y su densidad siendo las células mas densas

aquellas de menor tamafio y viceversa.

Cabe resaltar que, aunque no se han usado marcadores fluorescentes, la
técnica y los dispositivos aqui propuestos son perfectamente compatibles con
dicha técnica, lo que podria permitir la medida simultdanea de aun mas
parametros ofreciendo andlisis todavia mds precisos. Ademds, como estos
dispositivos estan fabricados con capilares de silice, su integracién en

citémetros de flujo comerciales puede resultar sencilla.
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Conclusiones Generales

El objetivo principal de esta tesis doctoral es el desarrollo de nuevos sensores
basados en microcanales suspendidos resonantes (SMR) mds accesibles y que
ofrezcan un andlisis multiparamétrico de muestras coloidales. Para este fin se
ha propuesto un nuevo concepto de fabricacion de estos dispositivos basado
en la integracion de capilares de silice en sustratos reflectantes de silicio
mediante el uso de anclajes poliméricos fotolitografiados: los resonadores
microcapilares transparentes (RMT). Dentro de esta estrategia se han probado
dos métodos de fabricacién distintos: uno basado en la utilizacién de capilares
comerciales de diametro pequefio (65 um) y otro basado en la reduccién local
del didmetro partiendo de capilares comerciales de didmetro grande (325 um).
Tras comparar ambos procesos se ha comprobado que el método basado en la
elongacién térmica de capilares grandes resulta el mas adecuado. Ademas, los
dispositivos obtenidos mediante este proceso son los més pequefios y sensibles
en masa (mostrando un limite de deteccién ~500 fg) obtenidos hasta la fecha
entre los resonadores basados en capilares de silice. A pesar de que estos
resonadores son menos sensibles en masa que los SMR tradicionales basados
en micropalancas de silicio con microcanales integrados (~10 ag), este hecho
se ve compensado por la sencillez de la fabricacion y la ubicuidad de los
materiales empleados.

Otro de los objetivos principales de esta tesis es el desarrollo de métodos de
analisis complementarios a la medida mecanica (masa) que permitan un
analisis mas rapido y completo que los SMR convencionales. El disefio de los
dispositivos propuestos en la presente tesis doctoral permite que estos no se
comporten solo como un resonador mecdanico sino también como una cavidad
Optica. Esta dualidad «resonador mecanico-cavidad Optica» permite
complementar la medida de la frecuencia de resonancia (sefial mecanica) con
una medida de la potencia de luz reflejada (sefial dptica). De esta manera,
cuando pasa una particula a través del dispositivo (o cuando cambiamos el
fluido) ademas de registrarse un cambio en la frecuencia de resonancia
mecanica por el cambio de masa, también se podra registrar un cambio en la
potencia de luz reflejada como consecuencia de la luz dispersada por la
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particula (o por el cambio de indice de refraccion del fluido). Para aprovechar
al maximo este comportamiento dual de los dispositivos se ha propuesto
utilizar un sistema de deteccion interferométrico, con el que se pueden seguir
en tiempo real tanto la frecuencia de resonancia mecanica como la potencia
de luz reflejada por el dispositivo, lo que permite la medida simultdnea de dos
parametros independientes (masa boyante y cambio en reflectividad) con una
eficiencia de medida alta (~300 particulas/min), ademas, la combinacion de
ambos parametros permite deducir el tamafio de la particula bajo estudio. Esta
combinacién de los datos de las medidas en masa con medidas &pticas
(espectrometria mecano-dptica) es totalmente nueva en el dmbito de los
sensores mecanicos y se ha demostrado en esta tesis que permite resolver de
manera sencilla distintos problemas que habia en el uso de SMR. De esta
manera, la medida de la sefial dptica permite diferenciar entre particulas muy
distintas, aunque produzcan un cambio en masa similar, asi como conocer
cuantas particulas se encuentran de manera simultdnea en la regién
suspendida del dispositivo. Cabe destacar que el interferémetro utilizado en
esta tesis no tiene ninguna diferencia fundamental comparado con los
interferometros empleados habitualmente para medir la frecuencia de
resonancia de un resonador mecdnico y que el hecho de poder medir una sefial
Optica es debido a que los dispositivos estdn formados por un material
transparente montado sobre un sustrato reflectante.

La validez del concepto de espectrometria mecano-dptica se ha demostrado
midiendo los cambios producidos en las sefiales mecdanica y dptica por distintos
fluidos y por diferentes poblaciones de microparticulas en suspension acuosa.
En el caso de las microparticulas se midieron 5 poblaciones distintas entre las
cuales existian varios pares de particulas en los que solapaban o bien las
distribuciones de masa boyante, o bien las distribuciones de cambio en
reflectividad. Sin embargo, cuando se muestran los datos en una dispersion de
puntos bidimensional se consigue distinguir de manera inequivoca las 5
poblaciones, lo que pone de manifiesto la gran versatilidad de la técnica.

Por otra parte, se ha demostrado que el proceso de elongacion térmica de
capilares de silice resulta especialmente ventajoso para esta técnica ya que,
permite conseguir un perfil ligeramente hiperbdlico en los dispositivos. Este
perfil hace que el didametro del capilar varie en torno a 1 um a lo largo de la
region suspendida. Esta variacion del didmetro resulta insignificante de cara a
los efectos mecanicos e hidrodindmicos, sin embargo, abre un gran rango de
posibilidades en la medida de la sefial éptica. Este perfil hiperbdlico produce
gue una variacion del espesor de las distintas capas de la cavidad dptica
continua a lo largo de la longitud suspendida, lo que permite optimizar la
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medida simplemente con variar la posicién del spot del laser a lo largo del eje
del capilar. Esta caracteristica hace que los dispositivos fabricados sean muy
versatiles ya que, al contrario de una cavidad optica de espesor constante, no
es necesario fabricar el dispositivo con unas dimensiones especificas a fin de
optimizar la medida para un determinado rango de indices de refraccion y una
determinada longitud de onda del laser. De esta manera, dado un indice de
refraccion del fluido, una longitud de onda del ldser y unas dimensiones del
dispositivo arbitrarias se podra conseguir una medida éptima del cambio en
reflectividad simplemente con hacer un barrido en la direccién axial del
dispositivo y encontrando la posicion en la que se maximiza la sensibilidad en
cambio en reflectividad.

Ademds de fendmenos &pticos y mecdnicos, también se han estudiado
distintos efectos hidrodindmicos sobre las particulas en suspension, lo que
permite realizar un analisis de dichas particulas basado en la adquisicién de tres
parametros independientes (masa boyante, cambio de reflectividad y tamafio).
Para el estudio de las fuerzas hidrodindmicas que actlan sobre la particula se
ha propuesto la medida de la duracién temporal de los eventos en la sefial
mecanica (tiempo de transito), posibilitando el calculo de la velocidad de la
particula mientras atraviesa la zona suspendida del resonador. Se ha propuesto
un modelo analitico que permite relacionar la velocidad de las particulas con
su tamafio y se ha comprobado tanto con simulaciones por elementos finitos
como con resultados experimentales. Sin embargo, la medida de la velocidad
también depende del caudal dentro del microcanal, por lo que estas medidas
se pueden malinterpretar en caso de un flujo inestable. Para evitar este
problema se ha propuesto el anélisis conjunto de la anchura en las sefiales
Optica y mecanica, lo que permite conocer la longitud de la particula
suprimiendo la dependencia con el caudal, consiguiendo una medida del
tamafio de las particulas mas precisa.

Finalmente, los métodos desarrollados a lo largo de esta tesis se han aplicado
para la medida de propiedades fisicas de dos lineas celulares distintas de tejido
epitelial mamario: una sana (MCF-10A) y otra tumoral (MCF-7). Dichas medidas
han demostrado que esta técnica permite distinguir entre ambas lineas
celulares con una sensibilidad del 80% a través de la medida 6ptica. Cabe
destacar que intentar distinguir entre estas dos lineas celulares mediante
parametros biofisicos es un caso especialmente complicado ya que, al proceder
del mismo tejido, todas sus propiedades fisicas son muy parecidas. Ademas,
aunque el resto de parametros medidos de estas células (densidad y tamafio)
no permitan distinguir entre las dos lineas celulares, resultan de gran interés
biofisico. El tamafio y la densidad dependen del momento del ciclo de vida
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celular en el que se encuentre cada célula individual. Consecuentemente, los
métodos propuestos en esta tesis no solo permiten la distincidon entre
diferentes lineas celulares, sino que también permiten distinguir entre estadios

del ciclo de vida celular dentro de una misma linea.

Aungue no se ha abordado en esta tesis, la introduccion de marcadores en las
células (por ejemplo, marcadores fluorescentes) es a priori un procedimiento
perfectamente compatible con el uso de los dispositivos y técnicas de analisis
desarrollados en esta tesis. Este uso de marcadores podria utilizarse para
obtener aln mas informacién sobre la presencia de ciertas proteinas en los

analitos biolégicos y complementar dicha informacién con los pardmetros
fisicos medidos (densidad, tamafio, etc.). Asimismo, como el proceso de
fabricacién contempla el uso de capilares comerciales de silice, las técnicas

desarrolladas en esta tesis se podrian implementar de manera sencilla en los

citémetros de flujo comerciales, lo que la hace especialmente interesante.
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Aunque los métodos desarrollados en esta tesis se han utilizado para medir
propiedades fisicas tanto de microparticulas poliméricas y de silice como de
células de tejido mamario —todas ellas con un tamafio comprendido entre 20
um y 5 um— esta técnica podria permitir medir las propiedades fisicas de
particulas y entidades bioldgicas de tamafios aun menores. Ademas, los
conceptos y fendmenos estudiados en esta tesis pueden sentar las bases para
nuevos conceptos de dispositivos de microcanales suspendidos resonantes
(SMR) cuyo limite de deteccién sea aun mas pequefio que los actuales. A
continuacion, se muestran y discuten posibles lineas de investigacién futuras,
basadas tanto en los resultados mostrados en esta tesis, asi como en algunos
resultados preliminares obtenidos durante la realizacién de la misma.

Deteccidn de agentes infecciosos

De cara a aplicaciones clinicas, los dispositivos desarrollados en esta tesis
podrian ser muy interesantes para el anadlisis de fluidos corporales, como
sangre, sin necesidad de ninguna preparacién previa de la muestra. Las
técnicas convencionales de andlisis de sangre requieren la separacién de la
misma mediante centrifugacion para analizar por separado sus distintos
componentes (plasma, eritrocitos, leucocitos y trombocitos). Una técnica como
la desarrollada en esta tesis permitiria distinguir entre todos estos
componentes mediante la medida de sus propiedades fisicas (masa boyante,
tamafio y cambio en reflectividad) a pesar de encontrarse todos ellos
mezclados. Asimismo, esta técnica podria permitir la deteccion de agentes
infecciosos (bacterias y hongos) en todo tipo de fluidos corporales.

Al finalizar esta tesis se han realizado pruebas preliminares para probar la
capacidad de esta técnica en la deteccion de bacterias midiendo dos
poblaciones de bacterias diferentes: Escherichia Coli y Staphylococcus
Epidermidis. El resonador empleado para estas medidas tiene un didmetro
externo de 30 um, una longitud de 500 um y una masa de 590 ng. Dado el ruido
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en frecuencia (5x107), el limite de deteccidén en masa es de ~300 fg, lo que es
demasiado grande para poder apreciar los cambios en masa esperados que
producirian estas bacterias (entre 300 fg y 100 fg de masa boyante para
Escherichia Coliy entre 60 fg y 30 fg para Staphylococcus Epidermidis). Como el
cambio en la sefial por la masa de las bacterias es del mismo orden que el nivel
de ruido, no se podra medir la masa boyante de estas, no obstante, las
bacterias si producen un cambio en la sefial dptica con una relacion sefial-ruido
Optima (Fig. PF.1a). Se han conseguido medir los cambios en reflectividad
producidos por el paso de las dos especies de bacterias. Estas distribuciones en
reflectividad solapan parcialmente, por lo que se puede realizar una distincion
entre las dos especies de bacterias con una cierta precision (Fig. CGPF.1b).
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Figura PF.1: Pruebas preliminares para la deteccion de bacterias. a) Sefiales mecdnica y 6ptica
medidas durante el paso de una bacteria Escherichia Coli. b) Histogramas de cambio en
reflectividad medidos para bacterias Escherichia Coli y Staphylococcus Epidermidis. c) Limite de
deteccion calculado en funcion del didmetro externo para distintas longitudes suponiendo que
se conservan el nivel de ruido en frecuencia (5x107) y la relaciéon entre didmetros interno y
externo (1=0.75) utilizada a lo largo de esta tesis. Se han omitido aquellos valores en los que la
relacién entre la longitud y el didmetro externo es mayor que 10 ya que, a partir de ese valor, el
comportamiento del resonador puede divergir de lo previsto en el modelo de Euler-Bernouilli.
Los asteriscos representan los valores esperados para los resonadores mostrados en la parte d
de esta figura. d) Imagenes de microscopia dptica de distintos dispositivos fabricados usando
distintas mascaras de fotolitografia para conseguir distintas longitudes suspendidas. Barra de
escala 50 um. 1. didmetro externo de 30 um y longitud de 500 um (este es el dispositivo mas
pequefio utilizado para obtener medidas en esta tesis). ll. diametro externo de 16 umy 200 um
de longitud. lll. didametro de 5 um y 100 um de longitud.
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Estos resultados preliminares demuestran la validez de la técnica desarrollada
en esta tesis para la busqueda de agentes infecciosos en la sangre: las células
sanguineas podran ser detectadas a través de su medida en masa vy
reflectividad mientras que las particulas de menor tamafio que las células no
produciran respuesta en masa, pero s en la sefial éptica.

Los trabajos futuros sobre este tipo de dispositivos se centrardan en dos
estrategias diferentes, no excluyentes entre ellas. Por un lado, se puede
mantener el tamafo de los resonadores utilizados en esta tesis y trabajar en el
andlisis de la sefial mecanica, desarrollando distintos métodos para el
procesado de la sefial que permitan obtener informacién de la masa boyante,
a pesar de que la relaciéon sefial-ruido sea menor que 1.

La otra estrategia consistiria en aumentar la relacion sefial-ruido en los
dispositivos empleados. La manera mas directa para mejorar la relacion sefial-
ruido en la sefial mecdnica es utilizar resonadores de menor tamafio, ya que el
limite de deteccion de estos es directamente proporcional a su masa (Fig.
PF.1c). Si se establece como criterio que el tamafio dptimo del dispositivo es
aquel que dé un limite de deteccién menor o igual que la décima parte de la
masa del analito, suponiendo que el ruido en frecuencia se mantiene
constante, se conseguiria medir la masa de los Staphylococcus Epidermidis con
un dispositivo de 7 um de diametro externo y 100 um de longitud (Fig. PF.1c).
El método de fabricacién desarrollado permite obtener resonadores de
tamafios mas pequefios que los empleados en esta tesis. De hecho, se han
llegado a fabricar dispositivos con longitudes suspendidas de 200 um y 100 um
y didmetros externos entre 20 um y 5 um (Fig. PF.1d). Aunque en menor
medida, el limite de deteccion en masa también se puede reducir aumentando
la relacidon entre didmetros interno y externo (A). Este parametro se conserva
durante el proceso de elongacion térmica de los capilares, por lo que este
parametro estd inicialmente determinado por las dimensiones del capilar sin
estirar, no obstante, serfa posible aumentar esta relacion para que sea mas
proxima a 1 atacando al final del proceso de fabricacion el capilar de vidrio con
acido fluorhidrico ya que el sustrato de silicio y los anclajes de SU-8 son
compatibles con este tipo de ataque.

A pesar de que es la manera mas directa de mejorar la resolucién en masa,
reducir el tamafo de los dispositivos presenta varios problemas desde un
punto de vista microfluidico. En primer lugar, dado un cierto caudal, la
velocidad del fluido serd mayor en un dispositivo cuanto menor sea el diametro
interno del capilar (efecto Venturi). Una mayor velocidad en el fluido, supone
también una mayor velocidad de las particulas, lo que requerira tiempos de
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adquisicién mas cortos, y, por tanto, se medira con un nivel de ruido mas alto.
Como alternativa se pueden utilizar un caudal menor que los utilizados en esta
tesis, sin embargo, tendra como contrapartida una reduccién en la eficiencia
de medida. Si en trabajos futuros se opta por esta estrategia, habrd que
resolver este problema.

Nuevos conceptos de fabricacién

En esta tesis se ha demostrado que el concepto de resonadores con
microcanales integrados resulta muy Util para la medida de propiedades fisicas
de células y esta técnica es muy prometedora para la medida de bacterias. Sin
embargo, resultaria complicado reducir el didmetro de los capilares por debajo
de 1 um, lo que dificulta la aplicacion de esta tecnologia para la caracterizacién
de entidades bioldgicas como virus (Fig. PF.1c) o proteinas. Por esta razén se
ha empezado a estudiar nuevos disefios consistentes en dos resonadores
paralelos de nitruro de silicio tipo puente separados una pequefia distancia (~1
um), pudiendo hacer circular un fluido entre los dos resonadores (Fig. PF.2a)
gracias a la tension superficial del fluido. En estos nuevos dispositivos, la parte
suspendida estd conectada con un reservorio a cada lado en el que se puede
depositar un liquido, de tal manera que el liquido fluird entre los dos
resonadores sin estar presurizado y aprovechando fenémenos como la
capilaridad o la difusion para el transporte de las particulas de interés.

Figura PF.2: Nuevos conceptos de fabricacidén. Imagenes de microscopia SEM de los resonadores
fabricados basados en dos resonadores paralelos. a) Vista superior de uno de los dispositivos. b)
Vista de perfil de uno de los dispositivos. Imagenes en falso color: las zonas coloreadas en azul
muestran las partes de nitruro de silicio mientras que las partes en gris indican el sustrato de
silicio

Estos dispositivos estan siendo fabricados en colaboracién con el Instituto de
Sistemas Optoelectrénicos y Microtecnologia (ISOM-UPM). Para este proceso
de fabricacidn se parte de una oblea de silicio con una capa superficial de 100
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nm de nitruro de silicio de baja tensidn sobre la que se realiza una litografia
electrdnica. Posteriormente, se realiza un ataque con iones reactivos (RIE, por
sus siglas en inglés «reactive ion etching») para retirar el nitruro de silicio con
una geometria deseada. Finalmente, se retira la resina y se realiza un ataque
himedo de la muestra con distintas disoluciones que atacan especificamente
el silicio, de esta manera solo atacara aquellas zonas donde haya retirado el
nitruro de silicio. Al finalizar el ataque hiumedo se obtienen los dispositivos (Fig.
PF.2b).

Aunque el disefio y el proceso de fabricacion son completamente distintos de
los propuestos en esta tesis, los distintos conceptos de deteccién mecano-
Optica, asi como el andlisis hidrodinamico de las particulas desarrollados en
esta tesis son perfectamente aplicables a este tipo de dispositivos.

Nuevos fendmenos hidrodinamicos

A la hora de estudiar fendmenos hidrodinamicos en esta tesis siempre se ha
considerado que las particulas se mueven con una velocidad constante cuando
atraviesan la zona suspendida como consecuencia del campo de velocidades
parabdlico y estacionario obtenido en una tuberia cilindrica de seccidon
constante (capitulo 6). Sin embargo, se ha encontrado que cuando se emplean
caudales bajos (< 5 nL/s), la forma del cambio en la sefial mecénica producida
por el paso de una particula a través de la zona suspendida empieza a divergir
de la forma del cuadrado del modo (Fig. PF.3).
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Figura PF.3: Nuevos fenémenos hidrodindmicos. Sefial mecanica medida en funcién del tiempo
para el paso de particulas esféricas de silice de 6.8 um de diametro usando distintos caudales.
Se ha utilizado la sefial d6ptica para comprobar que estos eventos son producidos por una
Unica particula. Para estas medidas se ha empleado un dispositivo con una longitud
suspendida de 500 um, un diametro externo de 45 um y un didmetro interno de 34 um. Para
conseguir estos caudales bajos se ha conectado en serie al dispositivo RMT el resistor
microfluidico de 50 um de anchura (epigrafe 2.3.).
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Esta forma de la sefial mecdnica indica que la particula no se mueve con una
velocidad constante, lo que supone que las fuerzas que actlan sobre las
particulas no se encuentran equilibradas. Esto podria ser el resultado de la
aparicion de fendmenos hidrodindmicos adicionales a los tenidos en cuenta en
modelo introducido en el capitulo 6.

En trabajos futuros serd necesaria la realizacion de un estudio sistematico
sobre la divergencia de la sefial mecanica con respecto del cuadrado de la
forma del modo (Ec. 1.54) para conseguir una descripcidon mas precisa de estos
nuevos fendmenos, asi como el desarrollo de modelos analiticos y simulaciones
para comprender el origen de los mismos.
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