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RESUMEN:

En este articulo se describe el proceso de disefio, fabricacién y caracterizacién de un arreglo de sensores para realizar EIS de
amplio espectro para muestras en solucion acuosa en una plataforma microfluidica. Su capacidad de amplio aspecto permitird
desarrollar estudios de caracterizacién de fluidos con resultados que no son posibles de obtener en sistemas de menor rango
de frecuencia. El sistema microfluidico consta de cuatro cdmaras de llenado y los canales de transporte de fluidos requeridos
para la purga y llenado. En la seccién inferior de cada cdmara hay un electrodo depositado en oro que permite la interaccién
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Jost MIGUEL BARBOZA-RETANA, ET AL. DISENO Y DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA MICROFLUIDICA CON ELECTRO...

eléctrica con la muestra. La geometria de las cdmaras y los canales transporte y de los electrodos fueron disefiadas utilizando un
proceso de optimizacién por medio de simulaciones multifisicas. Luego, se desarrollaron experimentalmente diferentes procesos
de fabricacién para SU8 y PDMS los cuales permitieron llevar a cabo la implementacién del sistema microfluidico. Finalmente,
utilizando una interfaz de comunicacién eléctrica disefiada para la interconexién del sistema microfluidico con un analizador
vectorial de redes, se desarrollaron las mediciones requeridas para obtener el comportamiento de cada sensor.

Los resultados obtenidos mostraron un comportamiento predominantemente capacitivo de cada sensor desde bajas frecuencias
hasta 2 GHz, permitiendo obtener suficiente contraste entre las diferentes soluciones acuosas medidas, logrando una buena
repetitividad entre las mediciones realizadas en las distintas cimaras.

PALABRAS CLAVE: Anilisis espectral, Analizador Vectorial de Redes (AVR), Espectroscopia por Impedancia Eléctrica (EIS),
microfluidica, microsistemas, sensores.

ABSTRACT:

In this paper, we describe the design, manufacturing, and characterization of a sensor array suitable for implementing wide broad
band EIS for samples in aqueous solution on a microfluidic platform. Its wide-ranging capacity will allow the development of fluid
characterization studies with results that are not possible to obtain in systems with alower frequency range. The microfluidic system
consists of four filling chambers and the fluid transport channels required for flushing and filling. At the bottom section of each
chamber there is a gold-deposited electrode that allows electrical interaction with the sample. The chamber’s geometry, transport
channels, and the electrodes were designed using an optimization process through multiphysics simulations. Then, different
manufacturing processes were developed experimentally for SU8 and PDMS which allowed to carry out the implementation of
the microfluidic system. An electrical communication interface was designed for the interconnection of the microfluidic system
with the vector network analyzer (VNA). Then, the measurements required to obtain the behavior of each sensor were developed.
The results obtained show a predominant capacitive behavior of each sensor from low frequencies up to 2 GHz, allowing to
obtain sufficient contrast between different aqueous solutions and a good repeatability in different sensing chambers with the
same solutions.

KEYWORDS: Electrical Impedance Spectroscopy (EIS), microfluidics, microsystems, sensors, spectral analysis, Vector Network
Analyzer (VNA).

INTRODUCCION

La espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS, de sus siglas en inglés, Electrical Impedance Spectroscopy)
es una técnica a través de la cual se pueden obtener las firmas espectrales caracteristicas en términos de
impedancia de muy diversos materiales y compuestos. Este método es aplicable a multiples escenarios en
dreas de la biotecnologia y la medicina: pruebas toxicoldgicas [1]-[2], diagnéstico médico [3] [4] [5] [6],
investigacion basica de propiedades celulares, viabilidad y concentracion celular, caracterizaciéon de tejidos
[7] caracterizacién de biomasa en procesos biotecnoldgicos [8]-[9], estudio de células madre, pruebas de
medicamentos [10] y terapias quimicas personalizadas [11], por mencionar algunas.

Como alternativa a los métodos de marcadores de fluorescencia u otras técnicas semejantes, que son
destructivas sobre las muestras, la EIS constituye un método de bajo costo, no invasivo y que puede
proporcionar datos en tiempo real sin dafar la muestras, constituyendo una herramienta valiosa y
versatil [12]. Otra aplicacidén consiste en la estimulacidn eléctrica de cultivos celulares, la cual puede ser
implementada nativamente a través de la aplicacién de campos eléctricos de magnitud variable a las muestras
[13].

Existen diversas formas de implementar EIS desde la perspectiva del procesamiento electronico, tales
como mezcla y filtrado (lock-in), oscilacidn, o muestreo sincrono [14]-[15], y para todas esas arquitecturas
es necesario contar con un elemento transductor que permite aplicar una sefial eléctrica a la muestra bajo
prueba para asi medir su impedancia. Este elemento se implementa generalmente como una cdmara donde
se disponen electrodos metalicos que permiten inyectar y medir la sefial eléctrica, la cual debe ser funcién de
las propiedades del material dentro de dicha cdmara [16].

Muchas de las soluciones de ingenieria desarrolladas para implementar la técnica de EIS permiten abarcar
pruebas en un rango de baja y media frecuencia, siendo a lo sumo algunos cuantos MHz [17]-[18]-[19]. Sin
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embargo, muchas de las aplicaciones requeridas para el estudio celular requieren de soluciones que permitan
la aplicacién de EIS en rangos de mucha mayor frecuencia, siendo necesario frecuencias de medicién en el
orden delos GHz [20]-[21]. Atin asi, los retos de ingenierifa necesarios de resolver para disponer de un sistema
EIS de amplio espectro ha implicado que no existan muchas soluciones con dichas caracteristicas. Algunos
sistemas desarrollados han permitido llegar a frecuencias maximas de # GHz [# ,[## GHz [##] y ## GHz [#2].

En este trabajo se aborda el proceso de disenio de un arreglo de sensores y la plataforma microfluidica
que permiten hacer el proceso de transduccién a pequena escala para muestras en suspension acuosa, desde
su disefio conceptual, simulaciones multifisicas para su dimensionamiento y optimizacién, asi como la
fabricacién y caracterizacién reoldgica y eléctrica. En la figura 1 se muestra el disenio conceptual con la
integracion de los componentes requeridos para implementar un sistema de EIS completo.

Detalle del dispositivo EIS
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FIGURA 1
Diagrama conceptual de los componentes de un sistema de EIS
que contempla el arreglo de sensores descrito en este articulo

DISENO DEL ARREGLO DE SENSORES

La estructura basica del sensor para EIS presentada en este trabajo se forma con un soporte sobre el cual
se depositan electrodos de oro, los cuales se cubren con una capa con microfluidica que contiene la cdmara
de sensado, donde se fluye el material a analizar por medio de los canales para la infusién y perfusion de la
cdmara. El disefio de la estructura del sensor se basé en trabajos previos en la literatura, particularmente los
propuestos por Sugiura et al. [23] y Chen et al. [22]. El disefio geométrico utilizado por Sugiura et al. en [23]
se considerd como base para el desarrollo del sistema microfluidico debido a que uno de los requerimientos
propuestos en esta solucion era que el sistema permitiera ejecutar al menos mediciones sobre 4 muestras
simultdneas, permitiendo asi que cada una de ellas experimentara las mismas condiciones de temperatura,
presion y tiempo de exposicion. Ademds, para la seleccidon de materiales y técnicas de fabricacién para el
sistema microfluidico se tomé como apoyo lo reportado por X. Ma et al. en [20]. Otros estudios recientes
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han desarrollado soluciones similares desde el punto de vista de la fabricacién, uno de ellos el reportado por
R. Bounik et al. en [19], donde utilizan el PDMS puede reproducir estructuras en el orden de los cientos
de nanémetros presentes en un molde, representando un material con un gran potencial, ademas de ser un
material transparente permitiendo la visualizacién del fluido al trasportarse por el dispositivo.

Para cumplir el requisito de que el dispositivo fuese de bajo costo, se decidié utilizar como substrato un
portaobjeto estindar de vidrio con dimensiones de 26 mm x 76 mm x 1 mm, con la geometria final que se
indica en la figura 2. El volumen total de fluido que puede alojar el dispositivo es de 19,01 uL y cada cdmara
de medicién tiene una capacidad de 2,225 L.
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FIGURA 2
Geometria y dimensiones del arreglo de sensores propuesto con cuatro cimaras
no se muestran los electrodos ni la estructura de extraccién Escala en mm

Figura 2. Geometria y dimensiones del arreglo de sensores propuesto, con cuatro
cdmaras (no se muestran los electrodos, ni la estructura de extraccién). Escala en mm.

El proceso se acompané en una primera fase por exhaustivos estudios a nivel de simulacién con las
herramientas Comsol Multiphysics, Ansys Fluent y Ansys Electromagnetic Desktop (HESS). Con estas
herramientas se hicieron estudios del comportamiento hidrdulico de las cdmaras y de los canales de
transporte. En esos estudios se trabajé con la optimizacién de las dimensiones geométricas del sistema
microfluidico con la meta de permitir el transporte homogéneo de fluido alo largo de todo el canal de infusién
y con ello el llenado completo de cada cdmara, considerando magnitudes de presion, velocidad, esfuerzo
cortante y lineas de flujo controladas. La figura 3 muestra la estructura base para cada cimara de sensado
y el electrodo interdigitado final, asi como la respuesta simulada de impedancia obtenida con la biblioteca
de HFSS de ANSYS. El resultado obtenido muestra un comportamiento capacitivo, permitiendo distinguir
materiales con diferentes constantes dieléctricas ubicados dentro de la cAmara. Por las dimensiones del sensor,
las lineas de acceso en el sensor y la tarjeta de interfaz ejercen un efecto para frecuencias en el rango GHz, las
cuales se remueven por medio de una estrategia de extraccidn, asunto que se detalla posteriormente.
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FIGURA 3
Modelo de simulacién electromagnético para el sensor de EIS: (a) geometria base que muestra
los electrodos y la distribucién de campo eléctrico a 2 GHz; (b) respuesta en frecuencia
de impedancia simulada para el sensor considerando diferentes medios en la cdmara.
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FIGURA 4
Proceso de optimizacién del disenio a nivel de simulacién velocidad presion tensiéon y

campo de velocidad del arreglo de sensores antes a 'y luego b de la optimizacién geométrica
Figura 4. Proceso de optimizacién del disefio a nivel de simulacién: velocidad, presion, tensién
y campo de velocidad del arreglo de sensores antes (a) y luego (b) de la optimizacién geométrica.

Enlafigura4 seilustra el proceso de optimizacién del balance del caudal en cada cdmara, donde se muestran
las distribuciones de velocidad, esfuerzo cortante y presidn antes de optimizar (desiguales) y luego de su
optimizacién (balanceadas). La optimizacién se desarrollé modificando la longitud del canal de salida de
flujo de cada cdmara, permitiendo que la resistencia dindmica resultante ajustara el balance requerido. Este
detalle se puede observar en la figura 4, donde el resultado final (derecha) utiliza distintas longitudes en cada
una de las cdmaras. Asi, la importancia del balance logrado radica en: 1) garantizar un llenado completo (sin
burbujas) del dispositivo que podria alterar las mediciones de impedancia eléctrica y, 2) garantizar un mismo
caudal a través de las cuatro cidmaras en caso de que se desee realizar mediciones dindmicas en condiciones

de flujo constante.

PROCESO DE FABRICACION
El sistema final integrado por el arreglo de sensores junto con los canales y cdmaras de llenado, asi como los

electrodos y la estructura de extraccion, se observa en la figura 5, para el cual se sigue un proceso de fabricacién
en el que se involucran una serie de técnicas utilizadas en la construccion de sistemas microfluidicos.
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FIGURA 5
Arreglo de sensores integrado con las cimaras de llenado y los canales de infusién y perfusion
Figura 5. Arreglo de sensores integrado con las cimaras de llenado y los canales de infusion y perfusion.

En la etapa inicial de la fabricacién, se toma un substrato de vidrio y se somete a un proceso de limpieza
profunda por medio distintas soluciones como pirafia (H2SO4 activado con H202), sulfocrémica, acetona
e isopropanol. En este proceso de limpieza se extrema el cuidado con el fin de eliminar toda impureza de
la superficie de los vidrios y de no contaminar los mismos con particulas del ambiente. Asi, finalizado este
proceso se hace una deposicion de una capa de fotoresistivo S1805. Esta pelicula se expone a luz ultravioleta
(UV) utilizando foto mascaras con la geometria de los electrodos con el fin de lograr la activacién del material
en las zonas requeridas. Luego, se realiza el revelado con la solucién Microposit-MF321, la cual permite
eliminar el fotoresistivo S1805 no expuesto a la UV. Este proceso permite disponer la preparacién para la
deposicion de los electrodos. Para ello, se deposita una primera pelicula de titanio de 67 A para mejorar la
adherencia y finalmente una capa de oro de un grosor de 541 A, utilizando la técnica de PVD (physical vapor
deposition). Una vez concluida la deposicién, los substratos se llevan a un proceso de decapado (stripping)
con acetona que permite remover todas las secciones de oro no requeridas para lograr revelar la geometria
de cada electrodo.

En lasiguiente etapa se sigui6 el mismo tratamiento de limpieza para substratos de vidrio mencionado, esto
con el fin de proceder ala creacion de los moldes con el fotoresistivo SU8-2100 utilizados para la fabricacion
de los canales y cimaras del sistema de llenado con PDMS (polidimetilsiloxano). Con el molde de SU8-2100
se dispone una cdmara especial de vertido donde se llena de PDMS con el fin de que este tome la forma
requerida de los canales y cdmaras, segtin se observa en la figura 5.

Finalmente, utilizando una capa muy fina de PDMS sin curar se realiza la unién (bonding) entre el
substrato con los sensores y las cimaras-canales del PDMS. La fina capa de PDMS hace el trabajo de una goma
para lograr la adherencia entre partes. Para aumentar la fuerza de unidn se utiliza un sistema de prensado
mecénico que permite aplicar una presion constante sobre toda el drea de unién mientras la capa de PDMS
toma las condiciones de secado y consistencia final.

CARACTERIZACION DEL ARREGLO DE SENSORES

La interfaz de comunicacién para conectar el arreglo de sensores y la microfluidica con el analizador de
red vectorial (VNA de sus siglas en inglés, vector network analyzer) se realizé a través de una tarjeta de
circuito impreso. Esta tarjeta se disend seguin caracteristicas que permitieran la integridad en las mediciones
en alta frecuencia. Entre estas caracteristicas se tomd en consideracion un disefio de pistas eléctricas con una
impedancia caracteristica de 50 Q y con una distancia fisica de 44 mm para cada sensor desde el ingreso de

60



JosE MIGUEL BARBOZA-RETANA, ET AL. DISENO Y DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA MICROFLU{DICA CON ELECTRO...

la sefial por el conector SMA (SubMiniature version A) hasta el punto de conexién con el electrodo. En
la figura 6 se muestra la tarjeta de interconexién luego de ser fabricada y ensamblada. Para este sistema se
utilizaron conectores SMA de alto desempeno en frecuencia para un rango maximo de 20 GHz. Para realizar
la conexidn eléctrica entre las pistas del PCB y los sensores se utilizd una resina epdxica conductora en base
a particulas de plata (Pt).

I I I —

FIGURA 6

Sistema integrado para medicién de espectroscopia por medio del VNA
Figura 6. Sistema integrado para medicién de espectroscopia por medio del VNA.

Con el sistema anterior se realizaron las pruebas experimentales utilizando el VNA. Enla figura7 se observa
el sistema final de pruebas, segun el cual se planted el procedimiento para la obtencién de espectroscopia por
impedancia eléctrica para medios acuosos.

FIGURA 7

Sistema integrado para medicién de espectroscopia por medio del VNA
Figura 7. Sistema integrado para medicién de espectroscopia por medio del VNA.

Cada sensor estd conformado por dos electrodos interdigitados en los cuales se deposita la muestra
utilizando la plataforma microfluidica. Una vez que las cdmaras correspondientes se llenan con el fluido a
caracterizar se inicia el procedimiento de toma de datos con el VNA. En este caso, la técnica de caracterizacion
por EIS se realiza a partir de los pardmetros S de red para cada sensor generados por el VNA. Sin embargo,
al realizar las mediciones de pardmetros S en dispositivos integrados en un PCB (printed circuit board),
la ruta fisica entre el puerto de conexién y el dispositivo bajo medicién o DUT (device under test) puede
generar efectos eléctricos no deseados que impiden la correcta caracterizacién por EIS requerida. Estos efectos
son mayores conforme se aumenta la frecuencia de caracterizacion, por lo que a las frecuencias requeridas
del orden de los GHz se convierte en una situacién no favorable. Para solventar esta situacién se utiliza
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una técnica de correccién conocida como de-embedding (extraccién) [24]. Con esta técnica se miden los
pardmetros S de una topologia en donde se elimina el DUT, siendo en este caso los electrodos. Por ello, junto
a los sensores se fabricé un modelo de la estructura de acceso, pero sin los electrodos, tal y como se muestra
en la figura 7. Los datos obtenidos por la prueba sin DUT se utilizan para aplicar un post procesamiento a las
mediciones realizadas de las muestras acuosas y asi se eliminan los efectos eléctricos no deseados que genera
el sistema de conexién.

De esta forma, el procedimiento para generar el andlisis de EIS consiste en medir los pardmetros S a partir
de las cdmaras microfluidicas llenas del fluido en analisis, aplicar la técnica de extraccion, convertir los nuevos
pardmetros S a parametros Z y de estos se obtiene la impedancia caracteristica presente en el sensor para el
rango de frecuencias planteado.

LLENADO DE CAMARAS Y PREPARACION DE MEDICIONES

Para el procedimiento de llenado de las cdmaras se utiliza un sistema bombeo que permite lograr un flujo de
entrada constante regulable. Para la infusién del fluido muestra, se utiliza una velocidad o caudal no mayor
20,02 pl/min; esto para evitar generar presiones elevadas en las distintas secciones que conforman el sistema
de canales y cdmaras del sistema microfluidico. Este proceso de llenado de cdmaras se puede visualizar en la

imagen de la figura 8.

FIGURA 8
Ensayo de llenado de las cdmaras con un fluido con color azul para su fcil visualizacién
Figura 8. Ensayo de llenado de las cdmaras con un fluido con color azul para su ficil visualizacién.

Con el procedimiento de caracterizacion de los electrodos y el de llenado de cdmaras definidos, se tomaron
diferentes muestras de fluido con el fin de aplicar la EIS y observar los resultados. Para ello se seleccionaron
cuatro fluidos diferentes: airea, agua, acetona y alcohol isopropilico. En el cuadro 1 se muestra las constantes
dieléctricas o permitividad de cada uno de estos fluidos seleccionados.

Cuadro 1. Constante dieléctrica o permitividad relativa de las muestras utilizadas.
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CUADRO 1
Constante dieléctrica o permitividad relativa de las muestras utilizadas

Muestra Permmutividad relativa
Alra 1,00051

Alcohol Isopropilico 18

ACetona 21

Agua 75,3

Cuadro 1. Constante dieléctrica o permitividad relativa de las muestras utilizadas.

El modelo fisico del sensor utilizado es el de un capacitor eléctrico, donde el fluido se comporta como el
material dieléctrico que une fisicamente los dos electrodos del sensor. Debido a esto, es importante tener
presente que en un capacitor de placas la capacitancia de este se define segtin la ecuacién 1:

(1) c=aewa

donde

& es la permitividad del vacio,

& la permitividad relativa del material dieléctrico, A el drea equivalente de las placas y

d la distancia de separacion equivalente entre placas. Segin lo anterior, la capacitancia es directamente
proporcional a la permitividad relativa. Otro aspecto importante es que el capacitor presenta una menor
magnitud de impedancia segin aumente la frecuencia durante el barrido de EIS. Sin embargo, esta magnitud
de impedancia esta relacionada con la permitividad del dieléctrico de forma inversa, por lo que si la
permitividad es mayor genera valores de magnitud de impedancia menores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de EIS para las cuatro muestras mencionadas se muestran en la figura 9. La respuesta de
magnitud y fase se muestran por separado y el barrido en frecuencia se realizé hasta 4 GHz. A partir de la
impedancia caracteristica de la figura 9 se obtuvo la capacitancia de cada muestra en el espectro analizado
segun la figura 10. Estos resultados muestran una relacién correcta en relacion con la permitividad relativa de
las muestras del cuadro 1, en donde por ¢jemplo el agua que presenta la mayor permitividad tiene los valores
de capacitancia mayores. Por otro lado, el aire que presenta la menor permitividad presenta la capacitancia
menor. Estos resultados muestran una correcta correlacién con las caracteristicas fisicas de las muestras y
permite presentar un andlisis de EIS hasta 4 GHz. Nétese que las resonancias que aparecen en la respuesta son
efectos remanentes de las lineas de transmisidn, las cuales son dificiles de remover en los puntos observados.

Ademis, en la figura 10 se muestran las capacitancias extraidas para las diferentes soluciones, utilizando
dos prototipos del sistema distintos. Esto indica que las mediciones son reproducibles y se observa las mismas
tendencias en la capacitancia extraida, a pesar de que la distribucién de la capacitancia en funcién de la
frecuencia puede variar debido a diferencias en el prototipo y las lineas de acceso. Se observa que el rango

donde es mis sencillo determinar diferencias entre las soluciones (por contraste capacitivo) estd limitado a
2 GHz.
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Impedancia caracteristica obtenida del EIS para las cuatro muestras
Figura 9. Impedancia caracteristica obtenida del EIS para las cuatro muestras.
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Capacitancia caracteristica extraida para cada muestra analizada en dos sensores distintos.
Figura 10. Capacitancia caracteristica extraida para cada muestra analizada en dos sensores distintos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente articulo se ha descrito el proceso de diseno y desarrollo un prototipo de sistema para
espectroscopia por impedancia eléctrica que consiste en un arreglo de cuatro sensores integrados en una
plataforma microfluidica con una interfaz para mediciones eléctricas. Se destaca como logro de este trabajo
la consolidacién de una metodologia para el diseno, simulacién y fabricacién de dispositivos de microfluidica
bésicos y que puede ser utilizada en combinacién con interfaces electrénicas. Con el arreglo propuesto es
posible distinguir entre diferentes soluciones por contraste capacitivo hasta una frecuencia de al menos
2 GHz, aunque por el tamano de las cdmaras es necesario remover el efecto de las lineas eléctricas de
acceso utilizadas en las mediciones. Una de las principales caracteristicas que potencian la capacidad de este
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sistema es el amplio espectro en frecuencia disponible, lo que permite brindar una herramienta base para
investigaciones aplicadas que requieren estudios con EIS, como se menciona en [20] y [25]. Sin embargo,
el prototipo desarrollado puede ser mejorado en diversos aspectos, entre ellos explorar el desarrollo de un
sistema electrénico de menor costo en lugar del VNA para la adquisicién de datos, la miniaturizacién del
sensor para ampliar el rango de frecuencias, mejoras en el proceso de fabricacién y mds, trabajos que serdn
explorados en investigaciones futuras.
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