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A los que estan
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A los que vienen de camino






The future is uncertain... but this uncertainty is at the very

heart of human creativity.
Ilya Prigogine (Premio Nébel de Quimica 1977)






Resumen

La aparicion de los Sistemas Micro/Nano-Electro-Mecanicos (MEMS/NEMS) en

microfluidica abre un amplio campo de aplicaciones dentro de la medicina, la biologia
y la bioquimica. Esto ha hecho que se estén desarrollando, entre otros, dispositivos
para suministrar farmacos de forma localizada, microagujas para inyectar DNA o
microherramientas para funcionalizar superficies de manera controlada.

El trabajo presentado en esta memoria ha estado enmarcado dentro dos
proyectos, MINAHE y MINAHE II. El objetivo principal del primero consistido en
desarrollar tecnologias para fabricar micro/nanoherramientas que pudieran ser
acopladas facilmente a un cabezal de un Microscépio de Fuerza Atémica (AFM). El
segundo proyecto se centré en buscar una aplicacion en células vivas para los
dispositivos fabricados durante el primer proyecto. Siguiendo la tendencia actual de
la microelectrénica de integracion de tecnologias, en el trabajo presentado se ha
conseguido desarrollar dos tecnologias para fabricar dos generaciones de
micro/nanopipetas que seran discutidas a lo largo de esta memoria.

La primera se ha centrado en la integracion de tecnologias de
micromecanizaciéon en silicio con ataques anisotropicos y tecnologia de
nanomecanizacion mediante Focused Ion Beam (FIB). Durante la primera
generacion, se ha desarrollado un proceso tecnolégico comenzando por la definicidn
de los elementos que debian componer las micro/nanopipetas. Sobre un soporte se
ha fabricado un microcanal. Este microcanal debia acabar en punta para poder
depositar microgotas sobre una superficie. Una vez identificados los componentes del
dispositivo, se procedi6 a su fabricacion en la Sala Blanca (SB) Integrada de Nano y
Microelectrdnica de clase 100-10000 que existe en el Instituto de Microelectrénica de
Barcelona, IMB-CNM (CSIC). El proceso de fabricacion permitié detectar problemas
de disefio y encontrar soluciones para implantarlas en el disefio de la siguiente
generacion de dispositivos. Los dispositivos conseguidos fueron acoplados a un
cabezal de un AFM para ser utilizados como herramientas para funcionalizar
superficies. Este trabajo permitié definir una base tecnoldgica para la fabricacion de
la primera generacién de micro/nanopipetas. Por otro lado, el conocimiento adquirido
durante este proceso permitio mejorar aspectos no resueltos aunque si identificados

para obtener nuevas micro/nanopipetas.



La segunda generacion se centrd en solucionar los problemas tanto tecnoldgicos
como de disefio encontrados en los dispositivos de la primera, teniendo en mente su
posible aplicacion en el campo de las Ciencias de la Vida. Se cambiaron los grabados
anisotropicos por grabados secos profundos para tener un mayor control de los
procesos. También se mejord el encapsulado soldando anodicamente los chips de
silicio con los chips de vidrio y se aumenté el rendimiento introduciendo la técnica de
Manual Cleaving para la obtencién de los chips individuales en lugar de la etapa de
serrado. Como el objetivo final de esta nueva generacion seria la utilizacién de los
dispositivos fabricados en aplicaciones bioldgicas, se disefiaron nuevas
micro/nanopipetas transparentes, condicion indispensable para este tipo de
aplicaciones. Ademas, en algunos disefios, el tamafio de la punta de los dispositivos
debia de estar comprendida en el orden de las pocas micras o nandmetros para
poder atravesar con éxito la zona pellcida y la membrana de un embrion de raton
evitando el fendmeno de lisado de la célula y/o la rotura de la punta de la
micro/nanopipeta. Para conseguir este tipo de puntas se volvid a combinar la
fabricacion en microsistemas con el nanomecanizado en FIB. Finalmente, para
demostrar la versatilidad y la integracion monolitica que ofrece la tecnologia de
fabricacidon propuesta se han fabricado dispositivos adicionales diferentes a las

micro/nanopipetas como microelectrodos, microfiltros y micromezcladores.



Resum

L'aparicid6 dels Sistemes Micro/Nano-Electro-Mecanics (MEMS/NEMS) en

microfluidica amplia el camp d’aplicacions per a la medicina, la biologia i la
bioquimica. Aixd ha fet que es desenvolupin dispositius per subministrar farmacs de
manera local, microagulles per la injecci6 de DNA o microeines per a funcionalitzar
superficies de manera controlada.

El treball presentat en aquesta memoria s’ha emmarcat dins de dos projectes, el
MINAHE y el MINAHE II. L'objectiu principal del primer va consistir en desenvolupar
tecnologies per a la fabricacié de micro/nanoeiens per poder acoblar-les a capcals
d’un Microscopi de Forca Atomica (AFM). El segon projecte s’ha centrat en la cerca
d’aplicacions en cél-lules vives dels dispositius fabricats durant el primer projecte.
Seguint a la tendéncia actual de la microelectronica d’integracié de tecnologies, s'ha
aconseguit desenvolupar dues tecnologies per fabricar dues generacions de
micro/nanopipetes que seran discutides en aquesta memoria.

La primera s’ha centrat en la integracié de tecnologies de micromecanitzacié en
silici amb gravats anisotropics i tecnologies de nanomecanitzacié mitjancant Focused
Ion Beam (FIB). Durant la primera generacio s’ha desenvolupat un proces tecnologic
que ha comencat per la definici6 dels elements que formaven part de les
micro/nanopipetes. Damunt d’'una base s’hauria de fabricar un microcanal. Aquest
microcanal hauria d’acabar en punta per poder dipositar microgotes sobre una
superficie. Un cop identificat els components del dispositiu, es va continuar amb la
seva fabricacié dins de la Sala Blanca (SB) Integrada de Nano y Microelectronica de
classe 100-10000 situada al Instituto de Microelectrénica de Barcelona, IMB-CNM
(CSIC). El procés de fabricacido va permetre detectar problemes de disseny i trobar
solucions per implantar-les en el disseny de la segiient generacié de dispositius. El
dispositiu fabricat s’ha pogut acoblar a un capcal d'un AFM per fer-lo servir com a
eina per la funcionalitzacié de superficies. Aquest treball va permetre definir una
base tecnologica per la fabricacié de la primera generacié de micro/nanopipetes.
D’altra banda, el coneixement adquirit durant aquest procés va permetre millorar
aspectes no resolts pero si identificats per obtenir noves micro/nanopipetes.

La segona generacidé es va centrar en solucionar els problemes tecnologics i de
disseny trobats en els dispositius de la primera, pensant en la seva possible aplicacié

en les Ciéncies de la Vida. Es van canviar els gravats anisotropics per gravats secs



profunds per obtenir el maxim control del procés. També es va millorar I’'encapsulat
realitzant una soldadura anodica entre el xip de silici i el de vidre i el rendiment va
augmentar introduint la técnica de Manual Cleaving per a |'obtencié dels xips
individuals en lloc del serrat de I'oblia. Com I'objectiu final d’aquesta nova generacio
era la utilitzacid dels dispositius fabricats per aplicacions biologiques, es van
dissenyar les noves micro/nanopipetes amb les parets transparents, condicid
indispensable per aquest tipus d’aplicacions. Afegir que alguns dissenys haurien
d’incorporar puntes de l'ordre dels nanometres o les poques micres per poder
travessar amb éxit la zona pel-licida i la membrana d'un embrié de ratoli. D’aquesta
manera s’evitaria el llisat de I'embrid i/o la ruptura de la punta de la
micro/nanopipeta. Per aconseguir aquestes puntes es va tornar a combinar la
fabricacié en microsistemes amb el nanomecanitzat en FIB. Finalment per demostrar
la versatilitat i la integracid6 monolitica que ofereix la tecnologia de fabricacio
proposada s’han fabricat dispositius adicionals diferents a les micro/nanopipetes com

microelectrodes, microfiltres i micromescladors.



Summary

Micro/Nano-Electro-Mechanical Systems (MEMS/NEMS) applications for in vivo

cell studies open a wide range of new applications in medicine, biology, and
biochemistry. This has lead to develop devices for local drug delivery, microneedles
for DNA injection, and micronozzles for cell holding among others.

The work presented in this manuscript is framed within two projects: MINAHE
and MINAHE II. The main goal of MINAHE was the development of technologies
suitable for fabrication of micro/nano tools. Tools fabricated under MINAHE has
found application in gold surface patterning and sub-picoliter dosage driven by an
Atomic Force Microscope. MINAHE II employed these micro/nano tools on cellular
applications.

Following the current integration trend in microelectronics, two different
integrative technologies have been developed and will be discussed here. The first
technology presented is based on Microsystems technology combined with Focused
Ion Beam (FIB) nanomilling. The fabricated device has been fitted to an Atomic Force
Microscopic (AFM) for gold surface patterning. Experience developed in the first
generation of micro/nano dispensers promoted a number of upgrades to produce a
new generation of dispensers with emphasis for application in the Life Sciences.

Technological processes were developed from component definition to back-end
fabrication. Microchannel were defined on- substrate with micronozzles at the tip.
The whole ensemble had AFM chip dimensions. This design favoured the use of
microchannels as micro/nanodispensors and could effectively be used as surface
functionalization tools. Once the components were identified, fabrication processes
took place at Instituto de Microelectronica de Barcelona, INM-CNM (CSIC) Clean
Room (100-10000) facilities. First generation of micro/nanodispensers has
sucessfully formed Self Assambled Monolayers (SAM).

Experience developed in the first generation micro/nanodispensers promoted a
number of upgrades to produce a Second generation of dispensers with an emphasis
for applications in the Life Sciences. Transparent new devices were defined with
specific shapes for cell manipulation. Anisotropic etching was replaced by Dry
Reactive Ion Etching (DRIE) for improved process control. Packaging was improved
with anodic bonding between silicon and glass chips and individual chip yield was

increased by manual cleaving instead of wafer dicing. Transparent wall



micro/nanodispensers would be designed due to biological application. To avoid lysis
(cellular damage) or broken nozzles, some nozzles were designed sharply, in order
to pierce wall and membrane surrounding live cells. FIB nanomachined render this
type of nozzle.

A crucial advantage in MEMS technology is versatility and monolithic integration.
MEMS versatility can yield different devices although using the same technological
process. We took advantage of this feature and manufactured microelectrodes,
microfilters and micromixers as well.

As a conclusion, it is worth emphasizing that research in this work range from
micro/nanotechnologies to chemistry and biology. The first generation fabricated
technology successfully formed SAM over gold surfaces. The second generation
pierced walls and membranes in live cell. These devices present quite some
advantages compared to conventional glass capillary. The proposed technology
allows extreme definition of sizes and shapes in order not to damage cells.
Microelectrodes fabricated will be tested inside a neuron cell to record electrical

measurements. Work to develop this new application is still in progress.
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Introduccion

Este primer capitulo servira para detallar los dos
proyectos que han enmarcado la investigacion
realizada y presentada en esta memoria, asi como la
estructura dispuesta. Los proyectos en los que se ha
trabajado fijaron unos objetivos generales a
desarrollar. En el caso del primer proyecto consistia en
desarrollar una tecnologia de fabricacion de
dispositivos microfluidicos para ser acoplados a
cabezales de AFM y poder realizar de esta manera una
funcionalizacidn localizada sobre una superficie de oro.
El objetivo general del segundo proyecto en el que se
centro el trabajo fue el desarrollo de una tecnologia de
fabricacion para conseguir dispositivos microfluidicos
transparentes y de esta manera poder trabajar con

células vivas.
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1.1 Proyectos en los que se enmarca el
trabajo

Como se ha comentado, el trabajo presentado en esta memoria se ha
enmarcado dentro de dos proyectos. El primero, titulado Micro/NanoHerramientas
para cabezales de Microscopios de Fuerza Atémica (MINAHE), tenia como objetivo
el desarrollo de tecnologia de fabricacién de herramientas con partes funcionales
con dimensiones del orden de las micras y/o nandmetros. Estas
micro/nanoherramientas se diseflaron para ser adaptadas a cabezales de
microscopio de AFM, STM o en equipos especificos de menos coste. Dentro de
este proyecto se realizaron diferentes dispositivos, como por ejemplo voladizos y
puntas para acoplarlos a microscopios AFM o equipos similares. También se
trabajé en el desarrollo de la tecnologia para la fabricacién de micro/nanopipetas
para intentar dispensar pequefas cantidades de liquidos o gases o para fijar
(mediante aspiracion) particulas. Mas datos sobre este proyecto son mostrados
en la Tabla 1.I.

Tabla 1.I: Datos de los proyectos MINAHE y MINAHE II

Titulo del Micro/NanoHerramientas Micro/Nanoherramientas para
proyecto para cabezales de el estudio de células vivas 11
Microscopios de Fuerza
Atdmica
Acrénimo MINAHE MINAHE II
Organismo MICYT MEC
financiador
Participantes uB CNM
CNM UAB
ICMAB UB
Centro de Centro Nacional de Centro Nacional de
ejecucion Microelectrénica (CSIC) Microelectronica (CSIC)
Investigador José A. Plaza José A. Plaza
Principal
Contrato o TIC-2002-04280-C03-02 TEC2005-07996-C02-01
convenio
Duracion Noviembre 2002- Enero 2006-Diciembre 2008

Noviembre 2005

El trabajo dentro de este proyecto se dividid en tres partes. En la primera se
desarrolld6 la  tecnologia necesaria para la fabricacion de las

micro/nanoherramientas. Esta seria probablemente una de las contribuciones mas
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grandes que se obtendrian del proyecto porque no sélo serviria para fabricar los
dispositivos propuestos, si no que también serviria para obtener una base
tecnoldgica para futuros dispositivos y proyectos. La experiencia del grupo en el
campo de la micromecanizacién del silicio se extendié a la nanofabricacién de
algunas partes de los dispositivos. En la segunda parte, relacionada con la
primera, se disefarian las micro/nanoherramientas donde diferentes tipos de
actuacion serian evaluados y simulados con el Método de Elementos Finitos (FEM)

para su optimizacidn. Finalmente se caracterizarian las micro/ nanoherramientas.

El segundo proyecto en el que se ha enmarcado este trabajo, todavia en
vigor, es la continuacion del MINAHE vy lleva por titulo Micro/Nanoherramientas
para el estudio de células vivas (MINAHE II), mas datos de este proyecto son
presentados en la Tabla 1.1. En este proyecto se busca una aplicacién concreta a
las micro/nanoherramientas fabricadas durante la duracién del MINAHE, esta

aplicacion consiste en el estudio de células vivas.

Las micro/nanoherramientas, como su nombre indica, pueden tener algunas
de sus partes funcionales del orden de las pocas micras o de los nanémetros,
cosa que permite la manipulacidn y/o estudio de células que no seria posible con
herramientas o equipos macroscépicos. Este proyecto estd compuesto por dos
lineas de trabajo, la primera se centra en el disefio de herramientas capaces de
manipular y/o interaccionar con células vivas para su estudio desde el exterior.
En este punto los objetivos a desarrollar se pueden dividir en tres. El primero se
basa en desarrollar las tecnologias para la fabricacion de las
micro/nanoherramientas donde se han extendido los conocimientos adquiridos en
el MINAHE para la micro/nanofabricacion de silicio en combinacion con técnicas
de micro/nanomecanizacién. El segundo objetivo consiste en el disefio de las
micro/nanoherramientas donde se han estudiado los posibles principios de
actuacion, se han optimizado mediante la simulacién por FEM de ciertas partes
funcionales de los dispositivos y se han implementado estas
micro/nanoherramientas en los equipos necesarios para su caracterizacion. El
tercer objetivo de la primera linea de trabajo consiste en asentar las bases para el
estudio de células. Se prevé analizar los efectos que estas
micro/nanoherramientas puedan tener en la viabilidad celular. La segunda linea

de trabajo del proyecto consiste en la fabricacion de unos voladizos que funcionen
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como electrodos para poder realizar medidas eléctricas o electroquimicas sobre o

en el interior de una célula viva.

El trabajo realizado y presentado en esta memoria se ha centrado
especialmente en el desarrollo de tecnologia para la fabricacion de

micro/nanopipetas, un ejemplo concreto de micro/nanoherramientas.

Aunque utilizando esta misma tecnologia también se han conseguido fabricar
otros dispositivos como microfiltros, micromezcladores y microelectrodos. La
primera generacién de las micronanopipetas ha sido acoplada a cabezales de un
AFM para realizar microestampados sobre superficies de oro mientras que la
segunda generacion ha sido acoplada a un micromanipulador para poder penetrar

la capa pellcida y la membrana de ovocitos y/o embriones sin lisar las células.

Para conseguir estos objetivos, se han intentado adecuar las técnicas de
microfabricacion existentes en el Instituto de Microelectrénica de Barcelona, IMB-
CNM (CSIC) por un lado y por otro, se han combinado estas técnicas existentes
en el centro con otras de nanomecanizacidon que han hecho posible la obtencion
de posibles partes submicrométricas. Se ha aprovechado la experiencia previa del
grupo en disefios de MEMS para el disefio de las micro/nanopipetas. Con la
simulacion FEM se han simulado los aspectos mas relevantes de las estructuras

propuestas para la optimizacién de los dispositivos.

Este estudio y desarrollo se ha realizado con las facilidades existentes en el
IMB-CNM (CSIC), entre los que se encuentra: Sala Blanca (SB) con los equipos
necesarios para la fabricacion de circuitos integrados y microsistemas (1000m?,
clase 100-10000), Laboratorio de Microsistemas donde se han realizado los
procesos que no se podian hacer dentro de SB, Laboratorio de Nanotecnologia SB
cuyo Focused Ion Beam (FIB) ha sido utilizado para la nanomecanizacion de
algunos de los dispositivos, programas de Disefio (Cadence Design Framework II)
y Simulacién (ANSYS V.8.0) donde se han podido disefiar las mascaras y realizar
las simulaciones de micro/nanoestructuras por el Método de Elementos Finitos
(FEM).

La colaboracion del Institut de Bioenginyeria de Catalunya (IBEC) en los dos
proyectos, ha permitido la utilizacion del FIB y el Microscopio de Fuerza Atdémica

(AFM) situados en el Parque Cientifico de Barcelona para realizar la
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micro/nanomecanizacién de algunos de los dispositivos y el microestampado e

inspeccion de las superficies de oro respectivamente.

La colaboracion de la Unitat de Biologia Cel-lular del Departamento de
Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia de la Universidad Auténoma de
Barcelona en el MINAHE II ha permitido utilizar ovocitos, embriones y el
microscopio invertido para demostrar que las micro/nanopipetas podian atravesar

la zona pellcida y el citoplasma de la célula sin lisar la célula.

Se podra comprobar a través de la lectura de la memoria presentada que
estas colaboraciones han hecho que el trabajo realizado sea muy interdisciplinar
ya que sin la presencia de estos dos grupos en los respectivos proyectos, el

trabajo presentado no hubiera sido completo.
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1.2 Estructuracion de la memoria

La investigacion realizada para la obtencién de esta tesis se ha centrado en
el desarrollo de diversas tecnologias para poder fabricar diferentes dispositivos o
herramientas que cubran una necesitad real como es el estudio individual a nivel
celular y sub-celular de células vivas. Para ello se han desarrollado dos
tecnologias para fabricar micro/nanopipetas que permitan, por un lado
funcionalizar selectivamente una superficie de oro que conducird en un futuro a la
creacion de arrays de proteinas para estudios especificos, y por otro tener acceso
a células vivas desde el exterior y poder en un futuro inyectar liquidos,

substancias o particulas que puedan realizar un estudio desde el interior.

En el capitulo 1. Introduccion se exponen los proyectos que han enmarcado

la investigacion de la tesis y expone los puntos en los que se divide la memoria.

Esta introduccion va seguida del capitulo 2. Contextualizacion tedrica donde
se realiza una descripcion tedrica y del estado del arte sobre MEMS, BioMEMS,
microfluidica y uTAS en general y las micro/nanopipetas, micromezcladores y
microfiltros en particular, también se trata el trabajo previo realizado en el CNM

sobre este tema.

En el capitulo 3. Micro/nanopipetas: Primera generacion se centra, como su
nombre indica, en la primera tecnologia realizada para la fabricacién de las
micro/nanopipetas. En él se describen tanto los procesos de fabricacidon seguidos
dentro y fuera de SB para la obtencion de los primeros dispositivos, como las
pruebas realizadas acoplando estos dispositivos a un AFM para realizar el
microestampado sobre superficies de oro. También se explican los problemas
encontrados durante el proceso de fabricacion, asi como la manera como de

resolverlos.

En capitulo 4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion, se describe Ia
segunda tecnologia utilizada para la fabricacion de las micro/nanopipetas de la
segunda generacion. Esta nueva tecnologia sirvid para solucionar con éxito los
problemas detectados durante el primer proceso tecnoldgico. Se explica también
las pruebas realizadas acoplando estos nuevos dispositivos a un
micromanipulador para poder penetrar con éxito la zona pellcida y la membrana

de ovocitos y/o embriones.
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En el capitulo 5. Dispositivos adicionales obtenidos con la tecnologia de
segunda generacion, se da una descripcion de otros dispositivos fabricados
(micromezcladores, microfiltros y microelectrodos en voladizo) con la misma
tecnologia que se utilizd para la fabricacion de las micro/nanopipetas segunda
generacion. Los micromezcladores y los microfiltros fueron disefiados en chips
diferentes pero en la misma oblea que contenia las micro/nanopipetas, no hizo
falta ningin paso adicional ni ningln proceso tecnoldgico nuevo para su
fabricacién. Los microeletrodos se obtuvieron evitando la etapa de grabado de la
capa sacrificial de las micro/nanopipetas, todavia son objeto de estudio y los

resultados preliminares son los presentados en esta memoria.

Finalmente esta memoria termina con la exposicion de las conclusiones
extraidas de este trabajo y del trabajo futuro en el capitulo 6. Conclusién final y
lineas de trabajo futuro ya que los buenos resultados obtenidos han hecho posible
la peticién de un nuevo proyecto, el MINAHE III que serd la continuacidon del
presente MINAHE II.



Contextualizacion

teorica

Este capitulo presenta una pequefia
descripcion teorica de los campos en los que
se ha desarrollado la investigacion presentada
en esta memoria y una serie de definiciones
de los términos que aparecen en ella.
Comentar que no ha sido tarea facil debido a
la gran confusion en la utilizacion de estos
términos que se ha detectado en la bibliografia
consultada. Como se podra comprobar en la
mayoria de los casos, la diferencia entre un
término u otro resulta ser muy sutil. Después
de la contextualizacién tedrica, se detallaran
los objetivos que han marcado el desarrollo
del trabajo presentado.






2.1 Conceptos tedricos generales

Para intentar comprender los objetivos que han marcardo el desarrollo de la
investigacién realizada, primero hay que intentar comprender los campos en los que
se ha trabajado. Es por ello por lo que se empezara definiendo brevemente la

microfluidica y los Sistemas Micro-Electro-Mecanicos (MEMS).

2.1.1 Microfluidica

La microfluidica es la ciencia y tecnologia de sistemas que procesan o
manipulan pequefias cantidades de liquidos (entre 107 y 1078 litros) utilizando
canales con dimensiones entre las decenas hasta las centenas de micras [1]. Implica
estudios teoricos y experimentales del flujo de un liquido en el interior de canales del
orden de las micras fabricados en un chip. Cuando estos canales disminuyen sus
dimensiones por debajo del rango micrométrico, se utiliza el término de nanofluidica
[2]. Estos estudios abarcan desde el proceso fabricacion hasta el manejo y aplicacion

de los chips fabricados.

En sus origenes, la microfluidica se centr6 en el desarrollo de microcanales para
analisis moleculares. A continuacidn aparecio un interés en crear sistemas fiables de
deteccion frente a posibles ataques bioldgicos que, junto con la posibilidad de
realizar analisis a nivel molecular, aumentaron la motivacién en la investigacion

microfluidica.

El flujo del liquido en el interior del microcanal viene caracterizado por
fendmenos que normalmente se menosprecian cuando se trabaja en la escala macro.
Janasek et al. describen la relacion existentes entre diferentes parametros al pasar
de sistemas macrofluidicos a microfluidicos [3]. La seccién transversal del canal es
uno de los factores que determina el comportamiento del liquido en su interior y se

denomina didametro hidraulico (D). Depende del area y del perimétro del canal,

_4Ss
P

m

D,

Donde S es la seccion mojada del canal y P, el perimetro mojado. Esto significa

gue para una seccion circular, D, queda definido como,

Dh:d
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Donde d es el diametro del canal. Siempre que la secciéon del conducto no sea
circular o bien se considera que el canal esta lleno de liquido, estos datos coinciden
con el area (A) y el perimetro (C) de la seccidn transversal y D, quedara definido
como [4],

_ 2ab
a+b

D,

La Tabla 2.I muestra algunos ejemplos para calcular el diametro hidraulico en
secciones de canales con diferentes formas y suponiendo que se encuentran llenos
de liquido. En canales rectangulares al existir dos lados con medidas diferentes, se
suele hablar de diametro equivalente. Observar que si un lado es mucho mayor que
el otro (b >> a), el diametro hidraulico se puede simplificar (D, =~ 2a), esto significa
que la dimensidén mas pequefia del canal sera la que determine el comportamiento
del flujo [5].

Tabla 2.I: Didmetros hidrdulicos para secciones de canales en forma circular, rectangular o anillo. También
se detalla el area de la seccion y la linea de contacto [5]

. G

e

b drna:-c

i
k4

Area de la 5
, rd 7T (2 2
seccion a-b —\d —-d-.
4 4 max min
transversal (A)
Linea de
zd 2a +2b 7Z'(d +d . )
contacto (C) max min
Diametro 2ab
d dmax - dmin
hidraulico (Dp) a+b

El fendmeno de transporte también debe ser considerado al trabajar con fluidos
en la escala micro. El tiempo () necesario para que las especies difundan en una
distancia dada (L) depende de su coeficiente de difusion (D),

LZ

Lag = B
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Esto implica que a menor longitud del canal, menor es el tiempo que se necesita
para que una especie difunda por él, por lo tanto menor sera el tiempo de respuesta.
Por otro lado, hay que tener en cuenta que con canales fabricados del orden de la
micra, la cantidad de fluido que circula por su interior se encuentra en la escala de
los nanolitros. EI movimiento de los fluidos se describe con un conjunto de
ecuaciones de derivadas parciales, no lineales conocidas como ecuaciones de Navier-
Stokers. Como el objetivo principal de esta tesis ha sido el desarrollo de tecnologia
de fabricacion y no el estudio del comportamiento de los fluidos en el interior del
canal, no se entrard en la explicacién en detalle de estas ecuaciones. Fijando las
condiciones de contorno, se obtienen una serie de numeros adimensionales que
representan la importancia de diversos fenémenos fisicos de los fluidos en la escala
nano [6]. La Tabla 2.II muestra un listado de algunos de estos nimeros: el nimero
de Reynolds (Re) relaciona las fuerzas de inercia con las viscosas, el niumero de
Weber (We) relaciona las fuerzas de inercia con la tension superficial, el nUmero de
Capilaridad (Ca) relaciona las fuerzas viscosas con la tension superficial y el nimero

de Péclet (Pe) relaciona la conveccion con la difusién.

Tabla 2.II: NUmeros adimensionales explicados en este capitulo

Simbolo Nombre Ecuacioén Relacion Ec. en
texto
vpd
Re Reynolds — inercia/viscosidad Ec. 2.1
n
pv’l o -
We Weber inercia/tension superficial Ec. 2.2
e
no
Ca Capilaridad — viscosidad/tensién superficial Ec. 2.3
Y
, vl , ,
Pe Péclet 3 conveccion/difusion Ec. 2.4

El nimero de Reynolds (Re) representa la proporcion entre las fuerzas de
inercia (donde v es la velocidad caracteristica del fluido y p la densidad del fluido) y
las fuerzas viscosas (n/d, donde n es la viscosidad dindmica y d el diametro del

microcanal).

13



Re=—Upd
n

Ec. 2.1

Al depender del didmetro del microcanal, los Re obtenidos en microfluidica son
bajos, lo que indica que se trabaja con flujos laminares porque las fuerzas que
dominan son las viscosas. Flujo laminar significa que el movimiento del fluido es

perfectamente ordenado, el fluido se mueve en laminas paralelas sin entremezclarse.

El nimero de Weber (We) es una medida de la importancia relativa de la inercia

del fluido comparada con su tension superficial.

_pv’l
Y

We Ec. 2.2

Donde p es la densidad del fluido, v la velocidad del fluido y y la tensién
superficial. A mayor tensidon superficial, menor We y mayor influencia de las fuerzas
capilares sobre el movimiento del fluido. Como el movimiento de liquidos en
microcanales viene determinado por bajos nimeros de Reynolds (Re < 1) y Weber
(We < 1), significa que las fuerzas que predominan son la viscosa y la capilar, al
contrario de la macro-escala, donde las fuerzas que gobiernan el movimiento son las

gravitatorias, la inercia y la presion hidrostatica.

El nimero de Capilaridad (Ca) es la relacidon entre las fuerzas viscosas y la
tension superficial que actla en la interfase. Ca pequefios indican que la tensién

superficial domina el flujo.

Ca="TY
4

Donde n es la viscosidad dinamica, v la velocidad del fluido y y la tensién

Ec. 2.3

superficial.

Por ultimo, se explicara el nUmero Péclet (Pe) porque relaciona el transporte de
masa entre conveccidn y difusion para flujos que contienen mas de una especie, esto
quiere decir que influye en el proceso de mezclado de dos soluciones. Dependiendo
de la aplicacidn requerida se puede preferir una mezcla por difusion antes que por

conveccion.
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Pe = U—l Ec. 2.4
D

Donde v la velocidad del fluido, | la longitud del canal y D es el coeficiente de
difusién de las dos especies. En el caso de querer realizar una reaccién quimica entre
dos especies se requieren tiempos de mezclado rapidos, es decir, una mezcla por

conveccion.

Las fuerzas viscosas pueden definirse como la friccién entre un fluido y un
solido, es decir la friccién entre el liquido que se encuentra en el interior del canal
con las paredes que lo definen. Estas hacen que el flujo dentro de un microcanal sea
laminar. El comportamiento de la interfase liquido-sdlido es de dificil prevision
porque las moléculas del liquido existentes en la interfase estan en continua

interaccién por un lado con otras moléculas del liquido y por otro con el sélido.

A nivel microscépico, las fuerzas que afectan a cada molécula son diferentes en
el interior del liquido que en la superficie. Asi, en el seno de un liquido cada molécula
esta sometida a fuerzas de atraccidén que en promedio se anulan. Esto permite que la
molécula tenga una energia bastante baja. Sin embargo, en la superficie existe una
fuerza neta hacia el interior del liquido. Energéticamente, las moléculas situadas en
la superficie tienen una mayor energia promedio que las situadas en el interior, por
lo tanto la tendencia del sistema sera disminuir la energia total. Para ello se
disminuye el nUmero de moléculas situadas en la superficie, de ahi la reduccion de

area hasta el minimo posible.

La tension superficial (y) mide las fuerzas internas que hay que vencer para
poder expandir el area superficial de un liquido. La energia necesaria para crear una
nueva area superficial, trasladando las moléculas de la masa liquida a la superficie
de la misma. La tension superficial tiene como principal efecto la tendencia a
disminuir en lo posible la superficie de un liquido para un volumen dado, de aqui que
un liquido rodeado de aire adopte forma esférica, ya que es la forma con menor
relacidn area/volumen y menos energia. El valor de la tension superficial depende de
la temperatura y de la naturaleza de las dos fases puestas en contacto. Para un
liquido dado, disminuye con la temperatura, debido al aumento de la agitacion
térmica. Se denomina tensoactividad al fendmeno por el cual una sustancia reduce la

tensidn superficial al disolverse en agua u otra solucién acuosa.

15



Cuando una gota se encuentra sobre una superficie sélida, la tensién superficial
también intenta minimizar la energia total. El angulo definido por la curvatura de la
gota sobre la superficie se conoce como angulo de contacto (¢). Este angulo se
utiliza para medir la capacidad que tiene un liquido para mojar una superficie. La
Figura 2.1 muestra dos ejemplos representativos del comportamiento de un liquido
sobre una superficie solida horizontal. Principalmente depende de la relacién que
existe entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y el sélido y las fuerzas cohesivas

existentes en el interior del liquido.

Cuando las fuerzas adhesivas (liquido-superficie) con la superficie del sélido son
muy grandes en relacion a las fuerzas cohesivas (dentro del liquido), el angulo de
contacto es menor de 90 grados, teniendo como resultado que el liqguido moja la
superficie, se expande sobre la superficie. Cuando esto ocurre se habla de superficies
hidrofilicas (Figura 2.1a). Un ejemplo se encontraria depositando una gota de agua
sobre una capa de 6xido de silicio, donde el agua se distribuiria por esta superficie.
Por el contrario, una superficie es hidrofébica (Figura 2.1b)cuando el angulo de
contacto es mayor de 90°. Las fuerzas cohesivas del liquido son mayores, esto
significa que mantiene su forma de gota y no moja la superficie. Un ejemplo de este
fendmeno se puede observar cuando se deposita agua sobre la superficie de una

oblea de silicio.

(a) (b)
.'; Gas .“. Gas
2 “ [ Liquido
Salido Sdlido
HIDROFILICO HIDROFOBICO
LA ) g = 90

Figura 2.1: Comportamientos representativos de un liquido en contacto con una superficie sélida horizontal.
Para una superficie hidrofilica el dngulo de contacto es menor de 909, el liquido se extiende sobre la
superficie. Por el contrario, cuando el angulo formado entre el liquido y la superficie es mayor de
909, el liquido se contrae y mantiene forma de gota sobre una superficie hidrofébica [5].

Se conoce como capilaridad al fendmeno por el cual el liquido sube o baja al
entrar en contacto con las paredes de un conducto de didmetro reducido. En el caso
de un microcanal, éste puede succionar un liquido incluso en contra de la fuerza de

gravedad.
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2. Contextualizacién teérica

La capilaridad se produce cuando las fuerzas adhesivas entre el liquido y el
solido son mayores que las fuerzas cohesivas dentro del liquido, esto significa que el
liqguido moja las paredes del microcanal. La capilaridad puede inducir el movimiento
de un liquido dentro de un microcanal [7]. Un ejemplo claro se encuentra en la
naturaleza, donde las plantas utilizan sus microcapilares para distribuir savia y agua

hasta las hojas.

Para demostrar el fendmeno de la capilaridad se utiliza un tubo capilar de vidrio
sumergido verticalmente en un liguido como muestra la Figura 2.2. Esto causa que el
menisco tenga una forma curva cuando el liquido esta en contacto con una superficie
vertical. Si el liquido en contacto es agua, se forma un menisco céncavo; la tensién
superficial succiona la columna liquida hacia arriba hasta que el peso del liquido sea
suficiente como para que la fuerza de la gravedad se equilibre con las fuerzas
intermoleculares (Figura 2.2a). El peso de la columna liquida es proporcional al
cuadrado del diametro del tubo, por lo que un tubo con didmetro menor succionara
el liquido en una longitud de columna liquida mayor que un tubo de mayor didmetro.
Por el contrario, si el liquido es mercurio, las fuerzas intermoleculares del liquido
exceden a las existentes entre el liquido y el sélido, el liquido no moja las paredes
del capilar, por lo tanto, se forma un menisco convexo y la capilaridad trabaja en
sentido inverso, la columna de liquido no sube por el capilar (Figura 2.2b).

Dependiendo del dngulo de contacto, un liquido puede subir o no por un tubo capilar.

(a) (b)

H,0 Hg

Figura 2.2: Efectos de la capilaridad en un tubo sumergido parcialmente en un liquido para caso hidrofilico
en el ejemplo del agua e hidrofébico con el mercurio.

Existen diferentes aproximaciones en desarrollo para inducir el movimiento
dentro de un canal modificando los angulos de contacto del liquido en las paredes. La

Figura 2.3 muestra algunas de estas aproximaciones como la generacion de
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gradientes térmicos, el uso de sustancias quimicas que reaccionen disminuyendo la
capacidad del liquido de mojar las paredes, el uso de liquidos que recubren a su paso
la pared con una pelicula delgada o el uso de luz para generar el movimiento de la

gota cuando las paredes estan recubiertas de un material fotosensible.

(a) (b)
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Figura 2.3: Movimiento inducido de una gota dentro de un microcanal generando un variacion en la energia
de la interfase sdlido-liquido mediante (a) gradiente termico, (b) gota conteniendo sustancias
quimicas que reaccionan disminuyendo la capacidad de mojar las paredes, (c) mediante liquido que
deja un recubrimiento en las paredes que disminuye la energia superficial y (d) reacciones inducidas
por radiacion de luz que generan variaciones del liquido en la manera de mojar las paredes.

Aunque, probablemente los mas populares sean el electrowetting y la
dielectroforesis [8]. En el electrowetting se cambia el angulo de contacto de un
liqguido sobre la superficie de un electrodo aplicando un gradiente de potencial. La
Figura 2.4 muestra un esquema explicativo de este proceso. Sobre una gota que se
encuentra depositada sobre la superficie de un electrodo (Figura 2.4a) se aplica una
diferencia de potencial. La interfase soélido-liquido actia como un condensador,
cuanto mayor sea la interfase, mayor serd el condensador que hara decrecer la
energia electrostatica haciendo que la gota se expanda sobre la superficie (Figura
2.4b). En la dielectroforesis el movimiento de particulas es causado por los efectos
de polarizacién en un campo eléctrico no uniforme. Como las constantes dieléctricas
de un cuerpo dependen de la frecuencia, las particulas pueden ser separadas y

manipuladas utilizando campos de corriente alterna con varias frecuencias.
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@ (b) . 1

+++4

Figura 2.4: Esquema de una gota depositada sobre una superficie (a) antes y (b) después de aplicar una
diferencia de potencial. Al aplicar la diferencia de potencial, la interfase sélido-liquido actia como un
condensador que hace que la gota se expanda sobre la superficie.

2.1.1.1 uTAS y lab-on-a-chip

Los dispositivos o sistemas integrados que realizan todas las etapas de un
analisis (muestreo, pretratamiento de muestra, transporte de muestra, reacciones
quimicas, separacion de analito, obtencién del producto y detecciéon) en un chip
microfluidico son conocidos como microsistemas de analisis total (micro Total

Analysis System - uTAS).

Los uTAS son sistemas microfluidicos que integran todos los elementos
necesarios para realizar un analisis quimico [2]. Son una evolucién del concepto de
sistemas de analisis total (Total Analysis Systems - TAS) aparecido a principios de
los afios ochenta [9]. Los TAS buscaban automatizar la quimica analitica
incorporando todos los procesos analiticos a un sistema fluidico. Los uTAS
representaban una versidn reducida y mas rapida de los TAS debido al uso de
volumenes en el orden de los ul y tiempos de analisis del orden de los segundos. El
nombre y concepto de uTAS fue introducido por A. Manz et al. en 1990 [10] que
predijeron la miniaturizacion de los laboratorios, desde la primera etapa hasta la
ultima, es decir, desde el muestreo hasta su deteccién pasando por la preparacién de
la muestra, las reacciones quimicas, la separacion del analito y la obtencion del
producto final. La Figura 2.5 muestra el tamafio caracteristico que presenta un

dispositivo microfluidico en comparacion con otros objetos comunes.
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Figura 2.5: Tamafio caracteristico de los dispositivos microfluidicos [11]

Los primeros uTAS se consiguieron a principio de los noventa donde se
transfirieron procesos de electrocinética a dispositivos fabricados con tecnologia de
microsistemas. El movimiento de los fluidos era producido por electroosmosis, es
decir, se producia el movimiento de un liquido polar aplicando un campo eléctrico. Se
consiguid la separacion de particulas fluorescentes en un chip [12, 13] y de
aminoacidos marcados con particulas fluorescentes [14, 15] por electroforesis
capilar. Por el momento se trabaja con muestras puras en un sistema microfluidico
de principio a fin. Esto es debido a la presencia de particulas que pueda contener una
muestra real podrian obturar el microcanal o quedarse adheridas a las paredes del

mismo.

La limitacion que presentan los sistemas que utilizan electroosmosis para
desplazar fluidos se encuentra en su uso, sélo pueden ser utilizados con fluidos
polares. Por ello, en otros casos se aplica presion para inducir el movimiento en
algunos dispositivos, como en la realizacién de una cromatografia liquida en un chip
[16]. También se utilizan microbombas que contienen una parte movil para producir
un movimiento oscilatorio que hace que el liquido se desplace. Una recopilacion del
trabajo realizado en microbombas se puede encontrar en [17, 18]. Pérez-Castillejos
[5] ha demostrado la capacidad de un ferrofluido para sellar un microcanal y generar
presiones con su movimiento al aplicar un campo magnético que han inducido el
desplazamiento de un liquido. Los ferrofluidos son suspensiones coloidales estables
de particulas superparamagnéticas [19]. Cuando estos liquidos se encontraban
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dentro de un microcanal, se podian mover facilmente aplicando un campo magnético
[5]. Se podria decir que funciona como un embolo. La ventaja que ofrecen reside en

no necesitar conexiones externas, tampoco limita su uso a liquidos polares.

Efectos como el bombeo electrocinético, el movimiento de fluidos por tensién
superficial o por fuerzas electromagnéticas que normalmente no tienen gran
influencia en la escala macroscépica, en la microescala ofrecen una serie de ventajas
sobre principios mecanicos. Para conseguir reducir el tamafio de un laboratorio
convencional y poder integrar los analisis que alli se realizan es necesario conocer
como se comportan los fluidos en la escala micro/nanométrica. Lab-on-a-chip es un
amplio término utilizado que intenta abarcar cualquier tipo de investigacidon cuyo
objetivo sea la miniaturizacidon de procesos quimicos y bioldgicos [2]. Afadir que no
es un término cientifico bien definido y se ha detectado en la bibliografia que en
ocasiones se habla indistintamente de lab-on-a-chip o de uTAS.

La miniaturizacidon de estos sistemas de analisis no consiste sdlo en fabricar
microcanales. Existen dificultades debidas a los diferentes elementos que han de ser
integrados y también las que aparecen con el comportamiento de los fluidos en la
escala micrométrica. Trabajar con voliumenes del orden de los pl o menores reduce
los tiempos de analisis hasta segundos y permite explorar posibles fendmenos que
no son posibles o evidentes con dispositivos tradicionales. Estos nuevos fenémenos,
como por ejemplo la aparicion de nuevas reacciones quimicas, junto con la
fabricacion de nuevos microinstrumentos conducen a nuevas aplicaciones en
quimica, medicina o bioingenieria. Se pueden encontrar numerosos ejemplos
fabricados para procesar y detectar células, proteinas, DNA o pequefias moléculas
[20-22]. La Figura 2.6 muestra un sistema integrado con todas las funciones
necesarias para analizar una célula. No todas las partes son necesarias en un mismo
dispositivo, dependiendo del estudio se integraran unas u otras. Por ejemplo, para la
deteccion del DNA, se deberian lisar las células antes de la deteccién utilizando un
chip PCR!. En cambio, para un analisis ELISA? se necesitaria la captura selectiva

utilizando anticuerpos inmovilizados sobre la superficie microfabricada.

! La reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain
Reaction), es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un
fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia de ese
fragmento original, o molde.

2 La técnica ELISA ("Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay" Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) se
basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccién cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido
espectofotométricamente.
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Figura 2.6: Dibujo esqueméatico de los componentes de un sistema miniaturizado para deteccién de células
0 microorganismos [23].

Ademas de su uso para la deteccidon de células o microorganismos, otra de las
lineas de aplicacién seguida para el desarrollo de lab-on-a-chip ha sido el estudio de
medicamentos [2, 24]. Se han fabricado dispositivos microfluidicos para analizar
farmacos existentes y descubrir de nuevos. La Figura 2.7 resume las etapas
necesarias para realizar el proceso de analisis en el estudio y descubrimiento de
nuevos farmacos mediante métodos microfluidicos.
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Figura 2.7: Métodos microfluidicos necesarios para el proceso de blusqueda de nuevos farmacos y sus
respectivas aplicaciones [2].
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2.1.1.2 MEMS en microfluidica

Aunque la mayoria de estudios sobre los chips microfluidicos se han basado en
su potencial analitico, se han realizado considerables esfuerzos para aplicar la
tecnologia de microsistemas (MST) en la obtencion de dispositivos microfluidicos. La
integracion de los elementos que componen un dispositivo microfluidico no se
consiguid hasta que se aplicé la tecnologia empleada en los MEMS [25] para su
fabricacién, donde la elevada precisién obtenida para micromecanizar el silicio hizo

que se aplicara a otros materiales como vidrio, ceramicas y plasticos.

Los MEMS son dispositivos con al menos alguno de los elementos que lo
componen del orden de las micras y que han sido fabricados utilizando tecnologias
de microfabricacion [26]. Los MEMS presentan una serie de ventajas que otros
sistemas macroscépicos no pueden alcanzar, como son su pequeno tamafio, peso y
consumo, su fabricacion por lotes y la posibilidad de incluir electrénica de control.
Adicionalmente, en muchos casos, presentan una alta viabilidad y robustez.

Uno de sus mayores atractivos se basa en la versatilidad que les ha permitido
tener una gran variedad de aplicaciones y de mercados. Mayoritariamente los MEMS
se han basado en tecnologias de microfabricacion del silicio [27], en gran parte por
el conocimiento y equipos que se tiene para su procesado provenientes de la
microelectrénica tradicional, pero también debido a las excelentes propiedades
mecanicas, térmicas y eléctricas del silicio. Ademas de la posibilidad de integrar los

dispositivos fabricados en sistemas mas complejos.

A finales de los 90 aparecieron los BioMEMS al empezar a utilizar los MEMS para
aplicaciones bioldgicas y biomédicas [23]. Algunas de las ventajas que presentan los
BioMEMS son su biocompatibilidad, su pequefio tamafio, su uniformidad, su
fiabilidad, su reproducibilidad, su baja potencia, su control preciso, su elevada
sensibilidad dptica y eléctrica o su capacidad de interaccién con liquidos. Asi como la
posibilidad de integrar un sensor, un actuador o componentes eléctricos durante su
fabricacién. También ofrecen la posibilidad de realizar implantes miniaturizados,
habilidad para efectuar respuestas rapidas actuando como sensor o proporcionar
estimulaciones eléctricas para utilizarlo, por ejemplo, como un marcapasos [28]. Los
BioMEMS también proporcionan procedimientos no invasivos y sin dolor para
tratamientos. Por ejemplo, una microaguja podria dosificar fadrmacos o recoger
muestras para analisis alcanzando los fluidos intersticiales sin llegar a las

terminaciones nerviosas que son las causantes del dolor.
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Por otro lado, el reciente paso de la microelectronica tradicional a la
nanoelectronica estad permitiendo el desarrollo de nuevos equipos de nanotecnologia
para la fabricacion de Sistemas Nano-Electro-Mecanicos (NEMS). Los NEMS son
dispositivos que tienen alguna de sus partes funcionales con dimensiones por debajo
de los 100 nm [29]. De hecho, la combinacién de los BioMEMS con la nanotecnologia
ha hecho posible la realizacion de sistemas con dimensiones similares a entidades
biolégicas como bacterias o células [30, 31]. La Figura 2.8 muestra un dibujo
esquematico de las areas de creciente interés que han resultado de la integracion de
las ciencias de la vida y la biomedicina con los micro/nanosistemas. Las areas
dibujadas a la derecha son aplicaciones que desde la biologia se realizan sobre los
micro/nanosistemas, mientras que las que aparecen a la izquierda son la solucion

encontrada en los micro/nanosistemas para problemas existentes en biologia y

biomedicina.
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Figura 2.8: Areas de investigacion resultado de la integracién de sistemas micronanomecanicos con las
ciencias biomédicas [23].

A modo de ejemplo, la microscopia de fuerzas atdémicas (AFM) ha inducido el
desarrollo de micro/nanovoladizos basados en la micro/nanomecanizacién del silicio.
El pequefio espesor que presentan estos dispositivos hace que sean extremadamente
sensibles a reacciones quimicas y bioldgicas sobre su superficie. Esta caracteristica,
les ha convertido en uno de los dispositivos con mayor interés en el campo de la

bioquimica para el reconocimiento molecular [32-34]. La adsorcidon de moléculas en

24



2. Contextualizacién teérica

la superficie de estos voladizos puede ser detectada estaticamente [35] o por cambio
en la frecuencia de resonancia de la estructura [36]. Las tecnologias de silicio
pueden ser utilizadas para la produccidon en masa de estructuras complejas muy
precisas en la escala micrénica y submicrénica, abriendo nuevas oportunidades en la
biologia celular [37, 38]. Los MEMS fabricados en este material han sido empleados
para realizar analisis nanomecanicos de células [39, 40], para pesar, manipular y
posicionar [41-43] células individuales. De otro modo, se han demostrado las
aplicaciones biomoleculares de los BioMEMS realizando reconocimiento [35, 44] o
manipulaciéon [45] molecular. Estos sistemas ofrecen ventajas como son elevada
versatilidad, bajo coste para la produccién en masa y tecnologia de manufacturacién

basada en mas de 40 afios de experiencia para la industria de semiconductores.
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2.2 Aspectos comerciales

Una vez definidos los conceptos tedricos, es conveniente situar los campos en
los que se ha trabajado dentro de un contexto industrial. Es por eso que se

describird brevemente los aspectos comerciales de la microfluidica y de los MEMS.

2.2.1 Microfluidica

La microfluidica se ha convertido en una tecnologia clave de integracion en el
desarrollo de muchas compafiias dedicadas a las ciencias de la vida [46]. El principal
mercado de la microfluidica continla siendo el estudio y desarrollo de nuevos
farmacos debido a las ventajas que ofrece la microfluidica aumentando el nimero de
analisis realizados en paralelo, disminuyendo el tiempo y los costes de los mismos.
Los dispositivos microfluidicos estan siendo comercializados tanto por pequefias y
medianas empresas como por grandes multinacionales, esto significa que en un
futuro inmediato formaran parte indispensable de las tecnologias necesarias para
llevar a cabo la tarea de investigacion. Se prevé un crecimiento regular del mercado
de las aplicaciones en los préximos cuatro anos, pero el crecimiento mas elevado se
producira en la parte de los diagnodsticos. La microfluidica ofrece una ventaja muy
competitiva basada en la posibilidad de analisis automatizados y descentralizados,
pero también facilita la aparicién de diagndsticos moleculares con éxito. La prevision
del crecimiento de mercado de los componentes microfluidicos se muestra en la Figura

2.9.
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Figura 2.9: Previsién de mercado para los productos microfluidicos para el periodo 2005-2012 (M$) [46].
AAGR= Average Anual Growth Rate.
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Segun el grafico presentado se espera que los componentes microfluidicos para
el diagnédstico clinico alcancen un valor de 1B € para el 2011. Para que la
microfluidica se introduzca en el mercado de los diagndsticos clinicos hace falta una
tecnologia de validacién des de un punto de vista de la manufacturacion. Sélo si las
tecnologias se adecuan al mercado de la diagnosis clinica, se conseguiradn precios de

venta asequibles.

Algunas compafiias microfluidicas estan adaptando sus negocios al modelo de
evolucion del mercado, aumentando el numero de fusiones y adquisiciones
producidas. Industrias del campo de la diagnosis estan incluyendo la microfluidica
como una de sus estrategias para su crecimiento y desarrollo. De hecho la
microfluidica se ha identificado claramente como una tecnologia que permite dar

soporte al desarrollo en el mercado de la biologia molecular.
Los ingredientes necesarios para el éxito son:

* La microfluidica se esta convirtiendo en una prueba de concepto de un
evento significante. Algunas companias estan totalmente posicionadas

para la industrializacion de la microfluidica.

= La microfluidica ofrece las soluciones tecnoldgicas esperadas para la

evolucién del mercado del diagndstico.

= Compafiias de elevada tecnologia innovadoras estan entrado en el

campo de la diagnosis clinica.

= Ellas hacen que este mercado sea dinamico al convergir tecnologias

como la microfluidica en los biomercados

2.2.2 MEMS

Segun un informe realizado por Yole Développement [47] la prediccién de
crecimiento del mercado de los MEMS espera alcanzar un valor de $14 billones para
el 2012 (Figura 2.10). Esto representa doblar la cantidad del 2007 valorada en $7.1
billones. En el 2008, se espera que el mercado se sitle en $7.8 billones. Todos estos
datos hacen suponer un crecimiento del 14% para el periodo 2007-2012. El
crecimiento para el periodo comprendido en 2007-2010 se espera que sea modesto
(11%) produciéndose una fuerte subida a partir del 2010.
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Figura 2.10: Prediccion de mercado para los MEMS en US$ [47].
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Durante el 2007 salieron al mercado nuevos dispositivos MEMS. Por primera vez

se ha realizado una prediccion basada en unidades producidas para el periodo 2007-
2012 (Figura 2.11). Durante el 2007 se produjeron 2 billones de unidades de MEMS

y se espera aumentar su produccion hasta 2.5 billones durante este afio.

Para el 2012, se espera alcanzar una produccion de 6.7 billones de unidades en

todo el mundo.
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Figura 2.11: Prediccion del mercado de los MEMS en millones de unidades [47].
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Las aplicaciones de MEMS se pueden dividir en siete campos mayoritarios:
Automocidn, Aeronautica, Consumo, Defensa, Industria, Medicina y las Ciencias de la
Vida y Telecomunicaciones. Es interesante observar que a pesar del incremento de
unidades de MEMS (25%) producido entre el 2007 y el 2008, el mercado sélo crecio
un 9%. Esto se explica por la elevada presion en los precios que los dispositivos
MEMS estan experimentando. Después del 2009, los RF MEMS y los micréfonos de

silicio contribuirdn a aumentar las unidades de dispositivos MEMS (sobre el 45%).

Mientras que el campo de la automocion ha sido histéricamente el conductor
para el mercado de los MEMS, éste sélo crecera un 3% entre el 2007 y el 2012. Por
otro lado, el campo de la Medicina y las Ciencias de la Vida, el Consumo vy las
Telecomunicaciones (wireless) contribuirdn significativamente en el mercado de los
MEMS después del 2010. Incrementaran respectivamente un 18%, un 11% y un
40%. En el 2012 las aplicaciones para el consumo constituiran mas del 40% del
mercado total (en $). El mercado de los MEMS para nuevas aplicaciones y las pilas
de combustible tendran un fuerte impacto a partir del 2009. Entre el periodo
comprendido entre el 2009 y el 2012 su produccién aumentara un 67% y un 158%
respectivamente. Se espera que los chips microfluidicos para el suministro de
farmacos, para la diagnosis clinica y el estudio celular sean de los que mas

aumenten su produccién, con un 42% , un 23% y un 37% respectivamente.
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2.3 Tecnologias de fabricacion para
microfluidica

El uso de tecnologias de microfabricacion en campos como la quimica, la
biologia o la medicina han permitido la disminuciéon del volumen de muestra y del
tiempo empleado en la realizacion de los analisis [11]. También ha incrementado la
posibilidad de automatizar los procesos y de efectuar un nimero elevado de analisis
al mismo tiempo, es decir, la realizacidon de analisis paralelos. El desarrollo de

nuevas tecnologias es de gran importancia para alcanzar estos objetivos.

Los métodos de fabricacién se pueden dividir en dos grandes grupos: top-down
y bottom-up [48]. Los métodos top-down empiezan con disefios a gran escala y van
reduciendo sus dimensiones laterales antes de formar nanoestructuras. Por otro
lado, los métodos bottom-up utilizan &tomos o moléculas para construir
nanoestructuras. La Tabla 2.III intenta mostrar los materiales utilizados
normalmente en estos métodos de fabricacidn, las dimensiones minimas alcanzadas,

asi como las ventajas e incovenientes que presentan.

Tabla 2.III: Vision general de las técnicas de fabricacidén para microfluidica mas comunes [48].

Método Material nm Ventajas Inconvenientes
volumen Si, ~10 Buen control de areas Procesos litograficos
SiO,,SizNy grandes, adecuado caros

para produccion en

masa
Top- Superficie  SiO»,SisNg, ~100 Relativamente facil de  Tiempos de reaccion
down fotoresinas fabricar largos, limitada
longitud del canal
Molde Moléculas, ~20 Barato y relativamente Fabricacion del
polimeros nm facil replicar la master cara.

estructura del molde

2-10 Principalmente Poco control de la
Bottom- utilizado para posicidn de las
up estructuras naturales estructuras.

bien definidas
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2.3.1 Tecnologias basadas en LTCC y en polimeros

Se buscaban materiales compatibles para realizar una integracion hibrida con la
microelectrénica, con buenas propiedades mecanicas, eléctricas y estable
termicamente, ademas de facil proceso de fabricacion y un bajo coste. Este material
se encontrd en el uso de Low Temperature Cofired Ceramic (LTCC). Esta tecnologia
se basa en la fabricacién de dispositivos por laminas de ceramica. A partir de
diferentes patrones transferidos a las diferentes capas, se pueden conseguir
dispositivos complejos de microfluidica como sistemas de analisis miniaturizados
[49]. Esta tecnologia fue introducida por Hughes y Dupont como una alternativa al
desarrollo en la tecnologia en MEMS [50]. El término co-fired hace referencia a la
posibilidad de sinterizar pastas conductoras que hayan sido serigrafiadas en una
[dmina de cerdmica. Los dispositivos fabricados en tecnologia LTCC se encuentran en
la escala meso, es decir, sus dimensiones oscilan entre las 10 hasta los centenares

de micras.

Existen diferentes procesos de microfabricacién asociados a este material como
el perforado, el laser o la fotolitografia, entre estos. En el trabajo presentado en esta
memoria se ha trabajado con el micromecanizado Computer Numerically Controlled
(CNC) que permite facilmente la rapida fabricacion de un prototipo. Las dimensiones
minimas que se pueden obtener con esta técnica dependen de la fresa o broca
utilizada y de la contraccién sufrida por las ceramicas durante la sinterizacion. La
sinterizacidon es necesaria para eliminar los componentes organicos que contenga la
ceramica y alcanzar la interpenetracién de las particulas de alimina entre diferentes
capas para obtener el dispositivo monolitico. Esto significa que al utilizar una broca
de 100 um y considerando una contraccion del 15% en el plano, se pueden conseguir

motivos de ~85 um.

La Figura 2.12 muestra un esquema con las diferentes etapas seguidas para la
obtencion de un dispositivo en LTCC. Un patron previamente dibujado con los
componentes del dispositivo definidos es serigrafiado y/o micromecanizado sobre
unas laminas de cerdmica verde. A continuacidon estas capas de cerdmica son
laminadas. La laminacion es un proceso importante porque su adecuada realizacion
evitara futuras deformaciones en la estructura interna del dispositivo que produzcan,

por ejemplo, fugas.
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2. Contextualizacién teérica

El proceso de laminado seguido en este trabajo ha sido por termocompresion,
es decir, se ha aplicado presion mediante prensa a una temperatura entre 70 y

150°C. Finalmente se obtiene el dispositivo fabricado en LTCC.

CERAMICAS VERDES
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Figura 2.12: Esquema general del proceso de fabricacién de un dispositivo mediante la tecnologia en LTCC:
se laminan y/o serigrafian unas laminas de ceramica verdes siguiendo un patréon previamente
disefiado. La laminacidon por compresion se produce a una temperatura inferior a 1000°C. Después
del proceso de sinterizacion se obtiene el dispositivo final [49].

Los dispositivos fabricados en LTCC son rigidos y no son transparentes al visible
ni al ultravioleta. Estos son algunos de los motivos que han hecho evolucionar una
serie de técnicas basadas en la fabricacion de dispositivos utilizando polimeros. La
fabricacién en SU-8 es un proceso barato, biocompatible y compatible con procesos
de litografia UV. No requiere técnicas complejas ni mascara caras y permite la
fabricacion en lotes. Ademas los procesos basados en SU-8 permiten la fabricacidon
de microcanales profundos con paredes pocos rugosas, adecuado para aplicaciones

Opticas [51].

Tanto la tecnologia basada en SU-8, como la basada en silicio sirven para
fabricar los masters de las técnicas conocidas como soft-lithography. Estas técnicas
engloban un conjunto de técnicas basadas en la creacion de micro/nanoestructuras
basadas en el estampado, moldeado y grabado a partir de la fabricacion de moldes

con polimeros elastoméricos [52].
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El grupo del Professor Whitesides de la Universidad de Harvard ha desarrollado
una gran variedad de procesos soft-lithography para el polymetilsiloxano (PDMS)
[53-56]. Este material esta siendo ampliamente utilizado para aplicaciones bioldgicas

por caracteristicas como su flexibilidad, biocompatibilidad y transparencia.

La Figura 2.13 muestra el proceso de fabricacion de un molde en PDMS. Sobre
una oblea de silicio (Figura 2.13a) se realiza una etapa de fotolitografia para obtener
un master (Figura 2.13b-d). Una vez obtenido el master se deposita el liquido
precursor de PDMS mezclado con el agente curante. EI PDMS se obtiene curando
térmicamente la mezcla. Una vez obtenido el molde de PDMS se separa del master
(Figura 2.13e) y se obtiene la capa estructurada de PDMS (Figura 2.13f). La ventaja
que ofrece esta técnica se basa en la obtencidn de varias capas estructuradas de

PDMS de un mismo master en poco tiempo repitiendo los pasos d y e de la Figura

2.13.
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Figura 2.13: Esquema del proceso de fabricacién en PDMS, (a) partiendo de una oblea de silicio (b) se
deposita y se espinea una fotoresina, (c) se coloca una mascara, (d) se ilumina con luz UV para
transferir los motivos a la fotoresina y obtener un master, (e) el PDMS se deposita sobre el master, se
cura térmicamente y se separa, (f) finalmente se obtiene la capa estructurada en PDMS [38].
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2. Contextualizacién teérica

La capa de PDMS obtenida puede ser utilizada directamente como dispositivo
microfluidico si se sella con una superficie plana (vidrio u otra capa de PDMS), como
sello para crear monocapas sobre superficies o como molde para replicar la
estructura en otros materiales [57]. La Figura 2.14 muestra algunas de las técnicas
de soft-lithography desarrolladas en PDMS. Una vez fabricado un master, se pueden
realizar tantas replicas en PDMS como moldes sean necesarios, vertiendo el
precursor del PDMS, curandolo térmicamente y separando la capa estructurada del
master. Este proceso se repite las veces necesaria hasta obtener el nimero deseado
de moldes (Figura 2.14a).
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q cerkact wilh mibilrale Ao pnciyrnar and
¢ Frepdpmen

e Erboted Lager
ol chprmy

Fodygmes
minnneum

e Microfluidics

vt samipe ke e
crmntact miths iubnirate
oure pallymer

Irvert PDMS and
bond to slide

Microfluidic
channels

Figura 2.14: Diferentes técnicas desarrolladas en PDMS para soft-lithography, (a) replica del molde, (b)
impresion por microcontacto, (c) micromoldeado por capilaridad, (d) microtransferencia del molde y
(e) fabricacion de canales de microfluidica [38].
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En la impresién por microcontacto se crean monocapas sobre una superficie
utilizando el molde de PDMS como sello (Figura 2.14b). En el micromoldeado por
capilaridad (Figura 2.14c) se rellenan por capilaridad las cavidades abiertas que
quedan al poner en contacto el molde de PDMS con otra superficie, normalmente
vidrio. Después de curar el material utilizado para rellenar las cavidades, se crean
estructuras sélidas. En la microtransferencia (Figura 2.14d) del molde se deposita un
prepolimero liquido sobre el molde. El conjunto se pone en contacto con una
superficie donde una vez curado el prepolimero liquido, se quedara fijada la
estructura. Por Ultimo sefalar que si la capa estructurada de PDMS contiene
microcanales, se puede obtener un dispositivo microfluidico cubriendo estos canales

con otra capa (Figura 2.14e€)

Los dispositivos microfluidicos construidos por soft-lithography se obtienen de
manera facil y rapida. Ademas son de bajo coste, pero no ofrecen la variedad de
construccidén ni la posibilidad de implementar microelectrénica de control que se
obtiene utilizando las técnicas de microsistemas para la fabricaciéon de estos

dispositivos microfluidicos.

2.3.2 Tecnologias de microfabricacion en silicio

Las tecnologias microelectrénicas han sido indispensables para el desarrollo de
la microfluidica [25] y son necesarias para el desarrollo de la nanofluidica [48].
Como se ha comentado con anterioridad, su implementacion en la microfluidica hizo
realidad la disminucién del tamafio de los dispositivos fabricados. Ademas ofrecen la
posibilidad de integrar en el dispositivo elementos de deteccién como sensores para
realizar medidas electroquimicas de las muestras que circulan dentro del microcanal
[58].

El micromecanizado en silicio puede dividirse en dos categorias: Bulk
micromachining o micromecanizado en volumen donde las estructuras se definen
directamente grabando la oblea de silicio mientras que en surface micromachining o
micromecanizado en superficie se depositan, sobre la superficie de la oblea, capas de
diferentes materiales que son grabadas selectivamente. Los grabados de la oblea se
clasifican en ataques secos o ataques himedos dependiendo de la fase en la que se
encuentra el atacante o en isotropicos y anisotropos, dependiendo de los planos

cristalograficos del silicio.
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2. Contextualizacién teérica

En los ataques isotropicos no hay una direccién preferencial de ataque, el silicio
se ataca en todas las direcciones mientras que en los ataques anisotrépicos hay una
direccion preferencial en la que la oblea se graba con mayor velocidad. La Figura

2.15 muestra un esquema explicativo de estos dos tipos de ataques.
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Figura 2.15: Seccion transversal de una oblea después de (a) un grabado anisétropo donde hay una
direccion preferencial o (b) un grabado isotrépico donde se graban mas o menos a la misma velocidad
todas las direcciones.

Los ataques himedos implican sumergir la oblea en un reactivo para realizar el
grabado mientras que para los grabados secos (Reactive-Ion Etching, RIE), la oblea
es colocada en un reactor donde se introducen diferentes gases. Con una fuente de
radiofrecuencia se genera un plasma donde se forman iones y radicales libres que
grabaran la oblea expuesta. Para conseguir grabados de elevada profundidad
manteniendo las paredes verticales, se utiliza el grabado seco profundo (Deep
Reactive-Ion Etching, DRIE). Pero para realizar el grabado, antes hay que transferir
la forma que se quiere grabar a la oblea. Esto se consigue mediante una etapa de
fotolitografia. En esta etapa se transfiere los motivos deseados a una capa de
fotoresina depositada sobre la oblea. Después de irradiar la resina y eliminar la parte
no deseada, la fotoresina endurecida ejercerd de mascara para transferir los motivos

a la oblea.

Los microcanales fabricados en silicio para microfluidica se suelen sellar con una
cobertura de vidrio utilizando soldadura anddica para sellar la unién y evitar fugas.
Debido a la transparencia del vidrio, esta técnica de soldadura es adecuada para
aplicaciones biomédicas y bioldgicas, donde en ocasiones se requiere disponer de
una vision Optica para la manipulacion y evaluacion de los fluidos. En
microelectrénica, la soldadura se suele realizar sobre una placa calefactora. Las
temperaturas suelen estar alrededor de 400°C. La Figura 2.16a muestra una imagen
del montaje realizado para una soldadura anddica. Se colocan en contacto directo las

superficies pulidas del vidrio y de la oblea de silicio.
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Sobre la oblea de vidrio se coloca el catodo porque la placa calefactora hace a la
vez funcién de anodo. Al alcanzar la temperatura de 400°C se aplica un voltaje cuyo
valor depende del tamafio de la oblea y de la posible existencia de material aislante
como el éxido de silicio. Para obleas de vidrio Pyrex de 1 mm de grosor el voltaje
aplicado suele estar entre 200-1000 V. Los iones de sodio Na™ del vidrio se mueven
hacia la superficie donde se ha aplicado un potencial negativo, credndose de esta
manera un exceso de iones oxigeno en la interfase vidrio-silicio. Estos iones difunden
hacia el silicio reaccionando con él y creando un enlace quimico irreversible. El

esquema de este proceso se muestra en la Figura 2.16b.

(b)
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Figura 2.16: (a) Imagen del montaje para realizar una soldadura anddica y (b) esquema del proceso de
soldadura anddica [59]

Las microtecnologias y los procesos de fabricacidon por lote intentan minimizar el
montaje, empaquetado y conexionado final de un dispositivo. En el caso de los
sistemas microfluidicos sigue siendo necesario para cubrir los microcanales
fabricados y realizar la conexidn con equipos de bombeo o de medida. De hecho la
comercializacién de los dispositivos microfluidicos es dificil debido al cuello de botella
que se encuentra en el proceso de fabricacion en la etapa de montaje y

empaquetado del dispositivo [11, 60].

Normalmente un dispositivo microfluidico necesita ser conectado a un sistema
de para bombear liquido en su interior, para suministrar energia al dispositivo o para
obtener informacion del sistema. Caracteristicas como la obtencion de bajos
voliumenes muertos, amplio rango de presion o amplia resistividad a reactivos
quimicos son de dificil combinacidn con disefios simples y baratos. Fredrickson et al.

ofrecen un recopilatorio de los sistemas de conexién utilizados [61].

38



2. Contextualizacién teérica

En general, los sistemas de conexion pueden clasificarse dependiendo de la
manera que tienen de acoplarse por presion o por el uso de adhesivos, es decir, en
extraibles o permanentes. Los primeros utilizan elementos como juntas o anillos
(Figura 2.17a) para acoplar y sellar presionando los tubos a los accesos a los
microcanales. Son adecuados para trabajar a bajas presiones debido a las pocas
fuerzas adhesivas que presentan. Los segundos (Figura 2.17b) conectan los tubos
sobre o en el interior de los orificios de entrada y después afiaden adhesivo para
sellar la unién. Este hecho limita por un lado la distancia entre conexiones cuando el
tubo estd sobre el orificio de entrada o puede producir que el adhesivo por

capilaridad entre y obstruya el canal.
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Figura 2.17: (a) Imagen de los elementos en forma de anillo utilizados para las conexiones por presion y (b)
utilizando adhesivos para fijar el tubo sobre o dentro del orificio de entrada [62].

Snakenborg et al. [62] presentan una manera rapida de establecer conexiones
evitando el uso de adhesivos, pero esta dirigida a dispositivos con una superficie
plana en la zona de unién entre los tubos y el dispositivo microfluidico. Gray et al.
[63] y Pan et al. [64] utilizan unas estructuras intermedias fabricadas con DRIE
donde se acoplan los capilares o tubos para realizar las conexiones. Estas conexiones
son mostradas en la Figura 2.18. Ninguna de estas estructuras estd integrada

monoliticamente al sistema microfluidico.
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200, pm

Figura 2.18: Conexiones fluidicas fabricadas por Gray et al. [63] y Pan et al. [64] con DRIE.

2.3.3 Tecnologias de nanomecanizacion: Focused
Ion Beam

El Focused Ion Beam (FIB) es una técnica relativamente nueva utilizada en
semiconductores y en ciencias de materiales para grabados, perforaciones y
deposiciones [65-67] de diferentes materiales. Algunos autores también la han
utilizado para micro/nanomecanizados de MEMS [68-70]. El FIB utiliza una fuente de
iones de metal liquido para formar un haz energético fino (aproximadamente 10 nm
de diametro). Este haz es enfocado sobre la superficie de la muestra y es movido
sobre un area seleccionada, es decir, las areas pueden ser micromecanizadas

selectivamente mediante los iones Ga™.

Para poder realizar los micro/nanomecanizados de la superficie seleccionada,
existe la posibilidad de aumentar la apertura del haz o aumentar la intensidad de
corriente para optimizar la relacién entre la precision requerida y el tiempo total
necesario para obtener el micromecanizado de la superficie. Las profundidades del
grabado pueden ser facilmente controladas con una seleccién apropiada del tiempo y
corriente utilizados. Una seleccion adecuada de estos parametros evitara dafios en la

superficie debido a problemas de backscattering o efectos de calor.

La elevada selectividad del FIB permite utilizarlo para definir diferentes formas y
medidas sin necesidad de mascaras adicionales porque el micro/nanomecanizado se
define in situ. Esto lo convierte en una técnica adicional para la tecnologia de

microsistemas.

40



2. Contextualizacién teérica

Ademads, los microscopios del FIB estan equipados con plataformas 3D que
permiten el micromecanizado del chip desde diferentes orientaciones. La elevada
mobilidad de estas plataformas permiten realizar incisiones en areas pequefas y de

dificil acceso.
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2.4 Estado del arte en el IMB-CNM

El interés existente en el IMB-CNM por trabajar en microfluidica lo encontramos
en los proyectos en vigor o en los ya realizados por diferentes grupos. A continuacién
se comentard brevemente algunos ejemplos del trabajo previo realizado en el
Instituto de Microelectrdénica de Barcelona, IMB-CNM (CSIC).

Centrandonos en el trabajo previo realizado en el grupo de investigacion, en un
proyecto anterior denominado MICROMAG, se desarrollaron canales y se demostro la
habilidad de un ferrofluido para bombear liquidos en el interior de este canal [5]. En
el desarrollo de este estudio se grabaron canales sobre una oblea de silicio y se
recubrieron con un vidrio. Se observd la necesidad de obtener canales cuyas cuatro
paredes fueran del mismo material y esto condujo a la fabricacién de la primera
generacion de micronanopipetas. En este mismo trabajo también se desarrollaron
mezcladores pasivos donde al producir el movimiento de dos fases liquidas con

ferrofluido se obtenia la mezcla de estas dos fases.

Dentro del Departamento de Micro/Nanosistemas existen diversas lineas de
trabajo en microfluidica. A modo de ejemplo, se ha desarrollado un biosensor éptico
modificando la superficie de una guia de onda hueca con un enzima [71] para
detectar variaciones en la concentraciéon de H,0, de una solucidon que se encuentra
en el interior de la guia de onda, se han conseguido realizar medidas electroquimicas
colocando microelectrodos de oro dentro de microcanales fabricados en PDMS [72]
donde el movimiento de la solucidn con especies electroactivas se producia en el
interior del microcanal aplicando un campo eléctrico externo. En esta misma linea se
estan realizando estudios para implementar microelectrodos selectivos a iones

dentro de canales fabricados en metacrilato.
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2.5 Microdispositivos para las ciencias de la vida
y la quimica. Biofuncionalizacion,
manipulacion y estudio de células vivas

La aplicacién de la microfluidica en los campos de la biologia, la quimica, la
bioquimica o la medicina ha abierto la posibilidad de realizar analisis donde la
miniaturizacién y los nuevos efectos hallados en la microescala han dado nuevas
soluciones a los problemas existentes. Estudios en biologia celular que requieren la
manipulacién, estimulacién o deteccién de material dentro y/o cerca de pequefios
clusters o incluso en una Unica célula son importantes en las ciencias de la vida. La
posibilidad de colocar, fijar y/o manipular células se vuelve mas accesible con los
avances realizados al aplicar la tecnologia de fabricacién en MEMS o la de impresién

por microcontacto a la biologia.

Entre los dispositivos microfluidicos para aplicaciones en ciencias de la vida se
han encontrado microagujas, micropipetas, microdispensadores, microfiltros,
microseparadores, micromezcladores o0 microreactores. En este apartado se
explicaran dispositivos utilizados para las ciencias de la vida y la quimica en general,
asi como algunos ejemplos de las aplicaciones encontradas. En particular, se
detallaran las aplicaciones encontradas en la bibliografia relacionadas con el campo
de la biologia y la medicina para las micro/nanopipetas. Estas aplicaciones se pueden
clasificar en suministro celular por un lado y de farmacos de manera local y
sistematica por otro. Se han fabricado entre otros, agujas de silicio y vidrio para
inyectar ADN en células [73, 74], agujas para inyectar sustancias quimicas en tejidos
neuronales [75], suministro intravascular de medicamentos [76] o microagujas
hipodérmicas para inyectar farmacos [77]. Las puntas fabricadas hasta el momento
se han utilizado para inyectar ADN o medicamentos, pero se estan empezando a
utilizar para inmovilizar células para realizar su estudio [78]. También se ha
encontrado aplicacién de micro/nanopipetas como herramientas en

biofuncionalizacién [79].

Por otro lado, entre los BIioMEMS fabricados se han encontrado tres
clasificaciones diferentes dependiendo del modo de deteccidén utilizado: mecanico,

eléctrico u dptico.
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2.5.1 BioMEMS

Los BioMEMS se utilizan para aplicaciones de diagnosis, terapéuticas o ingenieria
de tejidos [30]. El diagndstico representa el mayor campo de aplicacién para los
BioMEMs fabricados. Los métodos utilizados para la deteccion se clasifican en
mecanico, eléctrico u dptico. La Figura 2.19 muestra de manera esquematica estos

sistemas de deteccion.
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Figura 2.19: Modalidades de deteccidn utilizadas en BioMEMs[23].

Para la deteccion mecanica se utilizan sensores tipo voladizo (cantilever) y
realizan la deteccidon de dos modos diferentes. Por esfuerzos mecanicos (stress
sensing) o por masa (mass sensing). A modo de ejemplo, en el modo esfuerzos
mecanicos, existe una reaccion bioquimica que tiene lugar selectivamente en una
cara del cantilever. El cambio producido en la energia libre de la superficie provoca
un cambio en los esfuerzos mecanicos del cantilever, este cambio se traduce en un
doblamiento diferente del cantilever que puede ser medido dptica o eléctricamente.
Utilizando este tipo de deteccidon se ha conseguido reconocer DNA y proteinas

ancladas sobre cantilevers fabricados en silicio [35].

Dentro de la deteccidon eléctrica o electroquimica existen tres modos de

deteccion: biosensores amperométricos donde los electrones del proceso de
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reduccion-oxidacién producido se asocian con una densidad de corriente;
biosensores potenciométricos donde se mide un cambio de potencial debido a los
iones (ISFETs) o las reacciones quimicas producidas en los electrodos, y los
conductométricos donde se miden los cambios de conductividad debidos al cambios
producidos en el medio idnico entre los dos electrodos. Un ejemplo extensamente

conocido son los sensores enzimaticos utilizados para la deteccidon de glucosa [80].

La deteccidn Optica se basa en la fluorescencia o en la quimiluminiscencia. En el
caso de las técnicas para la deteccidon por fluorescencia utilizan marcadores
fluorescentes que emiten en una determinada longitud de onda y la presencia,
ausencia o reduccién de sefial Optica indica una reaccion de enlace. BioMEMS
basados en la deteccién por fluorescencia han sido utilizados para la deteccién de

células individuales [81].

2.5.2 Microagujas, micropipetas y
microdispensadores

Las micropipetas son dispositivos microfluidicos importantes para los andlisis
quimicos y médicos debido a la necesidad de saber con exactitud las cantidades a
mezclar. Es preciso controlar tanto la manera de aspirar una muestra como la de
dispensarla y los dispositivos existentes no cumplen del todo con los requisitos
necesarios para trabajar en las dimensiones reducidas requeridas por un dispositivo

microfluidico.

Las micropipetas pueden ser clasificadas dependiendo de su manera de
funcionar, es decir, en la manera que inducen el movimiento del liquido en su
interior: dispensadores tipo jeringa, bomba micromecanizada o las que se basan en
la tecnologia de inyeccion por tinta [82]. En el tipo jeringa, los sistemas
convencionales basan su funcionamiento en el movimiento de un piston. Este se
puede mover de manera manual o eléctrica dentro de un cilindro y desplazar el
liquido que hay en el interior de una punta o aguja. Ejemplos de este tipo pueden ser
adquiridos comercialmente de la casa Eppendorf [83] y Hamilton [84]. Pueden
actuar bidireccionalmente, es decir, aspirar o dispensar muestra pero debido a sus
dimensiones, son dificiles de acoplar a sistemas automaticos de manipulacién de

liquidos.
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Los dispensadores que basan su funcionamiento en el movimiento de una
bomba micromecanizada fueron propuestos por Wallmark et al. y Smits et al. [85,

86] y definian el movimiento producido con un piezoeléctrico.

Lintel et al. desarrollaron membranas para que realizasen la funciéon de
microbombas [87]. Este tipo de pipetas fueron construidas principalmente para

conducir liquidos a través de un canal.

El tercer tipo de dispensador se basa en la tecnologia de inyeccién de tinta
donde el liquido es expulsado por una aguja con la ayuda de un transductor
piezoeléctrico. Los primeros dispositivos fueron realizados en silicio por Bassou et al.
[88]. Aunque pueden llegar a dispensar hasta 50 nl [89] para poder aspirar una

muestra han de ser acoplados a una jeringa o0 a una microbomba externa.

En el caso de las micropipetas, no sélo es importante el sistema utilizado para
conseguir el movimiento del liquido y de esta manera aspirar o dispensar la muestra,
también hay que tener en cuenta una de las partes mas importantes como es la
punta en la que finalizan, su forma y tamafio definird la gota generada [11]. El
material utilizado para su fabricacion, las medidas y las formas pueden ser diferentes

dependiendo de su aplicacion.

Las tecnologias de micromecanizacién ofrecen la posibilidad de fabricar agujas
de diferentes formas y tamafios gracias a etapas como la fotolitografia donde pueden
ser definidas con un gran numero de formas y tamafios. Su uso final puede hacer
que estos dispositivos puedan estar implementados en diferentes equipos con el
sistema de bombeo requerido acoplado externamente. Entre las caracteristicas que
debe presentar una microaguja se encuentra tener una punta afilada para poder
atravesar la piel, resistencia para evitar su doblamiento o su fractura al inyectar la

muestra y la necesidad de utilizar materiales biocompatibles.

Los materiales utilizados para la fabricacion de las micropipetas, asi como su
disefio y dimensiones, como se ha comentado, dependen de su aplicacion final. Hay
micropipetas fabricadas en silicio [90-92], en o6xido de silicio [93], en nitruro de
silicio [94, 95], en polisilicio [96], metal [97-100] o polimero [101]. Algunos de
estos dispositivos se muestran en las imagenes SEM de la Figura 2.20. La aplicacién
para la que hayan sido fabricadas puede hacer que estén o no implementadas en
otros equipos, esto significa que pueden estar acoplados a un sistema externo de

bombeo.
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Figura 2.20: Imagenes SEM de agujas fabricadas en diferentes materiales, (a) silicio [91], (b) oxido de
silicio [93], (c) Niquel [99] y (d) PDMS [101]

En la bibliografia, se ha detectado que hay ocasiones en las que se habla
indistintamente de aguja o de micropipeta. Tradicionalmente se ha hablado de aguja
cuando la aplicacion final ha sido dispensar farmacos o extraer muestras de sangre
insertando la aguja en la piel, pero al empezar a aparece agujas de tamafio reducido
han surgido nuevas aplicaciones como la posibilidad de reducir el dolor al atravesar
la piel para inyectar farmacos, extraer muestra, estimular tejidos o manipular
células. La utilizaciéon de técnicas desarrolladas en microelectronica para su
fabricacién ha hecho posible la integracion monolitica de sensores que han permitido
realizar medidas después de estimular una célula [102-104]. También ha permitido
la fabricacion de voladizos ha hecho que se obtuvieran con diferentes formas y
tamanos. En biologia se ha usado tradicionalmente la técnica de microscopia de
fuerza atomica (AFM) para estudiar topografia [105] y propiedades nanomecanicas

de muestras bioldgicas [40].
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En la actualidad, el AFM se ha convertido en una potente técnica en
farmacologia [106], biotecnologia [107], microbiologia [108, 109], biologia
estructural [110] y genética [111] al ofrecer la posibilidad de manipular y medir
moléculas individuales [112]. Por otro lado, los BioMEMS han servido como
instrumentacidn cientifica para realizar estudios “in vivo” que abarcan desde el
cultivo celular hasta el analisis bioquimico [113]. La aplicacidén de esta tecnologia a la
fabricacion de microagujas o micropipetas ha permitido realizar la estimulacion
neuronal [114]. La fabricacién en PDMS ha permitido obtener microcamaras donde
se ha controlado durante su crecimiento la forma de una bacteria [115].

En el estudio de células, una técnica comun es la fijacion de células mediante
aspiracion, normalmente con pipetas de vidrio [116, 117]. Micropipetas de sujecién y
de inyeccién han sido fabricadas utilizando micro/nanotecnologias [27]. Su reducido
tamafio las ha hecho adecuadas para trabajar por ejemplo en la inyeccidn
intracitoplasmatica de esperma (ICSI) [118], es decir, en la técnica de inseminacion
artificial. Recientemente se ha conseguido inyectar fluido en el interior de una célula
utilizando nanotubos de carbono [119]

Otras de las aplicaciones encontradas, la funcionalizacion de superficies con
componentes bioquimicos, tiene multiples aplicaciones en la deteccidn bioquimica y
en la electrénica biomolecular. En particular, la funcionalizacion de superficies de oro
con capas autoensambladas de grupos tioles ha despertado un gran interés. Las
monocapas de tioles son altamente efectivas para inmovilizar biomoléculas como
proteinas, anticuerpos o DNA. Estudios fundamentales en biologia precisan de
pequenos voliumenes de biomoléculas dispuestos en arrays. Estos arrays han de
estar inmovilizados con una elevada precision en un determinado punto. Con esta
finalidad se han desarrollado técnicas de funcionalizacion directa como el
Nanoplotter™ [120, 121] o la impresién por microcontacto [122]. Las técnicas en
AFM como el Dip-Pen™ [123] pueden funcionalizar una superficie utilizando puntas
de AFM con un extremado control de la posicidon, tiempo de contacto y condiciones
ambientales. Sin embargo, todas estas técnicas presentan algunas limitaciones como
la discontinuidad de flujo en la punta de AFM como es el caso del Dip-Pen™. Xu et al.
[124] soluciona este problema presentando unos canales que dispensan un flujo
continuo de liquido hacia la punta para realizar arrays, pero en este dispositivo estos
canales estan totalmente descubiertos. También se han fabricado arrays para

inmovilizar bacterias sobre una superficie utilizando moldes fabricados en PDMS.
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La combinacion de la técnica de microcontacto con las SAMs ha permitido
inmovilizar selectivamente células bacteriales [125]. Comentar también el interés
generado en el desarrollo de pequefios voladizos para realizar labor de electrodos y
realizar medidas eléctricas o electroquimicas. La ventaja reside en tener electrodos
separados en distancias reducidas para detectar corrientes superficiales en diferentes
materiales. Peterson et al. [126] presentan unos electrodos con separaciones del
orden de las micras fabricados con tecnologia MEMS. T. Lehnert et al. [78] han
trabajado en el disefio de MEMS para la inmovilizacién y caracterizacidn eléctrica de
células individuales. Park et al. [127] han desarrollado unos nanohilos depositados
sobre una microaguja para realizar medidas electroquimicas y obtener informacion

del interior de una célula.

2.5.3 Micromezcladores y microreactores

Los micromezcladores se utilizan para mezclar dos soluciones y favorecer que se
pueda producir una reaccién. En los analisis biomédicos o quimicos, una muestra se
suele analizar mezclandola con un reactivo y por ello, es necesario que la mezcla se

produzca rapidamente. Se pueden clasificar en activos o pasivos (Figura 2.21).

Los primeros utilizan alguna parte movil o tipo de energia para crear una
perturbacion en el sistema para conseguir la mezcla. Los segundos consiguen
mezclar las soluciones por difusion o disefando canales con geometrias complicadas
para aumentar el area de la interfase donde tiene lugar la difusién. Este fenédmeno

se conoce como adveccion caodtica [128].
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Figura 2.21: Clasificacion de los micromezcladores [129]
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Los micromezcladores activos se pueden clasificar segun la perturbacién externa
que reciban para realizar la mezcla como presion, temperatura, dielectroforesis entre
otros. Suelen ser estructuras complicadas y requieren de sistemas de fabricacidon

complejos.

Ademas la necesidad de integrarlos en el sistema que provoque la perturbacion
para realizar el proceso, aumenta el precio de su produccion. Por otro lado, los
micromezcladores pasivos suelen ser estructuras robustas, estables y de facil
integracion en un sistema mas complejo [130]. Estos se pueden clasificar
dependiendo de las caracteristicas de las fases mezcladas como flujo laminar
paralela, laminar en serie, inyeccién, adveccién cadtica o gota. La Figura 2.22
muestra dos micromezcladores de flujo laminar paralelo, en forma de T y en forma
de.

Figura 2.22: Micromezcladores con flujo laminar paralelo (a) en forma de T, (b) en forma de Y [129].

Como se ha comentado, el nimero de Re en sistemas de microfluidica son
bajos, lo que indica que se trabaja con flujos laminares. Esto puede ser util por
ejemplo para controlar la mezcla de una reaccidn quimica o la separacién de los
productos de la reaccion. Que dos moléculas se encuentren y reaccionen depende del
coeficiente de difusion. Tiempos de difusion cortos, del orden de los milisegundos,

indicaran una mezcla eficaz de dos soluciones en contacto en la escala micrométrica.

Debido a la ausencia de turbulencias en la escala micro, se estan realizando
muchos esfuerzos en disefiar dispositivos que favorezcan la mezcla de soluciones.
Bessoth et al. desarrollaron un mezclador basado en flujo laminar [131]. Sin
embargo, el proceso de mezclado puede ser mejorado utilizando adveccion cadtica
[132] o produciendo la mezcla en gotas con un flujo de dos fases [133].
Micromezcladores con forma de T han sido fabricados para conseguir una rapida
difusion en la realizacibn de un immunoensayo y conseguir medir pequefias

moléculas en concentraciones subnanomolares en menos de 1 min [134].
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Los microreactores son dispositivos con dimensiones laterales por debajo de 1
mm donde tiene lugar la reaccidon quimica [135]. Ofrecen mas ventajas que los
reactores de escala convencional porque incluyen una inmensa mejora en la
eficiencia energética, velocidad de reaccion y rendimiento, seguridad, producciéon en
el sitio dependiendo de la demanda y un mejor control del proceso. Su reducido
tamano facilita el control de la temperatura, pardmetro importante en numerosas
reacciones, mayores velocidades de transferencia de masa y calor permitiendo
alcanzar condiciones de reaccion mas agresivas. También se consiguen menores
tiempos de reaccién, lo que facilita que intermedios inestables pasen rapidamente al
siguiente paso de la reaccidn. La seguridad la ofrecen por la posibilidad de realizar
reacciones de productos inflamables en pequefias cantidades, lo que permite un
mejor control y evitar la formacion de llamas o explosiones al disminuir la posibilidad
de vertido accidental de los reactivos. Ademas se puede integrar un sensor para

detectar fallos en el microreactor y de esta manera poder ser solucionados [11].

2.5.4 Microfiltros y microseparadores

En un dispositivo microfluidico es necesario el pretratamiento de la muestra. Por
este motivo son necesarios los microfiltros. La muestra a analizar suele contener
impurezas que pueden obturar el microcanal, un microfiltro no permite la entrada de
estas particulas al microcanal, es decir, como su nombre indica, filtra la muestra y
recoge Unicamente la parte destinada a su estudio. A veces interesa separar
particulas de un fluido para su posterior estudio, este proceso también se puede

llevar a cabo utilizando un microfiltro.

Los microfiltros se clasifican en membrana o filtro hueco dependiendo de la
tecnologia de fabricacion utilizada y por tanto en el tamafio de poro que define el
filtro [11]. Los primeros son membranas delgadas que contienen los poros utilizados
para filtrar. El tamafio y la forma de los poros se definen con un proceso
fotolitografico y se obtienen después de un proceso de grabado [136]. Los filtros
huecos utilizan el espacio vacio dejado entre dos capas estructurales para filtrar.
Pueden ser fabricados en surface o bulk micromachining. El tamafo del poro viene
determinado en superficie por el grosor de la capa sacrifical y en volumen por el
proceso de grabado. Se han fabricado microfiltros en forma de U que han sido
utilizados para fijar y ordenar células individuales dentro de una matriz o array
[137]. También se han fabricado microfiltros en silicio para separar células de una

muestra sanguinea [138].
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Los microfiltros pueden ser considerados como un tipo de microseparador.
Mientras los microfiltros discriminan particulas dependiendo de su tamafio, existen
otros microseparadores que las separan dependiendo de otras propiedades fisicas
como el coeficiente de difusidn, la masa o la carga eléctrica [11]. Un ejemplo seria el
microseparador fabricado por Han et al. [139] donde por dielectroforesis consiguen
separar los globulos rojos de los blancos contenidos en un medio altamente

conductivo.
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2.6 Objetivos de la tesis

Los objetivos del trabajo presentado en esta memoria han venido emmarcados
por los proyectos sefialados en la introducciéon: MINAHE y MINAHE II. Proyectos de
alto impacto centrados en temas donde se espera un mayor crecimiento en el

mercado segun la prevision presentada por Yole Développement [46, 47].

El objetivo principal se basa en conseguir disefiar, desarrollar procesos de
fabricacion y caracterizar los microdipositivos para su aplicacion en las ciencias de la
vida. En particular se ha trabajado en el disefio, proceso de fabricacion vy
caracterizacion de  micro/nanopipetas o microdispensadores,  microfiltros,

micromezcladores y microelectrodos.
Para conseguirlo se han marcado los siguientes objetivos concretos:

> Conseguir desarrollar una tecnologia de fabricacion versatil basada en la
tecnologia MEMS.

> Conseguir la integracion monolitica de los dispositivos fabricados.
> Resolver problemas para la obtencién de los chips individuales.

» Conseguir un buen encapsulado y conexionado de los dispositivos

fabricados.

» Preparar de superficies creando monocapas autoensambladas de

manera localizada para realizar facilmente futuras biofuncionalizaciones.

> Conseguir micro/nanopipetas cuyas paredes sean transparentes para su
aplicacidon en biologia celular, es decir, para poder trabajar con células

vivas.

> Compatibilizar técnicas de nanomecanizacion como el FIB para
conseguir partes funcionales de los dispositivos, en concreto la parte en

voladizo, del orden de los nanémetros.
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Micro/nanopipetas:

Primera generacion

En este capitulo se discutird la primera
tecnologia desarrollada para la fabricacion de las
micro/nanopipetas, asi como su utilizacion como
herramientas para funcionalizar  superficies

acoplando el dispositivo fabricado a un cabezal de
AFM.
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3.1 Introduccion

La aplicacion de la tecnologia de fabricacion en MEMS en la microfluidica hace
aparecer nuevas posibilidades y funcionalidades que hasta el momento no se habian
producido. La aplicacion de la microfluidica en los analisis quimicos y biomédicos,
hace posible la disminucidon de las cantidades de reactivos, del tiempo de andlisis y
por lo tanto, de los costes. El desarrollo de tecnologia para la fabricacién de
micro/nanopipetas se ha basado en las necesidades que han ido saliendo de la
tendencia en disminuir las dimensiones de los dispositivos de analisis. Aunque en el
mercado existen micropipetas que pueden dispensar hasta 0.1 pl, no es posible
encontrar de comerciales [1, 2] que puedan aspirar y dispensar por debajo de este
rango porque es dificil acoplar sistemas que bombeen el liquido sin perder la ventaja

de sus dimensiones reducidas

Por otro lado, la funcionalizacion de superficies tiene multiples aplicaciones
como por ejemplo en deteccién bioquimica y en la electronica biomolecular.
Concretamente, se podrian realizar funcionalizaciones de superficies de oro creando
monocapas autoensambladas con moléculas de tioles. Estas monocapas son
altamente eficaces inmovilizando biomoléculas como proteinas, anticuerpos o ADN.
Estudios fundamentales en biologia requieren arrays de biomoleculas con pequefias
cantidades de volumen. Estos arrays generan inmovilizaciones especificas en una
zona determinada con una elevada precision. Para conseguirlo se han desarrollado
técnicas directas de funcionalizacién como un inyector Nanoplotter™ [3, 4] o de

impresion por microcontacto[5].

Otras técnicas basadas en el uso de un AFM como el Dip-Pen™ [6] pueden
funcionalizar una superficie utilizando puntas estandar de AFM. Las ventajas que
ofrecen las técnicas basadas en el uso de un microscopio AFM son la elevada
precision en el control de la posicion, los tiempos de contacto y las condiciones
ambientales para el experimento. Por el contrario, una limitacion de estas técnicas
seria la imposibilidad de disponer de un flujo continuo de tinta hacia la punta,
limitacion que podria solucionarse con el uso de micro/nanopipetas o

microdispensadores.

Para poder desarrollar esta tecnologia se enumeraron, primero de todo, los
elementos necesarios para definir el dispositivo a fabricar, en nuestro caso las

micro/nanopipetas. A continuacién se disefid el proceso tecnoldgico, es decir, se

69



3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

consideraron los procesos necesarios para obtener el dispositivo formado por los
elementos definidos. Una vez realizados estos pasos, comenzd el proceso de
fabricacidon, vigilando con atencién determinadas etapas del proceso, como por
ejemplo el serrado o las conexiones de los dispositivos. Una vez fabricados, se
realizd una caracterizacion previa para comprobar que los canales habian quedado
abiertos y no se habian colapsado ni se habian fracturado. Una vez demostrado que
los canales habian quedado definidos y que no estaban obturados, se realizaron las
primeras pruebas para funcionalizar una superficie de oro de manera controlada y

localizada.
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3.2 Diseio de las micro/nanopipetas

El primer paso consisti6 en numerar todas las partes que componian las
micro/nanopipetas. Conociendo los elementos que definian el dispositivo, se podian
disefiar y enumerar las mascaras necesarias para el proceso de fabricacion. Estas
mascaras fijarian la geometria y las medidas de los dispositivos. En la Figura 3.1 se
muestra un esquema de una micro/nanopipeta con los elementos que la componen
sefialados. Se puede observar en la figura un soporte, encima del cual se puede
fabricar un canal estrecho por donde circulara el liquido. Este canal debe tener una
cavidad de entrada por donde se introduciran liquidos y una punta muy fina como
orificio de salida para poder aspirar, dispensar o depositar pequefas cantidades de

liguidos.

Cavidad entrada Soporte

Canal

Punta

Orificio salida

Tub
‘/UO

=
Figura 3.1 : Esquema de los componentes de una micro/nanopipeta de la primera generacion.

Las mascaras utilizadas en el proceso de fabricaciéon de las micro/nanopipetas
de la 12 generacidon habian sido disefladas durante la realizacion de un proyecto
anterior (MICROMAG). Durante este proyecto se habia utilizado ferrofluido para
conseguir el movimiento de tintas dentro de canales fabricados en silicio. Estos
canales estaban abiertos por la parte superior y para cubrirlos se habian utilizado
portaobjetos de vidrio. La diferencia de hidrofobicidad entre el vidrio y el silicio habia
mostrado la necesidad de obtener un canal cuyas cuatro paredes estuvieran
fabricadas del mismo material. Con el disefio de estas nuevas mascaras se buscaba
reducir las dimensiones de los canales utilizados en las pruebas realizadas durante el
MICROMAG y comprobar si el ferrofluido podia mover las tintas en el interior de las

micronanopipetas.
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3.3 Proceso tecnologico y fabricacion de las
micro/nanopipetas

Una vez definidos los componentes del dispositivo a fabricar, en nuestro caso las
micro/nanopipetas, habia que elaborar un proceso tecnoldgico con los procesos o
etapas de fabricacion necesarios para poder integrar los elementos que componian el
dispositivo. Una vez definidas las etapas, se conocieron el nimero de mascaras
necesarias para la fabricacion y se procedid a su disefio. Estas mascaras contienen la

informacion necesaria sobre las medidas y las formas de las micro/nanopipetas.

El proceso de fabricacion empezé dentro de la Sala Blanca, pero no acabd
cuando los dispositivos salieron de ésta, si no que continud con el serrado de las
obleas para la obtencion de los chips individuales. El siguiente paso consistié en abrir
unas ventanas en la cavidad de entrada y el orificio de salida en la punta (Figura
3.1). Estas aperturas permitieron llegar a la capa sacrificial que definia el canal a
obtener. Para abrirlo se procedié al grabado de la misma. Finalmente se realizaron

las conexiones necesarias para poder caracterizar los dispositivos fabricados.

3.3.1 Descripcion del proceso tecnolégico

Una vez definidos los elementos que componian las micro/nanopipetas, se fijo
como objetivo obtener un canal estrecho y recubierto de un Gnico material por lo que
se debia pensar en la tecnologia a utilizar. Aprovechando la existencia de una Sala
Blanca en el IMB-CNM, CSIC y las ventajas que ofrecen las tecnologias basadas en
silicio, se escogi6 una oblea de silicio como elemento soporte de la
micro/nanopipeta. Sobre esta oblea habria que depositar por la cara componentes
una capa que definiria, tras ser estructurada, la geometria y las dimensiones del
canal. Como seria una capa sacrificial se pensé en el material que mas se utiliza para

este fin en microelectrdnica y éste es el dxido de silicio.

A continuacién se abririan dos cavidades por la cara dorso de la oblea hasta
llegar a la capa sacrificial, una de estas cavidades definiria el orificio de entrada al
canal y la otra haria que la punta del dispositivo quedara liberada, en forma de
voladizo, del soporte de silicio. El siguiente paso consistiria en depositar el material
que haria la funcién de capa estructural, es decir, que lo recubriria todo y que junto
con el sustrato de silicio formaria las paredes del canal de la micro/nanopipeta. Se

penso en utilizar polisilicio como capa estructural.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

La combinacion de éxido de silicio y polisilicio como capa sacrificial y estructural
respectivamente es comun en la tecnologia de microsistemas. En este punto
acabaria el proceso dentro de Sala Blanca pero faltaria obtener los chips individuales
con los dispositivos definidos en la oblea. Para realizarlo se optd por la técnica
habitual utilizada en microelectrénica y que consiste en el serrado de las obleas. Una
vez separados los chips, habria que abrir unas ventanas en la capa estructural, que
recordemos lo recubria todo, para llegar hasta la capa sacrificial. Cuando ésta ultima
estuviera accesible, tendria que ser atacada para vaciar el canal y obtener de esta
manera un microcanal hueco. Finalmente se realizarian las conexiones oportunas
entre los dispositivos fabricados y los equipos de medida. En la Figura 3.2 se
muestra un esquema del proceso de fabricacion con los procesos a seguir, la oblea
de silicio inicial (a), la deposicién de la capa sacrificial (b), la estructuracion de la
misma (c), la abertura de las cavidades (d), el recubrimiento de todo con la capa
estructural (e), la obertura de las ventanas en esta capa (f), el grabado de la capa

sacrificial (g) y las conexiones (h).

TAwA
AW

%j{

Figura 3.2: Proceso de fabricacion micro/nanopipetas primera generacién, (a) oblea de silicio, (b)
deposicién capa sacrificial, (c) estructuracién de esta capa, (d) abertura de cavidades, (e)
recubrimiento con capa estructural, (f) abertura de orificios en esta capa, (g) grabado de la capa
sacrificial y (h) las conexiones.

(b) (f

(c) (g

(d) (h
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3.3.2 Diseio de las mascaras

A continuacion se describirdn brevemente las mascaras utilizadas durante el
proceso de fabricacion de las micro/nanopipetas. Esta descripcion nos dara una idea
de las geometrias dibujadas en las mascaras. En la Tabla 3.1 se describe el juego de
maéscaras CNM178 utilizado para la fabricacion de las micro/nanopipetas de la

primera generacion y la finalidad que tiene cada mascara en dicho proceso.

En el IMB-CNM se utiliza una nomenclatura para identificar cada una de las
mascaras. Este nombre empieza con la identificacion del juego de mascaras al que
pertenecen, en este caso CNM178, seguido de unas letras o palabras que identifican
una mascara dentro del juego. En nuestro caso particular el juego de mascaras que
corresponde a la nomenclatura CNM178 estad formado por dos mascaras. En la Tabla
3.1 se indica en que orden se utilizaron estas dos mascaras (nivel), asi como el
nombre que tenian dentro del juego CNM178 (Nombre), en que etapa especifica del

proceso de fabricacion se utilizaron (Descripcién) y el campo que tienen (Campo).

Tabla 3.I: Mascaras del juego CNM178 para la fabricacion de les micro/nanopipetas.

Nivel Nombre Descripciéon Campo
1 OXIDE Definicion geometria pipeta Claro
2 MEMBS Definicion cavidades Oscuro

De este modo el nombre para la primera mascara serd CNM178-OXIDE y seria
utilizada en primer lugar porque transfiere la geometria que queremos dar al
microcanal, es decir, transfiere esta geometria a la capa sacrificial que define el
canal de la micro/nanopipeta. La mascara CNM178-MEMBS se utilizard en segundo
lugar porque dara las medidas de las cavidades que se quieren abrir en la oblea de
silicio por la cara dorso para llegar a la capa sacrificial por este lado. Recordemos
que una de estas cavidades definira la zona del depdsito mientras que la segunda

sera la punta de la micro/nanopipeta.

La Figura 3.3 muestra una seccion transversal de uno de los chips de la mascara
CNM178-OXIDE disefiada donde se han sefialado los elementos definidos
inicialmente. Se puede distinguir como se han implementado la cavidad de entrada,

el canal formado por el depdsito y el brazo y la punta en voladizo.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

Los disefos de las micro/nanopipetas diferian en la restriccién que une el
depdsito al brazo, en la forma que tenian las puntas y/o en el nimero de puntas

finales.

Canal

Deposito

Cavidad de entrada

Figura 3.3: Dibujo esquematico de la seccion de un chip de la mascara CNM178-OXIDE con los
componentes que definen el cuerpo de la micro/nanopipeta de la primera generacion.

Las dimensiones de los diferentes elementos que definian la micro/nanopipeta
se muestran en la Tabla 3.II. La altura viene dada por la capa sacrificial de éxido y
es 1.5 um. Como se han disefiado diferentes puntas, en la tabla se muestra el rango

de dimensiones donde se encuentran todas.

Tabla 3.II: Dimensiones de las micro/nanopipetas de la primera generacion.

Anchura (pm) Largo (pm)
Depdsito 120 1200
Canal
Brazo 50 1140
Punta 2-50 50-75

A modo de ejemplo la Figura 3.4 muestra los dibujos de uno de los chips de las
micro/nanopipetas incluidos en el juego de mascaras utilizado en el proceso de

fabricacidon de los dispositivos.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

La columna de la izquierda muestra la mascara CNM178-OXIDE para un chip y
la de la derecha representa la mascara CNM178-MEMBS para el mismo chip. En el
dibujo de la mascara OXIDE se diferencian las partes que componen Ila

micro/nanopipeta: el depdsito, la restriccién, el brazo y la punta.

En la mascara MEMBS se han sefialado las dos cavidades que quedaran
definidas en cada chip por la cara dorso de la oblea, una definird la cavidad de
entrada mientras que la segunda servira para liberar la punta. Estos chips tienen

unas dimensiones de 925 x 3290 um?2.

(a)
MASCARA OXIDE
Depdsito
Canal

E

& Brazo

4 ‘-.-r._._‘_’_..-"'"-

[a ]

[y ]

Punta
oI5 pim
(b)
MASCARA MEMBS
Cavidad
& entrads

E

=

(3]

i

™M

Cavidad
punta

925 um

Figura 3.4: Motivos de las diferentes mascaras de cuarzo del juego CNM178 para el disefio de un chip (a)
mascara oxide y (b) mascara MEMBS. Cromo dibujado en negro

Los motivos de alineamiento doble cara que se utilizaron para alinear las
mascaras fueron los alineamientos doble cara estandares utilizados en el CNM. Se

dibujaron dos chips de alineamiento doble cara en cada una de las mascaras.
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Estos restaban equidistantes respecto el centro de la oblea y estaban centrados
verticalmente. En la Figura 3.5 se muestra la distribucion de estos motivos de
alineamiento doble cara en la oblea y la secuencia de alineamiento utilizada. La
mascara MEMBS se alinea con los motivos de alineamiento de la mascara OXIDE. La
distribucion cuadriculada del motivo CNM178-MEMBS es para evitar la rotura de la
oblea en la etapa del grabado anisotropico en TMAH para abrir las cavidades de la

oblea.

(b)

CHML7B-MEMBS CNM1T7E-0XIDE
Cara dorsa Cara componentes

Figura 3.5: (a) Distribucion de los motivos de alineamiento doble cara en una oblea, (b) dibujo y secuencia
de alineamiento entre los motivos de alineamiento doble cara de las dos mascaras del juego CNM178.

Se disefiaron diferentes modelos de micro/nanopipetas. Se les designd un
nombre en funcién de la forma disefiada que tenia cada una. En la tabla Tabla 3.III
se explica el significado que cada letra tiene dentro del nombre que nos indica la
forma y el ancho de la punta en voladizo que tiene la micro/nanopipeta. La primera
columna con la letra p hace referencia a la punta, la segunda indica el significado de
la letra que sigue a la p y que marca la diferencia en la forma que tiene la punta y la
tercera muestra un dibujo de su geometria, de la forma en cdmo acaba la punta. El

nombre se completaba con un nimero que hace referencia a la anchura de la punta.
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Tabla 3.III: Cddigo de letras utilizado para nombrar los diferentes disefios de las micro/nanopipetas.

r = recta

-+
1}

triangulo

m = multiple

p = punta forma de e = espiral

1,2,3...disefladas para la

ruptura controlada

normal

+i@+l+

Para poder llenar toda la oblea con los chips disenados, se creé un bloque o
unidad donde se incluyeron todos los chips y se repitid por toda la oblea hasta
completarla. Para formar esta unidad se dispusieron los chips en 6 filas por 6
columnas, las medidas finales de este bloque fueron 10800 x 19740 umz. En la
Figura 3.6a se muestra el dibujo del bloque final con los dispositivos que se utilizaron
para rellenar la oblea. En esta figura también se han sefialado las dimensiones
finales que tendrd un chip individual después de serrar la oblea. Este bloque se
repiti6 hasta completar una oblea. Para poder encajar este disefio dentro de las
dimensiones de la oblea, esta unidad fue dividida en los limites exteriores de la
oblea. En el Apéndice A se muestra como quedd la distribucién de este bloque hasta

completar la oblea.

La Figura 3.6b muestra la misma distribuciéon en bloque pero con los nombres
asignados a cada uno de los chips siguiendo la nomenclatura mostrada en la Tabla
3.III. Las que sdlo tienen la palabra normal son las que tienen el disefio mas simple,
no tienen una punta estrecha, el voladizo es la prolongacidon del brazo del microcanal

y las denominadas test eran estructuras de test.
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Figura 3.6: Disposicidn de los chips en el bloque unidad que se ha utilizado para rellenar toda la oblea de
micro/nanopipetas y (b) distribucidén de los nombres de los chips en el mismo bloque.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

3.3.3 Proceso de fabricacion

Una vez explicado el proceso tecnoldgico definido para la fabricacién de las
micro/nanopipetas de la 12 generacién, se continuara en este apartado con la
explicacion en detalle de los pasos seguidos durante la fabricacion de los chips
dentro de Sala Blanca del IMB-CNM, la obtencidon de los chips individuales, la
apertura de la cavidad de entrada y la punta para tener acceso a la capa sacrificial y
poder definir el microcanal. Se dara detalle de los problemas que fueron surgiendo
asi como las soluciones encontradas. Para poder tener una imagen de cada paso
seguido, a lo largo de este apartado se podran ver unas tablas donde se mostraran
unos dibujos con la seccion transversal de una micro/nanopipeta. La primera
columna de las citadas tablas indicara el nimero de la etapa y tratard de dar una
breve explicacién de la etapa seguida del cédigo con el que es nombrada en BACO®,
la segunda correspondera al dibujo de la seccidn transversal y la tercera indicara el
namero de la oblea utilizada.

3.3.3.1 Proceso de fabricacion en Sala Blanca

Run 2219

1. INICIO 1-4
Si

2. Marcar las obleas (300pm) (MARC-PXA) 1-4
Si

3. Limpieza pirafia + dip HF (NETG-GEN) 1-4
Si

4. Oxidacién térmica de 300 A a 10000C {4

(0SC-0300)

* BACO programa informatico utilizado por los investigadores del CNM-IMB para definir las etapas necesarias
en un run para fabricar dispositivos. Forma parte de las herramientas de comunicacion existentes entre los
investigadores y el personal que trabaja dentro de Sala Blanca. El personal ingeniero y operario de Sala son
los que realizan estas etapas.
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El proceso de fabricacion de las micro/nanopipetas se inicié utilizando 4 obleas
de silicio de 300 um pulidas por las dos caras. Se escogieron de este tipo porque
habria que mecanizarlas por las dos caras y se necesitan superficies pulidas para
poder realizar los procesos fotolitograficos. Después de marcar las obleas (MARC-
PXA) para poder tenerlas identificadas durante todo el proceso y de limpiarlas
(NETG-GEN), se crecieron 300 A de éxido de silicio térmico a 1000°C (OSC-0300).
Este oxido de silicio se utiliza para aumentar la adhesion de la capa de nitruro de

silicio que se depositara en una etapa posterior.

Deposicion capa sacrificial
5. Deposicidon cara componentes capa PSG
(Phospho-Silicate Glass) (DPYR-XXX): éxido 1-4
de silicio dopado PSG (1.5um)

A continuacién se depositd por la cara componentes una capa de éxido de silicio

dopado PSG (Phospho-Silicate Glass) con un grosor aproximado de 1.5 um (DPYR-
XXX). El grosor de la capa de 6xido de silicio viene dado por la oblea de test y su
medida dio 1.542+0.081 um. El espesor de esta capa fija la altura del canal. Esta era
una de las etapas importantes del proceso porque con la estructuracion de esta capa
se obtendria el cuerpo de la micro/nanopipeta. Una vez se grabara la capa de o6xido
estructurada recubierta por la capa estructural, quedaria definido el canal de la
micro/nanopipeta, por lo tanto fijaria las dimensiones interiores del canal y su

geometria final.

Para escoger el tipo de 6xido de silicio a utilizar, se tubo en cuenta los valores
de velocidad de ataque de los diferentes 6xidos de silicio en diferentes reactivos, la
tabla con estos valores se puede consultar en el apartado 3.3.3.5 Grabado de la capa
sacrificial de oxido de silicio para la obtencién del microcanal. Como es una capa
sacrificial, entre los 6xidos de silicio disponibles en el CNM-IMB, se seleccioné el que
tenia una velocidad de ataque mas elevada. El 6xido que cumplia con esta condicidn
y que por lo tanto se escogio, fue el 6xido de silicio dopado PSG al 7.5%. Otra
ventaja de los 6xidos depositados frente a los 6xido de silicio crecidos térmicamente

es que tienen un nivel de esfuerzos mecanicos residuales (residual stress) mas bajo.
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Cuando la capa de oxido de silicio estd sometida a esfuerzos mecanicos,
empiezan a aparecer fisuras en la superficie de este punto y probablemente se acabe
produciendo su rotura, por este motivo es importante que el nivel de esfuerzos
mecanicos residuales sea bajo. Por otro lado también hay que tener en cuenta que
los gradientes de esfuerzos mecanicos pueden producir el doblamiento cuando esta

capa se encuentra en voladizo.

Estructuracion de la capa sacrificial

Mascara - OXIDE

6. Fotolitografia Standard Obleas 2 Caras
(FOTO-FCD) por cara componentes

Mascara: CNM178-OXIDE

7. Etapa no Standard por SB (ESPECIAL)
Recocido de la resina a 200°C durante 30min

i

8. Grabado de las capas de éxido de silicio
(PGIOXGUI)

Para definir la forma de las micro/nanopipetas, se realizd una fotolitografia
(FOTO-FCD) por la cara componentes de las obleas. El grosor de la resina
depositada en esta etapa fue de 2 um y era necesario para cubrir el grosor de las
capas de oxido de silicio (1.5 pm PSG + 0.03 pm térmico). Se debe recocer esta
resina a 200°C durante 30 min (ESPECIAL) para endurecerla y que aguante bien el
grabado seco de la capa de 6xido de silicio de la siguiente etapa. El traspaso del
dibujo de la resina a la capa de 6xido de silicio se realizé con un grabado seco (RIE,
Reactive Ion Etching) del 6xido de silicio. El proceso de grabado (PGIOXGUI) se
hizo con un caudal de CHF; de 50 cm3/min, una presién de 0.05 mbar y una potencia
de 500 W. Estas condiciones fueron optimizadas por el Grupo de Transductores
Quimicos del CNM para fabricar guias de onda, de este modo podian grabar una capa
de oOxido de silicio mas gruesa que la atacada en el proceso estandar. Con estas

condiciones se ha conseguido atacar capas con un grosor de 8 um. También permite
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obtener unas paredes mas verticales, controlando mas las dimensiones. Durante el
proceso de grabado de la oblea 1, después de 5 min de ataque, se observé que la
resina se ondulaba (Figura 3.7), pero a pesar de tener este aspecto, la resina
aguanté todo el ataque de la capa de 6xido de silicio. El Unico problema que se
observod fue que el cuerpo de las micro/nanopipetas perdia dimensiones. Se decidid
probar con la oblea 2, también se atacd durante 5 min y se observd que la resina
tenia el mismo aspecto que la oblea 1. Finalmente se supo que habia un problema
con una lampara del equipo de fotolitografia que no irradiaba bien y por este motivo

la resina quedaba dafiada.

Figura 3.7: Aspecto de la resina ondulada de la oblea 1, imagen de la zona del (a) depdsito y (b) de una
punta debido a la mala irradiacion de la lampara.

Como no se sabia si lo que habia pasado con la resina en la oblea 1 y 2 podia
influir en etapas posteriores, se decidié introducir dos obleas nuevas en el proceso
para que sustituyeran las primeras. Estas obleas se procesaron hasta llegar al
grabado del 6xido de silicio. En la etapa de deposicion del 6xido de silicio dopado
PSG, el grosor de la capa de 6xido de la oblea test fue de 1.472 + 0.074 um para
estas dos nuevas obleas. Se realizd un nuevo proceso fotolitografico para las obleas
1-4 con el equipo de fotolitografia reparado. El aspecto final de la resina fue normal,
no se observaron grietas, ni ondulaciones ni perdida de dimensiones, como se puede
observar en la Figura 3.8 donde se muestra un detalle de la zona del depésito (a) y

de una punta (b) con la resina después del grabado del 6xido de silicio.
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b

Figura 3.8: Aspecto de la resina después del grabado de la capa de 6xido, imagen de la zona (a) del
depdsito y (b) de una punta.

Deposicion de la capa de nitruro

9. Decapado de resina (DEC-RESI)

.
S
10. Limpieza general simple (NETG-SIM)
11. Deposicion LPCVD SisN, (DNITAAA): 1-4
18004 Si3N4

Una vez definido el cuerpo de la micro/nanopipeta se decapd la resina (DEC-

RESI) utilizando el plasma de O, y se realizé otra limpieza de oblea, pero en este
caso se tratd de una limpieza tipo simple (NETG-SIM), sélo se realizd la limpieza en
pirafia. Se evitd realizar una limpieza general porque esta puede atacar ligeramente
el oxido. El paso de dip en HF se obvid porque habia 6xido de silicio a la vista que no
se queria atacar. Después se deposité una capa de nitruro de silicio (SisN4) LPCVD
(Low Pressure Chemical Vapor Deposition) (DNITAAA) por las dos caras de la
oblea. Esta capa sirvié para proteger la capa de 6xido por la cara componentes e
hizo la funcidon de mascara en el posterior ataque anisotrdpico por la cara dorso para
la obtencién de las cavidades. En la Figura 3.9 se pueden observar tres imagenes de
la capa de nitruro de silicio por la cara componentes de la oblea.
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La imagen de la izquierda muestra una vision general de dos micro/nanopipetas,
las otras dos imagenes que se encuentran en la derecha corresponden a un detalle

de dos puntas con diferente geometria.

(a (b)

(c)

Figura 3.9: Imagenes Opticas de (a) la cara componentes de la oblea con una capa de SisN, depositado
sobre la capa de SiO, estructurada dos puntas, (b) en forma de triangulo y (c) forma de anilla.

Definicion de las cavidades

12. Etapa Fotolitografia con alineamiento doble | === o
cara (FOTO-FKD): cara dorso

1-4

Mascara - MEMBS

13. Grabado seco del SisNs (NIT-QUAD): cara 1-4
dorso
| ]
14. Grabado del éxido de silicio térmico 1-4
(OXI-QUAD): cara dorso
ﬂ L 1
15. Decapado de la resina (DEC-RESI) 1-4
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Las cavidades en la cara dorso fueron definidas con una etapa fotolitografica de
doble cara (FOTO-FKD). Esta fotolitografia se denomina de doble cara porque estas
cavidades debian estar alineadas con el cuerpo de las micro/nanopipetas
estructurado por la cara componentes. La capa de nitruro y de dxido de silicio de la
cara dorso se grabaron en un equipo de ataques secos RIE (NIT-QUAD, OXI-
QUAD). Se utiliz6 como mascara la capa de resina depositada en la etapa anterior.
De este modo se obtuvieron las aberturas para empezar el grabado anisétropo del

silicio en himedo. Antes de realizarlo, se decapé la resina (DEC-RESI).

Grabado de las cavidades

16a. FEIN-ESP (1): ataque anisotrépico TMAH
16b. FEIN-ESP (2): decapado del SisN4 en
himedo U

A partir de esta etapa, las obleas continuaron el proceso de fabricacidn fuera de

SB, concretamente en el Laboratorio de Microsistemas donde se realizan procesos
especificos para la fabricacion de microsistemas que no se pueden realizar dentro de
SB. El ataque anisotrépico del silicio por la cara dorso (FEIN-ESP (1)) se realizd
con hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) 25% a una temperatura de 80°C. Se
escogio este reactivo por su selectividad, ataca el silicio pero no al éxido ni al nitruro
de silicio. El ataque acabaria cuando el reactivo llegara a la capa de 6xido de silicio y
la de nitruro de silicio depositadas sobre la cara componentes. El tiempo de ataque
oscilé entre 17-18 horas, dependiendo de la oblea atacada.

Con el grabado anisotrépico en TMAH se consiguieron abrir las cavidades. Parte
de estas cavidades harian la funcién de entrada al canal y el resto liberaria el dxido
de silicio que definird la punta de la micro/nanopipeta. Una vez abiertas las
cavidades, se decapd el nitruro de silicio. Esta etapa se puede realizar en hiumedo
con acido ortofosférico al 85% durante 1h a 165°C (FEIN-ESP (2)), o en seco. Se
optd por un ataque humedo porque habia que quitar la capa de nitruro de silicio de
las dos caras de la oblea, ademas, como ya se ha comentado anteriormente, el acido

ortofosforico no ataca ni la capa de 6xido de silicio ni el silicio de la oblea.
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Por el contrario, si se hubiera optado por un ataque en seco, se deberia haber
hecho dos veces, una por la cara componentes y otra por la cara dorso. La Figura
3.10 muestra en detalle el aspecto de dos puntas después del grabado himedo, se
puede observar que las puntas de oOxido de silicio estaban en voladizo

completamente liberadas de la oblea.

(b)

D00 o

Figura 3.10: Imagen de dos puntas de micro/nanopipetas completamente liberadas después del decapado
de la capa de nitruro de silicio (a) recta y (b) mdltiple.

Deposicion de la capa estructural
17. Decapado del 6xido de silicio nativo 1-2
(QPRMEC25) U
18a. Deposicidén de 1 um de poliSi LPCVD 1
(DPOLSENA)
18b. Deposicidén de 0.5 pum de poliSi LPCVD
(DPOL-ING) 2
19. Decapado del 6xido de silicio nativo 3-4
(QPRMEC25) U
20. Deposicién de 0.5 pum de poliSi (DPOL- 3-4
ING) U
21. Final (FINAL) U 1-4
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A continuacién se tenia que depositar el polisilicio para recubrir todo el cuerpo
de la micro/nanopipeta de manera hermética dejando el 6xido de silicio enterrado
debajo. La capa de polisilicio es la capa estructural de la micro/nanopipeta y se
escogio porque este material es conformal y mecanicamente estable, es decir adopta
la forma de la capa que recubre y tiene esfuerzos mecanicos y gradientes de estrés
bajos [7]. Ademas resiste los grabados en acido fluorhidrico que es el reactivo que
se utilizaria para el ataque de la capa de 6xido de silicio que definira el canal de la

pipeta.

Antes de depositar el polisilicio, se decapd el 6xido de silicio nativo que pudiera
haber. Esta etapa se realizd porque si quedaba 6xido de silicio nativo el polisilicio no
se depositaria directamente sobre le silicio, si no que lo haria sobre el éxido de silicio
nativo. En la etapa de grabado del éxido de silicio de la capa sacrificial, el reactivo
utilizado (acido fluorhidrico) también atacaria el éxido de silicio nativo que hubiera
podido crecer y esto haria saltar la capa de polisiliciio depositada. Para realizar este
decapado se opté por un grabado humedo con velocidad de ataque lenta porque
habia 6xido PSG a la vista que no se queria atacar. Para saber que grosor de
polisilicio era el mejor, primero se procesaron solo dos obleas depositando dos
grosores diferentes. Se deposité una capa de polisilicio de 1 uym (DPOLSENA) a la
primera oblea y de 0.5 um (DPOL-ING) a la segunda. Se deposit6 el polisilicio por
LPCVD (Low Pressure Chemical Vapor Deposition) a 630°C y 100 mTorr. De esta
manera el polisilicio recubre y envuelve todas las caras de la micro/nanopipeta,
consiguiendo ademas que el recubrimiento sea mas uniforme y conformal. Las
condiciones de este proceso se habian optimizado previamente en el IMB-CNM para

obtener niveles bajos de esfuerzos mecanicos y gradiente de estrés [8].

En este punto, el cuerpo de las micro/nanopipetas estaba totalmente envuelto
por polisilicio. Para poder acceder al éxido de silicio y grabar el canal, habia que abrir
unas ventanas en el polisilicio. Para conseguir este objetivo se trabajé en dos
aproximaciones para obtener la apertura de las cavidades y en otras dos para
conseguir los orificios de salida en las puntas. Debido a su importancia, se trataran
en detalle en el apartado 3.3.3.3 Apertura del depdsito de las micro/nanopipetas y
en el 3.3.3.4 Apertura de la punta de las micro/nanopipetas. La primera
aproximacion utilizada para abrir las cavidades de entrada se basé en un ataque
himedo anisotropico en Hidroxido de Tetrametilamonio (TMAH) para grabar el
polisilicio en esa zona, la segunda se centré en la abertura de la capa de polisilicio

mediante micromecanizacién con Focus Ion Beam (FIB).
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En el caso de las puntas se realizaron algunos disefios para que se rompiesen de
manera controlada y obtener de esta manera el orificio de entrada. También se

utilizé el FIB para la apertura de las puntas

Para escoger el grosor de polisilicio a depositar en las dos obleas que quedaban
por procesar, se esperd a obtener los primeros resultados. Finalmente, una vez
realizados los experimentos que se detallaran mas adelante, se optd por depositar

0.5 um de polisilicio.

3.3.3.2 Obtencion de los chips individuales: Serrado obleas

Obtencion de los chips

22, Serrado de las obleas 1-2

El proceso de fabricacion contindo con la separacion de los dispositivos que se
habian fabricado. Para obtener los chips con las micro/nanopipetas individuales hubo
que serrar la oblea. Este es uno de los pasos delicados en microsistemas en general
y especialmente si hay partes delicadas, como en nuestro caso donde habia que
tener en cuenta que habia puntas muy fragiles en voladizo. Para poder contabilizar el
numero de micro/nanopipetas rotas en este proceso, se inspeccionaron las obleas en
un microscopio optico antes y después del serrado de la oblea. De esta manera se
pudo contabilizar las puntas de las micro/nanopipetas que se perdian en este paso.
Esta inspeccién sirvid6 para controlar el estado de las puntas de las
micro/nanopipetas disefiadas para romperse de manera controlada después del
serrado (este proceso se explicara con detalle en el punto 3.3.3.4.1 Ruptura

controlada).

Normalmente, para el proceso de serrado, como se muestra en la Figura 3.11,
la oblea es fijada sobre un blue-tape, es decir, es adherida sobre un plastico azul con
una cara adhesiva (Figura 3.11a). Por otro lado, hay que tener en cuenta que la
oblea se calienta durante el serrado porque se corta con un disco de niquel
recubierto con una pasta de diamante que va girando. Para refrigerarla se utiliza un
chorro de agua a presion, pero la presion de este chorro podia hacer que se
rompieran las puntas de las micro/nanopipetas fabricadas.
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Para evitar que se rompan los dispositivos mas delicados durante el proceso del
serrado, un proceso habitual en el IMB-CNM consiste en cubrirlos con una resina de
protecciéon, HIPR 6512, Fujifilm Electronic Materials, Bélgica (Figura 3.11b), y
posteriormente recocerla en un horno para endurecerla (Figura 3.11c). De esta
manera las partes mas fragiles quedan fijas, recubiertas de resina y no se rompen.
Esta resina es utilizada cominmente para realizar las fotolitografias. Finalmente se
procede a serrar la oblea en los chips o dados deseados (Figura 3.11d). Una vez
serrada la oblea, se estira el blue-tape con un expansor. El expansor es un aparato
que se utiliza para estirar el blue-tape aplicando un poco de calor mientras estira el
plastico, de esta manera se consigue que los chips queden un poco separados y se

puedan sacar con mas facilidad.

(a)

Figura 3.11: Imagenes del proceso de serrado: (a) oblea fijada sobre blue-tape, (b) recubrimiento partes
delicadas con cera de proteccidn, (c) curado resina de proteccion y (d) serrado de la oblea.

Para obtener los chips presentados en esta memoria, se enganché la oblea por
la cara dorso sobre un blue-tape. Al poner el plastico por la cara dorso se evitd que
las puntas quedaran enganchadas a él. Con el fin de evaluar y optimizar el proceso
de serrado para la fabricacion de las micro/nanopipetas, se serré una oblea en dos
partes. Sobre una mitad se depositd resina de proteccién antes de continuar con su
serrado, la otra mitad se serré directamente sobre el blue-tape y sin resina de

proteccidn.
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3.3.3.2.1 Serrado de la oblea con resina de proteccion
Se depositd resina de proteccion (HIPR 6512, Fujifilm Electronic Materials,
Bélgica) sobre la cara componentes de una de las mitades de la oblea serrada en dos
partes. Esta resina debia proteger las puntas de las micro/nanopipetas durante esta
etapa de obtencion de los chips. Habia que curar esta resina a 100°C en la estufa

para endurecerla y evitar que se dispersara al pasar la sierra para cortar la oblea.

Una vez cortada la oblea, se colocd encima del expansor para estirar el blue-
tape y poder de esta manera separar los chips. Se observd durante el proceso que
era mejor empezar por los cortes horizontales, es decir, paralelos a las
micro/nanopipetas. De esta manera se evitaba la ruptura de algunas puntas y la
pérdida de muestras que podian despegarse del blue-tape durante el proceso de
serrado. Esta pérdida era debida a las dimensiones que tenia el chip. Su reducido
tamafio (3290x952 pm?), mostrado en la Figura 3.12, hacia que la superficie

enganchada sobre el plastico azul fuera reducida.

Figura 3.12: Imagen comparando las dimensiones de un chip que contiene una micro/nanopipeta con una
moneda a de 2 céntimos de €.

Una vez separados los chips habia que eliminar la resina de proteccion con
acetona. Los chips eran introducidos de uno en uno en el disolvente. Habia que ir
con cuidado porque eran chips muy pequefios y fragiles. Debido a su pequefio
tamafio, se debian introducir verticalmente, sin dejar que cayeran al fondo del
recipiente y con cuidado porque se podia producir la rotura de las puntas. Por el
hecho de ser tan fragiles, no se podia acelerar ni mejorar el proceso de limpieza
utilizando ultrasonidos. Los chips se sumergieron verticalmente en acetona. Después
de una primera inmersion, se cambiaban de recipiente para volverlos a sumergir en

acetona limpia y finalmente se aclaraban con agua.
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El resultado dependia de como la acetona disolvia la resina y de la suciedad que
habia quedado adherida sobre la resina mientras ésta se secaba. En algunos casos,
la resina se disolvia pero la suciedad que habia depositada encima no, quedaba
entonces adherida sobre la punta de la micro/nanopipeta. En otros, la resina no se
disolvia lo suficiente, quedaban restos sobre el dispositivo y cuando se secaba, se
quedaba enganchada tal y como puede observarse en la Figura 3.13. Estos restos de
suciedad o de resina mal disuelta deformaban la punta, lo que demostraba que éste

no era un buen método para serrar la oblea.

Figura 3.13: Muestra de dos puntas, con suciedad enganchada o con restos de resina no disuelta por la
acetona.

3.3.3.2.2 Serrado de la oblea sin resina de proteccion
Con el resultado obtenido utilizando resina de proteccion para serrar la oblea, se
pensoé en cortar la mitad de la oblea que quedaba sin resina para evitar el paso de
limpieza, pero teniendo en cuenta que algunas puntas se podian romper durante el
proceso. Se empezd serrando la oblea horizontalmente y una vez hechos estos
cortes, se hicieron los verticales. Los chips se separaron de la misma manera que el

caso anterior, se estir6 el blue-tape con el expansor.

Se inspeccionaron los chips en un microscopio Optico, se vio que habian
quedado muy sucios. Se observaron unos puntos de color negro que se pueden ver
en la imagen de la Figura 3.14. Estos puntos podian ser restos de polvo de silicio
producidos al serrar la oblea, por este motivo se intento limpiar los chips haciendo
un dip en acetona seguido de otro en Isopropanol (IPA), pero la superficie del chip

no quedaba limpia.
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A pesar de lo comentado en el punto anterior sobre que no se podia mejorar la
limpieza de la resina en acetona con ultrasonidos, en este caso se utilizd, pero las
muestras se movian mucho y se podian romper las puntas. Finalmente, se intentd
con un pincel mojado en acetona, se paso con cuidado sobre la superficie de la cara
componentes del chip para intentar no romper ninguna punta pero no se consiguid
mejorar su aspecto.

W
s
i

#-0:0 000D aB B

Figura 3.14: Aspecto de una punta de una micro/nanopipeta después del serrado de la oblea sin resina de
proteccion.

3.3.3.2.3 Serrado en dados de 2 x 2 chips

No se consiguid limpiar totalmente la superficie de los chips serrados sin resina
de proteccion, por lo que se dedujo que probablemente serian residuos de silicio
producidos cuando se serraba la oblea. Si hubieran sido restos organicos, se
hubieran eliminado con acetona. Para intentar evitar que esta etapa dejara la
superficie de los chips tan sucios, se hizo una prueba cortando unos dados con
mayores dimensiones (3600x6580 um?). Estos dados contenian 4 micro/nanopipetas
distribuidas en 2 filas por 2 columnas, como muestra la Figura 3.15. Estas nuevas
medidas también facilitaban la manipulacién del dado. Las micro/nanopipetas
disefiadas para romperse durante este proceso no podia ser cortadas utilizando estas
nuevas dimensiones porque si formaban parte de un dado, la punta no se abriria al

estirar el blue-tape.
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Figura 3.15: Imagen de un chip que contiene cuatro micro/nanopipetas comparando sus dimensiones con
las de una moneda de 2 céntimos de €.

Para poder saber cuantas micro/nanopipetas se habian roto en esta etapa de
serrado, se inspeccionaron las obleas con un microscopio 6ptico antes y después del
serrado. El porcentaje de pipetas rotas en este paso se calculd para el serrado de la
oblea en chips formados por una sola micro/nanopipeta o en dados formados por
cuatro. En el caso de los chips con una sola micro/nanopipeta, el calculo se realizd
durante el proceso de serrado sin resina de proteccion. La Tabla 3.IV muestra el
rendimiento calculado durante la etapa del serrado. El rendimiento obtenido para los
dados con cuatro micro/nanopipetas es mas elevado que el obtenido para los chips
que solo contenian una. Esto es debido a que en la configuracién de dado, las puntas
estaban mas protegidas. De los resultados obtenidos se puede extraer también que,
el hecho de aumentar el area del dado hizo que se perdiesen menos dispositivos
durante el serrado de la oblea debido al hecho de haber aumentado la superficie

enganchada sobre el blue-tape.

Tabla 3.IV: La columna de la izquierda muestra el rendimiento de las puntas de las micro/nanopipetas y la
de la derecha muestra los chips o dados despegados del blue-tape durante el serrado de la oblea. Los
célculos mostrados para los chips con las micro/nanopipetas individuales corresponden al proceso de
serrado sin resina de proteccion.

Rendimento puntas Chips despegados
98,37% 0,59%
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A pesar de haber obtenido un elevado rendimiento en esta etapa, se observé
que durante el proceso de fabricacion la capa de 6xido se estresaba, lo que
provocaba la aparicion de grietas. Este hecho hizo que algunas puntas no llegaran
enteras a la etapa del serrado. También habia que tener en cuenta el aspecto final
de los chips, algunas de las puntas, a pesar de haber llegado enteras al final de esta
etapa, habian quedado sucias debido a restos de resina de proteccion que no se
habian disuelto con la acetona o a residuos de silicio cuando no se utilizé esta resina.
Por todos estos motivos se creyd conveniente optimizar esta etapa de separacién de

los dispositivos en disefios futuros de las micro/nanopipetas.

3.3.3.3 Apertura del depdsito de las micro/nanopipetas

Apertura del depésito

23. Apertura de los accesos al canal a través
del polisilicio. Caso del depdsito

Una vez obtenidos los chips, habia que grabar el canal de la micro/nanopipeta.
Para ello, habia que acceder a la capa sacrificial que estaba recubierta por una capa
de polisilicio. Esto significaba que habia que abrir una ventana de acceso en la
membrana y/o en la punta de la micro/nanopipeta. En este apartado en concreto se
tratara la apertura de la cavidad de entrada. Se explicaran las dos aproximaciones
utilizadas. La primera consistiéo en introducir una gota de TMAH en la cavidad de
entrada del canal que se encontraba situada en la cara dorso, justo en la parte
opuesta a la membrana. La segunda aproximacién fue utilizar la posibilidad de

micromecanizar con FIB.

3.3.3.3.1 Grabado con TMAH

Apertura del depésito con TMAH

23a. Insertar gota de TMAH localmente
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Una de las aproximaciones para abrir el polisilicio en el depdsito consistié en
poner una gota de TMAH al 25% en la cavidad de entrada de la cara dorso de la
micro/nanopipeta. El TMAH es un reactivo utilizado habitualmente en
microelectrénica para atacar el silicio y aunque el ataque que realiza es anisotrépico,
en el caso concreto del polisilicio se puede considerar de manera aproximada que el
ataque es isotrdopico porque el polisilicio no tiene direcciones de ataque preferentes.
Como el TMAH ataca el polisilicio, el chip no podia ser sumergido totalmente en el
reactivo porque atacaria, por un lado, todo el polisilicio que recubria la capa de 6xido
que definia el cuerpo y la punta de la micro/nanopipeta y, por otro, el silicio de la

cara componentes.

Normalmente los ataques en TMAH se realizan sumergiendo la muestra en un
bafio caliente a 80°C. En nuestro caso, el TMAH se calentd hasta alcanzar esta
temperatura, pero no se podia introducir el dispositivo en el bafio porque, como se
ha comentado con anterioridad, habia zonas que no queriamos que fueran atacadas.
Existia la posibilidad de poner cera de proteccidn por la cara que no se queria atacar.
Solucion no aplicable en estas muestras debido a los problemas encontrados en la
etapa del serrado, donde ya se ha explicado la dificultad que hubo para eliminar la
resina de proteccidn. A pesar de no ser exactamente la misma resina, para eliminar
también se utilizan disolventes y la experiencia previa adquirida en el CNM para

eliminar este tipo de cera aconsejaban no ponerla.

Todos estos motivos hicieron adoptar otro tipo de estrategias. La primera
consistié en depositar una gota del reactivo en el agujero de la cavidad de entrada.
Para intentar controlar la temperatura del ataque, se deposité una gota en la cavidad
de entrada y se colocd el chip sobre una placa calefactora a 80°C. Pasados unos
minutos, se quitd la muestra y se inspecciond con el microscopio dptico. Se observo
que la cantidad de reactivo en la cavidad era tan pequefia que se habia evaporado el
agua, aumentando la concentracion de TMAH.

Se habia formado una sustancia que impedia ver si se habia producido el
ataque, como se muestra en la Figura 3.16. Se intentd limpiar la cavidad
sumergiendo el chip en agua, pero no quedaba bien limpia. Esta sustancia que se
habia formado impedia el paso de liquidos dentro del canal. La segunda consistié en
depositar una gota de TMAH calentado a 80°C dentro de la cavidad de entrada, pero
sin colocar el chip sobre una placa calefactora. El inconveniente de hacerlo de esta

manera es que no se podia controlar la temperatura de ataque del TMAH.
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Se inspecciond la muestra en un microscopio 6ptico durante el proceso, pero la
gota se enfriaba y no atacaba. Se comprobd que este método no era adecuado y por
lo tanto no podia ser utilizado. No se podian controlar las condiciones del ataque ni

se podia ver si se habia alcanzado el 6xido.

(a) (b)

Figura 3.16: Imagenes tomadas con un microscopio dptico de la sustancia formada en la cavidad de entrada
con un objetivo (a) 10x y (b) 20x aumentos.

3.3.3.3.2 Micro/nanomecanizaciéon con FIB

Apertura del depésito con FIB

23b. Focused Ion Beam (FIB)

Como con los ataques en TMAH no se habian podido abrir ventanas en la capa
de polisilicio, se propuso hacer la apertura con la ayuda de un Focused Ion Beam
(FIB). ElI FIB es una técnica relativamente nueva utilizada en el campo de las
ciencias de los materiales y semiconductores para realizar ataques, mecanizaciones y

deposiciones focalizadas y controladas [9-11].

Ultimamente muchos autores se han servido de esta técnica para
micromecanizar superficies en MEMS [12-14]. El FIB utiliza un haz de iones de Galio
(aproximadamente de unos 10 nm de didametro) que se puede enfocar sobre la

superficie de la muestra y se puede mover sobre un area seleccionada.
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Se puede escoger entre una apertura mas grande del haz o aumentar la
intensidad para poder optimizar la relacidon entre la precision necesaria para el
ataque y la duracidon del mismo en el momento de realizar la micromecanizacion.
Estos equipos incorporan también plataformas 3D que permiten mecanizar el chip
desde diferentes orientaciones. La elevada movilidad de la plataforma facilita el
acceso del haz a zonas practicamente inaccesibles como las cavidades de entrada.
Ademas no se requiere del uso de mascara de proteccidén, ni ninguna mascara
adicional porque se pueden definir al momento las configuraciones a grabar. Anadir
que la posibilidad de combinar el haz de iones con la obtencién de imagenes de
elevada resolucion gracias al haz de electrones. (Scanning Electrén Microscope,
SEM). Estas caracteristicas presentaban el FIB como una buena alternativa al
grabado en TMAH para abrir las cavidades de entrada.

La elevada versatilidad del FIB permiti6 obtener ventanas extremadamente
pequenas y muy bien definidas. Las perforaciones en la capa de polisilicio de las
micro/nanopipetas se realizaron en dos equipos diferentes. En un trabajo previo, las
muestras habian sido llevadas al Centre Pluridisciplinaire de Microscopie Electronique
et de Microanalyse (CP2M) en Marsella donde se utilizd un FIB 200TEM (FEI
Company, The Nerthelands). Los iones de Galio fueron acelerados a una energia de

30 keV. Se consiguieron ventanas con dimensiones de 30 x 20 um?, ver Figura 3.17.

Figura 3.17: Imagenes de una membrana (a) antes y (b) después de la apertura de la cavidad de entrada
realizada con el FIB 200TEM.
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Por el contrario, para el trabajo presentado en esta memoria, las muestras se
llevaron al Parque Cientifico de Barcelona donde se utiliz6 un equipo de haz dual
Strata 235 FIB (FEI Company, The Nerthelands). Para el mecanizado, los iones de
Galio se aceleraron a una energia de 30 keV. El haz de electrones se utilizéd para
caracterizar la muestra antes y después del ataque. La intensidad del haz utilizado
para perforar la cavidad de entrada hasta llegar a la capa de déxido de silicio fue de

7000 pA, de esta manera se consiguié disminuir el tiempo de mecanizacion.

Para evitar la perforacion del canal cuya consecuencia seria la obtencién de
canales no sellados, se debia poner especial cuidado en no perforar el cuerpo de la
micro/nanopipeta definido por la capa de éxido sacrificial. Para detectar el punto final
del ataque, se utilizd el sistema de deteccion instalado en la cdmara del FIB que
monitorizaba los electrones secundarios emitidos durante el fresado de la muestra.
La sefial osciloscdpica emitida por los electrones secundarios es indicativa de la
conductividad de la muestra, por lo tanto podria ser utilizada para detectar el punto
final de la perforacién al producirse un cambio al pasar de material conductivo

(polisilicio) a menos conductivo (6xido de silicio).

Para acceder a la cavidad de entrada habia que poner la superficie de las
micro/nanopipetas en contacto con el portamuestras porque la cavidad de entrada
estaba en la cara dorso. Como las puntas de las muestras eran fragiles, para evitar
que tocaran el portamuestras, los dispositivos se colocaron de lado, de esta manera

se evitaba que se rompieran.

Se obtuvieron ventanas con dimensiones minimas de 10 x 10 um?. También se
intentaron hacer diferentes disefios, como por ejemplo agujeros pequefios pensando
en utilizar-los como filtros o en forma de marco en lugar de agujeros, ver Figura
3.18.
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(a) (b)

- Y

Polisilicio

Paolisilicio

Figura 3.18: Imagenes de la apertura del depdsito con el equipo Strata 235 FIB en forma de agujeros tipo
filtro (a) y marco (b).

La utilizacion del FIB para abrir las ventanas en el polisilicio permitié obtener
ventanas en la cavidad de entrada del orden de las 10 um muy bien definidas.
Ademas se consiguieron abrir algunas cavidades con filtro incorporado. Esta resultd
ser una buena alternativa al ataque en TMAH porque se podia controlar
perfectamente la abertura en la capa de polisilicio. Ademas era posible jugar con las
formas y las medidas de las entradas realizadas en la cavidad de entrada,

obteniendo aperturas con uno o mas agujeros.

Los inconvenientes de esta técnica fueron su elevado precio y el tiempo del
proceso debido a que las muestras eran procesadas de una en una. Existen equipos
comerciales que ofrecen la posibilidad de introducir varias obleas enteras y aunque el
ataque de los dispositivos se realizaria de manera individual porque sélo hay un haz
de iones que puede ser dirigido a cualquier punto de la oblea, aparece la posibilidad

de programar los mecanizados a realizar en FIB.

El trabajo realizado para la obtencion de la apertura de la cavidad de entrada
mostré que podia ser una etapa prescindible en futuros disefios evitando la
deposicion de polisilicio en la cavidad de entrada al canal de la micro/nanopipeta.
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3.3.3.4 Apertura de la punta de las micro/nanopipetas

Apertura de la punta

24. Apertura de los accesos al canal a través del
polisilicio. Caso de la punta.

Como se ha comentado en el apartado anterior, para acceder a la capa de 6xido
de silicio sacrificial, habia que abrir una ventana en la membrana y/o en la punta de
la micro/nanopipeta. En este punto se explicara la obertura de la punta. Esta
ventana no sdlo servira de entrada para poder atacar la capa de 6xido de silicio, si
no que también sera el orificio de entrada o salida cuando se utilice la pipeta para

aspirar o dispensar liquidos respectivamente.

3.3.3.4.1 Ruptura controlada

Ruptura controlada de la punta

24a. Ruptura Controlada |

Se buscaba un método barato, rapido, sin pasos tecnoldgicos adicionales para
conseguir la apertura de la punta, definir el orificio de salida y tener acceso a la capa
sacrificial de 6xido de silicio. Esta aproximacion consistidé en disefar algunas
micro/nanopipetas con unas puntas especiales para que se produjera su ruptura de
manera controlada. Durante la etapa del serrado las obleas, se colocaron sobre el
blue-tape en una pandereta. Una vez serrada la oblea, el blue-tape se estiré con la
ayuda del expansor para separar los chips serrados y poder de esta manera
extraerlos uno a uno con facilidad. Estas puntas de las micro/nanopipetas fueron
disefiadas para romperse de manera controlada en esta etapa del proceso, en el
momento en el que se producia el estirado del blue-tape.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

Estas micro/nanopipetas solamente diferian en la geometria, se habia afadido
una base para que al estirar el blue-tape después del serrado se produjera la
apertura de la punta. Se realizaron dos disefios diferentes, el disefio A (Figura 3.19a)
corresponde a las micro/nanopipetas pwl0 y el disefio B (Figura 3.19b) que
corresponde a las micro/nanopipetas p2w10. Las puntas en voladizo se encontraban
unidas a unas estructuras o bases. La parte de la base unida a la punta se
encontraba en voladizo, mientras que el otro extremo de la misma se encontraba
anclado sobre la superficie de silicio que quedaba justo delante del chip. Las
imagenes de la Figura 3.19 muestran unas flechas que indican el movimiento
producido al estirar el blue-tape en el expansor que inducird la ruptura de manera
controlada de la punta al estirar la base y la punta en sentidos opuestos. Este
proceso no necesitd el empleo de ninguna mascara adicional, tampoco necesité un
proceso tecnoldgico diferente porque estas bases quedaban definidas al estructurar
la capa sacrificial de 6xido de silicio y se recubrian de polisilicio al depositar la capa

estructural.

(a) (b)

R R E = N

Sllicia

Figura 3.19: Ejemplos de puntas disefiadas para abrirse al estirar el blue-tape después del serrado de la
oblea, (a) disefio A y (b) disefio B. Las flechas indican el movimiento producido al estirar el blue-tape
que induciria la ruptura de la punta.

Se realizaron simulaciones FEM (Finite Element Modelling) para poder conocer el
punto maximo de concentracion de esfuerzos mecanicos en las estructura de ruptura
controlada. La proyeccién de todos los esfuerzos mecanicos a lo largo de los ejes x,
Yy, z se conoce con el nombre de esfuerzos de Von Misses. En el caso de las
micro/nanopipetas, el punto de maxima concentracion de estreses indicaria la

posicién por donde empezaria la fractura de la punta.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

Estas simulaciones fueron mecanicas y estaticas. Debido al poco espesor que
presentaban las micro/nanopipetas (1.5 um), las simulaciones podian ser
simplificadas aproximando a elementos casi 2D. Las condiciones de contorno
consistieron en considerar el extremo de la parte anclada de la base como fija y
aplicar una fuerza en el otro extremo de la micro/nanopipeta. Fijando esta zona, se
simularon desplazamientos en el plano de la oblea simulando el movimiento que
realizarian los chips de las micro/nanopipetas durante el proceso de estirar el blue-
tape con el expansor después de serrar la oblea. La representacién de estrés de Von
Misses sefialé el punto donde se produciria el maximo de la concentracién de
esfuerzos mecanicos al que se someten las diferentes partes de una estructura. Para
los dispositivos presentados en esta memoria, el maximo de esta magnitud se

producia en el punto marcado y ampliado en la Figura 3.20 y Figura 3.21.

La Figura 3.20 muestra la representacion de estrés de Von Misses para las
micro/nanopipetas del disefio A. Se muestran los resultados obtenidos para
desplazamientos de referencia de +1 nm simulados en el eje x (Figura 3.20ay c) y
en el eje y (Figura 3.20e y g). Se ha ampliado el punto donde se producia la maxima
concentracion de estrés para cada movimiento y se muestra en las Figura 3.20b, d, f
y h. de donde se podia concluir que la fractura de las estructuras empezaria en ese

punto.

(a)

vAl ¢
¥ bl p

—_ —_— = —_

(e)

Figura 3.20: Distribucion de la concentracion de esfuerzos mecanicos de von Misses para el disefio A, (a-d)
movimiento en el eje x, (e-h) movimiento en el eje y. En las ampliaciones se puede observar el
punto donde se encuentra el valor maximo que corresponde al punto por donde iniciara la ruptura las
estructuras al producir dicho movimiento.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

La Figura 3.21 muestra en este caso la representacion de estrés de Von Misses
para el disefio B. Se muestran, al igual que en el caso anterior, los resultados
obtenidos para desplazamientos de referencia de +1 nm simulados en el eje x (Figura
3.21a/c) y en el eje y (Figura 3.21e/g). También se ha ampliado la zona donde se
encontré el punto de maxima concentracién de esfuerzos mecanicos para cada
movimiento y se muestra en las Figura 3.21b, d, f y h. de donde se podia concluir

que la fractura de las estructuras empezaria en ese punto.

(a) (c)

(e)

Figura 3.21: Distribucion de la concentracion de esfuerzos mecanicos de von Misses para el disefio B, (a-d)
movimiento en el eje x, (e-h) movimiento en el eje y. En las ampliaciones se puede observar el punto
donde se encuentra el valor de maxima concentracion.

Tras serrar la oblea y estirar la oblea en el blue-tape con el expansor, los
resultados experimentales coincidieron con los resultados de estas simulaciones. Las
micro/nanopipetas se rompian en el punto donde se habia producido el maximo de la
concentracion de esfuerzos mecanicos como se puede observar en las imagenes

oOpticas de la Figura 3.22.
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(c) DISENO B

(b)

Figura 3.22: Imagenes de las micro/nanopipetas con puntas definidas para ruptura controlada en un punto
después del proceso del serrado y estirado del blue-tape para (a-b) disefio A y (c) disefio B.

Para poder calcular el porcentaje de puntas que se rompian por el punto
predeterminado al estirar el blue-tape después de la etapa del serrado, se
inspecciond la oblea antes y después de serrarla y estirarla. Algunas puntas se
rompian durante el proceso de fabricacion dentro de Sala Blanca debido a la
aparicion de esfuerzos mecanicos en la zona de la capa de 6xido de silicio donde
empezaba la punta en voladizo. La Figura 3.23 intenta mostrar en un dibujo
esquematico donde se produce la concentracion de esfuerzos mecanicos sobre una
capa de oxido de silicio estructurada en voladizo. Se puede observar como aparece
en el punto de unién con la base en silicio y que esta concentracion es mayor a

mayor anchura de la capa en voladizo.

) Oxido de silicio

Concentracidn
esfuerzos mecanicos

Maxima concentracidi
esfuerzos mecanicos

Figura 3.23: Dibujo esquematico donde se han sefialado la concentracion de esfuerzos mecanicos en una
capa de dxido de silicio en voladizo.

El porcentaje de puntas abiertas con éxito obtenido con las micro/nanopipetas
disefladas para la ruptura de la punta de manera controlada se muestra en las

siguientes tablas.
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3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

La presentacién de los resultados se ha dividido segun el modelo disefiado. El
rendimiento obtenido de chips al finalizar el proceso de fabricacion dentro de la Sala
Blanca fue del 93,22%. Por este motivo, el porcentaje mostrado en la Tabla 3.V esta
calculado respecto el nimero de micro/nanopipetas con la punta entera antes de la
etapa del serrado de la oblea, es decir, no se contabilizaron las micro/nanopipetas
que no llegaban enteras a la etapa de serrado.

Se puede observar en los resultados mostrados en la Tabla 3.V que el
porcentaje de rendimiento obtenido para la ruptura de las micro/nanopipetas tipo
plwl0, p2wl0 y p3w10, las que pertenecen al grupo de puntas individuales, es
elevado. El disefio A simulado corresponde con las micro/nanopipetas tipo piw10 vy
el disefo B a las tipo p2w10. Se comprobd que la rotura de la punta se producia en
el mismo punto donde habia salido el maximo de la concentracion de esfuerzos de

von Misses.

El disefio de las micro/nanopipetas tipo p3w10 tenian el punto de unidon de la
punta con la base diferente a las del tipo p2w10, este hecho hizo aumentar el

rendimiento, se obtuvieron mas puntas abiertas correctamente.

Tabla 3.V: Porcentaje de las micro/nanopipetas con puntas rectas individuales definidas para ruptura
controlada después del proceso de serrar y estirar la oblea.

Nombre Dibujo Punta Rendimiento

plw10 e 100%
p2w10 T 73,33%
p3w10 —— 100%
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De las del tipo p1w10 comentar también que se observo que eran las de disefio
individual que mas se rompian antes de acabar el proceso dentro de la Sala Blanca.
Esto era debido a que una parte del brazo de la micro/nanopipeta estaba en voladizo
y como se ha mostrado en la Figura 3.23 se produce una mayor concentracion de
esfuerzos mecanicos haciendo que la capa de O6xido de silicio se estresara,
apareciesen grietas en el punto de anclaje de la capa de dxido al silicio, es decir, en
el punto donde empezaba el voladizo, y que, finalmente, se produjera la ruptura, tal
y como se muestra en la Figura 3.24 (a). En esta figura se puede observar también
como aparecen grietas en la base debido a los esfuerzos mecanicos que sufre la capa
de 6xido de silicio, pero el dispositivo se rompia antes por el brazo. Se puede
comprobar como las fisuras de la base son mayores debida a la mayor concentracién
de esfuerzos mecanicos, pero se produce la fractura del brazo porque es una

estructura menos robusta que la base.

(a) (b)
FI5uri|| v
brazo s

o 0 0O O 8

Figura 3.24: Imagen de (a) una base y una punta de una micro/nanopipeta del tipo p1w10 donde empiezan
a aparecer grietas y (b) ejemplo de una micro/nanopipeta con todo el brazo sobre la superficie de
silicio

Para evitar la aparicion de grietas en el brazo de la micro/nanopipeta se
comprob6 que era mejor que todo el brazo estuviera sobre la superficie de silicio y
que solo la punta estrecha de la micro/nanopipeta estuviera en el aire, como se
puede comprobar en la Figura 3.24 (b). De esta manera los esfuerzos mecanicos

eran muy pequefios y no se producen grietas.
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Para las micro/nanopipetas en forma de anilla (p4w10) no se pudo hacer el
recuento como muestra la Tabla 3.VI. La anilla disefiada para estirar de ella y de
esta manera abrir la punta, habia desaparecido antes de finalizar el proceso de
fabricacion dentro de Sala Blanca. Esto fue debido al tipo de diseno que tenia la
punta en voladizo y su longitud era mucho mas larga que la del resto de disefios con
punta en voladizo. Otros disefios que también tenian puntas de gran longitud las
tenian ancladas al silicio por dos puntos, el primero situado debajo del brazo y el
segundo situado en la base, pero la anilla no estaba anclada sobre superficie de
silicio. Igualmente, la mayoria de las micro/nanopipetas de este tipo conservaron el
voladizo que quedd recubierto de polisilicio porque la anilla se habia perdido antes de

la etapa de deposicion de la capa estructural.

Tabla 3.VI: Porcentaje de las micro/nanopipetas con puntas tipo anilla definidas, la ausencia
de datos en el disefio se explica en el texto.

Nombre Dibujo Punta Rendimiento

p4w10

Los resultados obtenidos para las micro/nanopipetas multipuntas del tipo p5w10
y pé6w10, aunque el diseifo de rotura se basaba en la de ruptura controlada simple,
se comprobd que el porcentaje de apertura correcta de la punta era méas elevado
para las del tipo p6w10. Esto fue debido a la Unica diferencia que habia en el disefio
que era la base. Las micro/nanopipetas del tipo p5w10 tenian la base mas amplia y
la parte en voladizo de la base era mucho mayor que la parte anclada sobre
superficie de silicio. Esto hecho hacia que aparecieran grietas en el trozo de base que

se encontraba en voladizo y que finalmente se produjera la ruptura por este punto.
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Tabla 3.VII: Porcentaje de las micro/nanopipetas con multipuntas definidas para ruptura
controlada después del proceso de serrar y estirar la oblea.

Nombre Dibujo Punta Rendimiento

p5w10 21,43%
p6w10 100%
p7w10 0,0%"

*Porcentaje calculado contabilizando el chip entero. Las puntas estrechas estaban abiertas
correctamente, el resto de puntas del chip estaban rotas.

Este caso se muestra en la Figura 3.25a, donde una micro/nanopipeta tipo

p5w10 se ha roto por la base, al contrario de lo que pasaba con las del tipo p6w10

que se abrian correctamente (Figura 3.25b) porque tenian la base mas estrecha y

con mas superficie anclada sobre el silicio, esto hacia que sufriera menos estrés.

(a)

Figura 3.25: Imagenes de las micro/nanopipetas con multipuntas (a) tipo p5w10 que al tener la base mas
grande se rompia y (b) tipo péw10 que al tener la base mas pequefia se producia la apertura

correcta en la punta de las micro/nanopipetas.
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En el caso de las micro/nanopipetas multipuntas tipo p7wl0 aunque se
consideré un porcentaje del 0,0% porque no se encontrd ningun chip donde todas
las puntas se abrieran correctamente. Inspeccionando estos chips con el microscopio
Optico, se observd que si se habian abierto correctamente las puntas estrechas. Las
puntas que no tenian estructura y por lo tanto eran mas anchas, se rompian por la
parte del brazo donde empezaba el voladizo, como se muestra en la Figura 3.26.
Este era un disefio bastante diferente y la concentracién de esfuerzos se producia en
la parte anclada del brazo de la micro/nanopipeta, en la unién con el silicio, y se

rompian todas por este punto.

Esta aparicion de esfuerzos mecanicos se habia empezado a detectar en la capa
de éxido de silicio de los disefios de puntas individuales de las micro/nanopipetas
que tenian una parte del brazo fuera de la estructura del chip. Al principio se habia
observado la aparicién de grietas que daban como resultado la ruptura del voladizo

por la zona donde se habia agrietado.

Figura 3.26: Imagen de la micro/nanopipeta multipuntas tipo p7w10 donde las puntas mas estrechas se
han roto correctamente.
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3.3.3.4.2 Micro/nanomecanizacion con FIB

Apertura de la punta mediante FIB

24b. Focused Ion Beam

Como se ha explicado con anterioridad en el apartado 3.3.3.3.2

Micro/nanomecanizacion con FIB la utilizacion de este equipo permitié abrir ventanas
de pequefias dimensiones y muy bien definidas en la capa polisilicio de la cavidad
entrada. En el caso de las puntas ademas de conseguir la apertura de la capa de
polisilicio, también se podrian definir geometrias dificiles. Para realizar las aperturas
en las punta se utilizaron los mismos equipos usados para atacar el polisilicio del
depdsito, el FIB 200TEM (FEI Company, The Nerthelands) del CP2M vy el de haz dual
Strata 235 FIB (FEI Company, The Nerthelands) del PCB. Como en el caso de la
apertura de la cavidad de entrada, en el FIB 200TEM se obtuvieron los resultados
preliminares de un trabajo anterior que demostraban la posibilidad de abrir ventanas
en la capa de polisilicio de la punta de la micro/nanopipeta con esta técnica. La
intensidad del haz utilizado fue de 30 kV, la misma que se utilizd6 para abrir las
ventanas en la cavidad de entrada. Se obtuvieron ventanas con unas dimensiones
por debajo de 1 x 1 um?, a la imagen (a) de la Figura 3.27 se puede observar una
vista frontal de una punta antes de ser abierta con el FIB. En la imagen (b) de la
misma figura se observa esta misma punta después de abrir una ventana de 1 x 1

um? (enmarcada en un recuadro blanco) con el FIB.

(a) (b)

Figura 3.27: Vista frontal de una punta de micro/nanopipeta, (a) antes y (b) después de la apertura de la
punta mediante nanomecanizacién con un FIB 200TEM
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En el caso del equipo Strata 235 FIB, la intensidad del haz fue menos elevada
que la utilizada para la apertura de la cavidad de entrada, sélo se llego a 3000 pA.
Se disminuyd la intensidad para que el micromecanizado del polisilicio fuera mas
lento y se obtuvieran puntas pulidas. Al disminuir la intensidad del haz, el tiempo del
proceso de mecanizado aumenté a 2-3 minutos por muestra. De esta manera se
logré tener un mayor control del ataque. Las muestras se colocaron en dos
posiciones diferentes, las primeras en horizontal (cara dorso en contacto con el
portamuestras) y las otras de lado (como en la apertura de la cavidad de entrada).
Como el cuerpo de la micro/nanopipeta estaba en la cara componentes se pudo
poner la muestra en posicidon horizontal para realizar el ataque. Esta tecnologia
permitio cortar puntas con diferentes disefios dependiendo de la aplicacion posterior
para la que fueran utilizadas. Se realizaron diferentes tipos de corte, desde incisiones
simples para conseguir el acceso a la capa de 6xido sacrificial (Figura 3.28b) hasta
puntas biseladas en diferentes angulos (Figura 3.28c y d) que podrian ser utilizadas
para inyectar farmacos.

(a) (b)

Figura 3.28: Imagenes SEM de (a) una punta recta antes y después de micromecanizarla como (b) corte
simple, (c)-(d) biseladas en diferente angulo.
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Para las puntas multiples también se realizaron diferentes disefios. La Figura
3.29 muestra imagenes FIB de una punta multiple en 4 puntas biselada, la figura (a)
muestra cuatro puntas rectangulares antes de la apertura con el FIB y la (b) nos
ensefa la forma biselada obtenida con el FIB. La imagen SEM mostrada en la Figura
3.29c muestra el corte realizado en esta punta multiple para acceder a la capa
sacrificial de éxido de silicio.

(a) (b)

Figura 3.29: Imagenes FIB de una punta multiple-4 (a) antes de la micromecanizacién en FIB y (b) una vez
biseladas con el Strata 235 FIB. (c) Imagen SEM de una punta multiple-4 abierta para tener acceso a
la capa sacrificial.

La Figura 3.30 muestra las micromecanizaciones realizadas en FIB de una punta
multiple en 3 puntas, en este caso se realizd un doble biselado a cada punta para
obtener de esta manera una punta mas afilada. La imagen de la Figura 3.30a
muestra la punta antes de la micromecanizacién y en la Figura 3.30b se muestra el
aspecto de la punta después del trabajo en el FIB. Se realizé un doble biselado para

obtener una punta mas afilada.

Figura 3.30: Imagen de la parte final de una micro/nanopipeta acabada en 4 puntas antes (a) y después
(b) de la apertura con el equipo Strata 235 FIB en doble bisel.
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Otros disefios diferentes realizados se muestran en las imagenes SEM de la
Figura 3.31. Partiendo de una punta triangular (Figura 3.31a) se micromecanizaron
varias formas, desde el corte mas sencillo, plano, realizado Unicamente para tener
acceso a la capa sacrificial de éxido (Figura 3.31b) hasta las mas complicadas, como
puntas cdéncavas (Figura 3.31c) que podrian ser utilizadas con esta forma para
manipular células en suspension o puntas peine (Figura 3.31d) para dispensar en

diferentes puntos un fluido en una Unica inyeccion.

(a) (b)

Figura 3.31: Imagenes de una punta en forma de tridngulo (a) antes y después de la apertura con el equipo
Strata 235 FIB con forma (b) plana, (c) cdncava y (d) peine.
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3.3.3.5 Grabado de la capa sacrificial de 6xido de silicio para la
obtencién del microcanal

Definicion del microcanal

25. Grabado de la capa estructural de 6xido PSG en
HF (49%)

Una vez abiertas las ventanas en la capa de polisilicio de la cavidad de entrada y

de la punta, la capa sacrificial de 6xido de silicio era accesible y se podia atacar para
definir el canal de la micro/nanopipeta. Al realizar el ataque en hdmedo, en el
momento en el que se secara la muestra después del grabado, podria producirse el

fendmeno conocido como sticking.

Este problema se da en tecnologias de mecanizacion superficial entre superficies
a corta distancia y flexibles. Estas superficies se pueden doblar, entrar en contacto y
quedar pegadas entre si mientras se secan. En nuestro caso, al vaciar el cuerpo de la
micro/nanopipeta, este fendémeno podia producirse entre la parte superior del
polisilicio y el sustrato de silicio. Algunos autores utilizan la formacién de monocapas
autoensambladas para evitar el sticking de las capas durante un proceso hiumedo
[15, 16]. Estos reactivos podrian contaminar las soluciones utilizadas dentro de un
sistema de microfluidica, interaccion no deseada para algunas aplicaciones. Para
evitar el sticking y el uso de reactivos quimicos, se construyeron puntos de anclaje a
lo largo de todo el canal. Se disefiaron en los dispositivos a fabricar unas columnas
de polisilicio dentro del canal que actuaron como puntos de anclaje para evitar que
este fendmeno se produjera. La mascara descrita en el apartado 3.3.2 Disefio de las

mascaras incluia los motivos de estos puntos de anclaje.

Estos puntos fueron transferidos a la capa sacrificial de 6xido de silicio en la
etapa de fotolito FOTO-FCD (Etapa 6 del proceso de fabricacion explicado en el
apartado 3.3.3 Proceso de fabricacion). Con el posterior grabado PGIOXGUI (Etapa
8) se fabricaron unos pozos en la zona de la capa sacrificial donde se habian definido
los puntos de anclaje. Estos pozos fueron recubiertos por una capa de 1.5 um de
polisilicio durante la etapa DPOL-ING (Etapa 20). Estas estructuras se muestran en

el microcanal descubierto de la imagen SEM de la Figura 3.32.
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El 6xido de silicio PSG se grabd posteriormente con acido fluorhidrico dejando el
canal hueco por dentro y con forma de boveda debido a las estructuras fabricadas.
Se construyeron 226 puntos de anclaje con un didmetro de 8 um y separados entre
ellos una distancia de 16 um. Las medidas de estas columnas y la separacion entre
ellas se calcularon en base a la experiencia en micromecanizacion superficial
adquirida en trabajos previos en el CNM [17-19]. Aunque este proceso se habia
probado para grabar capas sacrificiales, para las micro/nanopipetas evitaria el
sticking dentro de un microcanal por un lado durante el proceso de grabado de la
capa sacrificial y por otro cada vez que los microcanales se llenen y se vacien de
liguido.

Puntos
"> anclaje

I's

N

Figura 3.32: Imagen SEM del microcanal de una micro/nanopipeta con la capa de polisilicio abierta por el
brazo.

El acido fluorhidrico al 49% fue escogido como reactivo para atacar la capa de
o0xido de silicio debido a su elevada velocidad de ataque (indicada para ataques
laterales largos). El control de la distancia atacada no es tan uniforme si se compara
con otros reactivos, utilizados en microelectrénica, para atacar capas de 6xido de
silicio como el SiOEtch (compuesto por una mezcla de fluoruro de amonio y acido
fluorhidrico), pero en nuestro caso no era importante porque se podian sobreatacar
los dispositivos, este acido no ataca al silicio ni al polisilicio. Interesaba mas un
ataque rapido que uno homogéneo. En la Tabla 3.VIII se muestran diferentes valores
de velocidad de ataque de dos tipos de grabadores (SiOEtch y HF 49%)
determinados en nuestro instituto para diferentes tipos de éxido. Dado que los

ataques laterales que habian de hacerse eran muy largos, >1 mm, se escogio el
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o0xido de silicio PSG mas dopado como capa sacrificial, por lo tanto, con mayor

velocidad de ataque y como grabador el HF 49%.

Tabla 3.VIII: Velocidades de ataque de diferentes grabadores determinadas en el IMB para diferentes tipos
de dxidos [8].

. Velocidad de ataque (pm/min)
Tipo de oxido de silicio

SiOEtch HF 49%
Térmico 0.07 1.35
Pyrox 0.12 2.50
PSG (3.75%) 0.24 >25"
PSG (7.5%) 0.45 >90"

*Debido a la elevada velocidad del grabador es dificil cuantificarla con precision.

Los valores mostrados en la Tabla 3.VIII son para ataques de una superficie de
o0xido de silicio totalmente expuesta al grabador. En cambio, en el caso de las
micro/nanopipetas, la superficie de 6xido de silicio seria de dificil acceso porque
estaba totalmente envuelta por el polisilicio. Es sabido que la deposicidn de polisilicio
produce una densificacion de la capa de 6xido de silicio que hace disminuir las
velocidades de ataque [8]. La Grafica 3.1 muestra el resultado de un estudio previo
realizado en el IMB-CNM para sobreataques laterales de 6xido de silicio PSG [8]. Se
puede observar como la velocidad media del grabado realizado a una capa de 6xido
de silicio PSG, situada debajo de una capa de polisilicio, disminuye drasticamente
cuando se alcanzan las 50 um de sobreataque lateral. Por todos estos motivos el
comportamiento del reactivo dentro del microcanal resultaba poco predecible y habia

que realizar un estudio para intentar comprenderlo.

118



3. Micro/nanopipetas: Primera generacion

i HF (49%)
‘e 10D —
LI
e ]
% 75 —
3 i
3 .
£ 50 —
1
~
BT T T T [T T T T
25 30 YE] 100
Distancia grabada (jum)

Grafica 3.1: Velocidad media del grabado del 6xido de silicio PSG 7.5% en funcidn del sobreataque lateral
para ataques con HF 49%. Velocidades determinadas con estructuras de test en el IMB-CNM [8].

Como se ha comentado con anterioridad, las velocidades de ataque lateral
dependen de las dimensiones de los canales a grabar. Por este motivo, se

caracteriz6 el ataque en nuestras estructuras.

Para realizar este estudio, las muestras fueron sumergidas en una solucion de
acido fluorhidrico 49% vy después se aclararon en agua. El tiempo de ataque
dependia de la muestra, de su forma, del grosor de la punta y de las aberturas
realizadas en la capa de polisilicio (en la cavidad de entrada, en la punta o en
ambos). Para una muestra con abertura en la cavidad de entrada del depésito y en
la punta, el tiempo de ataque era aproximadamente de dos horas y media. En
cambio, si la muestra estaba abierta solamente por la cavidad o por la punta, el
tiempo de ataque podia aumentar hasta llegar a las 7h. El tiempo de grabado era
mas del doble porque la velocidad de ataque disminuia debido a la falta de
renovacién de reactivo nuevo en el frente de grabado. El intercambio entre reactivo
nuevo y los subproductos de la reaccidon era cada vez mas lenta por problemas de
difusién, aumentaba la distancia entre el frente de reaccion y los orificios abiertos en

la capa de polisilicio.
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Uno de los problemas fue intentar seguir la evolucién del grabado, si se atacaba
la capa de 6xido de silicio o si se habia llegado al final del ataque, porque no se
podia ver a través de la capa de polisilicio con el microscopio optico. Finalmente
utilizando un microscopio de interferencias se consiguid ver como progresaba el
ataque. El microscopio de interferencias muestra maximos y minimos de diferentes
planos a la misma altura. De esta manera, cuando todavia quedaba capa de 6xido de
silicio debajo, el polisilicio se veia plano. Sucedia todo lo contrario cuando ya se
habia grabado la capa de 6xido, la ausencia de esta capa hacia que se doblara un
poco el polisilicio y aparecieran los contrastes. El grabado del canal de las muestras
se siguid con un microscopio de interferencias, donde se observé una clara diferencia
entre la zona atacada y la no atacada, tal y como se muestra en Figura 3.33. No se
observo dafio estructural en la capa de polisilicio que habia resistido las horas de

ataque en HF ni fendmeno de sticking.

Zana no
grabada

Figura 3.33: Imagen obtenida en un microscopio de interferencias de un fragmento del canal de una
micro/nanopipeta con una zona de la capa sacrificial de 6xido de silicio grabada y otra zona donde
debajo del polisilicio todavia se encuentra la capa de déxido.

3.3.3.5.1 Grabado en HF sin agitacion
Se disefiaron diferentes experimentos para estudiar la evolucion del grabado de
la capa sacrificial dentro del microcanal utilizando micro/nanopipetas con la apertura
de la capa de polisilicio realizada Unicamente en la punta. En el primero la muestra
se sumergio durante 10 min en HF 49%. Pasado este tiempo se extraia el chip, se
aclaraba en agua, se secaba, se inspeccionaba en un microscopio de interferencias y
se volvia a sumergir en HF durante 10 min mas. Este proceso se repitié hasta

alcanzar los 60 min.
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Para el segundo experimento se seleccionaron diferentes muestras con la misma
forma y dimensiones, se sumergieron en HF 49%, se sacaron del reactivo pasados
10, 20, 30 y 40 min, se aclararon en agua, se secaron, pero en este caso no se
volvieron a sumergir en HF después de inspeccionarlas en el microscopio de

interferencias.

La Grafica 3.2 muestra los resultados obtenidos para estos dos experimentos
realizados. En ella se han representado la distancia de la capa sacrificial grabada en
funciéon del tiempo. Se puede observar como para la muestra que se sacaba cada 10
min del reactivo y después se volvia a sumergir en HF esta distancia es cada vez
mas pequeia hasta practicamente pararse el grabado. Esto podria ser debido al aire
que entraba dentro del canal al sacar la muestra del liquido. Llegaria un momento

donde el HF no podria desplazar este aire para continuar con el grabado.
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Grafica 3.2: Representacion de la distancia de la capa de 6xido grabada lateralmente en HF 49% en funcion
del tiempo para una misma muestra sumergida en intervalos de 10 min y para muestras diferentes
extraidas del reactivo cada 10 min.

Se realizd un tercer experimento para estudiar en detalle el comportamiento del
grabado en los primeros 30 minutos. Este consisti6 en sumergir 7 muestras con la
misma forma y mismas dimensiones en HF. Se sacaron seis de estos chips cada 5
minutos hasta que se llegd a la media hora. El séptimo se saco al cabo de dos horas
para poder ver como se comportaba la reaccidén cerca del final del grabado de todo el

canal de 6xido de silicio.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Grafica 3.3 donde se ha
representado la distancia grabada del canal en funcion del tiempo. Se puede
observar en ella como el ataque no fue lineal en el tiempo. Cerca de la abertura de la
punta era mas rapido y a medida que el grabado se adentraba en el canal disminuia
la velocidad de ataque. El reactivo tendria acceso a la capa sacrificial Unicamente por
los orificios perforados en la capa estructural, por lo tanto sélo el frente de la
solucion estaria en contacto con la superficie y debido a problemas de renovaciéon de
reactivo, la velocidad del grabado disminuiria [20]. A medida que se fuera
produciendo el grabado, la distancia del frente de reaccién a las aperturas realizadas
en el polisilicio seria mayor y el intercambio de los subproductos de reacciéon por
reactivo nuevo seria mas lento como consecuencia de los problemas de difusién
[21]. Esta disminucion serd mas pronunciada en canales a grabar mas estrechos vy

largos.
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Grafica 3.3: Representacion de la distancia de 6xido de silicio grabada en HF 49% desde el orificio abierto
en el polisilicio de la punta en funcién del tiempo.

3.3.3.5.2 Grabado en HF con agitacién orbital
El experimento realizado con un chip que se sumergia en HF durante un tiempo,
se sacaba para inspeccionar la distancia en micras de 6xido de silicio que se habian
grabado y se volvia a sumergir en el acido nos podia ayudar a conocer que pasaba

durante el ataque de la capa sacrificial en una misma muestra.
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Por este motivo se intentd optimizar las condiciones del grabado y de esta
manera poder llegar a estudiar el ataque entero utilizando un Unico chip. Para
hacerlo se realizé6 un experimento utilizando agitaciéon. Como las micro/nanopipetas
tenian la punta en voladizo y eran fragiles no se podia utilizar ultrasonidos. En su
lugar se optd por un agitador orbital que proporciona una agitacion mas suave. El
resultado obtenido queda representado en la Grafica 3.4 donde puede observarse
que con la agitacion orbital el ataque no mejoraba la llegada de reactivo nuevo al

frente de reaccion.
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Grafica 3.4: Representacion de la distancia atacada de la capa de déxido de silicio en funcién del tiempo con
agitacion orbital y sin.

Aunque la capa de oOxido de silicio se habia atacado sin dificultad y se habia
podido verificar el ataque con un microscopio de interferencias. El hecho de
introducir las muestras una a una en el reactivo hacia que este método resultara
laborioso. Ademas, cuando se sumergia un chip habia que ir con cuidado para no

romper la punta que estaba al aire.

Por todo esto, esta etapa del grabado mejoraria si se hiciera a nivel de oblea,
antes de separar los chips. Este serd uno de los puntos a mejorar en el proceso de

fabricacién de la segunda generacion de micro/nanopipetas.
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En este punto las micro/nanopipetas estaban fabricadas y preparadas para su
caracterizacién, intentar conectarlas a algun equipo, introducir gas y/o liquido y
comprobar que el canal habia quedado abierto. La Figura 3.34 muestra imagenes
SEM de un chip serrado con dimensiones 952x3290 pm? con una micro/nanopipeta
totalmente fabricada. Sus medidas hacen que el chip se pueda acoplar facilmente a
un AFM. Sobre la imagen de la cara componentes del chip (Figura 3.34a) se han
detallado los elementos que componen la micro/nanopipeta. El depdsito y el brazo
fabricados sobre el chip de silicio y la punta totalmente liberada en voladizo. La
imagen de la cara dorso de la Figura 3.34b muestra la cavidad de entrada al

microcanal.

- Cawidad antrada

Figura 3.34: Imagen SEM de un chip serrado con una micropipeta una vez finalizado el proceso de
fabricacion, (a) cara componentes y (b) cara dorso.

3.3.4 Conexionado fluidico hibrido de micro a macro

Una vez acabado el proceso de fabricacion habia que realizar diferentes pruebas
para realizar una caracterizacion preliminar del canal de la micro/nanopipeta. El
conexionado de los dispositivos muchas veces se vuelve un problema en
microfluidica porque implica pasar de dimensiones macro a micro [22, 23]. Los tubos
de salida de los equipo suelen tener dimensién minimas de 1 o0 2 mm mientras que
la entrada al canal de la micro/nanopipeta tiene unas dimensiones de 500 um en la

superficie.
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3.3.4.1 Conexion de los chips con tubos de teflon

Para realizar las conexiones se disponia de una variedad de tubos a utilizar.
Para seleccionar el mas adecuado, se realizaron una serie de pruebas centrando
especial interés en observar como quedaba la superficie después de cortar el tubo
con unas tijeras o con un cutter o si las paredes del tubo quedaban manchadas al
pasar la tinta por ellos. Si la superficie del corte quedaba irregular o se deformada
dificultaria el conexionado al chip, si el tubo quedaba manchado dificultaria el
proceso de inspeccion. La Tabla 3.IX muestra los resultados obtenidos para los tipos
de tubo de los que se disponia en el IMB-CNM.,

Tabla 3.IX: Resultado del estudio realizado con diferentes tubos de conexién dependiendo

del material en el que estaban fabricados, el didmetro externo (@ext ), el diametro
interno (@int), el tipo de corte realizado y las pruebas con liquido.

Corte
Material Bext (MM)  Bip (Mm) Tinta
Tijeras  Cutter

Teflén 1.6 0.8 v No mancha
Teflon 1.6 0.5 v No mancha
Teflén 1.6 <0.1 v No mancha
Nylon 1.3 1 v ~ Mancha
Zrzltkr)gcruzado 3 ' Y ~ Mancha
Poliimida 0.96 0.91 v ~ No mancha

Se escogieron los tubos de teflén con didmetro externo de 1.6 mm y didmetros
internos de 0.5 mm y 0.8 mm porque por dimensiones eran mas facil de alinear con
la cavidad de entrada del depodsito. El tubo de teflon se enganchd con loctite,
adhesivo de secado rapido, sobre la superficie de la cavidad de entrada del chip
situada en la cara dorso, se dejé secar y se aplicé araldite, adhesivo epoxy de dos
fases, para sellar completamente la conexion. El resultado final se puede observar en
la Figura 3.35 donde se muestra un chip conectado a un tubo de tefléon y un dibujo

esquematico para una mejor compresion.
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(a)

Figura 3.35: (a) Imagen de un chip pegado a un tubo de teflén con loctite y araldite y (b) dibujo
del chip enganchado al tubo de tefldn.

Las primeras pruebas se realizaron con Nitrégeno, pero al no conseguir que el
gas entrara en el canal de la micropipeta, se optd por escoger un gas de menor
tamafio molecular y mayor constante de difusion como es el Helio. Pero el resultado
gue se obtuvo fue el mismo, aparicion de fugas porque no se habia sellado bien la
unién entre el tubo y el chip o la obturacion de la cavidad de entrada al canal de la

micro/nanopipeta porque entraba adhesivo en su interior.

También anadir que la inspeccidon de los dispositivos una vez realizada la
conexion en un microscopio Optico era dificultosa porque el chip no quedaba
completamente plano cosa que dificultaba su enfoque, afiadir que no se podia
inspeccionar la micro/nanopipeta con demasiados aumentos porque el tubo de tefléon

chocaba con el objetivo de mayor aumento.

3.3.4.2 Conexion de los chips con dispositivos de LTCC

Las pruebas realizadas con los chips conectados directamente a los tubos
mostrd la necesidad de fabricar una estructura meso, es decir, de escala intermedia
para realizar la conexion entre el mundo macro de los equipos y el mundo micro de
los chips. Es por ello que se disefiaron unos dispositivos fabricados con ceramicas
verdes para facilitar la conexién entre los tubos de teflén y los chips de silicio. Las
Low Temperature Cofired Ceramic (LTCC) son unas ceramicas verdes que se utilizan
como alternativa a la fabricacion en silicio. Su estructura en laminas permite fabricar
dispositivos microfluidicos de manera sencilla y se pueden utilizar para aplicaciones

médicas, bioldgicas y/o ambientales [24].
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Los dispositivos de LTCC ofrecian la posibilidad de realizar unos orificios de
entrada mas grandes para conectar con facilidad los tubos de teflén y unos orificios
de salida mas pequefios que conectaran la cavidad de entrada de las
micro/nanopipetas. Estos dispositivos fueron fabricados con la colaboracién del
Grupo de Sensores y Biosensores de la UAB. En la Figura 3.36 se puede observar
una seccion transversal del dispositivo conectado (a) y los dibujos utilizados como
mascara para definir los canales y los orificios de entrada y salida en el LTCC (b).
Cada rectangulo de la Figura 3.36 (b) corresponde a una lamina de LTCC. Para
facilitar el proceso de adhesién del chip al dispositivo en LTCC se utilizaron chips
serrados con cuatro micro/nanopipetas (2x2). Al serrarlos de esta manera la
superficie de la cara dorso habia quedado mas limpia; por lo tanto, la superficie del
chip estaria totalmente en contacto con la superficie fabricada en LTCC. Las piezas

en LTCC fueron disefiadas para ser alineadas con 2 de las micro/nanopipetas de

estos chips.
(a) (b)
Orificios
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Figura 3.36: (a) Seccion transversal de la muestra formada por el dispositivo de LTCC y el chip de silicio
con las micro/nanopipetas y (b) mascara utilizada para definir los canales sobre los dispositivos LTCC.

Se inicié el proceso de fabricacion de los dispositivos de LTCC laminando dos
capas de ceramica verde. La laminacién es un proceso de termocompresién que
consiste en aplicar una presion variable (que oscila entre 1000 y 5000 psi) a 100°C
sobre las capas de cerdmica a laminar. El tiempo de la laminacion también es
variable y depende de la estructura de las capas. Si son complejas conviene laminar
poco tiempo para evitar deformaciones de la geometria, normalmente de 1.5 a 2

minutos.
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Después de este proceso, a pesar de no tener todavia un bloque de cerdmica
sdlido, las laminas de ceramica no se pueden separar porque se ha empezado a

evaporar parte del disolvente.

Una vez laminadas estas capas se mecanizaron con una broca controlada
mediante la CNC (Computer Numerically Controlled). Primero se hicieron los canales
en dos capas utilizando la broca de 1 mm de didmetro. A continuacion se laminaron
3 capas donde se mecanizaron los orificios de entrada con una broca de 2mm de
didmetro y los orificios de salida con una fresa de 400 um. Los tubos de teflon se
conectarian a los orificios grandes, mientras que el chip de silicio iria en los
pequefios. Después se colocaron las laminas entre dos prensas tal y como se

muestra en Figura 3.37.

(a) (b)

Figura 3.37: Imagen de las laminas de LTCC sobre una de las prensas, (a) laminas mecanizadas con los
canales y (b) laminas con los agujeros.

Primero se pusieron las laminas mecanizadas con los canales y después se
cubrieron con las laminas que contenian los orificios de entrada y de salida. Se
anadié una capa de agua con glucosa entre las laminas, esta solucion permite
laminar con menos presion, cosa que evita que se dafien o se chafen los canales
internos. Finalmente los dispositivos fueron cortados con la CNC vy fueron
sinterizados. Los dispositivos finales se muestran en la Figura 3.38. El proceso de
sinterizacidn consiste en dos rampas de temperatura de 10°C/min y 2 mesetas de 30
min a 350 y 850°C [25]. El problema que surgié en este caso fue el de la alineacion
entre el orificio de salida de los dispositivos en LTCC con la cavidad de entrada de la
micro/nanopipeta. Se soluciond realizando unas marcas que facilitaron el proceso de

alineamiento entre el dispositivo en LTCC y el chip de silicio con la micro/nanopipeta.
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Comentar que este tipo de conexidn facilitdé la posterior inspeccién del chip en
un microscopio optico porque alejaba el tubo de teflén de la zona del carro con los

objetivos.

(a

(b)

()

Figura 3.38: Imagen de (a) 6 dispositivos de LTCC, (b) imagen ampliada del orificio de entrada al LTCC (@
2 mm) y (c) de salida (@ 400 um) con los motivos de alineamiento para el chip de silicio con las dos
micro/nanopipetas.

Para alinear los dados con el LTCC se disefiaron unos motivos de alineamiento
especiales, una imagen de estos motivos se ensefia en la Figura 3.39 (a), la cavidad
de entrada al depdsito del chip tiene que quedar sobre los orificios de salida del
dispositivo fabricado en LTCC como se muestra en el dibujo de la Figura 3.39 (b). En
la Figura 3.39 (c) se puede observar el dado de silicio con la cara dorso hacia arriba
para mostrar como se alined con el dispositivo de LTCC. Se dio la vuelta al dado y se
enganchd con loctite. Por Ultimo se puso araldite para sellar la conexion, el resultado

final se muestra en la fotografia de la Figura 3.39 (d).
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(a)

(d)

-L

Figura 3.39: (a) Fotografia de los motivos de alineamiento definidos en el dispositivo LTCC, (b) esquema de
los motivos y el dado de silicio alineados, (c) fotografia del alineamiento entre el dispositivo LTCC y
el dado de silicio y (d) dado alineado y unido al LTCC.

Los tubos de teflén se conectaron al LTCC de la misma manera que se habia
enganchado al chip de silicio en el apartado anterior, primero se utilizd loctite y
cuando éste estuvo seco, se aplicd epoxy-araldite para sellar la conexion. El
resultado final se muestra en la imagen de la Figura 3.40 donde se puede comprobar
que el LTCC facilita el trabajo de inspeccion porque ha aumentado la distancia entre

el tubo de teflon y el dado de silicio.

Figura 3.40: Imagen de un dispositivo acabado y preparado para su inspecciéon en un microscopio 6ptico.
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Para trabajar con disolventes, como por ejemplo el etanol durante un largo
periodo de tiempo, se comprobdé que el adhesivo utilizado se reblandecia y se
acababa rompiendo. Por este motivo se creyd conveniente utilizar un adhesivo epoxy
resistente a los disolventes (EPO-TEK H70E-2) para conectar el dado con el
dispositivo LTCC. Se colocé EPO-TEK alrededor de los orificios de salida del LTCC, de
esta manera nos asegurdbamos que quedaria cerrada herméticamente la union entre
el dado de silicio y el dispositivo LTCC. Este epoxy se curd con temperatura, entre
90°C y 120°C, durante 1h. En la Figura 3.41 (a) se muestra una imagen de tres
dados de silicio conectados al dispositivo LTCC con epoxy. También se comprobd que
el teflon tenia mala adherencia con el LTCC utilizando adhesivos epoxys, por este
motivo se cambiaron por conectores de latéon. La Figura 3.41 (b) muestra una

fotografia de estos nuevos conectores utilizados.

(a) (b)

r il

Figura 3.41: Imagen de 3 dispositivos conectados con EPO-TEX y preparados para su caracterizacion (a) y
muestra de dos conectores de latdn unidos al LTCC (b)

Los dispositivos meso fabricados en LTCC permitieron conectar los dados que
contenian las micro/nanopipetas con los equipos de medida, ademas facilitaron la
inspeccidn de los dispositivos ya que quedaban totalmente planos debajo del objetivo

y los tubos de conexién no chocaban con el carro de objetivos.
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3.3.4.3 Conexion de los chips con dispositivos de metacrilato

Como se ha explicado en el apartado anterior, los dispositivos LTCC facilitaron la
conexion del chip de silicio con los tubos de teflén y/o los conectores de latdn.
También facilitaron el trabajo de inspeccién del chip bajo el microscopio dptico.
Intentar observar a través de las laminas de ceramica de LTCC era dificil debido a
que no eran transparentes. Por este motivo se pens6 en fabricar un dispositivo
intermedio que sirviera para conectar los chips con las micro/nanopipetas con el
mundo macro y que fuera transparente. La solucion se encontré utilizando
metacrilato (nombre comun para el polimetilmetacrilato presentado en ldaminas) para
fabricar estos dispositivos. Este material es caracteristico por su transparencia, por
sus buenas propiedades mecanicas, excelente aislante térmico, facil de mecanizar y
de pulir. Estas caracteristicas hacen que sea utilizado en la industria del automoévil,
iluminacién, cosmeéticos, espectaculos, construccidn y Optica, entre muchas otras.
También es utilizado en medicina, por ejemplo, para la fabricacién de prétesis 6seas
y dentales. Se utilizaron dos laminas de metacrilato de 3 mm de grosor. En una de
las laminas se mecanizaron los canales y en la otra los orificios de entrada y salida
de los canales. Estas laminas se mecanizaron utilizando una fresadora siguiendo un

patrén.

La Figura 3.42a muestra el patron utilizado para fabricar el primer dispositivo de
metacrilato. Las dos laminas de metacrilato se alinearon y se pegaron con
metacrilato liquido. El metacrilato liquido se introdujo por capilaridad entre las dos
superficies de metacrilato en Idamina. Después las dos ldminas se pusieron sobre una
placa calefactora a 80°C durante 30 min, de esta manera las dos laminas quedaron
selladas. La Figura 3.42b muestra una imagen del dispositivo final. En este disefio el
chip de silicio quedaba totalmente anclado en una cavidad mecanizada en el
metacrilato. El problema encontrado fue que al introducir el chip en la cavidad, la
punta de la micro/nanopipeta que estaba al aire podia romperse si tocaba las
paredes de metacrilato. Por este motivo se disefié un segundo dispositivo en

metacrilato donde se solucionaba este problema.
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(a)

16 mm T ame

(b)

Figura 3.42: (a) Patron seguido para mecanizar la lamina de metacrilato con los canales y la lamina que los
cubriria y (b) dispositivo de microfluidica fabricado en metacrilato

El patron seguido para fabricar este segundo dispositivo se muestra en la Figura
3.43a. Este dispositivo en lugar de fijar la unién entre las ldminas con metacrilato
liquido ofrecia la posibilidad de intercambiar las laminas porque se fijaban y unian
con la ayuda de dos tornillos. Al tener las diferentes laminas de metacrilatos moviles
e intercambiables, ofrecia la posibilidad de tener varias pipetas encapsuladas en una
ldmina de metacrilato y poder hacer varias pruebas cambiando Unicamente la ldmina
superior del dispositivo en metacrilato, es decir, la que contenia el chip de silicio.
Para evitar fugas, la ldmina intermedia incorporaba una junta fabricada en PDMS.
Con estos dispositivos fabricados en metacrilato al ser transparentes, se soluciond el
problema encontrado con los dispositivos fabricados en LTCC. Se observaba con
facilidad el canal fabricado en el metacrilato y como el liquido llenaba el canal hasta
llegar a la cavidad de entrada de la micropipeta.
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(a)

24 mm

(b)
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Figura 3.43: (a) Patrén seguido para mecanizar la ldmina de metacrilato con los canales, la lamina con la
junta de PDMS y la lamina donde encajar el chip de silicio, (b) imagen optica del segundo dispositivo
de microfluidica fabricado en metacrilato para realizar la conexion de los chips.

Con los dispositivos fabricados en metacrilato se facilité la conexién de los chips
con los equipos de medida, ademas de facilitar la inspeccion al tratarse de un
material transparente, pero su fabricacidon suponia un trabajo adicional en el proceso
de fabricacion ademas de demostrar que el conexionado entre el mundo micro y
macro era dificil. En un disefio futuro habia que intentar mejorar el conexionado de

las micro/nanopipetas con los equipos de medida.
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3.4 Caracterizacion y aplicaciones de las
micropipetas

Una vez realizadas las conexiones de las micropipetas, habia que comprobar
que el canal habia quedado abierto, sin obstrucciones y que el liquido entraba en su
interior. Una vez realizada esta comprobacion y si el canal estaba abierto se
utilizarian las micro/nanopipetas fabricadas para la funcionalizacion de una

superficie.

3.4.1 Comprobacion apertura canal

La obertura del canal en la punta fue facil de comprobar inspeccionando la
muestra mediante un microscopio electronico de barrido (SEM) tal y como muestra
la Figura 3.44.

(a)

Figura 3.44: Imagenes SEM de una punta de una micropipeta (a) con la capa de éxido y (b) con el canal
definido después del ataque de dicha capa. (Apertura de la punta mediante ruptura controlada).

Para comprobar si todo el canal habia quedado abierto se pensé en introducir un
liquido por capilaridad. Como no se sabia si la entrada del liquido se veria con
facilidad a través de la pared de polisilicio, se optd por utilizar una tinta de color. En
el caso de no poder ver a través del polisilicio, se podria romper esta pared y ver si
el canal habia quedado manchado del mismo color de la tinta.

La tinta utilizada tenia base acuosa y era de color azul. La micro/nanopipeta
tenia acceso al canal por la punta y por la cavidad. Se depositdé una gota con una

aguja en uno de los extremos y se intentd inspeccionar debajo de un microscopio
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Optico pero no se conseguia ver la tinta a través de la pared de polisilicio, por lo que
se decidié romper la pared. Al hacerlo se pudo comprobar que la tinta habia entrado
al canal. En la Figura 3.45a se muestra la zona del canal préxima al deposito por
donde se introdujo la tinta azul y en la Figura 3.45b una imagen de la zona de la
micropipeta cercana a la punta. Después de romper la pared de polisilicio en esta
zona se observd que habia restos de tinta azul. Por lo que se podia concluir que los

canales estaban abiertos y que la tinta habia llenado el canal por capilaridad.

b

Figura 3.45: Imagenes de los extremos del canal de una micro/nanopipeta: (a) zona proxima a la cavidad
por donde se puso la tinta azul y (b) zona préxima a la punta de la micro/nanopipeta donde la tinta
azul habia llegado por capilaridad.

3.4.2 Funcionalizacion (micropattern) con
micropipetas

Una aplicacion para los dispositivos fabricados es utilizarlos como herramienta
para la funcionalizacién de superficies acoplando el dispositivo a un microscopio de
fuerza atdmica (AFM). La funcionalizacion de superficies consiste en enlazar
covalentemente moléculas sobre una superficie a la que son afines. Como se ha
comentado en el segundo capitulo de la memoria, 2. Contextualizacién tedrica, hay
grupos que funcionalizan superficies mediante técnica Dip-pen™ o Nanoplotter™. El
primero carece de un flujo continuo de liquido hasta la punta y el segundo ofrece
una solucidon a este problema ademas de la posibilidad de crear arrays, pero son
canales descubiertos. Las micro/nanopipetas de la 12 generacion pueden ser
utilizadas para funcionalizar superficies de manera controlada, ademas al tener los
microcanales cubierto, ofrecen una menor evaporacion del liquido. Dependiendo del

disefio utilizado para la funcionalizacién se podrian fabricar arrays.
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3.4.2.1 Funcionalizacion superficies de oro

Estas pruebas se realizaron gracias a la colaboracion en el proyecto del
Laboratorio de Nanobioingenieria (IBEC) del Parque Cientifico de Barcelona (PCB). La
primera prueba utilizando la micro/nanopipeta como herramienta para funcionalizar
una superficie se realizé con una punta triangular. La Figura 3.46a muestra una
imagen SEM del tipo de punta utilizada. En ella se han acotado las medidas de la
punta. La punta se sumergio durante 60 s en una solucién de MHA (10 mM &cido 16-
Mercaptohexadecanoic (Aldrich) en etanol) para llenar el microcanal por capilaridad
desde la punta. A continuacion se acoplé el chip a un AFM y se realizaron
manualmente dos aproximaciones de la micro/nanopipeta a la superficie de oro al
aire y a temperatura ambiente. La punta se dejaba en contacto con la superficie
durante 1 min. El SetPoint (SP) utilizado fue de 0.15 V. La micropipeta fue
reemplazada por una punta rectangular de AFM comercial de 460 um de largo
(MikroMasch CSC17/AIBS, K=0.15 N/m) para escanear la superficie.

Todas las medidas se realizaron en modo contacto, medio aire, a temperatura
ambiente y con un 30% de humedad relativa. El resultado del scan se muestra en el
grafico de friccion de la Figura 3.46b. Los puntos representan la monocapa formada
sobre la superficie al unirse mediante enlaces covalentes el grupo tiol (radical -SH)
existente en las moléculas de MHA con oro [26]. El azufre de este grupo funcional
tiene gran afinidad por las superficies de oro. El proceso de quimiadsorcion produce
la ordenacion de las moléculas de MHA creando una capa autoensamblada. La
reducida longitud de las cadenas del MHA produce un contraste pobre en los graficos
de topografia de AFM. En su lugar, los graficos de friccidn muestran un contraste

adecuado debido a la formacion del enlace SH-Au.
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Figura 3.46: (a) Imagen SEM de una punta triangular y (b) grafico de friccién de la superficie de oro
funcionalizada con dicha punta

Observando detenidamente la punta parece que no queda limpia después de
estar sumergida en la solucion de MHA. Esta observacion sugiere que puede que las
monocapas observadas en el grafico de friccion de la Figura 3.46b no fueran de la
solucion existente dentro del canal y por lo contrario fueran restos de solucidn
depositados sobre la superficie de la punta. Se introdujo una etapa de limpieza
sumergiendo la punta en etanol después del minuto en la solucién MHA. Se repitid el
experimento implementando esta etapa de limpieza. Se realizaron dos
estampaciones con un tiempo de contacto de 1 min y SP=0.15 V. En el diagrama de
friccion aparecieron dos spots regulares como muestra la Figura 3.47. La etapa de

limpieza habia mejorado el proceso de estampacion.

Figura 3.47: Grafico de friccion de la superficie funcionalizada después de realizar dos aproximaciones con
una punta triangular.
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Se intentaron realizar experimentos con puntas rectas, pero era dificil el proceso
de aproximacion a la superficie de oro porque el diodo del AFM no detectaba esta
punta con la intensidad necesaria para evitar su rotura cuando entrara en contacto
con la superficie de oro. Al no ser detectada podria darse el caso de seguir bajando
el stage del AFM cuando en realidad la punta ya estaria en contacto con la superficie
de oro.

El experimento que si que se pudo realizar fue el de aumentar el nimero de
aproximaciones a realizar sin rellenar el canal de la micro/nanopipeta. Para ello se
sumergié durante 60 s. en una solucion de MHA una micropipeta con una punta
triangular de 5 um. En esta ocasidn, la funcionalizacion se realizd manteniendo la
micropipeta en contacto con la superficie de oro durante 10 s para que se depositara
la tinta, este procedimiento se repitié varias veces. Los parametros utilizados fueron

de SP=0.2 V, en modo contacto al aire y a temperatura ambiente.

El grafico de friccion obtenido con el escaneo de la superficie se muestra en la
Figura 3.48a donde se pueden observar 15 puntos con un didametro promedio de 4.1
+ 0.2 Los quince spots se depositaron utilizando la soluciéon que habia dentro del
canal de la micropipeta, no hizo falta rellenarlo con mas MHA. Las formas no
esféricas pueden ser debidas en parte a la forma del orificio de salida del canal. La
Figura 3.48b muestra una representacion de la seccién vertical de los Ultimos 5
puntos. Los picos de los extremos muestran un aumento de la densidad de tioles
debido a efectos de capilaridad [27]. Aumentando la anchura de la punta o

disminuyendo el tiempo de contacto optimizarian la forma esférica de los spots.

Al no poder medir con exactitud la altura de la monocapa formada para poder
calcular el volumen de la gota depositada, se aproximé este calculo asumiendo que
se depositaban gotas semiesféricas con un radio de 2 um. Este valor se extrajo de
las medidas mostradas en la Figura 3.48b. Bajo estas condiciones el volumen

estimado de una gota era de 27 fl.
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Figura 3.48: (a) Grafico de friccidon de la superficie de oro funcionalizada y (b) gréfico con el didmetro de
los cinco ultimos spots

3.4.2.2 Funcionalizacion de superficies en microarrays

La creacion de microarrays de manera controlada es de gran importancia en
biologia. El uso de las micro/nanopipetas con un microcanal pero puntas multiples
ofrece la posibilidad de funcionalizar una superficie con el mismo reactivo y las
micro/nanopipetas multipuntas abren la posibilidad de dispensar diferentes reactivos

para crear un microarray con una superficie multifuncionalizada.

El primer experimento para crear un microarray se realizd utilizando una
micropipeta acabada en cuatro puntas. La imagen SEM de la Figura 3.49a muestra la
punta utilizada. Se mantuvieron los pardmetros utilizados en los experimentos
anteriores, el tiempo de contacto 60 s y el SP=0.15 V, pero se aumento el nimero
de estampaciones a cuatro. Al escanear la zona con la punta del AFM se obtuvo el
diagrama de friccion mostrado en la Figura 3.49b. Se podia observar que no todas
las puntas habian entrado en contacto con la superficie. Por la distancia entre los
spots se podia diferenciar con claridad que se habian producido dos de las cuatro
estampaciones, donde en la primera estampacion habian contactado tres de las
cuatro puntas con la superficie, en la segunda sdlo una y en el resto ninguna. La

distancia entre los tres puntos coincidia con el ancho total del microcanal de 50um.
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Figura 3.49: (a) Imagen SEM de cuatro puntas y (b) grafico de friccion de la zona funcionalizada con dicha
punta.

Para descartar que la no formacion de spot sea debida a la rapida evaporacion
de la gota formada por MHA en etanol, se cambid el disolvente de la solucién por
acetonitrilo. Este disolvente es higroscopico y evitar el evaporamiento de la gota
sobre la superficie. Se definid un patrdon con seis spots en el software del AFM para
controlar el desplazamiento realizado. Se realizaron dos pruebas diferentes variando
el tiempo de contacto, en la primera es de 40 s y 10 s en la segunda. Después de
realizar el barrido de la zona se obtuvieron los graficos de friccion mostrados en la
Figura 3.50. En esta ocasién se pudo observar como el disolvente no se evapora y el

posterior barrido con la punta de AFM arrastra el disolvente por toda la superficie.

(a) (b)

Figura 3.50: Imagenes de friccion de una superficie de oro funcionalizada con MHA en acetonitril con un
tiempo de contacto de la punta de (a) 40s y (b) 10s
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El cambio de disolvente no habia sido una buena solucién por lo que se descartd
la posibilidad de utilizar MHA disuelto en acetonitril. Utilizando la solucién de MHA en
etanol se modificaron esta vez los parametros de contacto de la punta sobre la
superficie de otro. Se realizaron cuatro aproximaciones con un tiempo de contacto de
30 s. El SP se mantuvo en 0.20 V. Se realizd una quinta estampaciéon con el mismo
tiempo de contacto pero aumentando el SP a 0.25 V. La Figura 3.51 muestra el
diagrama de friccion obtenido después de escanear la superficie con la punta de
AFM. Se puede observar como el hecho de haber aumentado el SP hace aumentar el
numero de puntas que entran en contacto con la superficie de oro, logrando con
0.25 V que las cuatro puntas entren en contacto. Por el tamafo de los spots, se
podria deducir que las puntas no entran en contacto de la misma manera sobre la

superficie de oro.

Figura 3.51: Grafico de friccion de la superficie de oro funcionalizada utilizando una solucién MHA:EtOH con
una punta multiple-4
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3.5 Conclusiones

A continuacién se expondran las conclusiones que se pueden extraer de los

resultados obtenidos y discutidos en este capitulo.

Cavidad entrada

A partir de la idea inicial de fabricar un dispositivo que
e estuviera sobre un soporte y que se definiera por elementos

como cavidad de entrada, microcanal, punta, orificio de salida

orfiio salida /- CONEXi on:

v Se ha definido y desarrollado una tecnologia para la
fabricacion de las micro/nanopipetas basada en la
tecnologia de microsistemas. Tomando como elemento de

TAWA'l

TAWA
" E,ru\; partida obleas de silicio que se han utilizado como
il 4

sustrato, se ha depositado una capa sacrificial de 6xido de
silicio dopado y una capa estructural de polisilicio. La capa
sacrificial ha definido la geometria y las dimensiones del canal de Ia
micro/nanopipeta y la capa estructural ha recubierto todo el dispositivo
formando las paredes del microcanal. Se han definido dos cavidades por la cara
dorso de la oblea con un ataque anisotrépico en TMAH, una para actuar como
cavidad de entrada y la otra para liberar la punta.

v Se han estudiado diferentes disefios para las puntas de
las micro/nanopipetas, simples o multiples, para poder

estudiar la viabilidad en su fabricacion.

v Se ha evaluado el serrado de la oblea con y sin resina
de proteccion para la obtencidn de los chips. Los mejores
resultados se han obtenido serrando la oblea sin resina. A
pesar de todo, el proceso de serrado no ha sido una buena
opcién para la obtencion de los chips individuales porque
no dejaba limpia su superficie. Esta etapa deberia se

optimizada en futuros disefnos.
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v Se ha estudiado la apertura de la cavidad de entrada
con diferentes métodos. El ataque localizado con TMAH
no resulto ser una buena solucién. La
micro/nanomecanizacion con el FIB dio resultados

excelentes con la posibilidad de crear filtros en la cavidad

de entrada.

v Se ha estudiado la apertura de la punta mediante

ruptura controlada y FIB. La ruptura controlada ha

- - - permitido realizar aperturas sin la necesidad de utilizar
. ’ mascaras o procesos adicionales. La mecanicazion con el
‘ H FIB ha permitido obtener orificios submicrométricos con
la geometria deseada. Ejemplo de estas geometrias seria

la forma concava fabricada que podria sujetar una célula.

4 Se ha estudiado el proceso de grabado del canal. Se
escogié o6xido PSG por la elevada velocidad de ataque
que presenta en HF 49%. El ataque se siguié con éxito
en un microscopio de interferencias. En este microscopio,

se pudo observar que los puntos de anclaje disefiados

para evitar el sticking habian funcionado.

v Se ha comprobado la dificultad de conectar los tubos
a la cavidad de entrada. Este es un punto a mejorar en
- futuros disefios. Aunque se encontré una solucién para

=.' la 13 generacidn de micro/nanopipetas utilizando

-

dispositivos fabricados en LTCC y en metacrilato. Con la
ayuda de estos dispositivos, se han podido conectar los
tubos las micro/nanopipetas fabricadas. El dispositivo en metacrilato al ser un

material transparente, ha facilitado la inspeccion.
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v

Se ha conseguido funcionalizar wuna superficie
acoplando los dispositivos fabricados a un AFM. Se
depositd de manera controlada una gota de la solucién
de MHA sobre una superficie de oro con una micropipeta
con punta triangular. Estas gotas contenian grupos
funcionales -SH que se han enlazaron covalentemente a

la superficie de oro para formar una monocapa.

Se ha conseguido depositar 15 gotas de la solucion de
MHA sobreuna superficie de oro llenando por capilaridad
el canal de la micropipeta una Unica vez. El volumen

estimado para cada gota depositado era de 27fl.

Utilizando una micropipeta acabada en cuatro puntas
se ha conseguido depositar gotas de MHA sobre una

superficie de oro creando un microarray.
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Micro/nanopipetas:

Segunda generacion

En este capitulo se discutird la segunda tecnologia
desarrollada para la fabricacion de las
micro/nanopipetas, implementando mejoras para
solucionar los problemas detectados durante el proceso
de fabricacion de la primera generaciéon. También se

explicara su utilizacion con embriones de ratén






4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

4.1 Introduccion

La fabricacién de la segunda generaciéon de micro/nanopipetas se enmarcé en
el proyecto MINAHE II. El objetivo principal de este proyecto era el desarrollo de
micro/nanoherramientas para su utilizacion con células vivas, por este motivo el
desarrollo de la tecnologia para la fabricacion de las micro/nanopipetas de la
segunda generacién tenia que dirigirse hacia la fabricacion de dispositivos para su
aplicacién en biologia celular. Uno de los requisitos principales de este campo es
obtener dispositivos que sean transparentes porque en muchas ocasiones se
requiere una evaluacion visual del analisis, ademds de la necesidad de utilizar
materiales biocompatibles. La biocompatibilidad de los materiales utilizados para la

fabricaciéon MEMS esta siendo estudiada para realizar aplicaciones in vivo [1].

Segun la definicion encontrada en The Williams Dictionary of Biomaterials, se
entiende por biocompatibilidad la habilidad de un material para provocar una
respuesta apropiada en el huésped para una aplicacién especifica [2]. Segln un
estudio realizado por Kotzar et al. [3] concluia que el silicio, el 6xido térmico, el
polisilicio, el nitruro de silicio, el titanio y el SU-8 podian ser utilizados como
materiales para fabricar dispositivos implantables. Esta informacién sirve de guia
para el disefilo y la seleccion de materiales biocompatibles, pero pequefias
variaciones en el proceso de fabricacion o en la composicién pueden cambiar los

resultados de biocompatibilidad.

Por otro lado, durante el proceso de fabricacion de la primera generacion de
micro/nanopipetas surgieron algunos problemas, como por ejemplo la obtencion de
los chips o dados con el proceso de serrado, la deposicion de la capa estructural de
polisilicio en la cavidad de entrada impidiendo el acceso del reactivo a la capa
sacrificial y la dificultad de realizar la conexién de los dispositivos a los equipos de
medida. Ademas la capa estructural utilizada no era transparente, condicion

necesaria para aplicaciones bioldgicas.

El proceso de serrado dejaba la superficie del chip poco limpia al no poder
utilizar resina de proteccién. También se observd que las puntas liberadas de la
primera generacion de micro/nanopipetas se rompian con facilidad cuando chocaban
frontalmente con un dispositivo contiguo. Esto sucedia en el paso posterior al
serrado, cuando se separaban las micro/nanopipetas del blue-tape. Si al levantarlas

del plastico chocaban con el dispositivo que tenian delante, la punta en cantilever
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podia romperse. A pesar de haber obtenido superficies mas limpias y puntas mas
protegidas cuando se serraron los dados conteniendo 2x2 micro/nanopipetas, habia

que intentar evitar la etapa del serrado.

La deposicion de capa estructural en la cavidad de entrada dificultaba la
definicién del microcanal porque para realizar el grabado de la capa sacrificial habia
que abrir ventanas en la capa estructural. Ademas, los ataques anisotrdpicos en
TMAH limitaban la geometria de las cavidades. Otra mejora a realizar era la manera
de conectar las micro/nanopipetas a los equipos de medida. A pesar de haberse
solucionado utilizando dispositivos meso fabricados en LTCC y/o metacrilato, suponia
un trabajo adicional la fabricacion de estas estructuras. Incorporaban un proceso de
alineamiento entre diferentes dispositivos y no siempre se alineaban bien. Por este
motivo se debia conseguir la conexién de las micro/nanopipetas a los equipos de
medida dentro de un mismo proceso tecnoldgico, sin la necesidad de fabricar otros

dispositivos que sirvieran de interfase para la conexion.

Para poder desarrollar esta nueva tecnologia, se enumeraron las necesidades
surgidas del nuevo proyecto y los problemas encontrados durante el proceso de
fabricacion de la primera generacion de las micro/nanopipetas. En el proceso de
fabricacién de la segunda generacion de micro/nanopipetas se buscaba conseguir la
solucidn a estos problemas y necesidades dentro de un mismo proceso tecnoldgico,
sin la necesidad de post-procesos adicionales. Estos motivos condujeron a disefiar
una nueva distribucion de los elementos que componian las micro/nanopipetas que
implico la realizacion de un nuevo proceso tecnoldgico para obtener los dispositivos
de 2a generacidon. Una vez definidos estos pasos, comenzaria el proceso de
fabricacion y una vez fabricados los nuevos dispositivos se deberia comprobar, como
en el caso de los de la 1a generacidn, que los canales habian quedado abiertos, que

no se habian colapsado ni se habian roto.

152



4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

4.2 Estudios tecnologicos preliminares

En el proceso de fabricacién de la primera generacidn se habia escogido grabado
anisotropico en TMAH para realizar las cavidades por la cara dorso. Este tipo de
ataques obliga a definir las estructuras a grabar con mayores dimensiones porque
reduce su tamafio a medida que avanza el grabado por el espesor de la oblea. En la
segunda generacion de micro/nanopipetas habia que fabricar un gran numero de
cavidades y las dimensiones debian estar controladas en todo momento. Por estos
motivos se escogid realizar grabados secos profundos DRIE (Deep Reactive Ion
Etching), ofrecen mayor versatilidad que los grabados anisotrdpicos y permiten un
mayor control de la zona a grabar. Para definir el proceso tecnoldgico utilizando
DRIE para la obtencidon de las cavidades era necesario un estudio preliminar para

comprobar la viabilidad del método escogido.

4.2.1 Run prueba definicidon cavidades con DRIE

La apertura de las cavidades mediante grabado seco profundo podia ser una
etapa critica en el proceso de fabricacidon porque comprendia el grabado de la oblea
en diferentes zonas. Habia que definir diferentes tipos de cavidades: anillos huecos
donde conectar los tubos externos, la entrada al microcanal, la zona de conexion y el
rebaje del depodsito que uniria la zona de conexién con la cavidad de entrada al
microcanal y la liberacidn de la punta. Estas cavidades se detallan en el dibujo de la
Figura 4.1.

Anillo conexién tubo

Rebaje

Cavidad Cavidad Liberacion
zona conexion entrada punta

Figura 4.1: Dibujo esquematico con las cavidades a grabar para obtener las micro/nanopipetas de la
segunda generacion
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Para conseguir todas las aberturas para la fabricacién de la segunda generacion
de dispositivos, habia que realizar tres grabados secos profundos DRIE diferentes, el
primero por la cara dorso, el segundo por la cara componentes y el tercero
nuevamente en la cara dorso. El primer DRIE por la cara dorso era especialmente
delicado porque habia que grabar practicamente todo el grosor de la oblea, pero
habia que dejar un espesor minimo para poder realizar un ataque seco profundo por
la cara componentes para obtener los anillos donde conectar los tubos. Este DRIE
iria seguido del tercer y ultimo ataque seco profundo por la cara componentes que
definiria el rebaje y abriria las cavidades de la zona de conexién y entrada ademas
de liberar la punta. Se deberian buscar dos materiales diferentes para actuar como
mascara en los dos DRIE por la cara dorso, porque para realizar el ultimo DRIE por
la cara dorso no se podia depositar resina porque la oblea ya estaria mecanizada por
esa cara. El primer material a utilizar como mascara deberia tener el espesor
suficiente para poder realizar el primer grabado de casi todo el grosor de la oblea.
Una capa de resina y otra de éxido de silicio fueron los materiales escogidos para
realizar la funcién de madscara. Se realizd un run de prueba para conocer con

exactitud la selectividad de oxido-silicio y resina-silicio.

Esta selectividad dependia del equipo utilizado para realizar los grabados. Si la
capa de 6xido de silicio o de resina desaparecia, quedaria silicio expuesto que podria
dafarse. Por este motivo, era necesario saber con exactitud la velocidad de ataque
de la capa de 6xido y de resina frente al silicio y poder calcular el grosor necesario
de resina y de Oxido para evitar que desaparecieran estas capas durante el ataque
seco profundo. Para poder tener una imagen de cada paso seguido, a lo largo de
este apartado, al igual que en el capitulo anterior, se podran ver unas tablas donde
se mostraran unos dibujos con la seccidn transversal de una micro/nanopipeta. La
primera columna de las citadas tablas indicara el nimero de la etapa y tratara de dar
una breve explicacion de la etapa seguida del cédigo con el que es nombrada en
BACO, la segunda corresponderd al dibujo de la seccidon transversal y la tercera

indicara las obleas utilizadas.
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Run 3731
1. INICIO 1-2
2. Marcar las obleas (MARC-PAA) 1-2
3. Limpieza general simple (NETG-SIM) 1-2
4. Fotolitografia Especial (FOTO-ESP) por cara | ‘ | ‘ |

componentes con resina ma-P1240 de 6 um 1

Méscara: CNM225-DRIE

|| | [
5. Medida con Filmetric-F20 del grosor capa 1
resina ma-P1240 depositada (MES-ESP)
I
6. Deposicion de 4 um de 6xido sin dopar por >
cara componentes (DAMI-ING)
7. Fotolitografia Especial (FOTO-STU) por cara W
componentes, depositando 2 um de resina
sobre una capa de 6xido 2
Mascara: CNM225-DRIE
8. Etapa no Standard por SB (ESPECIAL) W ,
Recocido resina a 200°C durante 30 min
9. Grabado de la capa de 6xido de silicio H—H—Hj 5
(PGIOXGUI)
Il N BN .
10. Decapado de resina (DEC-RESI) 2

Se marcaron (MARC-PAA) y se limpiaron (NETG-SIM) dos obleas de silicio. A
continuacion se depositd y se estructurd sobre la cara componentes de la oblea 1
una capa de 6 um de fotoresina maP-1240 (FOTO-ESP). La etapa de fotolitografia
era especial por el espesor de la resina utilizada, superior al habitual en una etapa
fotolitografica estandar. Sobre la cara componentes de la oblea 2 se depositd una
capa de 4 um de 6xido de silicio sin dopar (DAMI-ING).
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Para estructurar esta capa de éxido de silicio se realizé una etapa fotolitografica
(FOTO-ESP) depositando una capa de 2 um de resina que permitiera el posterior
ataque seco sin dafiar la capa de 4 um de éxido de silicio. Esta fotolitografia, al igual
que la anterior, debia ser especial por el espesor de la capa de resina depositada. A
continuaciéon se recocié esta resina a 200°C durante 30 min (ESPECIAL). El
recocido endurecia la resina para que aguantase el grabado seco de la capa de éxido
de silicio. Con el ataque seco (PGIOXGUI) realizado utilizando el equipo Alcatel GIR
160, se traspaso el dibujo de la resina a la capa de d6xido de silicio. Las condiciones
del proceso de grabado para obtener paredes verticales fueron caudal de CHF; de 50
cm3/min, presién de 0.05 mbar y una potencia de 500 W. Se realizé un sobreataque
para asegurar que no habia 6xido en las zonas que lo habiamos eliminado y no podia
hacer de mascara. Una vez estructurada la capa de éxido de silicio, se decapd la
resina con plasma de oxigeno (DEC-RESI).

Grabado del silicio-mascara de oxido de silicio y resina maP-1240

| | [
11. Grabado profundo del silicio (A601- L J L J \_,:
ING): atacar 100 um cara componentes

12. Grabado profundo del silicio (A601-

ING): atacar 100 um cara

13. Medidas especiales (MES-ESP): medida
en TENCOR del escalén formado en el

ataque w
2
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Medida grosor mascaras después grabado

-

14. Medidas especiales (MES-ESP): medida
en Filmetric-F20 del grosor de la capa de 1
resina, después de grabado.

15. Medida en Nanospec (MES-NANO):
medida del grosor de la capa de dxido
después del grabado.

|

L
H
B

16. FINAL 1-2

-~ -

Una vez depositada y estructurada la capa de resina y de 6xido, se realizaron
ataques secos profundos DRIE en las obleas. Para poder calcular la velocidad de
ataque de la resina y del 6xido, se programaban ataques de 100 um de silicio
(A601-ING). Grabada esta profundidad, se media el escalén generado en esta
etapa utilizando el TENCOR (MES-ESP). El grosor de la capa de resina se media en
el Filmetric y el de la de 6xido en el Nanospec. Como se habia medido el grosor
inicial, se sabia cuanto habia disminuido el grosor de la capa durante el DRIE, por
tanto se sabia cuantas micras de resina y 6xido se habian grabado durante el ataque
seco profundo. Las micras de silicio atacadas se podia calcular facilmente y con
exactitud restando el valor obtenido del grosor de la capa de resina o de Oxido al
valor del escaldon obtenido con el TENCOR, el resultado mostraba las micras de silicio
grabadas. Sabiendo las micras grabadas de cada material para un mismo tiempo, la
selectividad del grabado se calculd facilmente. Los resultados obtenidos se muestran

en la Tabla 4.1.

Remarcar que en el proceso de ataque profundo, el ataque no es homogéneo,
se graban mas micras en el centro de la oblea que en el borde, esta es la razén por
la que en la tabla se han diferenciado dos zonas y se ha designado Int a la zona
centro de la oblea y Ext al borde de la misma. Se puede comprobar la elevada

selectividad en el ataque de los materiales escogidos frente al ataque de silicio.
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La velocidad de ataque profundo en el silicio es mucho mayor que en el 6xido de
silicio o la resina. Por ejemplo, para el caso del 6xido de silicio se atacan en el

mismo tiempo 1.54 um en el interior de la oblea por 291.75 um de silicio.

La selectividad depende de la resina y del dxido de silicio utilizados, los
resultados mostrados en la Tabla 4.1 nos confirman que tanto el 6xido de silicio
escogido como la resina podian actuar como mascaras en los ataques secos
profundos a realizar para la obtencién de las micro/nanopipetas de la segunda
generacion. Estos DRIE eran etapas criticas en el proceso de fabricacion por lo que
requerian conocimiento de las velocidades de ataque y las selectividades de los

materiales utilizados como mascara en el equipo utilizado (Alcatel 601E).

Tabla 4.I: Selectividad del DRIE (Alcatel 601E) en resina maP-1240 y SiO, sin dopar frente

Silicio
Ext Int
Selectividad Si/resina 83.98 68.97
Selectividad Si/SiO, 226.50 189.21

4.2.2 Run prueba oxidacion del polisilicio

El polisilicio es un material opaco y no permite visualizar a través de él. Aunque
en microelectronica se considera que 0.5 pm de polisicilicio podia ser transparente,
para inspeccionar que pasaba en el interior del microcanal de las micro/nanopipetas
no habia sido suficiente y se habian roto las paredes de polisilicio para comprobar
que la tinta habia entrado en el canal. Como un requisito para aplicaciones bioldgicas
era la transparencia de los dispositivos, se crey6 conveniente convertir las paredes

que definian el canal a un material que fuera transparente.

Los materiales transparentes tipicos utilizados en microelectrénica son el 6xido
de silicio y el nitruro de silicio. Como las micro/nanopipetas estaban fabricadas en
polisilicio, una solucién seria oxidar este polisilicio para convertirlo a 6xido y de esta
manera obtener el material transparente que permitiera la visualizaciéon dptica a
través del mismo. Realizar este proceso para esta finalidad era una novedad. Para
realizar la oxidacion de la capa de polisilicio se introdujeron los dispositivos en un

horno con atmodsfera oxidante.

El proceso de oxidacion del silicio reduce el 44% del silicio. Como el grosor de la

capa polisilicio era de 0.5 um se debia formar una capa de éxido de silicio con un
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grosor de 0.8 um. Se oxidd mas de lo necesario para asegurar que no quedaba
polisilicio en las paredes. Los chips se introdujeron en un horno hasta conseguir un
grosor de éxido de 8137 + 48 A medido en la oblea de test. Este grosor de éxido fue
suficiente para convertir toda la capa de polisilicio a 6xido y dejar que fuera
transparente, como se muestra en la Figura 4.2.

Diferentes puntas de micro/nanopipetas con la pared de polisilicio

Figura 4.2: Imagenes 6pticas de la oxidacion de la pared de polisilicio a 6xido de silicio de diferentes puntas
de micro/nanopipeta.

Una vez obtenidas las paredes transparentes para los canales, se encapsulo el
chip con la micro/nanopipeta al dispositivo de metacrilato para comprobar si el
liqguido llenaba el canal. El chip se sumergié en agua para llenar el canal de la
micro/nanopipeta por capilaridad. En unos experimentos realizados con unos
capilares de vidrio de diferente didmetro, se habia comprobado que para introducir
liguido por presion en los capilares, desplazando el aire del canal, implicaba ejercer
una mayor presion. Una vez lleno el canal se conect6é una jeringa de 10 ml llena de
agua al dispositivo de metacrilato. La Figura 4.3 muestra una secuencia de
fotogramas del video rodado con una camara LCCD conectada a un microscopio. En
ella se puede observar la punta de una micro/nanopipeta que al iniciar el
experimento estaba llena de agua, como muestra el primer fotograma que
corresponde a la Figura 4.3a, como el agua retrocedia por el canal (Figura 4.3b y c)

y como se consiguio llevar el liquido otra vez hasta la punta al inyectar mas agua con
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la jeringa (Figura 4.3d). Aunque se consiguio llevar el liquido hasta la punta de una
micro/nanopipeta inyectando liquido con una jeringa, no se consiguié ver liquido
saliendo del microcanal cuando se inspeccionaba el dispositivo con el microscopio
Optico, es decir, no se observd la formacién de gota en el orificio de salida de la
punta de la micro/nanopipeta. Probablemente esto era debido a las conexiones
realizadas que impedian aplicar la presion necesaria para generar la gota en la punta

de la micro/nanopipeta.

Figura 4.3: Secuencia de fotogramas donde se puede observar el movimiento del agua en la punta de una
micro/nanopipeta de 6xido al inyectar mas liquido con una jeringa.
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4.3 Diseno de las micro/nanopipetas

Las partes que formaron las micro/nanopipetas fueron las mismas que las que
se definieron en el capitulo anterior 3. Micro/nanopipetas: Primera generacion, pero
distribuidas de manera diferente, tal y como se muestran en la Figura 4.4. Se puede
observar en la figura un soporte, sobre el que fabricaron tres canales estrechos por
donde circularian los liquidos. El tamafio del chip se disefié para que fuera el tamafio
minimo que facilitara su manipulacidn. Estos canales deberian tener respectivamente
una cavidad de entrada por donde se introducirian los liquidos y una punta muy fina
que serviria como orificio de salida. Habria que disefiar para las puntas un sistema
de proteccion de choques sobre el soporte porque en el disefio anterior se habia
observado que se rompian cuando chocaban frontalmente contra otro objeto.
También se intentaria disefiar sobre el soporte unos orificios donde los tubos
encajaran perfectamente sobre ellos y de esta manera lograr la conexion de las
micro/nanopipetas a los equipos de medida sin la necesidad de utilizar los
dispositivos fabricados en LTCC y/o metacrilato. La posicién de estos nuevos tubos

implicaria la fabricacién de un canal que uniese la salida del tubo con la cavidad de

entrada de la pipeta.

(b)

Cawidad gona conaxitn

Figura 4.4: Esquema de los componentes de una micro/nanopipeta de 2a generacion, (a) cara
componentes y (b) cara dorso.
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4.4 Proceso tecnoldgico y fabricacion de las
micro/nanopipetas

Con los componentes de las micro/nanopipetas a fabricar marcados, como en el
caso de las micro/nanopipetas de la primera generacién, habia que elaborar un
proceso tecnoldgico con las etapas de fabricacion necesarias para la integracion de
estos componentes sobre un mismo chip. Una vez definidas estas etapas, se
conoceria el nimero de mascaras necesarias para el proceso de fabricacidon y se
procederia a su disefio. Como se ha comentado en el capitulo anterior, estas
mascaras contienen la informacién necesaria sobre las medidas y las formas de las
micro/nanopipetas. En este nuevo proceso se implementarian por un lado, las
soluciones para los problemas encontrados durante el primer proceso de fabricacion,
como por ejemplo, evitar la etapa del serrado de las obleas para la obtencién de los
chips individuales. Y por otro, se debian tener en cuenta los requisitos necesarios
para cumplir los objetivos del MINAHE II, es decir, fabricar los dispositivos para

aplicaciones bioldgicas.

4.4.1 Descripcion del proceso tecnolégico

Para poder dibujar las mascaras con la geometria y las medidas de los
dispositivos y empezar con el proceso de fabricacién, se tenia que definir la
secuencia de pasos tecnoldgicos para obtener los dispositivos. Igual que en la
primera tecnologia, se fij6 como objetivo obtener microcanales estrechos y
recubiertos de un Unico material por lo que se utilizé nuevamente la tecnologia en
silicio de microelectrénica, dada la versatilidad que ofrecia. Otro de los objetivos de
este disefio era conseguir que las paredes del canal fueran transparentes y, como se
habian obtenido al oxidar el polisilicio, se escogieron los mismos materiales como
capa sacrificial y estructural para la fabricacidon de los nuevos dispositivos. Sobre una
oblea de silicio, como elemento soporte de las micro/nanopipetas, habria que
depositar por la cara componentes la capa sacrificial de 6xido de silicio que definiria

la geometria y las dimensiones del canal una vez estructurada.
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El cuerpo de la micro/nanopipeta se recubriria por la capa estructural de
polisilicio que se oxidaria una vez se hubiera obtenido el microcanal grabando la
capa sacrificial. Después se abririan tres cavidades por la cara dorso de la oblea
hasta llegar a la capa sacrificial, la primera de estas cavidades definiria la conexion
con el tubo, la segunda el orificio de entrada al canal y la tercera volveria a hacer
que la punta del dispositivo quedara liberada del soporte de silicio. El siguiente paso
consistira en depositar el material que haria la funcién de capa estructural, es decir,
que lo recubrird todo y que definiria el canal de la micro/nanopipeta conjuntamente
con el sustrato de silicio. Se optd por utilizar polisilicio como capa estructural porque
aunque se habia comprobado que no era transparente, posteriormente se podia
oxidar para transformarlo. Se creyd conveniente en buscar un método alternativo
para poder depositar éxido directamente como capa estructural, tal y como se

explicara en el punto 4.4.4.1.1 Resina como capa sacrificial.

Una vez depositada la capa estructural se procederia a grabar la capa sacrificial
por la cavidad de entrada que con este nuevo proceso habria quedado abierta. Con
este paso quedaria definido el canal de la micro/nanopipeta. A continuacidn se
obtendrian los chips individuales utilizando la técnica de Manual Cleaving, aplicando
una pequefia presidn se separaria el chip de la oblea. Una vez obtenido el chip,
habria que abrir el orificio de salida de las puntas de las micro/nanopipetas.
Finalmente, se engancharian los tubos para poder conectar las micro/nanopipetas a
los equipos de medida y se comprobaria si el canal habia quedado abierto o si estaba

roto u obturado.

La Figura 4.5 muestra de manera esquematica en dibujos de los procesos de
fabricacién a seguir para obtener las micro/nanopipetas de segunda generacién. La
oblea de silicio inicial (a), la deposicion de la capa sacrificial (b), la estructuracion de
la misma (c), la abertura de las cavidades (d), el recubrimiento de todo con la capa
estructural (e), el grabado de la capa sacrificial y obtencion del chip (f),la obertura

de las puntas (g) y las conexiones de los tubos(h).
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(2) (e)m
(b) (f)

\
:

© (9)
(d) (h)

Tub

Figura 4.5: Dibujos de los procesos a seguir para la fabricacién de las micro/nanopipetas de segunda
generacion (a) oblea de silicio inicial, (b) deposicion de la capa sacrificial, (c) estructuracién de esta
capa, (d) abertura de las cavidades, (e) recubrimiento con la capa estructural, (f) grabado de la capa
sacrificial y obtencién del chip, (g) abertura de los orificios de salida y (h) conexién de los tubos.

4.4.2 Diseio de las mascaras

Una vez descrito el proceso tecnoldgico, se conocian los elementos que
componian las micro/nanopipetas, las etapas a seguir y, por lo tanto, las mascaras
que eran necesarias para la fabricacidon de las micro/nanopipetas. Para la fabricacién
de las micro/nanopipetas de la segunda generacion fue necesario crear cuatro
mascaras para fabricar los chips en silicio y una mascara para fabricar los chips en

vidrio que cubririan el depdsito del chip de silicio.

4.4.2.1 Chips de silicio

El juego de mascara que se utilizé para el segundo proceso tecnoldgico se
denomindé CNM231. La Tabla 4.II describe este juego de mascaras que se utilizd para

la fabricacién de las micro/nanopipetas de la segunda generacion. Esta misma tabla
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indica la finalidad que tiene cada una de las mascaras en el proceso. Como se ha
explicado en el capitulo anterior 3. Micro/Nanopipetas: Primera generacion, la
nomenclatura utilizada en el IMB para identificar cada una de las mascaras empieza
con la identificacién del juego de mascaras al que pertenecen, en este caso CNM231,
seguido de unas letras que identifican una mascara dentro del juego. El juego de
mascaras CNM231 esta formado por cuatro mascaras.

Comparandolo con el proceso de fabricacion de las micro/nanopipetas de
primera generacion, habia aumentado el nimero de mascaras a utilizar en dos, cosa
que hacia suponer un proceso tecnologico con mas dificultad. La misma Tabla 4.1I
indica el orden en el que se utilizaron las mascaras, es decir, el Nivel que tiene cada
una de ellas. También se indica el nombre que tenian dentro del juego CNM231
(Nombre), que parte de las micro/nanopipetas definieron (Uso) y el campo que

tienen (Campo).

Tabla 4.11I: Mascaras del juego CNM231 para la fabricacién de les micro/nanopipetas

Nivel Nombre Uso Campo
1 PIPETA Definicion geometria pipeta Claro
2 REBAJE Definicion depdsitos Oscuro
3 CORTE Definicion chips y cavidades Oscuro
4 TUB Definicion conexion tubos Oscuro

Segun la Tabla 4.1I, la primera mascara utilizada seria CNM231-PIPETA y con
ella se transferird la geometria de los dispositivos a la capa sacrificial que como en el
caso anterior, definiran el canal de la micro/nanopipeta. La mascara CNM231-REBAJE
se utilizard en segundo lugar y dard las medidas del depdsito que conectara la
cavidad de la zona de conexion con la cavidad de entrada a la micro/nanopipeta. La
tercera mascara utilizada sera la CNM231-CORTE y con ella quedaran definidos por
un lado los chips que contendran las micronanopipetas y por otro, las cavidades que
se abririan por la cara dorso de la oblea de silicio para llegar a la capa sacrificial
depositada en la cara componentes desde la cara dorso. La definicion de los chips
evitara el paso del serrado de la oblea. La primera de las cavidades definidas sera la
correspondiente a la zona de conexidn, la segunda abrird la cavidad de entrada al
canal de la micro/nanopipeta y la tercera liberara la punta de la micro/nanopipeta.
En dltimo lugar se utilizard la mascara CNM231-TUB, con ella se definirdn las

cavidades por la cara componentes donde se encajaran los tubos de conexion.
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

El dibujo para un chip de las cuatro mascaras utilizadas en la fabricacion de las
micro/nanopipetas de segunda generacidon puede observarse en la Figura 4.6. La
primera columna muestra la mascara CNM231-PIPETA para este dispositivo, la
segunda representa la mascara CNM231-REBAJE, la tercera corresponde a la
mascara CNM231-CORTE y la cuarta a la CNM231-TUB.

En la mascara PIPETA se puede observar las 3 micro/nanopieptas que formaran
el chip y 3 redondas, que corresponden a las zonas donde quedaran definidas las
salidas de los tubos de conexidn, cada tubo conectara una MP del chip. La mascara
REBAJE definird por la cara dorso el canal que unirad la salida del tubo de conexion
con la entrada al canal de la pipeta, asi como se empezara a definir la zona donde
quedaran liberadas las puntas con las protecciones correspondientes. La mascara
CORTE sefalara la cavidad de salida del tubo de conexidn, la de entrada al canal de
la MP y la que liberara las puntas de las micro/nanopipetas. La mascara TUB marcara

la zona donde se encajard y se pegara el tubo de conexion.

MASCARA PIPETA MASCARA BEBANE HASCARA CORTE MASCARA TUR
Cars companesiss

Cara componenies Carm S

. ————— -
| I |
| Pr ===== L

1L

BV Sl I

BT sncgprta

S Ly Ly o

Figura 4.6: Motivos de las diferentes méscaras del juego CNM231 para el disefio de un chip de
micro/nanopipetas de la segunda generacion. Cromo dibujado en negro.

Para alinear las diferentes mascaras se utilizaron dos motivos de alineacién
diferentes, los motivos de alineamiento doble cara y los de la misma cara, motivos
utilizados habitualmente en el CNM. Los primeros se dibujaron en dos chips
centrados verticalmente que restaban equidistantes respecto el centro de la oblea.
Los segundos se dibujaron en cada chip de micro/nanopipetas. La Tabla 4.III
muestra el orden y la secuencia de alineamiento seguida. En este caso, la mascara
REBAIJE se alineaba con la mascara PIPETA utilizando los motivos de alineamiento
doble cara. La mascara CORTE se alineé con la mascara REBAIJE utilizando los
motivos de alineamiento de la misma cara. Por Ultimo, la mascara TUB con la

mascara PIPETA con los motivos de la misma cara.
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacién

Tabla 4.II1: Secuencia de alineamiento juego de mascaras CNM-231

Cara AIineaimiento Alineamiento
estandar doble cara

PIPETA Componente - -

REBAIJE Dorso - PIPETA

CORTE Dorso REBAJE -

TUBO Componente PIPETA -

La Figura 4.7 muestra los dibujos, la secuencia y distribucién de los motivos de
alineacion doble cara (Figura 4.7a) en la oblea y estandar (Figura 4.7b) en un chip
que han sido utilizados en las diferentes mascaras del juego CNM231.
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Figura 4.7: Dibujo, distribucion y secuencia de alineamiento de los motivos de alineamiento (a) doble cara
y (b) estandar de las mascaras del juego CNM231.
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Dada la versatilidad que ofrece la fabricacion en tecnologia MEMS que permite
disefiar diferentes dispositivos para ser fabricados simultaneamente, utilizando el
mismo proceso de fabricacidn, se disefiaron siete chips diferentes para el segundo
proceso tecnoldgico presentado. Cinco de estos chips serian el soporte donde se
fabricarian las micro/nanopipetas, los dos chips restantes tendrian diferentes

dispositivos microfluidicos.

Los chips que contenian las micro/nanopipetas fueron numerados del I al V. De
los chips adicionales, el primero contendria microfiltros y el segundo
micromezcladores. Estos dispositivos microfluidicos adicionales se explicardn en
detalle en el siguiente capitulo de esta memoria, 5. Dispositivos adicionales
obtenidos con la tecnologia de segunda generacion. Estos siete chips se repitieron
distribuyéndose por toda la oblea hasta completar su superficie. En el Anexo B se

muestra la distribucidn de los chips en una misma oblea.

La Figura 4.8 muestra la superposicion de las mascaras PIPETA, REBAJE, CORTE
y TUBO para los cinco disefios diferentes dibujados correspondientes a los cinco
chips con micro/nanopipetas realizados. Los chips se diferenciaban en el disefio o en
el sistema de apertura de la punta. La diferencia en los disefios radicaba en el tipo
de punta que tenian las micro/nanopipetas si era sencilla, multiple o multipuntas.
Los chips I, II y V contendrian micro/nanopipetas con puntas simples, en el chip IV
se disefiarian micro/nanopipetas con puntas multiples y sobre el chip III se
fabricarian las micro/nanopipetas multipuntas, es decir con varios microcanales con

sus respectivas puntas.

El sistema de apertura diferencié entre utilizar micromecanizacién con FIB o
rotura controlada. Los chips I, III y V fueron disefiados para romperse de manera
controlada en un punto predeterminado. Los disefios de estos chips se basaron en
los buenos resultados obtenidos en la fabricacién de las micro/nanopipetas de la

primera generacion para la ruptura controlada en un punto determinado.

El disefio de estas nuevas micro/nanopipetas también incluiria unos motivos de
test del ataque de la capa sacrificial y son las redondas que se observan en la
micro/nanopipeta de la izquierda de los chips I, II, IV y V. Estos motivos se
disefiaron para poder seguir la evolucidn de la formacion del microcanal
inspeccionando el chip en un microscopio 6ptico y evitando el uso del microscopio de

interferencias.
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

El cuerpo de la micro/nanopipeta se estructuré de manera que quedara un
marco sobre la cavidad de entrada para evitar que la cavidad de entrada definida con

el DRIE fuera mas grande que el canal.

I niscara Prrera
MASCARA REBAJE
MASCARA CORTE
MASCARA TUB

Figura 4.8: Dibujo de la superposicién de mascaras para los cinco chips diferentes disefiados para la
fabricacion de las micro/nanopipetas segunda generacién: Chip I, Chip II, Chip III, Chip IV, Chip V
y los respectivos detalles de las puntas.

La Figura 4.9 muestra la seccion de un chip donde se han sefalado las
diferentes partes que integran una micro/nanopipeta de la segunda generacion. Se
han sefialado el tubo, la cavidad de la zona de conexidn con el tubo, el depdsito, la
cavidad de entrada, el microcanal, la punta y el sistema de proteccién de puntas

utilizado.
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Tubo Punta

|_ Canal

Cavidad entrada

Proteccion
O Punta
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Figura 4.9: Seccion transversal de un chip donde se han sefialado las partes que componen una
micro/nanopipeta de la segunda generacion

La Tabla 4.1V muestra las dimensiones del depdsito, el canal y la punta de las
micro/nanopipetas. Las medidas son comunes para el depdsito y el canal y difirieren
en la punta de la micro/nanopipeta. El disefio de las puntas fue en forma rectangular
y sus tamafios de 10-2-4 um respectivamente para cada una de las
micro/nanopipetas del chip. El tamafio de las puntas en el chip IV, es decir, el que

contenia las micro/nanopipetas con puntas multiple fue de 5-2-1 um.

Tabla 4.IV: Rango de dimensiones de las micro/nanopipetas de la segunda

generacion
Ancho (pm) Largo (um) Altura (um)
Deposito 200 2500 50 - 100
Canal 50-120 2350 1.5
Punta 1-50 50-75 1.5
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Se introdujeron cambios en el disefio de las micro/nanopipetas para disminuir
esfuerzos mecanicos en la capa depositada. En los disefios de la primera generacién
de micro/nanopipetas se habia observado la aparicidon de grietas que podian acabar
produciendo la ruptura de la punta cuando parte del canal quedaba en voladizo. En
la 2a generacion todo el canal de la micro/nanopipeta queda sobre el silicio y
solamente es la punta la que se libera. La Figura 4.10a muestra un dibujo de una
punta rota de la primera generacion en la zona del canal anclada al silicio, es la zona
donde empezaba el voladizo. La Figura 4.10b muestra la imagen de una punta sin
romper de la segunda generacidon. El problema se resolvid disefando la zona en
voladizo mas estrecha, de esta manera se disminuian los esfuerzos mecanicos

producidos durante la fabricacion y se evitaba la fractura de la punta.

(a) (b)

Figura 4.10: Imagenes opticas de (a) Punta de una micro/nanopipeta de la 12 generacién y disefio
mejorado de la misma punta para la 2a generacion.

Para tener un mayor control del proceso de fabricacion pensado, se disenaron
diferentes motivos de test. Dos motivos controlarian el ataque seco profundo
realizado con la mascara REBAJE y CORTE. Un tercer motivo de test serviria para
seguir la evolucion del grabado de la capa sacrificial de 6xido en HF que definiria el
canal de la pipeta por otro. La Figura 4.11(a) y (b) muestran los motivos de test
utilizados para el ataque seco profundo y la Figura 4.11(c) muestra el motivo circular

empleado para controlar el avance del ataque de la capa de 6xido sacrificial con HF.
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Figura 4.11: Motivos de test utilizados, (a) DRIE1 se utilizd para controlar la apertura de las cavidades
disefiadas, (b) DRIE2 se utilizé para controlar el sobreataque lateral del grabado seco profundo y (c)
seguimiento del grabado de la capa sacrificial

El grabado seco profundo era un paso critico debido a que este ataque llegaria
desde la cara dorso a la cara componentes. El motivo DRIE1 se utilizaria para seguir
la evolucion del proceso en el cuerpo de la micro/nanopipeta. Si el ataque se
quedaba corto no se abririan las cavidades de entrada y no pasaria liquido al interior
del canal de la micro/nanopipeta. Por el contrario, si se excedia el ataque, la
abertura realizada por la cara dorso superaria el ancho definido por el cuerpo de la
micro/nanopipeta. Si esto sucedia no se podria definir el canal de la
micro/nanopipeta porque la cavidad de entrada seria mas ancha que el microcanal y
quedaria cerrada al depositar el polisilicio. Ademas este hecho haria que el liquido

saliera fuera del canal del dispositivo.

La apertura del cuadrado deberia de ser de 200 um aunque podia ser mas
grande, nunca debia superar las 280 um. Ademas, si se producia sobreataque, el
canal de la micro/nanopipeta dejaria de estar sobre el chip de silicio y esto produciria
la aparicion de esfuerzos mecanicos como se habia observado en el proceso de
fabricacién de la primera generacién. Por este motivo se utilizé el motivo de test
DRIE2. Al estar situado en el extremo del chip indicaba cuantas micras de la
superficie del chip se habian sobreatacado durante el grabado seco profundo.
Finalmente el motivo ataque sacrificial se disefidé para poder seguir el grabado de la
capa de 6xido de silicio sacrificial porque durante el proceso de fabricacion de la 12
generacion se habia observado que las 0.5 um de la capa de polisilicio no eran
transparentes en un microscopio optico, hecho que dificultaba comprobar si el canal

habia quedado abierto. El motivo de ataque sacrificial presentaba una superficie
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plana cuando tenia debajo la capa sacrificial, al contrario de lo que pasaba cuando la
capa se habia grabado donde se observaba como se habia abombado la superficie.
La distribucién en un chip de todos los motivos de test utilizados se muestran en la
Figura 4.12.
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Figura 4.12: Distribucidn de las estructuras tecndlogicas de test en un chip de la segunda generacion de
micro/nanopipetas

4.4.2.2 Chips de vidrio

Para cubrir el depdsito fabricado en la cara dorso del chip y evitar que la capa
estructural cerrara la cavidad de entrada al depositarse, se utilizarian unos chips de
vidrio. El micromecanizado de la oblea de vidrio se mando realizar a Little Things
Factory GMBH [4] mediante la técnica de Sand Blasting. Se disefid un chip cuyas
dimensiones encajasen con el chip de silicio y cubriesen los depodsitos fabricados en
la cara dorso. El esquema del chip de vidrio realizado y enviado a la compania Little
Things Factory GMBH para su fabricaciéon se muestra en la Figura 4.13. El Anexo C
muestra la distribucion de este chip a nivel de oblea. En el disefio del chip de vidrio
se debia tener en cuenta la pérdida de dimensiones al mecanizar la oblea mediante
la técnica de Sand Blasting. Se producia un angulo de 75° de diferencia entre la
parte superior y la inferior del chip de vidrio. El puente para el manual cleaving en el
chip de vidrio no debia coincidir con los puentes del chip de silicio, si estos puentes

quedaban acoplados, el chip se podria romper por sitios no definidos.
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Figura 4.13: Esquema del chip de silicio y de vidrio disefiados.

4.4.3 Proceso de fabricacion de micro/nanopipetas
con capa estructural de oxido de silicio obtenida al
oxidar una capa de polisilicio

Con el proceso tecnoldgico definido y el disefio de las mascaras realizado,
empieza el proceso de fabricacion de las micro/nanopipetas de la 2a generacion. En
este apartado se explicard en detalle las etapas realizadas durante este proceso
dentro de la Sala Blanca del IMB-CNM, los problemas y las soluciones encontrados.
Como en el capitulo anterior 3. Micro/nanopipetas: Primera generacion, para poder
tener una imagen mas clara de cada paso seguido, se han insertado unas tablas que

contienen dibujos de la seccidn transversal de una micro/nanopipeta.

4.4.3.1 Proceso de fabricacion en Sala Blanca

Uno de los objetivos era obtener micro/nanopipetas fabricadas en un material
transparente para utilizarlas en aplicaciones bioldgicas. Como se habia podido oxidar
el polisilicio y convertirlo en un material transparente, se escogié polisilicio como

capa estructural del dispositivo y el éxido de silicio como capa sacrificial.
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Run 2984-PIP

1. INICIO 500 umI 1-4
Si

2. Marcar las obleas (500 um) (MARC-PXB) 500 HmI 1-4
Si

3. Limpieza pirafia + dip HF (NETG-GEN) 500 HmI 1-4
Si

El material escogido para iniciar el proceso de fabricacién fueron 4 obleas de
silicio de 500 um pulidas por las dos caras. No se escogieron obleas de 300 um
porque no daban el margen suficiente de trabajo para los dos ataques secos
profundos que debian hacerse por la cara dorso. Después se marcaron (MARC-PXB)
y limpiaron (NETG-GEN) estas obleas.

Deposicion de la capa sacrificial

[
4. Deposicion de 1 - 4 um de 6xido dopado por 1-4
cara componentes (DAMI-ING)
[
5. Deposicion de 1,5 um de 6xido sin dopar por 1-4
cara dorso (DAMI-ING)

Se deposité una capa de 6xido dopado (DAMI-ING) con un grosor de 1 pum
para la primera oblea, 2 um para la segunda y la tercera y de 4 um para la cuarta.
Esta capa de 6xido, una vez estructurada, definiria la forma y las dimensiones de las
micro/nanopipetas y actuaria como capa de paro en el Ultimo grabado seco profundo
DRIE realizado desde la cara dorso. El 6xido utilizado es el mismo que el que se
utilizé en la primera generacion, pero ha cambiado la designacion de la etapa en
BACO. Entre las diferentes etapas existentes en la Sala Blanca para depositar éxido,
el que se deposita en ésta es el mas uniforme, pero una capa con un grosor de 4 um
no se habia depositado antes con estas condiciones. Se lanzé un run de prueba
(2823-PIP) para comprobar que era posible depositar una capa de este grosor con

estas condiciones.
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En este proceso, se depositdé una capa de 6xido de silicio sin dopar de 4 pm. Una
vez comprobado que era posible, se siguié adelante con el proceso de fabricacién de
las micro/nanopipetas y se depositaron las capas de 6xido dopado de diferente
grosor en las obleas. El grosor de la capa de 6xido de silicio depositado se midid en
la oblea de test utilizada para cada deposicién y el resultado obtenido fue un grosor
de de 1.002+0.305 pm para la primera oblea, 2.003+0.764 um para la segunda y la
tercera y 4.005+0.143 um para la cuarta. Recordemos que la estructuracion de esta

capa de oxido definira la altura y la forma del canal de la micro/nanopipeta.

A continuacion se depositd en las obleas una capa de 6xido de silicio sin dopar
por la cara dorso. Esta capa de éxido de silicio haria la funcién de mascara en uno de
los ataques secos profundos DRIE posteriores del silicio, concretamente el que
liberaria la estructura del chip, abriria las cavidades que llegaban a la capa de 6xido
sacrificial de la cara componentes desde la cara dorso y definiria el depdsito. Este
ataque seco no era del todo selectivo, aunque a una velocidad menor que el silicio, el
grosor de la capa de oxido también va disminuyendo. Si la capa de dxido de silicio
desaparecia, quedaria silicio expuesto que podria dafiarse. Por este motivo, era
necesario saber con exactitud la velocidad de ataque de la capa de éxido frente al
silicio y el grosor necesario para evitar que desapareciera esta capa durante el

ataque.

Con los resultados obtenidos en el run prueba 2823-PIP y mostrados en el punto
4.2.1 Run prueba definicién cavidades con DRIE, se calculd el grosor que debia tener
esta capa de déxido para un ataque seco profundo de unas 50-100 um de silicio
obteniéndose un valor minimo de 0.5 um. Para asegurar que la capa de 6xido
aguantaba todo el ataque seco del silicio, se decidié depositar una capa de 1.5 um de
6xido de silicio sin dopar por la cara dorso de la oblea. El grosor medido en la oblea
test dio como resultado 1.502+0.261 um.
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Estructuracion de la capa sacrificial

cara componentes, como fotolitografia
estandar Obleas 2 Caras FOTO-FRD
protegiendo cara dorso, pero con resina de 2
um

Mascara: CNM231-PIPETA

7. Fotolitografia de Ingenieria (FOTO-ING) por .

I
— 1-4

Resina de Proteccion

8. Etapa no Standard por SB (ESPECIAL)
Recocido de la resina a 200°C durante 1-4
30 min

Resina de Proteccion

=

9. Grabado de las capas de 6xido de silicio
(PGIOXGUI)

Resina de Proteccion

Para definir la forma de las micro/nanopipetas y la zona de conexiéon con los
tubos, se realizd una etapa de fotolitografica (FOTO-ING) en la cara componentes
de las obleas utilizando la mascara PIPETA. El grosor de la resina depositada en esta
etapa fue de 2 um y era suficiente para aguantar el posterior ataque seco de la capa
de 6xido de silicio. A continuacion se recocid esta resina a 200°C durante 30 min
(ESPECIAL). Este paso era critico porque se habian disefiado puntas que tenian 1
um de ancho. Aunque estas puntas podian quedar bien definidas en la etapa de
fotolitografia, al hacer el recocido de la resina para endurecerla y que aguantase bien
el grabado seco de la capa de dxido de silicio posterior, la temperatura alcanzada en
el horno podia hacer que la fotoresina fluyera y se perdieran estas dimensiones. La
Figura 4.14a muestra como se conservaron estas puntas de 1 um, tal y como se
observd después del grabado seco (PGIOXGUI) realizado por la cara componentes.

En la Figura 4.14b se muestra el aspecto de una punta rectangular de 4 um.
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(a) (b)

Figura 4.14: Imagenes Opticas de (a) Multipuntas de 1 um de anchura y (b) punta rectangular de 4 um de
anchura

Con este ataque seco se traspasaba el dibujo de la resina a la capa de 6xido de
silicio. El proceso de grabado se realizé con las mismas condiciones que las utilizadas
en la primera generacién. Recordemos cuales eran, caudal de CHF; de 50 cm®/min,
presion de 0.05 mbar y una potencia de 500 W. Estas condiciones estaban
optimizadas para grabar una capa de 6xido de silicio de 8 um de grosor obteniendo
paredes verticales, por lo tanto no hubo problemas para mecanizar la capa de 4 um

de 6xido de silicio.

Definicion de la mascara para la obtencion del depésito

10. Decapado de resina (DEC-RESI)
Decapado de resina en acido (QDRACXXX)

Resina dg Prgteccion

11. Etapa Fotolitografia con alineamiento doble
cara (FOTO-FKD): cara dorso T 1-4

e ﬂ

12, Etapa no Standard por SB (ESPECIAL) LRl ahlaiees |
Recocido de la resina a 200°C durante 1-4
30 min

13. Grabado de la capa de 6xido (PGIOXGUI):
cara dorso
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacién

Una vez definido el cuerpo de la micro/nanopipeta, se decapéd la resina (DEC-
RESI) con plasma de O,. Como surgieron algunos problemas y quedaron restos de
resina en la oblea se introdujo una etapa adicional de limpieza en &acido
(QDRACXXX). Después de esta etapa la oblea quedd completamente limpia de
resina. A continuacion habia que empezar a definir las cavidades y el rebaje para el
depdsito que une la cavidad de la zona de conexidn con la cavidad de entrada por la
cara dorso, para hacerlo era necesario una etapa de fotolitografia de alineamiento de
doble cara (FOTO-FKD) por la cara dorso, utilizando la mascara REBAJE y poniendo

resina de proteccidn por la cara componentes.

La resina se recocié para que resistiera el grabado (ESPECIAL) y se realizo el
ataque seco del o6xido de silicio (PGIOXGUI) de la cara dorso. Este grabado
transferiria a la capa de o6xido la estructura que deberia tener para ejercer de
mascara en el ataque profundo seco que definiria el depdsito que une la cavidad de

la zona de conexidn y la cavidad de entrada al microcanal de la micro/nanopipeta.

Definicion de la mascara para la obtencion de las cavidades

14. Decapado de resina en acido 1-4
(QDRACXXX)

15. Etapa Fotolitografia para obleas doble
cara pero con alineamiento simple. Como
FOTO-FRD pero con resina maP-1275 1-4

(FOTO-ING): cara dorso

[

Una vez definido el rebaje en la capa de oxido de silicio, se decapo la resina

(QDRACXXX) en acido porque no se podia utilizar el plasma de O,, al no
encontrarse operativo el equipo. El siguiente paso fue definir las cavidades que
llegarian a la cara componentes desde la cara dorso. Parte de estas cavidades
definirian la zona de conexién, otras la entrada al canal de la micro/nanopipeta,
liberarian la punta y la estructura del chip y definirian el chip conteniendo tres
micro/nanopipetas y liberarian las puntas. Para hacerlo fue necesario realizar el
tercer paso fotolitografico (FOTO-ING) por la cara dorso utilizando la mascara
CORTE y con resina de proteccién por la cara componentes. El alineamiento se

realizé contra los motivos de la mascara REBAJE. La capa de resina depositada por la
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cara dorso deberia tener un grosor de 8 um para resistir el ataque DRIE desde esta
cara hasta la cara componentes. Este espesor fue calculado segun los resultados
obtenidos en el run prueba 2823-PIP y mostrados en la Tabla 4.1 del punto 4.2.1.
Run Prueba. En ningun caso, el grosor de la capa de resina podia estar por debajo de
6.5 um. Esta capa iba a ser utilizada como mascara en el posterior ataque seco
profundo de 400-450 pm de silicio y no podia desaparecer antes de finalizar este
grabado. La etapa que venia a continuacion era una de las mas criticas del proceso

de fabricacion.

Grabado de las cavidades

16. Grabado profundo del silicio DRIE T 1
(A601-ING) (425-450 um): cara dorso

Habia que realizar un ataque seco profundo de 400-450 um de silicio (A601-
ING) para empezar a fabricar las cavidades por la cara dorso. El grabado no podia
superar las 450 um de silicio porque la oblea era de 500 um y todavia se iba a
realizar una etapa fotolitografica con su posterior grabado profundo por la cara
componentes. Estas 50 um de grosor en la oblea hacian posible la cuarta etapa
fotolitografica, un espesor menor podia hacer que la oblea se rompiera en este paso.
Como el ataque profundo no es uniforme en toda la oblea, se midié el espesor
atacado en 5 puntos de la oblea, el punto 1 corresponde al centro de la oblea y los
puntos 2-5 a los cuatro bordes de la misma. La Tabla 4.V muestra la profundidad de
silicio grabada en esta etapa para la oblea 2, obteniéndose una profundidad media
de 404 + 25 um. Esto dejaba un espesor aproximado de 96 um para poder realizar el

ultimo paso fotolitografico por la cara componentes.

Tabla 4.V: Profundidad de silicio grabada por la cara dorso de la oblea 2
con la mascara CORTE.

Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Punto5

444 um 410 um 377 um 397 um 391 um
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Definicion anillos para las conexiones de los tubos

17. Decapado de resina (DEC-RESI) T H ‘u 1-4
18. Etapa Fotolitografia como estandar ‘_
obleas 2 caras FOTO-FCD sin proteccion

cara dorso pero con resina maP-1275 e — A R
(FOTO-ING): cara componentes — M ~u

Mascara: CNM231-TUB

19. Grabado profundo del silicio DRIE 7 o
(A601-ING) (250-300 um): cara
componentes

Realizado el grabado del rebaje y de las cavidades por la cara dorso de la oblea,
se decapo la resina (DEC-RESI). Este paso se pudo hacer con plasma de O, porque
el equipo ya estaba operativo. A continuacién se definié el anillo para conectar los
tubos al chip por la cara componentes con la ultima fotolitografia. En esta etapa
fotolitografica (FOTO-ING) se depositd resina maP-1275 por la cara componentes.
No se protegid la cara dorso con resina de proteccidn porque ya estaba mecanizada.
El alineamiento se realizdé contra los motivos realizados con la mascara PIPETA de la
primera fotolitografia. Los ataques profundos realizados en la cara dorso producian
perdidas en el vacio del spinner, lo que implicé depositar la resina utilizando un
spinner especial para obleas con cavidades grabadas por la cara dorso, pero el

grosor de la capa depositada no era uniforme.

Las medidas dieron resultados diferentes dependiendo de la zona de la oblea
donde se mideron, obteniendo valores que oscilaban entre 7.8 um y 9.4 um. Esta
capa iba a ser utilizada como mascara en un ataque seco profundo, esto significaba
que el grosor depositado era suficiente y no era crucial el hecho que el grosor no
hubiera quedado uniforme. Con el anillo para el tubo de conexion definido en la cara
componentes de la oblea en la etapa de fotolito, el siguiente paso a realizar era el
grabado de las cavidades con un ataque seco profundo. Se han de atacar entre 250
y 300 pm de silicio para poder conectar el tubo con facilidad. No se deberia
sobrepasar las 300 um porque los ataques realizados por la cara componentes
podrian conectar con los DRIE realizados por la cara dorso. El resultado de este

ataque para los cinco puntos de la oblea 2 se muestra en la Tabla 4.VI.
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Tabla 4.VI: Profundidad de silicio grabado en cara componentes de la oblea 2 con la
maéscara TUB

Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4 Punto 5

258 um 245 um 245 um 245 um 253 um

Definicion deposito

20. Grabado profundo del silicio DRIE
(A601-ING) (50-100 pm): cara dorso

Una vez fabricadas las conexiones de los tubos, habia que realizar el tercer y
ultimo grabado DRIE (A601-ING) para definir el depdsito y terminar de grabar la
cavidad de entrada, la cavidad de la zona de conexidn, liberar las puntas y definir el
chip con las tres micro/nanopipetas. La oblea estaba mecanizada, lo que significaba
que empiezaba a ser fragil. Para no excedernos con el ataque se realizd un primer

grabado de 10 min.

Pasado este tiempo, se inspecciond la oblea en el microscopio y se observd que
el chip empezaba a estar definido porque las trincheras habian empezado a abrirse.
Al proseguir con el ataque, habia que bajar la presion del helio a 200 Pa para regular
el caudal, esto es debido a la apertura de las cavidades que definian el chip. Después
de 6 min mas de ataque, las cavidades de entrada y las trincheras que definian el
chip habian quedado abiertas. La Figura 4.15(a) muestra la cara componentes de un
chip después de realizar el DRIE rebaje. En esta imagen se ha marcado el motivo de
test DRIE1 para el ataque después del DRIE. Se puede observar como el motivo ha

quedado abierto indicando la abertura de las cavidades.

Esto significa, tal como muestra la figura, que la cavidad de entrada ha quedado
abierta sin sobrepasar las dimensiones de anchura marcadas por la capa de dxido
estructurada. La Figura 4.15(b) muestra el aspecto final que mostraba uno de los
motivos disefiados para controlar el sobreataque después de realizar el grabado

DRIE. En esta ocasion se observd un sobreataque de 40 um.
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(a)

Figura 4.15: Imagenes opticas de (a) motivo test DRIE1 indicativo de la abertura de la cavidad de entrada
abierto y (b) motivo DRIE2 indicando el sobreataque producido por el grabado seco profundo rebaje.

El aspecto que ofrecia la punta de Oxido de silicio en voladizo de las
micro/nanopipetas de la segunda generacion después de la apertura de la cavidad
que definia el chip y liberaba la punta se muestra en la Figura 4.16. A modo de
ejemplo se han escogido dos puntas de 2 y 1 um de ancho.

C

CR0)

Figura 4.16: Imagenes opticas de dos tipo de punta de micro/nanopipeta de la segunda generacion en
voladizo con anchura de (a) 2 um y (b) 1 um.
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Deposicion de la capa estructural

21. Decapado de resina (DEC-RESI)

21. Grabado de la capa de 6xido de la cara
dorso (GGIR-ESP)

22. Decapado del 6xido de silicio nativo
(GHUM-ESP) como QPRMEC25 pero con
secado en estufa de nitrégeno.

23. Deposicién de 0.5 pum de poliSi LPCVD
(DPOLSENA)

i

Cara rugosa

Oblea Si

Una vez definidos los chips, se decapd la resina con plasma (DEC-RESI).
Después del grabado profundo, la resina se habia dafiado con los gases y la
superficie de la oblea no quedaba completamente limpia tras el decapado con el
plasma de oxigeno, como muestra la imagen de la Figura 4.17(a). Como habia que
depositar la capa estructural de polisilicio para definir las paredes de los canales, no
podian quedar restos de resina sobre la superficie de la oblea. Por este motivo se
sumergio la oblea en acetona y en pirafa (H,SO4:H,0,, 2:1). Para evitar que las
burbujas de la solucién pirafia dafen las puntas, se deja reposar la mezcla unos
minutos. La Figura 4.17(b) muestra la superficie completamente limpia de un chip
después de este proceso. Se vuelve a introducir la oblea en el plasma para descartar
la posibilidad de la fina capa de resina. No cambia el aspecto de la superficie. Ha

quedado dafiada después del grabado profundo.

(a) (b)

"-.ﬁ [

Figura 4.17: Imagenes de microscopio 6ptico de (a) una punta antes (a) y (b) otra punta después del
proceso de limpieza de la resina.
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Una de las razones de escoger el polisilicio como capa estructural se debe a la
conformidad que presenta este material, es decir, la facilidad que tiene para adoptar
la forma del material que recubre. Esta condicién presentaba un problema para la
cavidad de entrada dada la dificultad encontrada durante el proceso de fabricacion
de la primera generacién para abrirla cuando el polisilicio la habia cubierto. Para
tratar de evitar que el polisilicio cubriera la cavidad de entrada, se coloco una oblea

de silicio soporte en contacto con la oblea mecanizada.

La cara rugosa de la oblea estaba en contacto con la oblea que contenia las
micro/nanopipetas para evitar que las obleas quedaran unidas durante el proceso de
deposicion del polisilicio. Las obleas fueron introducidas en el horno de manera
horizontal, tal como muestra la Figura 4.18(a). Se pusieron obleas de manera
vertical a modo de pantalla para evitar que el venteo del horno moviera las obleas
horizontales. La Figura 4.18(b) muestra en detalle la oblea mecanizada antes de

entrar en el horno.

(a) , (b)

|

Figura 4.18: (a) Montaje de la oblea mecanizada para la deposicidn del polisilicio y (b) detalle de la oblea
mecanizada.

Una vez finalizado el proceso de deposicion del polisilicio, las obleas fueron
extraidas del horno. Al separarlas, se observd como los chips habian quedado
dibujados sobre la oblea soporte (Figura 4.19a). Esto significaba que el polisilicio se
habia introducido por las trincheras y probablemente habria tapado la cavidad de
entrada de la micro/nanopipeta. Para comprobarlo, habia que introducir un chip en
HF 49%. Si la capa sacrificial de 6xido no se atacaba implicaria que la cavidad habia
quedado cerrada. Después de dejar el chip sumergido durante 30 min en el reactivo,

se aclard con agua y se inspecciono con un microscopio optico.
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Como muestra la imagen tomada de la Figura 4.19b no se observd ningun
cambio en las estructuras de test realizadas para controlar el ataque, el HF no habia
tenido acceso a la capa sacrificial de 6xido porque habia una capa de polisilicio que
recubria la cavidad de entrada.

Figura 4.19: (a) Imagen de la oblea soporte utilizada durante la deposicion de polisilicio e (b) imagen de
microscopio dptico de los motivos de test de ataque sacrificial después del tener sumergido el chip en
HF 49% durante 30 min.

Definicion canal: Ataque capa de 6xido

Oblea Si

24. Grabado profundo del polisilicio DRIE
(A601-ING) (0.5 pm): cara dorso

25. Recuperacién de los chips individuales |-’ J
y ataque de la capa sacrificial en HF 49% 1-4
(FEIN-ESP)

26. Oxidacion polisilicio (OHC-8000) |- J 1-4

Para poder acceder a la capa de o6xido, debia abrirse la cavidad de entrada. El
ataque en TMAH no habia funcionado para la primera generacién y la abertura
utilizando FIB era un proceso muy lento y encarecia el proceso de fabricacién. Por
estos motivos se creyd conveniente realizar un grabado seco DRIE (A601-ING).
Con esta opcidon surgia un problema, el gas utilizado podria atacar el polisilicio que
recubria el cuerpo de las micro/nanopipetas en general y el de las puntas en
particular. Esto significaba tener que proteger la cara componentes y las puntas con
fotoresina. Para realizarlo, se colocaron los chips con las micro/nanopipetas sobre
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otra oblea de silicio soporte. La cara componente de los chips estaba en contacto con
la oblea. A continuacién se depositd una gota de resina cerca del extremo del chip.
La resina, al entrar en contacto con el chip, recubrié las puntas y la cara
componentes como se muestra en la Figura 4.20. Cuando todos los chips quedaron

protegidos por la resina, se introdujo la oblea en una estufa a 100°C para recocerla.

Cavidnd panin
Coneakin

Figura 4.20: Imagen de un chip preparado para abrir la cavidad de entrada con un grabado DRIE.

Como el polisilicio se encontraba en las cavidades de entrada cuadradas de 200
pum de lado y 500 um de profundidad, se realizo un sobreataque para asegurar que
se abrian las cavidades de entrada. Las cavidades de los chips se inspeccionaron con
un microscopio optico y se observd que se habia abierto la capa de polisilicio que las
recubria como muestra la Figura 4.21a. La oblea soporte se sumergidé en acetona
para diluir la resina y recuperar los chips (FEIN-ESP). A continuacion se sumergieron
los chips en HF 49% para grabar la capa sacrificial y definir el canal. Uno de los chips
fue sacado del reactivo para comprobar la evolucién del ataque. La Figura 4.21b
muestra una imagen tomada con un microscopio optico. Se puede observar como el
ataque habia comenzado y se podia seguir facilmente su evolucion con los motivos
test control de ataque, disefiados para tal fin.

(b)

r
-

Figura 4.21: (a) Imagenes de microscopio 6ptico de una cavidad de entrada con el polisilicio abierto y (b)
de los motivos de test ataque sacrificial durante el grabado en HF de la capa sacrificial.
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Una vez atacada la capa de o6xido sacrificial y definido el canal habia que
convertir las paredes opacas del polisilicio en transparentes para poder utilizar las
micro/nanopipetas en aplicaciones bioldgicas. Se depositaron los chips sobre una
oblea soporte y se introdujeron en el horno para su oxidacion (OCH-8000). Para
asegurar que todo el polisilicio se oxidaba, se realizd el proceso para obtener una
capa de 6xido de 8000 A. La capa de éxido medida en la oblea de test dié como
resultado 7987+10 A de grosor.

La Figura 4.22 muestra dos imagenes obtenidas con un microscopio éptico del
canal de una micro/nanopipeta antes (a) y después (b) del proceso de oxidacién de
la capa de polisilicio. Se puede observar como cambia el aspecto de la capa
estructural, transformandose de opaca a transparente. Ademas también se puede
observar en la Figura 4.22b como se estresa la capa estructural después del proceso

de oxidacion.

(a) (b)

Figura 4.22: Iméagenes de microcopio éptico del canal de una micro/nanopipeta de 10 um antes (a) y
después (b) del proceso de oxidacidn del polisilicio.

Una vez obtenidas las paredes transparentes de las paredes del canal, habia que
cubrir el canal del depdsito de la cara dorso del chip y realizar las conexiones. Al
haber realizado una oxidacion para convertir el polisilicio a oxido de silicio, habia
crecido una capa de 6xido por la cara dorso del chip. Esta capa impedia cubrir el
depédsito con un chip de vidrio realizando una soldadura anddica. Ademas esta
tecnologia no habia impedido que al depositar polisilicio se tapara la cavidad de

entrada.
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La eleccion de una oblea soporte en la etapa de deposicidon de polisilicio no
habia evitado que el material escogido para actuar como capa estructural sellara la
cavidad de entrada. Esto era sucedié porque el polisilicio se deposita en fase gas.
Para evitar que el polisilicio llegara a la cavidad de entrada, una posible estrategia
seria poner una oblea soporte totalmente unida y sellada a la oblea que contenia los
chips. Pero si la oblea soporte quedaba soldada nos impediria obtener los chips con
la técnica de Manual Cleaving y tendriamos los problemas observados en la etapa del
serrado del proceso de fabricacion de las micro/nanopipetas de la primera
generacion. Ademdas esta oblea soporte impediria que se pudiera observar que

ocurria en el canal-depdsito de la cara dorso del chip.

4.4.4 Proceso de fabricacion micro/nanopipetas con
capa estructural de 6xido de silicio depositado

Debido a la necesidad de obtener dispositivos con las paredes transparentes y
no habiendo evitado la entrada de la capa estructural de polisilicio en la cavidad de
entrada y ni el crecimiento de una capa de 6xido en la cara dorso del chip que
dificultaba la soldadura anddica del chip de silicio al chip de vidrio, al realizar la
oxidacién de la capa de polisilicio para convertirla en un material transparente, se

decidié depositar directamente una capa de 6xido de silicio como capa estructural.

4.4.4.1 Estudio de la capa sacrificial adecuada para capa
estructural de 6xido de silicio depositado

La definicion de nuevos materiales como capa estructural y sacrificial para la
fabricacidn inicié una blusqueda dentro de los materiales utilizados normalmente en
tecnologia de microsistemas. El hecho de necesitar una pared del canal transparente
hizo que se escogiese 6xido de silicio como capa estructural. Como esta condicion
era necesaria para poder trabajar con células esta busqueda se centré en el material

de la capa sacrificial.

Este material deberia soportar las condiciones de deposicién de la capa de 6xido
de silicio y ademas su grabado deberia ser selectivo, es decir, el reactivo que se

utilizara para su eliminacion no podia dafiar la capa estructural de 6xido.
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Se lanzd un run para realizar pruebas de ataque de dos materiales diferentes
como capa sacrificial y cuyo ataque fuese selectivo al 6xido de silicio utilizado como

capa estructural.

Los materiales escogidos para actuar como capa sacrificial fueron resina y
aluminio [5]. Los procesos de grabado o eliminacién de estos materiales eran
selectivos con el o6xido. Para disolver la resina se sumergieron los dispositivos
fabricados en acetona a una temperatura de 40°C. La temperatura de la solucién no
podia sobrepasar los 55°C, ya que ha esta temperatura la acetona empezaba a
hervir y se evaporaba mas rapidamente.

Para grabar el aluminio en el IMB-CNM se utiliza una solucion comercial
denominada Defreckling Aluminum Etch (DAE, Fujifilm Electronic Materials, Bélgica).
Esta solucidon es una mezcla de acido acético, fluoroboérico, nitrico y fosférico, pero
los tiempos de ataque son muy lentos para los dispositivos presentados en este
capitulo al estar definidos por un microcanal. Finalmente se escogié una mezcla
formada por HCI:HNOs (2:1)a 80°C utilizada para grabar aluminio en la fabricacidn
de microcanales para utilizarlos en experimentos de electroforesis capilar o como

guias de onda [6, 7]

4.4.4.1.1 Resina como capa sacrificial

En el caso de la capa sacrifical formada por fotoresina habia que comprobar que
la capa de o6xido de silicio depositada recubria totalmente el grosor de la capa de
resina, el aspecto que tendria la fotoresina y el 6xido de silicio una vez depositada la
capa estructural, y el grosor de capa sacrificial que se podria recubrir con el 6xido de
silicio depositado. Para realizar el estudio, se depositaron y estructuraron dos capas
de resina de dos grosores diferentes. Habia que tener en cuenta que la temperatura
de deposicidn del 6xido vendria condicionada por la temperatura que podria soportar

la capa de resina.
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Run 3731 - Capa sacrificial resina

1. INICIO 1-4
2. Marcar las obleas (MARC-PAA) 1-4
3. Limpieza general (NETG-GEN) 1-4
o —
4. Fotolitografia Standard (FOTO-STU) por
cara componentes 1-2
Mascara: CNM231-PIP
5. Fotolitografia Especial (FOTO-ESP) por . —
cara componentes, depositando 2 um de
resina [— _ 3-4
Mascara: CNM231-PIP
6. Deposicion 0.5 um o6xido de silicio por cara
componentes (DPLA-ING). Depositar 1-4
oxido a baja temperatura (100°C)
iy ——
7. FINAL 1-4

Después de marcar (MARC-PAA) vy
definieron dos etapas fotolitograficas diferentes para depositar dos capas de resina

limpiar (NETG-GEN) 4 obleas,

con grosores diferentes. Con la fotolito Standard (FOTO-STU) se depositd sobre la

cara componentes de las obleas 1-2 una capa de resina HPIR-65132 con un grosor

de 1.2 um. Para las obleas 3-4 el grosor de la capa de resina fue de 2 pm,

depositada y estructurada con una etapa de fotolitografia especial (FOTO-ESP). Se

utilizé la mascara CNM231-PIP porque el estudio podia variar dependiendo de la

anchura y longitud de los dispositivos a fabricar.

Una vez definidos los motivos sobre la resina, se depositaron 0.5 um de 6xido
de silicio PECVD (DPLA-ING) sobre dos obleas con grosores diferentes de la capa
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

de fotoresina. Este tipo de Oxido normalmente se deposita a 380°C, pero esta
temperatura puede hacer que la resina se queme, este fue el motivo para depositar
el 6xido a 100°C [8]. Al realizar la deposicién a esta temperatura se obtiene un éxido
de peor calidad. Se midid la capa de Oxido depositada en las obleas de test
obteniendo como resultado 3497+260 & para la oblea 1 y 4449+230 & para la oblea
3.

La primera prueba realizada fue comprobar la porosidad de la capa de 6xido
depositada. Se partieron las obleas en cuatro trozos con una punta de diamante.
Para observar el aspecto de la capa sacrifical, la oblea 1 fue inspeccionada con un
microscopio Optico. Se observaron unos puntos, mostrados en la Figura 4.23a
debidos al estrés que aparecia en la capa de la resina al depositar el 6xido. Para
comprobar la porosidad de la capa de 6xido depositada, se sumergié un cuarto de la
oblea 1 en acetona a 40°C. Pasados 5 minutos, se extrajo la muestra y se aclar6 en
IPA. El resultado obtenido puede observarse en la Figura 4.23b. La acetona se habia
introducido por los poros de la capa de 6xido y habia disuelto la capa de la resina de
manera poco homogénea. La aparicion de estreses en la capa de resina al depositar
la capa de 6xido y la porosidad que presentaba la capa de 6xido depositada hicieron
descartar la resina como material para utilizar como capa sacrificial en la fabricacion

de las micro/nanopipetas.

Figura 4.23: Imagen optica de la capa sacrificial de resina (a) antes y (b) después de la eliminacién
en acetona
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4.4.4.1.2 Aluminio como capa sacrificial

En el caso de la capa sacrifical de aluminio, como en el caso de la resina,
también habia que comprobar que la capa de 6xido de silicio depositada recubria
totalmente el grosor de la capa de aluminio, el aspecto que tendria el aluminio y el
oxido de silicio una vez depositado y el grosor de aluminio que se podria recubrir
totalmente con el 6xido de silicio depositado. Para realizar el estudio, se depositaron

y estructuraron dos capas de aluminio con dos grosores diferentes.

Run 3731 - Capa sacrifical Aluminio

1. INICIO 1-4
2. Marcar las obleas (MARC-PAA) vy 1-4
3. Limpieza general (NETG-GEN) 1-4
4. Deposicion de 1-2 um de aluminio por cara 1-4

componentes (MZ550ING)

o —
5. Fotolitografia antirreflectante en aluminio
(FOTO-SAR) por cara componentes — e 1-4
Mascara: CNM231-PIP
[
6. Grabado del Al en el QUAD (PQ2ALXXX) 1-4

Se marcaron (MARC-PAA) y limpiaron (NETG-GEN) 4 obleas para depositar
una capa de aluminio (MZ550ING). Se escogieron dos grosores diferentes de
aluminio para poder estudiar, como en el caso de la resina, si el 6xido depositado
podia recubrir totalmente el grosor de la capa de aluminio depositado y si la capa de
oxido se estresaria y/o quedaria porosa al recubrir la capa de aluminio. Los grosores
de aluminio escogidos fueron de 1 um para las obleas 1-2 y de 2 um para las obleas
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

3-4. Después de depositar el aluminio se realizd una fotolito utilizando resina
antireflejante (FOTO-SAR). Al realizar la primera fotolitografia sobre el aluminio, la
mascara utilizada (CNM231-PIP) quedd manchada con restos de resina. Esta mancha
se imprimié en fotolitos sucesivas. Al inspeccionar la oblea, se observo que soélo
habia un dispositivo afectado, con lo que se decididé continuar con el run. La mascara

se limpid facilmente.

La capa de aluminio fue estructurada grabando el aluminio en el QUAD
(PQ2ALXXX). Después de realizar el primer grabado de aluminio se observé la
aparicion de unos puntos negros en la parte central de la oblea. Un detalle de estos
puntos en dos de las micro/nanopipetas puede observarse en la Figura 4.24. Estos

puntos podian ser restos de polimero o una combinacion de polimero y aluminio.

Si se sobreatacaba, no mejoraba el aspecto y se podian perder las dimensiones
de los dispositivos mas pequefios. Finalmente, se concluyé que estos puntos eran
consecuencia del sobreataque del aluminio porque habia mas superficie de aluminio

expuesta que de resina y se continud con el run.

(b)

Figura 4.24: Detalle de la parte central de la primera oblea de (a) una micro/nanopipeta de 5 um y (b) de 2
um después del grabado del aluminio.

Deposicion de 0.5 pm de 6xido de silicio

7. Limpieza con agua de obleas con metal 1-4
(NETGH20C)

8. Deposicion 0.5 um oxido de silicio por cara
componentes (DPLA-ING). Depositar 1,3
oxido a 380°C
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4. Micro/nanopipetas: Segunda generacion

Antes de depositar la capa de 6xido de silicio, se limpiaron con agua las obleas
(NETGH20). Se depositaron 0.5 um de de dxido de silicio (DPLA-ING) a 380°C
sobre dos obleas con espesores diferentes de la capa de aluminio. Los resultados
obtenidos al medir el grosor de la capa de o6xido de silicio sobre las obleas de test
fueron de 5378+174 A para la oblea 1, 5441+220 A para la oblea 3. Para comprobar
la porosidad del 6xido depositado en las obleas con capa sacrificial de aluminio, se
partieron las obleas en cuartos con una punta de diamante y se sumergid un cuarto
de la oblea 1 con 1 um de grosor de la capa de aluminio y otro cuarto de la oblea 3
con 2 um de capa de aluminio en una soluciéon de HCI:HNOs (2:1) a 80°C. Pasados

20 minutos, se extrajeron los trozos de oblea y se aclararon con agua.

Una vez secos se inspeccionaron utilizando un microscopio 6ptico. El resultado
obtenido se muestra en la Figura 4.25. Se observd una clara diferencia entre la zona
donde se habia atacado el aluminio y la zona donde todavia quedaba la capa de
aluminio sin atacar. La capa estructural de 6xido facilitaba la inspeccion y por lo
tanto el seguimiento del grabado de la capa sacrificial. El hecho que se hubiese
atacado la capa de aluminio sin haber abierto la capa de o6xido que la recubria,
significaba que la capa estructural depositada contenia algunos poros. Habia que
mejorar la deposicion del éxido de silicio para minimizar al maximo la apariciéon de

poros en la capa estructural.

(a

Zona no atacada

Figura 4.25: Imagenes opticas obtenidas después de 20 minutos de ataque de la capa de aluminio para (a)
la oblea 1 y (b) la oblea 3

Deposicion de 0.5 um de 6xido de silicio y 0.5 um de nitruro de silicio

9. Deposicién 0.25 um oxido de silicio por
cara componentes (DPLA-ING). Depositar
oxido a 380°C. Depositar 0.25 um de
nitruro de silicio

196
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Para conseguir disminuir el nimero de poros en la capa estructural, se combiné
la deposicion de d6xido de silicio con la deposicion de nitruro de silicio. Se realizé una
prueba con la oblea 4. Sobre esta oblea se depositaron a 380 °C 0.25 um de o6xido
de silicio PECVD, después de parar el plasma se depositaron 0.25 uym de nitruro de
silicio (DPLA-ING). Se dividid la oblea en cuartos con una punta de diamante y se
sumergié uno de los cuartos durante 20 minutos en la solucién HCI:HNOs (2:1) a
80°C. A continuacion se aclaré la muestra en agua y con el microscopio no se

observé que la capa de aluminio estuviera grabada.

La combinacién de 6xido y nitruro habian disminuido hasta eliminar la porosidad
de la capa estructural como muestra la imagen tomada con el microscopio 6ptico de
la Figura 4.26a. En el cuarto de oblea utilizado, habia muestras donde al partir la
oblea, se habia abierto el canal de la micro/nanopipeta y se observé que la capa de

aluminio se habia grabado.

En estas muestras se comprobd que la capa estructural no quedaba intacta
después del grabado. Al desaparecer la capa de aluminio, la capa estructural se
quebraba y se rompia como muestra la Figura 4.26b. La introduccion de nitruro
implicé la aparicidon de estreses en la capa estructural, convirtiéndola en mas fragil y
provocando su ruptura una vez grabada la capa de aluminio. La combinacion de

oxido y nitruro de silicio como capa estructural no habia sido una buena solucién.

(a) (b)

ioohdogdooeBDoodN gU GO0 B
g:n}“rqnnnnnnub?dl?# & -0
seEEERAABEROOEER0CRRARGE
au-nnqqnnuunﬂnq_u.nnqu_uqh.n

Figura 4.26: Imagen Optica de la zona de la membrana de una micro/nanopipeta después de 20 min en
solucién HCI:HNO;3 (a) motivo totalmente cubierto por la capa de éxido y nitruro y (b) motivo con la
capa de aluminio completamente atacada.
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Deposicion de 1 pm de 6xido de silicio en dos depoésitos de 0.5 um

10. Deposicion 1 um oxido de silicio por cara
componentes (DPLA-ING). Realizar dos 2
depositos de 0.5 um
L e——
11. FINAL 1-4

El hecho de realizar dos deposiciones diferentes para conseguir el grosor de la
capa estructural deseado parecia que reducia la formacion de poros. Esto condujo a
efectuar una tercera prueba con la oblea 2 realizando dos depdsitos de 0.5 um de
oxido de silicio (DPLA-ING) para definir la capa estructural. Una vez depositado el
oxido, se partié la oblea en tiras con la ayuda de una punta de diamante. Una de
estas tiras se sumergié durante 1h en la solucion HCI:HNO; (2:1) a 80°C. Pasado
este tiempo, se inspecciond la tira con un microscopio Optico. Se observd que el
grabado de aluminio habia comenzado en algunas muestras. Algunas de estas
muestras tenian el microcanal abierto debido al corte realizado en la oblea como se

muestra en la Figura 4.27a.

Otras en cambio, a pesar de tener la capa estructural envolviendo todo el
aluminio, el reactivo habia entrado y habia empezado a grabar la capa de aluminio
como se muestra en la Figura 4.27b. Este hecho demostraba que realizando dos

depdsitos de dxido de silicio también aparecian poros en la capa estructural.

&
-
-

B

-
A
£

"
+

v
"
-
-

Figura 4.27: Imagenes Opticas de la evolucidn del grabado del Aluminio en muestras con (a) microcanal
abierto y (b) microcanal con poros
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Observando en el microscopio, parecia que el numero de muestras que
presentaban porosidad habia disminuido. Para poder confirmar este hecho, se
deposito 6xido sobre dos obleas que tenian estructurados unos motivos de aluminio
con un grosor de 1 um siguiendo dos procedimientos diferentes. El primer proceso
consistié en realizar dos deposiciones de éxido de 3000 A a 380°C utilizando un
caudal de SiH4/N,O de 25/500. En el segundo proceso se realizd una Unica
deposicion de éxido de silicio de 6000 A a 300°C con un caudal de SiH./N,O de
20/500. Se partieron estas obleas en cuartos y se sumergié un cuarto de cada oblea
durante 20 minutos en una solucién de HCI:HNOs (2:1) a 80°C. Pasado este tiempo,
se retiraron los cuartos de oblea de la solucidon reactiva, se aclararon en agua y se
inspeccionaron con la ayuda de un microscopio optico. Se observd que habia motivos
atacados en los dos cuartos de oblea, pero el nimero de motivos atacados en el
cuarto que correspondia al segundo proceso era mucho mayor. Se calculé el
porcentaje de motivos atacados para cada proceso dando como resultado 11.90%
para el cuarto de oblea que correspondia a dos deposiciones de éxido de 3000 A y el
78.51% de motivos atacados para el cuarto de oblea con una Unica deposicion de
6000 A. Aunque las dos deposiciones de 6xido para definir la capa estructural no
eliminaban totalmente la porosidad existente, si que la reducian de manera

sustancial y aumentaba el rendimiento de dispositivos sin atacar hasta un 90 %.

Los resultados obtenidos de un 88.10% de motivos sin atacar, condujeron a la
eleccion de aluminio como material para la capa sacrificial utilizando una capa de
o6xido de silicio como capa estructural. Para disminuir la porosidad de la capa
estructural, se decidid realizar dos deposiciones de 6xido de silicio para conseguir el

grosor deseado de las paredes del microcanal definidas por la capa estructural.

4.4.4.2 Proceso de fabricacion en Sala Blanca

Una vez escogidos los nuevos materiales para definir la capa estructural y la
capa sacrificial de las micro/nanopipetas, se procedié a definir las etapas a seguir en
el run para el proceso de fabricacion de los dispositivos. El aluminio se depositd
como capa sacrificial. Para intentar recubrir todo el aluminio que definia la punta de
la micro/nanopipeta con el éxido de silicio PECVD se realizaria un depdsito por la

cara componentes y otro por la cara dorso.
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Run 3759 - PIP

cara dorso (DAMI-ING)

1. INICIO 500 “mI 1-4
2. Marcar las obleas (500 um) (MARC-PXB) y 500 MmI 1-4
3. Limpieza pirafia + dip HF (NETG-GEN) 500 HmI 1-4
4. Deposicién de 1 um de 6xido sin dopar por 1-4

Se marcaron (MARC-PXB) y limpiaron (NETG-GEN) cuatro obleas de silicio de
500 pm pulidas doble cara. Por la cara dorso se depositd una capa de 6xido de 1 um
(DAMI-ING). Una vez estructurada esta capa de 6xido se utilizarda como mascara
para el Ultimo ataque seco DRIE por la cara posterior. El grosor de esta mascara fue

calculado con las velocidades de ataque obtenidas en el apartado 4.2.1. Run prueba

definicion cavidades con DRIE.

Deposicion de la capa sacrificial

5. Deposicion de 0.7 o 1.5 um de aluminio por

Mascara: CNM231-PIPETA

Resina de Proteccién

cara componentes con grosor (MZ550-ING) 1-4
o —
6. Fotolitografia sobre aluminio (FOTO-ALH)
por cara componentes. 1-4

En la cara componentes se deposita una capa de aluminio (MZ550-ING). Esta

capa se utilizara como capa sacrificial para definir el grosor y forma del microcanal.
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Se depositaron dos espesores diferentes del orden de 0.7-1.5 uym. Por otro lado, esta
capa se utilizd como capa de paro de ataque del DRIE de las cavidades. El cuerpo de
la micro/nanopipeta se obtuvo estructurando la capa de aluminio o la capa de
aluminio y de 6xido, dependiendo de la oblea. Para obtenerlo, primero se
transfirieron los motivos de la mascara CNM2321-PIPETA a la capa de aluminio en
una etapa de fotolitografia (FOTO-ALH).

Estructuracion capa sacrificial

P ——
7. Etapa no Standard por SB (ESPECIAL) 1-a
Recocido de la resina a 200°C durante 30 min

| Resina de Proteccion

=
8. Grabado de la capa de aluminio en el QUAD 1-4
(PQ2ALXXX)
| Resina de Proteccion

A continuacion se recocié la resina a 200°C durante 30 minutos (ESPECIAL)
para que resistiera el posterior grabado de la capa de aluminio (PQ2ALXXX) o
grabado de la capa de aluminio y de 6xido (PGIOXGUI) en el QUAD.

Definicion de la mascara para la obtencion del depésito

9. Decapado de resina (DEC-RESI) 1-4

Resina teccion——
—

10. Etapa Fotolitografia con alineamiento doble
cara (FOTO-FKD): cara dorso = 1-4

e ﬂ

Resina teccion——

11. Etapa no Standard por SB (ESPECIAL) 1-4
Recocido de la resina a 200°C durante 30 min
— | ——
%_\ 1
12. Grabado de la capa de 6xido 1-4
(PGIOXGUI): cara dorso
— | —
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Una vez estructurado el cuerpo de la micro/nanopipeta, habia que realizar el
rebaje por la cara dorso que definiria el canal-depdsito situado en esta cara. Se
decapd la resina con plasma de O, (DEC-RESI) y se realizd un proceso
fotolitografico de alineamiento doble cara (FOTO-FKD) por la cara posterior de la
oblea para poder transferir los motivos de la mascara CNM231-REBAIJE a la capa de
oxido previamente depositada sobre esta cara.

Se recocié la resina a 200°C durante 30 minutos para endurecerla y que
resistiera el posterior grabado de la capa de dxido por la cara dorso (PGIOXGUI).
Esta capa de éxido actuard como mascara en el Ultimo grabado seco profundo DRIE

realizado por la cara dorso.

Definicion de la mascara para la obtencion de las cavidades

13. Decapado de resina (DEC-RESI) 1-4

14. Etapa Fotolitografia con alineamiento doble
cara como FOTO-FKD pero con resina maP \ I
1275 (FOTO-ING): cara dorso 1-4

Tras el ataque de esta capa de 6xido, se decapd la fotoresina con plasma de O,

(DEC-RESI) y se realizd un segundo proceso fotolitografico por la cara dorso
(FOTO-ING). Esta etapa de fotolitografia transferiria los motivos de la mascara
CNM231-CORTE a la oblea. La resina depositada actuaria como mascara para el
primer grabado profundo seco DRIE realizado por la cara dorso de casi la totalidad
del espesor de la oblea. El grosor minimo de la resina depositada para actuar como
mascara debia ser de 6.5 um, segun los resultados obtenidos en el run de prueba

realizado y mostrado en el punto 4.2.1.Run prueba definicidon cavidades con DRIE.

Grabado de las cavidades

15. Grabado profundo del silicio (400-450 um)
(A601-ING): cara dorso
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Una vez definida la mascara de resina, se procedié al grabado profundo seco de
las 400-450 um de silicio (A601-ING). Este ataque no se realizaria hasta el final de
la oblea. Se dejarian unas 50-100 uym para poder realizar un proceso fotolitografico

adicional seguido de un ataque seco profundo DRIE por la cara componentes.

Definicion anillos para las conexiones de los tubos

16. Decapado de resina (DEC-RESTI) H H w 1-4
17. Etapa Fotolitografia como FOTO-FCD pero m

con resina maP 1275 (FOTO-ING): cara
componentes T 1-4

Méscara: CNM231-TUB H —L

e —] ’—’—L
18. Grabado profundo del silicio (250-300 pm) [ ] H —L

(A601-ING): cara componentes

Después de grabar entre 400-450 um por la cara dorso, habia que definir unos
anillos por la cara componentes. Estos anillos tendrian las dimensiones necesarias
para encajar los tubos externos y realizar las conexiones a los equipos de medida.
Para realizarlos, se decap6 la resina con plasma de O, (DEC-RES). A continuacion se
transfirieron los motivos de la mascara CNM231-TUB a la cara componentes de la
oblea realizando la cuarta y ultima etapa de fotolitografia (FOTO-ING). Esta etapa
fotolitografica era como una fotolitografia estandar para obleas de dos caras, pero
con resina maP-1275. El rebaje del anillo se consiguié realizando por la cara
componentes el segundo grabado profundo seco DRIE (A601-ING). Este era un
paso delicado porque recordemos que se habia grabado practicamente todo el grosor

de la oblea en un DRIE anterior realizado por la cara dorso.
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Definicion deposito

i

19. Grabado profundo del silicio (50-100 um)
(A601-ING): cara dorso

i

20. Grabado de la capa de 6xido de la cara
dorso (GGIR-ESP).

21. Decapado de resina (DEC-ESP), como
DEC-RES pero como la oblea esta
mecanizada hay que poner la oblea sobre
una soporte de silicio

Una vez conseguido con éxito los rebajes de los anillos para conectar los tubos
exteriores, habia que abrir las cavidades y definir el chip en un ultimo grabado DRIE
realizado desde la cara dorso (A601-ING). Este ataque profundo llegaria hasta la
cara componentes abriendo las cavidades de la zona de conexion y de entrada al
microcanal y liberaria la punta. Varios tipos de puntas de aluminio liberadas se
muestran en la Figura 4.28. Se puede observar como las puntas habian quedado
bien definidas en alumino y habian aguantado el grabado profundo seco realizado
desde la cara dorso. Este DRIE también realizaria el canal-depdsito que comunicaria
la cavidad de entrada a la pipeta y la cavidad de la zona de conexion. Una vez
realizado todos los ataques secos profundos se quitd la capa de é6xido de la cara
dorso de la oblea (GGIR-ESP) para poder realizar la soldadura anddica posterior
con el objeto de cubrir los canales y se decapd la resina (DEC-ESP). El decapado de
la resina se realizé con plasma de O,, pero como estaba mecanizada, se colocd una

oblea de silicio para que hiciera de pantalla.
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Figura 4.28: Iméagenes oOpticas de cuatro disefios diferentes de micropuntas de aluminio de (a) 2 um, (b)
10 um (c) multipuntas y (d) punta multiple de 1 um de anchura

4.4.4.3 Fabricacion de los chips de vidrio por Sand
Blasting

Una vez fabricado el chip de silicio, habia que cubrir el depédsito fabricado en la
cara dorso para evitar que al depositar la capa estructural se sellara la cavidad de
entrada. Se escogidé un chip de vidrio para que cubriera el depdsito y evitara que el
oxido de silicio llegara a la cavidad de entrada al soldarlo anddicamente con el chip
de silicio. Como se ha comentado, el micromecanizado de la oblea de vidrio se
realizd en Little Things Factory GMBH mediante la técnica de Sand Blasting. El vidrio
utilizado era un vidrio especial ya que debia permitir la soldadura anddica a la oblea
mecanizada de silicio.
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Los parametros del proceso de Sand Blasting se muestra en la Tabla 4.VII.
Remarcar que la anchura minima que se podia procesar era de 300 um. Los
elementos mas estrechos de los chips de vidrio disefiados eran los puentes para

Manual Cleaving y median 400 um.

Tabla 4.VII: Parametros caracteristicos para procesar el vidrio mediante Sand
Blasting [9]

Proceso Condiciones Sand Blasting
Relacién erosion vertical/lateral 3:1

Angulo disminucién 750

Forma 3D Volcan

Anchura minima 300 um

Proceso en paralelo Si

Cavidades y agujeros Si
Anddicamente soldable Si

En particular el vidrio elegido fue de la marca Borofloat y con un espesor de 0.7
mm para perder el minimo de dimensiones debidas al angulo de disminucién de 75°
que reducia las dimensiones de la cara inferior respecto a la superior después del
Sand Blasting. La Figura 4.29a muestra la imagen de una oblea de vidrio tras su
mecanizacion. El vidrio utilizado era un vidrio especial ya que debia permitir la
soldadura anddica a la oblea mecanizada de silicio. La Figura 4.29b muestra un
detalle de los chips de vidrio mecanizados y la Figura 4.29c ensefia en detalle el

punto de anclaje del chip de vidrio al marco de la oblea.

Figura 4.29: Imagen fotografica (a) de la oblea de vidrio, (b) de un detalle de los chips mecanizados
mediante Sand Blasting y (c) detalle del puente de unién del chip de vidrio al marco de la oblea de
vidrio.
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4.4.4.4 Soldadura anédica

Soldadura anédica chip vidrio

22. Soldar la oblea de silicio a oblea de vidrio U U H 1-4
mecanizada (FEIN-ESP)

Vidrio |

Después del ultimo grabado profundo seco DRIE, la oblea de silicio habia
quedado totalmente mecanizada. Se habian definido los chips que contenian las
micro/nanopipetas anclados a la oblea por medio de unas estructuras que se habian
disefiado para obtener los chips por Manual Cleaving. La cara dorso del chip tenia
mecanizado un canal-depodsito descubierto que se cubriria con los chips de vidrio
fabricados por Sand Blasting. Los chips de vidrio se soldarian a los chips de silicio

(FEIN-ESP). La soldadura se realizaria a nivel de oblea.

Al intentar alinear la oblea de silicio y de vidrio mecanizadas, estas no
encajaban. Inspeccionando la oblea de vidrio, se observd que las dimensiones de los
marcos no eran las adecuadas. Se habia dejado una distancia de 400 um, cuando
esta deberia haber sido de 800 um, la empresa habia errado en las dimensiones de
los marcos de los chips al realizar el mecanizado de la oblea. Por este motivo, hubo
que realizar la soldadura chip a chip. Hubo que separar los chips de vidrio de la oblea
y alinearlos uno a uno sobre los chips de silicio. La distribucién de los chips de vidrio

soldados anddicamente sobre los de silicio puede observarse en la Figura 4.30.

Figura 4.30: Distribucidn de los chips de vidrio soldados anddicamente a los chips de silicio.
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No todos los chips de vidrio fueron soldados en el mismo proceso, para evitar
que pudieran moverse y quedaran mal soldados, primero se comprobd con 9 chips
como quedaba la soldadura. Después de soldar se comprobd que un pequefio
numero de chips quedaban mal soldados o desplazados, pero se continud con la
soldadura de otros 15 chips. En este caso el nimero de chips desplazados fue sélo
de uno, este dato condujo a aumentar el nimero de chips a soldar en la tercera

soldadura hasta completar la oblea de silicio.

4.4.4.5 Deposicion de la capa estructural

Deposicion capa estructural

23. Depositar capa de 6xido por la cara
componentes y por la cara dorso a baja 1-4
temperatura (DPLA-ING) |_

Una vez soldados los chips de vidrio a los chips de la oblea de silicio, se depositd
una capa de oxido por ambas caras (DPLA-ING). Se realizaron dos depdsitos de
0.25 um por cada cara y conseguir una capa de 6xido de silicio de 0.5 pm menos
porosa. Para evitar que se produjeran estreses, se depositaron primero 0.25 um por
la cara componentes, seguido de un depdsito 0.25 um por la cara dorso. A
continuacion se volvia a depositar 6xido por la cara componentes y se completaba
finalmente la deposicién por la cara dorso. Se realizé una tercera deposicién de éxido
por la cara componentes porque no se habia conseguido el grosor de 6xido deseado.
Esto probablemente fue debido al chip de vidrio soldado que entraba en contacto con
la pared de grafito del horno al colocar la oblea en el horno y disminuia el paso de
corriente, hecho que dificultaba la deposicion del 6xido. Los grosores depositados
fueron medidos sobre la oblea de test y se obtuvo un grosor de 0.81+0.12 um por la
cara componentes y 0.61+0.04 um por la cara dorso. Al encontrar problemas para
depositar el grosor deseado de la capa de 6xido por la cara componentes, se decidid
depositar primero 6xido por la cara componentes, soldar los chips de vidrio a los

chips de la oblea de silicio a continuaciéon y finalmente depositar el 6xido por la cara
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dorso. Se realizaron dos deposiciones de 0.25 um en cada cara y se obtuvo una capa
con un grosor de 0.59+0.02 um por la cara componentes y de 0.65+0.03 pum por la
cara dorso. En este punto, el aluminio de la punta quedaba totalmente envuelto por
el 6xido como muestra las imagenes SEM de las puntas de 2, 4 y 10 um de anchura
de la Figura 4.31.

Figura 4.31: Imagen SEM de puntas de micro/nanopipetas de aluminio recubiertas de 6xido de (a) 10 (b) 4 y
(c) 2 um de anchura.

Para obtener el microcanal, habia que grabar la capa de aluminio que definia el
cuerpo de la micro/nanopipeta. A diferencia del proceso de fabricacién de la primera
generacion, esta capa de aluminio era accesible por la cavidad de entrada porque el
chip de vidrio de la cara dorso habia impedido que se depositara éxido en esta
cavidad. A pesar de poder realizar el grabado de la capa sacrificial a nivel de oblea,
se optd por separar primero los chips para, de este modo, disponer de muestras en
stock y poder realizar un estudio sobre el grabado del aluminio dentro del canal de la

micro/nanopipeta.

4.4.4.6 Obtencion de los chips individuales: Manual
Cleaving

Manual Cleaving

EREIC |

24. Obtencién del chip por Manual Cleaving m 1-4
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El rendimiento de los dispositivos obtenidos en la primera generacion habia sido
bajo, principalmente debido a la etapa de obtencion de los chips individuales. La
extraccion de los chips se habia realizado mediante serrado, una técnica utilizada de
manera tradicional en microelectrénica. Este método utiliza un chorro de agua para
refrigerar el corte. Este chorro y la accion de separar los chips serrados del blue-
tape, habian aumentado considerablemente la ruptura de muchas puntas de las
micro/nanopipetas porque éstas eran fragiles. Para evitar el serrado de los chips, y
con ello disminuir la ruptura de las puntas de las micro/nanopipetas, los nuevos
chips disenados incorporaban una estructura que les permitia ser extraidos de la
oblea manualmente mediante la fractura de unos puntos de anclaje o pequefios

puentes que unian el chip al marco de la oblea.

Este sistema es utilizado ampliamente en el caso de puntas de AFM vy la
experiencia previa del grupo en el disefo de estos anclajes [10], permitio aplicarlo al
disefio de los nuevos chips de las micro/nanopipetas. También se habian incluido en
el disefio unas estructuras de proteccién en el extremo inferior del chip que protegia
las puntas de las micro/nanopipetas. Aplicando una ligera presion sobre el chip de
silicio soldado al chip de vidrio, el chip se liberaba facilmente del marco de la oblea.
Aunque la oblea de vidrio no se alineaba con la oblea de silicio como se ha
comentado en el punto anterior 4.4.4.4. Soldadura anddica, se queria estudiar si el
chip de silicio se liberaba estando el chip de vidrio soldado al marco de la oblea de
vidrio porque no se habia probado hasta ahora la técnica de Manual Cleaving de un
chip de silicio soldado anddicamente a un chip de vidrio. Por este motivo se alineé la
oblea de silicio con un chip con la oblea de vidrio. Estos dos chips fueron soldados
anodicamente. Las imagenes de la Figura 4.32 muestran la cara componentes y la
cara dorso del chip de silicio soldado al chip de vidrio. Los chips que habia alrededor
del chip de silicio escogido para la prueba de Manual Cleaving después de la
soldadura fueron extraidos. Este es el motivo por el cual la imagen de la Figura
4.32a muestra los chips de vidrio debajo del marco dejado por los chips extraidos en

la oblea de silicio.
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Figura 4.32: Imagenes opticas de un chip de silicio soldado a un chip de vidrio preparado para la separacion
de la oblea por Manual Cleaving (a) cara componentes y (b) cara dorso.

Una vez unidos, se ejercid un poco de presidon sobre la superficie del chip de
silicio y se liberd con éxito del marco de la oblea de silicio y de vidrio. Se realizé una
grabacion en video del experimento. La Figura 4.33a y b corresponden a dos
secuencias de pelicula filmada durante el experimento. La Figura 4.33c muestra una
imagen optica del detalle de la zona de corte en el anclaje del chip después de haber
sido liberado del marco de las obleas. Se puede observar como el corte producido es
limpio.

Figura 4.33: (a - b) Secuencia de imagenes de la obtencidn de un chip de una oblea de silicio soldado a un
chip de la oblea de vidrio por Manual Cleaving y (c) imagen optica del corte producido en los puentes de
silicio y vidrio después del proceso.
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4.4.4.7 Apertura de la punta de las micro/nanopipetas

Apertura de la punta

25. Apertura de la punta

La deposicién de la capa estructural habia envuelto el cuerpo de la punta de la
micro/nanopipeta definido por la capa de aluminio. A pesar de haber evitado la etapa
de abertura de la cavidad de entrada con la ayuda del chip de vidrio, en este nuevo
proceso de fabricacion la punta habia quedado totalmente recubierta por la capa
estructural y habia que perforar la capa de 6xido de silicio para llegar al aluminio.
Para abrir las cavidades de salida en las puntas se utilizaron las aproximaciones
estudiadas durante el primer proceso de fabricacidon. La primera consistio en la
ruptura de la punta de manera controlada y la segunda en la nanomecanizacién con
FIB.

4.4.4.7.1 Ruptura controlada

Apertura de la punta de manera controlada

25a. Ruptura Controlada de la punta

Tres de los cinco tipos de chips diferentes fueron disefiados para que las puntas
se abrieran al romperse de manera controlada en un punto determinado. Dos de
estos chips se basaban en los modelos simulados de ruptura controlada de la
primera generacion, pero mejoraban el disefio de la base. En las puntas simples, se
dividié la base en tiras para evitar la aparicion de estreses. Para los disefios de
puntas multiples, se depositd todo el cuerpo de la base sobre la superficie de silicio

porque se habia comprobado en el disefio de la primera generacion que de esta
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manera se evitaba la aparicién de estreses que producian la rotura por una zona no

deseada.

La Figura 4.34a muestra el diseno de una punta individual de la primera
generacion. En ella se observa como gran parte del cuerpo de la base estaba
suspendido en el aire y presentaba fractura. La Figura 4.34b muestra el disefio
mejorado de esta base para una micro/nanopipeta fabricada en aluminio de la
segunda generacién. Se puede observar la ausencia de grietas al disminuir la
anchura de las estructuras flotantes. La Figura 4.34c muestra como la base de una
micro/nanopipeta de puntas multiples de la primera generacién se agrietaba al estar
practicamente entera colgada en el aire. Por el contrario, la Figura 4.34d muestra
como esta base se ha depositado sobre la superficie de silicio en una

micro/nanopipeta con puntas multiples con la capa sacrificial de éxido.

(b) Segunda generacion

(d) Segunda generacion

e L,

Figura 4.34: Imagenes opticas de las puntas disefiadas para romperse de manera controlada (a) primera y
(b) segunda generacion de punta simple, (c) primera y (d) segunda generacién de punta multiple
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Ademas de las mejoras realizadas en las bases de la nueva generacién de
micro/nanopipetas, se introdujeron nuevos disefios para intentar la ruptura
controlada de las puntas. La Figura 4.35 muestra tres disefios de puntas diferentes
realizados con capa sacrificial de aluminio y oxido de silicio para provocar la ruptura
en un punto de manera controlada. Las imagenes de la Figura 4.35a y b pertenecen
a un disefio de micropuntas de la segunda generacion fabricadas en aluminio y éxido
de silicio que habia sido probado durante el proceso de fabricacion de la primera
generacion de las micro/nanopipetas. Las imagenes de la Figura 4.35d y e pertenece
a este mismo disefio fabricado en 6xido de silicio y polisilicio. Las imagenes de la
Figura 4.35c y f pertenecen un disefio de punta nuevo del proceso de fabricacién de
las micro/nanopipeta de la segunda generacion, fabricado en aluminio y éxido de
silicio y 6xido de silicio y polisilicio respectivamente.

Punta multiple Punta multiple Punta simple

Figura 4.35: Imagenes opticas de diferentes micropuntas fabricadas en (a, b y ¢) aluminio y (d, e, f) 6xido
de silicio.

La ruptura de la punta controlada se producia al liberar el chip de la oblea, es
decir, utilizando la técnica de Manual Cleaving y evitando el método de serrado. Al
ejercer presion sobre el chip para separarlo de la oblea, se producia la ruptura
controlada en un punto determinado de la punta y se obtenia el orificio de salida de
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la punta. La prueba se realizd inspeccionando un chip debajo de un microscopio
Optico para poder filmar el experimento. La Figura 4.36 muestra una secuencia de
tres imagenes de la pelicula filmada. La primera muestra la punta unida a la base, la
segunda ensefia la base una vez liberado el chip y la tercera muestra la punta
abierta una vez se ha separado de la base.

b

Bawa ok EE

Figura 4.36: Secuencia de imagenes de la ruptura controlada de (a) una punta unida a la base y (b) la misma
base y (c) la misma punta una vez separadas por Manual Cleaving.

Se detecté en un numero reducido de puntas de las micro/nanopipetas de la
segunda generacion como el aluminio se enrollaba sobre si mismo. Al doblarse la
base sobre si misma, hacia que la punta se separase antes de depositar el éxido.
Esto significaba que la ruptura controlada no provocaba la apertura del orificio de
salida porque al depositar la capa de éxido de silicio recubria toda la punta.

Figura 4.37: Imagenes opticas de (a) punta multiple y (b) punta simple separadas de la base antes de
haber obtenido el chip mediante manual-cleaving.
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4.4.4.7.2 Nanomecanizacion con FIB
Apertura de la punta mediante FIB

=T T

25b. Focused Ion Beam

Durante el proceso de fabricacion de las micro/nanopipetas de la primera
generacion se habia comprobado la versatilidad que ofrecia la nanomecanizacién de
las puntas de los dispositivos mediante FIB. Se habia podido definir diferentes

formas a las puntas sin necesidad de una mascara previa.

El equipo utilizado para nanomecanizar las puntas fue un CrossBeam 1560XB
FIB (Carl-Zeiss, Germany) situado en la Sala Blanca del IMB-CNM. La ventaja que
ofrecia este equipo, respecto a los utilizados en la micromecanizacién de las puntas
de la primera generacion, era que se podia observar el grabado en directo y en
funcion de los resultados, pararlo o continuar hasta el final del proceso. El tipo de
grabado con el que se trabajé fue por profundidad, fijando este parametro en 4 um
para asegurar que se eliminaban las tres capas (6xido-aluminio-6xido) de la punta.
La intensidad del haz utilizada variaba dependiendo del area a grabar, de este modo
se trabajé con intensidades entre 200 pA y 5 nA. La Figura 4.38a muestra una
imagen FIB de una punta de 2 um de una micro/nanopipeta afilada con un angulo de
50 mientras que la Figura 4.38b muestra la imagen FIB de otra punta de 4 pum
afilada en este caso 159 y la (c) muestra una punta de 10 um con un bisel de 59. Se

obtuvieron puntas extremadamente afiladas para posibles aplicaciones bioldgicas.

(a) (b) (c)

Figura 4.38: Imagenes FIB de una punta de (a) 2 um afilada 5°, (b) 4 um afilada 15° y (c) 10 um afilada 5°
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4.4.4.8 Grabado de la capa sacrificial de aluminio para la
obtencién del microcanal.

Obtencion microcanal

26. Grabado de la capa sacrificial

Una vez liberados con éxito los chips de la oblea y con las puntas de las
micro/nanopipetas conservadas mediante las protecciones disefiadas en el chip, se
procedid al grabado de la capa sacrificial de aluminio para definir el microcanal. La
solucién utilizada para grabar aluminio en el CNM es una solucién comercial conocida
como DAE (Fujifilms Electronic Materials, Bélgica). Los tiempos de reaccion de esta
solucion eran muy lentos teniendo en cuenta que se queria grabar un microcanal de
50-120 pm de ancho x 2350 um de largo. Peeni et al. y Barber et al. [6, 7] utilizan
una solucién formada por HCI:HNOs en proporcién 2:1 para grabar aluminio y definir
canales. Barber et al. presentan un estudio sobre la velocidad de reaccion de esta
solucion con la temperatura. Por las dimensiones de los microcanales disefiados se

escogidé una temperatura de 80°C para grabar el aluminio.

Para realizar el grabado de la capa sacrificial, no hacia falta que la punta de la
micro/nanopipeta estuviera abierta, el chip de vidrio habia impedido que la cavidad
de entrada quedara sellada al depositar la capa estructural. La cavidad de la zona de
conexion se podia abrir facilmente ejerciendo un poco de presion con una aguja
sobre la capa de aluminio depositada en la cara componentes que cerraba la zona
central del anillo de conexidn. La solucién grabadora de aluminio podia acceder a la
capa sacrificial entrando por la cavidad de la zona de conexidn. Las imagenes SEM
de la Figura 4.39 muestran el anillo de conexidn antes y después de perforar la zona

central mecanicamente.
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(a)

o

e i

Figura 4.39: Imagenes SEM de un anillo de conexién (a) antes y (d) después de la apertura mecanica de la
zona central

Se escogidé un chip con el anillo y la cavidad de entrada abiertos y se sumergio
durante 10 minutos en la solucién de HCI:HNOs. Como la capa de 6xido de silicio era
transparente, la evolucidon del grabado podia seguirse facilmente con la ayuda del

microscopio dptico como muestran las imagenes de la Figura 4.40.

b

Figura 4.40: Imagenes opticas del proceso de grabado de la capa de aluminio (a) antes y (b) al inicio del
proceso.
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4.4.5 Conexionado microfluidico integrado
monolitico de micro a macro

Conexion tubos

Tubo

27. Conexion tubo

l’:j

| B

Vidrio

Una vez definido el microcanal, los chips debian de ser unidos a los equipos de
medida necesarios para realizar su caracterizacion. Con los problemas de
conexionado detectados durante el proceso de fabricacion de la primera generacion
en esta etapa, se comprobd que éste era uno de los pasos clave [11, 12]. Para
facilitar el conexionado de los tubos exteriores se introdujeron unos anillos en el
disefio de los nuevos chips de micro/nanopipetas. Estos anillos tendrian dimensiones
de didmetro exterior de 1200 pm y de 600 um de diametro interno para poder
acoplar los tubos de conexidén. Estos tubos de conexion encajarian en el anillo

después de realizar un rebaje en la superficie [13, 14].

Los anillos fueron disefiados en la mascara CNM231-TUB vy transferidos a la
superficie del chip en la segunda etapa fotolitografica realizada por la cara
componentes. Corresponde a la etapa 18 (FOTO-ING) del proceso de fabricacion
tanto en las micro/nanopipetas de oxido-polisilicio como en las de aluminio-éxido. El
grabado de los anillos (Figura 4.39) se realizé mediante ataque seco profundo, etapa
19 (A601-ING).

4.4.5.1 Conexion de los chips con tubos de Nylon

Se realizé una prueba preliminar en un chip formado por un microcanal en la
cara dorso y anillos rebajados en la cara componentes pero sin micro/nanopipetas
sobre la cara componentes. El proceso seguido para realizar la conexion del tubo de
Nylon se muestra en la Figura 4.41, la piscina inicial formada por el rebaje del anillo
(a) se llenaba con loctite en gel (b). Una vez distribuido el loctite, se encajaba el

tubo en el anillo (c). El tubo no se caia debido a la viscosidad del adhesivo utilizado.
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El chip se introducia en la estufa durante 10 minutos para asegurar que el
loctite se endurecia bien. Una vez curado el loctite, se sellaba la unién del tubo-chip

con mas loctite en gel (d).

Figura 4.41: Secuencia seguida en el proceso de conexidn de los tubos (a) llenado del rebaje del anillo con
loctite, (b) colocacién del tubo de nylon y (c) sellado con loctite.

4.4.5.2 Conexion de los chips con tubos de poliimida

Para realizar las conexiones de las micro/nanopipetas también se probaron
tubos de poliimida (PROFESSIONAL PLASTICS-INC, San Jose, CA) para encajar en
los anillos rebajados en los chips. El didmetro externo de los tubos utilizados era de
0.912 mm y un grosor de pared de 0.025 mm. Se siguid el proceso explicado
anteriormente, se llend la piscina rebajada del anillo con loctite, se encajo el tubo y
se dejo el chip en la estufa a 100°C para solidificar el loctite. Al intentar poner mas
adhesivo para sellar la union, el tubo de poliimida no se habia fijado y se movia, el

loctite no habia curado.

A pesar de la efectividad del reactivo escogido (HCI:HNO3) para grabar la capa
sacrificial, en el momento de realizar las conexiones, se comprobd que dafiaba la
superficie del chip e impedia que el adhesivo utilizado para fijar los tubos, se curara
correctamente. Se realizaron pruebas con diferentes soluciones como H3;PO4 85% :
IPA (5:2) y DAE [15, 16] o reactivos como el TMAH [17] y el KOH [18]. El TMAH o el
KOH no podian ser utilizados porque atacan el silicio y debajo de la capa de aluminio

se encontraba el chip de silicio.

Se sumergieron diferentes chips con micro/nanopipetas fabricadas en aluminio y
recubiertas con una capa de o6xido de silicio en las diferentes soluciones y/o

reactivos. La Figura 4.42 muestra el detalle de una membrana de una
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micro/nanopipeta donde el aluminio se ha empezado a grabar con una solucion
formada por H3PO4, 85%:IPA (5:2). La imagen muestra como se grababa el aluminio
selectivamente y no se dafiaba el silicio, pero era una solucidon muy viscosa, entraba
con dificultad en el canal y los tiempos de grabado eran muy largos. Se realizaron
diferentes pruebas variando la composicion de esta solucidon, aumentando la
proporcion de IPA para disminuir su viscosidad, pero no se consiguié disminuir el
tiempo necesario para definir el canal. El acido ortofosforico no difundia bien dentro

del microcanal y por lo tanto el grabado de la capa de aluminio era muy lento.

h
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Figura 4.42: Imagen dptica de una membrana de micro/nanopipetas donde se ha grabado el aluminio con
una solucién de HsPO, 85%:IPA (5:2)

Las pruebas realizadas utilizando DAE para grabar el aluminio también
mostraron tiempos de grabado demasiado largos, ademas los tubos tampoco
guedaban bien fijados. La ultima prueba se realizd sumergiendo unos chips en una
solucion formada por HCI:H,0,:H,0 (80:10:10) a 80°C. El aluminio se grababa en 2h
y al realizar las conexiones se comprobd que no habia dafiado la superficie del chip.
Al cambiar este reactivo por la solucién HCI:H,0,:H,0 (80:10:10) a 80°C, se habian
podido conectar los tubos de poliimida como muestran las imagenes de la Figura
4.43.
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Figura 4.43: Imagenes de un chip con los tres tubos de poliimida fijados
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4.5 Caracterizacion y aplicacion de las
micro/nanopipetas

Una vez realizada las conexiones de los chips con las micro/nanopipetas habia
que proceder a su caracterizacidon. Antes habia que comprobar la existencia o
ausencia de fugas en las uniones realizadas y la presién que podian soportar sin

romperse.

4.5.1 Comprobacion de fugas y pruebas de
resistencia de presion de las conexiones

Una vez realizada las conexiones, habia que comprobar si éstas eran
resistentes, que no quedasen obstruidas por el adhesivo y no se produjesen fugas de
liquido en las juntas. La primera prueba se realizé con los tubos de nylon conectados
al chip de silicio. Para bombear agua en su interior, se acoplé una jeringa a uno de
los tubos conectados en un extremo. Inyectando y aspirando con el émbolo de la
jeringa se consiguié mover agua por los tubos. Las imagenes de Figura 4.44
pertenecen al video grabado durante el experimento y muestran como al llenarse el
tubo de agua no se producian pérdidas en los anillos donde se habian encajado los
tubos de nylon. Estas pruebas demostraron que el sistema para sellar las conexiones
funcionaba correctamente y no se producian perdidas de liquidos en las juntas.

(a) o . (b)
conexién 7
jeringa

Figura 4.44: Secuencia de imagenes de la prueba realizada con agua para detectar la ausencia de fugas (a)
tubo vacio y (b) tubo con agua.

El segundo test realizado fue comprobar la presidon que resistian sin provocar
fugas en los tubos de poliimida conectados. Los tests se realizaron conectando los
tubos a un regulador de presion (Druck DPI 510). El tubo de poliimida se conectaba
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al tubo del Druck a través de un tubo de silicona. El chip se sumergia en agua para
poder observar la aparicion de burbujas que indicaran la presencia de fugas. El
montaje realizado se muestra en la Figura 4.45. Para comprobar la presion que
podian soportar las conexiones debiamos intentar tener un sistema totalmente
cerrado, por este motivo las pruebas se realizaron con chips donde no se habia

atacado el aluminio.

Se aplicaba una presion con el Druck, una vez alcanzada la presion deseada, se
paraba el equipo. Si no existian fugas la presidon se mantenia fija. Para comprobar
que las conexiones no habian quedado obturadas por el adhesivo utilizado para
fijarlas, al finalizar la prueba se rompia la membrana de las micro/nanopipetas
ejerciendo presidon con una aguja. Si al volver a sumergir en liquido el chip y al
aplicar presién con el Druck se generaban burbujas en la membrana, significaba que
las conexiones no estaban obturadas. La Figura 4.45b muestra la formacion de
burbujas en la membrana una vez abiertas al finalizar el experimento y la ausencia
de ellas en las conexiones de los tubos. Las pruebas mostraron que las conexiones

aguantaban mas de 1 atm de presién sin la aparicién de fugas.

b

Figura 4.45: Imagenes (a) montaje realizado para los experimentos de resistencia de presion y (b) test final
para comprobar que las conexiones no estaban obturadas

Una vez definido el canal de la micro/nanopipeta después de haber grabado la
capa sacrificial y haber realizado las conexiones con los tubos, las micro/nanopipetas
debian de ser caracterizadas. Se realizaron diferentes pruebas intentando inducir el
movimiento de diferentes liquidos dentro del canal de la micro/nanopipeta. Entre
otros liquidos se probaron agua, agua con jabdén, agua con glicerol, tinta de

impresora o tinta de color.
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4.5.2 Pruebas realizadas con Fluidos

Se realizaron unas pruebas preliminares con unos capilares de vidrio de
diferente tamafio. Se habian conectado a un regulador de presién (Druck DPI 510) y
se habia aplicado 0.5 bares de presion. Se paraba el Druck y se media el tiempo
empleado para que la presion fuera disminuyendo hasta llegar a 0. Estas pruebas se
realizaron con unos capilares de vidrio con orificios de salida entre 1.9 y 33.2 um de
didametro. La Grafica 4.1 muestra los resultados obtenidos. En ella se ha acotado el
tiempo a los 150 primeros minutos del experimento para disminuir la escala. Se
puede observar como aumentaba el tiempo necesario para llegar a 0 bar en el
capilar mas pequeiio. El capilar de 1.9 um de didmetro tardaba mas de cinco horas
en conseguirlo. Esto significaba que para didmetros menores del orificio de salida,
eran necesarios mayores tiempos de descarga y mayor presion, es decir, su

resistencia fluidica aumentaba considerablemente.
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0,35
= 03
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= 025 —e— 5.2 um
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[ »— Q.1 pm
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—+— 11,5 um
0,10 —— 16,2 um
— 1B 2 um
0,05 E
—— 33‘2 BT
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I
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Grafica 4.1: Tiempos de descarga de presion para capilares de diferente didametro para una Py = 0.5 bar.
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En el caso de los liquidos, se podria pensar en un mayor tiempo para conseguir
que el liquido llenara el microcanal o en aplicar presiones mas elevadas. Para
comprobar el comportamiento que tenian los liquidos en el interior del capilar de 1.9
um, se realizaron diferentes experimentos. El primero consistié en intentar llenar el
capilar de vidrio con agua y aplicar presion para desplazar el liquido hasta el orificio
de salida. Se observé que se requeria ejercer una elevada presion para conseguirlo.
El agua debia desplazar el aire hasta el orificio de salida. Por el contrario, una vez
lleno de agua el microcanal, no era necesario ejercer tanta presion para producir el
movimiento del liquido hacia el orificio de salida.

Las primeras pruebas realizadas con las micro/nanopipetas de la segunda
generacion, consistieron en comprobar como se llenaba el microcanal de 6xido por
capilaridad. La Figura 4.46 muestra una secuencia de imagenes Opticas del
experimento. Se selecciond un chip con micro/nanopipetas con las multipuntas
abiertas (Figura 4.46a) y se depositdé una gota en el extremo del chip, en contacto
con las puntas abiertas (Figura 4.46b). En segundos se observd como el agua
entraba hasta llenar todos los microcanales de las diferentes puntas (Figura 4.46c).

Figura 4.46: Secuencia de imagenes del llenado por capilaridad de los microcanales (a) imagen inicial con
los microcanales vacios, (b) deposicidén de la gota de agua en el extremo y (c) microcanales llenos de
agua.

Una vez comprobado que el agua entraba por capilaridad, se iniciaron los
experimentos para intentar bombear el liquido una vez dentro del microcanal. Para
realizar las pruebas con liquidos, las micro/nanopipetas fueron conectadas a jeringas
de 1y 10 mL (BD [19]) para poder intentar inyectar y/o bombear los liquidos dentro
del canal. La capacidad de la jeringa se seleccionaba en funciéon de la presion

requerida para intentar bombear el liquido dentro del microcanal.
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La Figura 4.47 (a-e) muestra la secuencia de imagenes correspondiente a la
pelicula filmada durante el experimento. Como los experimentos realizados con los
capilares de vidrio habian mostrado que la presidn necesaria para mover el liquido
dentro del microcanal, era menor si éste estaba lleno. Se sumergié el chip en agua
para llenar el canal de la micro/nanopipeta por capilaridad. Una vez lleno, se conect6
la micro/nanopipeta a una jeringa de 10 mL. Se puede observar como al ejercer
presion al mover el émbolo de la jeringa, se produce movimiento del agua dentro del
canal de la micro/nanopipeta. Al ejercer mas presion para intentar generar una gota
en la punta, la membrana de la micro/nanopipeta se rompié y el agua cubrid la

superficie del chip como muestra el fotograma de la Figura 4.47f.

Figura 4.47: Secuencia de imagenes del proceso del (a-e) movimiento del agua dentro del microcanal en la
zona situada en la punta al ejercer presion con una jeringa y (f) agua sobre la superficie del chip tras
la ruptura de la membrana no mostrada en la imagen.

El agua habia llenado el microcanal de la micro/nanopipeta y se habia podido
bombear el liquido dentro del microcanal ejerciendo presién con una jeringa. Al
aumentar la presién para que se formara una gota en la punta, se habia producido la
rotura de la membrana. Para disminuir la tensién superficial en la punta y facilitar la
formacion de una gota, se afiadié jabon al agua. Al disminuir la tension superficial
del liquido utilizado se introdujo el liquido inyectando con una jeringa en lugar de por
capilaridad. La jeringa habia sido conectada al tubo de poliimida de una de las
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micro/nanopipetas. La Figura 4.48a y b muestran dos imagenes épticas de la zona

de la membrana llenandose de agua con jabon.

La Figura 4.48c muestra una imagen Optica de la zona de la punta
completamente llena de liquido y ausencia de gotas. La mezcla de agua con jabdén no
habia facilitado la visualizacion de la formacion de gotas.

(a) (b)

Figura 4.48: Imagenes opticas del llenado del microcanal con agua y jabon en la zona (a)-(b) la membrana y (c)
la punta

Segun célculos aproximados, se podrian estar depositando gotas cuyo volumen
era del orden de los femtolitros. Puede que fuese ese el motivo por el que no
pudieramos ver su formacién, ya que se estarian evaporando nada mas generarse y
los equipos con los que se disponia en el IMB-CNM no facilitaban la inspeccién. Saya
et al. [20] utilizaban una mezcla de glicerol:agua (70:30) para depositar gotas sobre
una superficie del orden de los fl y evitar que se evaporasen. Ellos acoplaban las
puntas que habian fabricado a un micromanipulador para controlar la posicion donde
depositaban las gotas. Los chips presentados en este capitulo no podian ser
acoplados a un AFM debido a su tamafio. En contra, se disponia de unos cantilevers
fabricados en el mismo proyecto que encajaban perfectamente en los cabezales de
un AFM. Depositando un chip de micro/nanopipetas con los microcanales llenos de
una solucion de glicerol:agua (70:30) en el holder, se acercaria de manera
controlada con el brazo del AFM el cantilever para intentar depositar gotas de la

solucioén sobre su superficie.

Se sumergié el chip con las micro/nanopipetas en una solucién glicerol:agua
(70:30) para llenar el canal por capilaridad. El microcanal se llen6 rapidamente, pero
no asi la punta como muestra la imagen Optica de la Figura 4.49a. Para que la

solucidon glicerol:agua llegara a la punta, el chip de las micro/nanopipetas
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permaneciéo sumergido. De esta manera se consiguid que la soluciéon alcanzara el
orificio de salida (Figura 4.49b).

Una vez lleno el microcanal, se coloco el chip en el holder de un AFM y el
cantilever en el cabezal. Después de varias aproximaciones e inspecciones de la
superficie del cantilever no se observé ninguna gota de glicerol:agua. Se comprobd
que sobre la superficie de otro chip, la solucion glicerol:agua habia formado una
pelicula. Puede que este fuera el mecanismo para evitar la evaporacién de la gota,
pero el hecho de haber permanecido sumergido el chip en esta solucién, podria
haber causado la formacion de esta pelicula dentro del canal. También podria ser
que el tiempo destinado a la preparacion del montaje del experimento en el AFM
hubiera hecho que se formara esta pelicula en la punta de la micro/nanopipeta
impidiendo la salida de mas liquido de su interior, y fuese ese el motivo de no poder

depositar gotas en la superficie del cantilever.

(a) (b)

Figura 4.49: Imagenes opticas del (a) microcanal y (b) microcanal y punta llenos de la solucién
glicerol:agua (70:30)

Para intentar visualizar la formacién de gotas o la salida de liquido por la punta
de las micro/nanopipetas, se ided otro tipo de experimento. Se introduciria tinta de
color en el depdsito del chip. Una vez lleno, se sumergiria el chip en agua y se
ejerceria presion para intentar colorear el agua con la tinta que pudiera salir de la
punta. La tinta escogida para el experimento habia sido utilizada en las pruebas de la
primera generacion para comprobar la apertura del canal. Se introdujo tinta azul
disuelta en agua en el tubo de poliimida y se dejo que llegara hasta la cavidad de

entrada. La Figura 4.50a muestra como la tinta de color azul habia llegado a la
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cavidad de entrada. Al ejercer presién para intentar que la tinta llenara el
microcanal, se produjo la rotura de la membrana de la micro/nanopipeta (Figura
4.50b). La tinta empezd a colorear el agua, pero no salia por la punta de la
micro/nanopipeta. La Figura 4.50c muestra una imagen Ooptica del detalle de la
membrana rota. Se puede observar como la tinta habia empezado a llenar el
microcanal. También se comprobd que esta tinta, cuando se secaba, obturaba el

microcanal y los dispositivos utilizados tenian que ser desechados.

Figura 4.50: Imagenes opticas de (a) llenado del depdsito hasta membrana con tinta azul, (b) rotura de la
membrana y (c) detalle de la zona de la membrana rota.

Se escogio tinta de impresora para evitar que se secara dentro del canal y lo
obstruyera. Como su nombre indica es la tinta comunmente utilizada en las
impresoras de inyeccidn por tinta. Al utilizar tinta disefiada para fluir por
microcanales, podria facilitar la inspeccion de las micro/nanopipetas y la formacion
de burbujas en la punta. La tinta de impresora alcanzaba la zona de la cavidad de
entrada y entraba en el microcanal. Al ejercer presién para generar la gota, la

membrana se rompia y la tinta salia por ella.

Otra alternativa a introducir tinta por presidn o por capilaridad, seria introducirla
mediante la aplicacién de campos magnéticos. Existiria la posibilidad que mediante
ese mismo campo magnético aplicado se pudiesen generar gotas. Los ferrofluidos
son unos liquidos magnéticos, concretamente son una suspension colodoial de
particulas ferromagnéticas. La aplicacion de un campo magnético, induce el
movimiento del liquido. Para probar si el ferrofluido podria moverse a través de unos

canales tan pequenos, se realizé una prueba con unos capilares de vidrio.
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El movimiento de estos fluidos en los canales de las micro/nanopipetas se habia
probado en la primera generacidén pero el polisilicio de las paredes habia dificultado

su inspeccidon y no se habia demostrado el movimiento del ferrofluido en su interior.

La Figura 4.51a muestra una imagen de un capilar de vidrio con ferrofluido en
su interior. Se puede observar como se genera una gota de ferrofluido en la punta al
acercar un iman. En el caso de las micro/nanopipetas, al generar un campo
magnético al aproximar un iman, el ferrofluido soélo llegaba hasta la cavidad de
entrada (Figura 4.51b), pero el campo magnético no era lo suficientemente grande
como para conducir al ferrofluido al interior del microcanal.

(a) (b)

Figura 4.51: Imagenes opticas de (a) ferrofluido dentro de un capilar de vidrio y (b) en la cavidad de
entrada de la micro/nanopipeta.

En las pruebas realizadas hasta el momento se habian utilizado
micro/nanopipetas con las paredes fabricadas en dxido de silicio para poder ver que
sucedia dentro del microcanal. Este o6xido habia sido depositado por la cara
componentes y por la cara dorso para definir la punta, pero este oxido no habia
entrado en la cavidad de entrada porque el chip de vidrio soldado lo habia impedido.
Las paredes de la cavidad de entrada eran de silicio y por tanto hidrofébicas. Puede
que esta fuera la causa que dificultaba la entrada de liquido en el microcanal de la
pipeta ejerciendo presion o campos magnéticos. Para comprobar esta teoria,
utilizaron chips con micro/nanopipetas fabricadas en polisilicio y oxidadas
posteriormente. El hecho de introducir todo el chip en un horno para la oxidacién del

polisilicio haria que también se oxidaran las paredes de la cavidad de entrada.
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Una vez oxidado el polisilicio se pegd con adhesivo el chip de vidrio para cubrir
el canal-deposito de la cara dorso. No se podia realizar la soldadura anddica porque
habia crecido una capa de ¢xido en la cara dorso. Finalmente se realizaron las
conexiones con los tubos de poliimida y se conectd el chip a una microbomba (New
Era Pump Systems Inc, Wantagh, NY [21]) para tener mayor control de la presion
aplicada. Al inyectar agua con un poco de tinta de color, se comprobd que entraba
facilmente por la cavidad de entrada como muestra la secuencia de imagenes de la
Figura 4.52. El microcanal estaba vacio y su llenado con el agua a presion se
producia lentamente. Este hecho concordaba perfectamente con los experimentos
realizados con los capilares de vidrio, donde se habia comprobado que para
desplazar liquido dentro de un capilar de dimensiones reducidas, habia que ejercer
mas presion cuando el liquido tenia que desplazar aire. En el caso de las
micro/nanopipetas no se podia ejercer una mayor presion para introducir el liquido
porque el aumento de la presion de inyeccion implicaba la rotura de la membrana.
En su defecto, el liquido entraba lentamente llenando el microcanal. Se necesité un
largo periodo de tiempo para llenar el canal de la micro/nanopipeta. Esto concordaba
con los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con capilares de vidrio de

diferente didmetro.

(b)

Figura 4.52: Secuencia de imagenes del llenado de la micro/nanopipeta inyectando liquido por la
membrana.

Se inspecciond la punta pero no se observo la formacion de gota. Podria darse
el caso que el volumen de gota formado en la punta fuera tan pequefio que se
estuviera evapordando a medida que se formase, pero no se podia aumentar la

presion ejercida para generarla porque se producia la rotura de la membrana.
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En las pruebas realizadas con capilares de vidrio se habia observado la
formacion de gotas para diametros pequefios y esto era debido al diseno cénico que
presentaban. Para poder observar la formacion de gotas en las puntas de las
micro/nanopipetas habria que mejorar su disefio en futuros dispositivos porque la
seccién rectangular de 1.5 um de altura del canal era demasiado larga y provocaba
perdida de presidon desde la cavidad de entrada hasta el orificio de salida de la punta.

Estos nuevos disefios deberian tener en cuenta las siguientes consideraciones:
= La cavidad de entrada a poca distancia de la punta.

*=  Seccion cénica en el plano del microcanal.

4.5.3 Aplicaciéon de las micro/nanopipetas en
biologia celular

Por otra parte, estas micro/nanopipetas habian sido disefiadas segun los
objetivos del proyecto MINAHE II para valorar su posible aplicacién en experimentos
bioldgicos con células vivas. En el caso de las micro/nanopipetas se realizaron unas
primeras pruebas que consistieron en comprobar si la punta de las
micro/nanopipetas podia atravesar o no la zona pellcida y la membrana de ovocitos
y embriones de ratén. Los capilares de vidrio utilizados normalmente atraviesan la
zona y la membrana de una célula y se utilizan, entre algunos ejemplos, para la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) en un ovocito [22] o la
inyecciéon de DNA en un embrién para la obtencién de animales transgénicos [23]. El
proceso de inyeccion requiere de dos capilares de vidrio, uno funciona como holder
del ovocito o embrién a inyectar, sujetandolo. El segundo capilar actia como pipeta
para inyectar el espermatozoide, el DNA o particula dependiendo del experimento a
realizar. Una imagen de los dos capilares utilizados durante el proceso de inyeccion

se muestra en la Figura 4.53.
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Figura 4.53: Imagen optica de un embridon de ratén sujetado con el holder (izquierda) y con el capilar
preparado para inyectar (derecha).

Cuando se trabaja con ovocitos humanos o con embriones de ratoén, el capilar
de inyeccidn utilizado tiene la punta afilada para poder atravesar la zona pellucida y
la membrana sin lisar la célula. Para obtener el capilar con esta punta fina, se estira
y divide en dos un capilar de borosilicato utilizando un puller. Este equipo calienta el
capilar y lo estira produciendo la fraccidon del capilar en la zona estirada. Al estirar el
vidrio se produce la reduccion del didmetro del capilar. Para obtener el didametro
deseado, estira una determinada distancia y se aplica un golpe seco sobre la punta,
aunque este método es poco preciso para diametros inferiores a 5 um. Este método
no controla la forma de la punta obtenida. La micro/nanomecanizacion en FIB de las
puntas de las micro/nanopipetas presenta una solucién a este problema, ya que
permite el control del tamafio y de la forma de las puntas sin la necesidad de

ninguna mascara adicional.

En el caso de trabajar con ovocitos de ratén, como estos son delicados, la punta
del capilar de inyeccidn es plana. Para conseguir que atraviese la zona pellcida y la
membrana, este capilar va acoplado a un piezodrill que genera unas vibraciones que
hacen que el capilar vaya golpeando la zona pellicida y la membrana de la célula
hasta que la punta se introduce a través de la zona pelicida y la membrana del
embridn. Para que estos golpes sean efectivos, el capilar suele contener mercurio en
su interior [24, 25]. El mercurio utilizado no entra en ninglin momento en contacto
con la célula a inyectar, pero la contaminacion producida por el mercurio es

altamente conocida y es recomendable evitar su uso [26].
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Kometani et al. han modificado capilares de vidrio utilizados en ICSI mediante
deposicion quimica en fase vapor en FIB (FIB-CVD) [27, 28]. La obtenciéon de
micro/nanopipetas utilizando la tecnologia MEMS puede permitir la obtenciéon de una
gran variedad de microdispensadores con diferente nimero y forma de puntas.
Ademas facilitard la implementacién de sensores en su interior que podrian realizar
medidas durante la inyeccion. Las ventajas de la nanomecanizacion en FIB se
demostraron realizando las aperturas de la punta y la cavidad de entrada en los
dispositivos de la primera generacion [29]. En el apartado 4.4.4.7.2.
Nanomecanizacion con FIB se explicd como se obtuvieron las aperturas de las puntas
de las micro/nanopipetas afiladas con FIB de la segunda generaciéon y como se
obtuvieron puntas afiladas con angulos de 5° y 159. La Figura 4.54 muestra las puntas
micromecanizadas con FIB y el angulo con el que fueron afiladas. En cada chip habia
tres micro/nanopipetas, con un ancho de punta de 2, 4 y 10 um respectivamente.

Los angulos escogidos para afilar las puntas y realizar las pruebas intentando

atravesar la zona pelucida y la membrana de oocitos y embriones fueron de 59 y
100,

| am ol -

H H [t I.

Figura 4.54: Imagenes SEM de puntas de micro/nanopipetas de 2, 4 y 10 um de ancho afiladas con FIB con
angulos nanomecanizados de (a - ¢) 50y (d - e) 150.
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Se realizaron pruebas para comprobar si la punta de la micro/nanopipeta podia
atravesar con éxito la zona pellcida y la membrana de un ovocito y/o un embrion sin

lisar la célula y sin el uso del piezodrill con el mercurio.

Fue posible realizar estas pruebas gracias a la colaboracién en el proyecto de la
Unitat de Biologia Cel-lular del Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia de la Universidad Autonoma de Barcelona. El chip que contenia las tres
micro/nanopipetas se acoplé a un micromanipulador Cell Tram Vario (Eppendorf
Ibérica S.L., San Sebastian de los Reyes-Madrid [30]) mediante un capilar de vidrio

como muestra la imagen de l|a Figura 4.55.

Figura 4.55: Fotografia del montaje realizado para los experimentos realizados con las micro/nanopipetas
atravesando la zona pelucida y la membrana de un oocito y/o embrion.

4.5.3.1 Test insercion de puntas de micro/nanopipetas
de aluminio y 6xido de silicio

Una vez afiladas las puntas con ayuda del FIB, se realizaron las primeras
pruebas sin grabar la capa de aluminio de las micro/nanopipetas para dotar la punta
de una mayor rigidez y menor fragilidad. El proceso de insercion se muestra en los
fotogramas de la Figura 4.56. El primer fotograma muestra una punta de
micro/nanopipeta al lado de un embridon de ratén, el segundo muestra como esta
punta intenta acceder al interior de la membrana del embrién sin éxito y el tercero
muestra como ha conseguido atravesar la zona pellcida y la membrana sin lisar de
la célula. Comentar que los experimentos de insercidén se realizaron sobre un mismo

ovocito.
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Figura 4.56: Fotogramas mostrando la secuencia del proceso de insercidon seguido, (a) micro/nanopipeta en el
exterior del embrion, (b) punta de la micro/nanopipeta intentando atravesar la zona pellicida y la
membrana de la célula y (c) punta en el interior del embridn.

La primera prueba consistiéo en comprobar si las puntas afiladas un angulo de 5°
con 4 y 10 um de ancho atravesaban la zona pellcida y la membrana de un ovocito
de ratén sin lisar la célula. La punta de 4 um consiguid atravesar con éxito la zona
pelicida y la membrana del ovocito sin lisarlo sin la ayuda del piezo. La punta de 10
pum no logro atravesar la zona pellicida como se puede observar en la Figura 4.57.

(a) 4 pm - 5° (b) 10 ym - 5°

Figura 4.57: Imagenes opticas de un ovocito (a) punta de 4 um afilada 5° en su interior y (b) punta de 10
um afilada 5° intentando atravesar la zona pellcida y la membrana sin éxito.

La siguiente prueba consistio en intentar atravesar la zona pellcida de un
embrién de ratdn. Los experimentos se realizaron en un Unico embrién. Los
resultados obtenidos se han esquematizado en la Tabla 4.VIII. Las puntas de 2 um
afiladas 52 y 159 respectivamente atravesaron con facilidad la zona pellcida y la

membrana de un embridn.
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Las pruebas realizadas con la punta de 4 y 10 um ofrecieron otros resultados. La
punta de 4 um afilada con un bisel de 5° atravesé con éxito la zona pellcida y la
membrana de la célula. Por el contrario, la punta con un bisel de 15° sélo traspaso la

zona pellcida, pero no la membrana.

La punta de 10 pm afilada 5° sélo consiguid traspasar la zona pellcida con la
parte biselada, pero no la membrana. Como los experimentos con las diferentes
puntas se habian realizado sobre el mismo embrién, se comprobd que la insercién se
habia producido por el hueco que habia dejado la punta de 2 um al atravesar la zona
peltcida en una prueba anterior.

Tabla 4.VIII: Resultados obtenidos en los experimentos realizados con las micro/nanopipetas de aluminio
para atravesar la zona pellcida y la membrana de un embridn. Los experimentos se realizaron sobre
el mismo embrion.

2pum 4 pm 10 pm

~ Entra sdlo parte
50 v v biselada por donde habia
entrado la punta de 2 um
en una prueba anterior

150 v ~ zona pellucida x

La Figura 4.58 muestra imagenes Oopticas de las inserciones realizadas. La
Figura 4.58(a) muestra la imagen de la punta de 4 um afilada 5° atravesando con
éxito la zona pellcida y la membrana, la Figura 4.58b muestra como atravesaba la
zona pellcida, pero no la membrana con la zona biselada de 15° de la punta de 4
um. La punta de 2 um afilada con un bisel de 159 atravesaba con facilidad la zona
pelicida y la membrana del embrién (Figura 4.58c). Por el contrario, la punta de 10
um afilada con un bisel de 15° (Figura 4.58d) no atravesd ni la zona pelucida ni la

membrana del embridn (Figura 4.58e).
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(b) 4 ym - 150

() 2 pm - 15° (d) 10 um - 15°

- L

Figura 4.58: Imdagenes tomadas durante los test de insercidon en un mismo embridon para puntas de
aluminio y dxido de silicio de 4 um afiladas (a) 5° y (b) 159, (c) de 2 um con 15° y (d) de 10 um con
159, Las puntas que atravesaron sin dificultad la zona pellcida y la membrana de los embriones fueron
lade 2 um con 59y 150y de 4 um con 5°.

4.5.3.2 Test insercion de puntas de micro/nanopipetas
de oxido de silicio

Una vez comprobadas qué puntas con aluminio atravesaban con éxito la zona
pelicida y la membrana de un embriéon y de un ovocito, se procedié al grabado de
esta capa para definir el canal y obtener las micro/nanopipetas de 6xido. Este tipo de
puntas se corresponderian a su uso real. El canal estaria definido por unas paredes
con un grosor maximo de 0.5 um de oOxido de silicio que podian no aguantar la
presion necesaria para traspasar la zona pellcida y la membrana. Para la punta de
10 um afilada 5°, se intentd suavizar el escalén producido cuando la punta pasaba
de la zona biselada a la no biselada pero la longitud del voladizo de 10 um no fue
suficiente para realizar ese tipo de corte. La imagen SEM de la Figura 4.59 muestra
el escalon producido al realizar la zona biselada de 5° en la punta de 10 um de

aluminio.
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Figura 4.59: Imagen SEM de la punta de 10 um afilada 5°

La Tabla 4.IX muestra los resultados obtenidos con los experimentos realizados
con las puntas de o6xido de silicio. Las puntas de 2 y 4 um con un bisel afilado de 5°
y 15° atravesaban facilmente la zona pellcida y la membrana del embridn sin lisar la
célula. La punta de 10 um con un bisel de 15° no consiguié atravesar la zona

peltcida y el bisel de 5°, como ya se ha comentado, no habia podido ser fabricado.

Tabla 4.IX: Resultados obtenidos en los experimentos realizados con las micro/nanopipetas de éxido de
silicio para atravesar la zona pellicida y la membrana de un embrion. Los experimentos se realizaron
sobre el mismo embridn.

2 um 4 pm 10 ym

50 No tiene suficiente
v v longitud el voladizo para
afilar la punta

150 v v x

Las imagenes de la Figura 4.60 nos muestran algunas de las inserciones
realizadas con las puntas de 6xido de silicio. Las puntas de 4 pm afiladas con un bisel
de 50 y 150 respectivamente atraviesan con éxito la zona pellucida y la membrana
del embrion (Figura 4.60a y b) sin lisar la célula. La imagen de la Figura 4.60c
muestran como las puntas de 6xido de silicio de 2 um de ancho afilada con un bisel
de 150 también atraviesan la zona pellcida y la membrana del embrién evitando el
lisado de la célula y la rotura de la punta. Por el contrario, la punta de 6xido de 10
um afilada con un bisel de 15° no consigue atravesar la zona pellicida del embridn
(Figura 4.60d).
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(a) 4 um - 5° (b) 4 um - 15°

Figura 4.60: Imagenes Opticas tomadas durante los test de insercidon realizados para puntas de
micro/nanopipetas de éxido para la punta de 4 mm de ancho afilada (a) 5°, (b) 15°, y las puntas
afiladas 15° de (c) 2 um y (d) 10 um. Las puntas que atravesaron sin dificultad la zona peldcida y la
membrana de los embriones fueron la de 2 um con 15° y de 4 um con 5°.

Los experimentos realizados han mostrado como la nanomecanizacién de la
punta con FIB ha ofrecido un mayor control sobre la forma de la punta de las
micro/nanopipetas fabricadas para atravesar facilmente la zona pelldcida y la
membrana de un ovocito y un embridon de ratén sin lisar las células. No se ha
producido la rotura de la punta en ninguno de los experimentos realizados. El
siguiente paso, actualmente en fase de desarrollo, consistira en poder inyectar
dentro del embridn con las micro/nanopipetas fabricadas.

La fabricacion de estas micro/nanopipetas con tecnologia MEMS facilitara en un
futuro la integracion de sensores en el microcanal para realizar medidas eléctricas o
electroquimicas. También ofrece la posibilidad de poder fabricar en un futuro la
pipeta holder y la de inyecciéon en una Unica pieza, evitando de esta manera el
proceso de alineamiento entre el capilar holder y el de inyeccion.
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4.6 Conclusiones

A continuacion se expondran las conclusiones generales que se pueden extraer

de los resultados obtenidos y discutidos en este capitulo:

v Se ha disefiado una segunda tecnologia de
micro/nanopipetas mejorando el disefio de la
primera generacién y solucionando los
problemas detectados. Se han implementado las
conexiones a los tubos externos con unos
anillos, protecciones para las puntas en voladizo
con unos salientes en la parte inferior del chip

para evitar que reciban impactos durante el

proceso de fabricacion, extraccién de la oblea o
manipulacién. Se ha disefiado un depdsito transparente por debajo del chip
de silicio y se ha evitado la deposicién de capa estructural en la cavidad de
entrada al canal de la micro/nanopipeta con el chip de vidrio que cubria el

depdsito.

v Se ha conseguido un mayor control en Ia
fabricacidon de las cavidades realizando grabados

DRIE de silicio. Los chips han sido dotados de

una cavidad de test para verificar el fin del DRIE
& - { realizado desde la cara posterior de la oblea de
g 1 silicio hasta la cara componentes.

v' Se han disefiado y fabricado por Sand Blasting
chips de vidrio para cubrir el depdsito fabricado

en la cara dorso del chip de silicio.
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v' Se han disefiado micro/nanopipetas, con capa

estructural transparente para aplicaciones
bioldgicas, utilizando polisilicio como capa

estructural y oxido de silicio como sacrificial.

Después de definir el canal se ha oxidado la capa de polisilicio para

convertirla en un material transparente.

v" Se han obtenido micro/nanopipetas transparentes

utilizando o6xido de silicio como capa estructural y
aluminio como capa sacrifical. Se ha definido el
microcanal para micro/nanopipetas grabando la

capa de aluminio.

Se ha evitado la etapa del serrado de las obleas
incorporando unas estructuras para extraer los
chips por Manual Cleaving. Tanto en el chip de

vidrio como en el de silicio.

Se han disefiado estructuras de test para indicar la
evolucion del grabado de la capa sacrificial para las
micro/nanopipetas con capa estructural de
polisilicio.

Se han conectado con éxito los dispositivos a
diferentes equipos gracias a los anillos
mecanizados en la cara componentes del chip. Se

ha comprobado que las conexiones eran resistentes

y que no se producian fugas.
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v la ruptura controlada de las puntas ha permitido
obtener aperturas en las puntas sin necesidad de
utilizar mascaras o procesos adicionales. Los puntos
de anclaje y las partes en voladizo de la base y la
punta han sido mejorados evitando la fractura en

puntos no deseados.

v' La micromecanizacién con FIB ha permitido obtener
puntas extremadamente afiladas fabricando un bisel
de 5° y 15° que han definido puntas de dimensiones

nanométricas

v Se ha conseguido introducir liquido dentro del
microcanal por capilaridad y por inyeccién, pero la
dificultad se ha hallado al ejercer presion para
generar una gota en la punta porque se producia la

rotura de la membrana.

v" Se ha comprobado la resistencia de la punta para
atravesar la zona pelicida y la membrana de una

célula debido a su afilado nanométrico.

v" Se ha realizado un estudio sobre la insercién de las
puntas de micro/nanopipetas con diferentes angulos.
Se ha demostrado la viabilidad de las puntas de
oxido de silicio para ser utilizadas en células. Las

puntas de 6xido de silicio que han atravesado la zona

pelicida y la membrana de la célula han sido de 2 y 4 um afilada con

angulos de 59 y 159,
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Dispositivos
adicionales obtenidos
con la tecnologia de
segunda generacion

En los capitulos anteriores se han explicado dos
procesos tecnoldgicos diferentes para la fabricacidon de
micro/nanopipetas. La deteccion de problemas durante
la primera generacidon condujo a una busqueda de
posibles soluciones y al disefio de un nuevo proceso
tecnoldgico. Uno de los objetivos de la segunda
tecnologia desarrollada era la versatilidad que podia
ofrecer para fabricar otro tipo de dispositivos. Por este
motivo, se incorporaron en el disefio de la mascara
otro tipo de dispositivos microfluidicos diferentes a las
micro/nanopipetas. Son estos dispositivos ofrecian la
posibilidad de ser integrados monolitica o
hibridamente. La tendencia a trabajar con pequefias
cantidades de liquidos fue la que condujo a intentar
reducir el tamafio de los dispositivos utilizados para su
manipulacion como las micro/nanopipetas. Pero
normalmente estos liquidos necesitan un tratamiento
previo como puede ser el filtrado de particulas que
podrian obturar los microcanales o la posibilidad de
poder dispensar dos liquidos mezclados. Por este
motivo, se creyd conveniente fabricar chips en silicio
que contuvieran filtros y chips que contuvieran
mezcladores. Para conseguirlo no se buscaba el disefio
de un nuevo proceso de fabricacion, el objetivo era
conseguirlo sin modificar las etapas definidas para la
fabricacion de la segunda  generacion de
micro/nanopipetas para demostrar la versatilidad que

ofrece la tecnologia desarrollada en silicio.
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5.1 Micromezcladores

Un mezclador es un elemento importante dentro un sistema de microfluidica.
Conseguir una mezcla rapida de sustancias o reactivos es un factor clave para
analisis bioguimicos, dispensar farmacos o secuenciar y sintetizar acidos nucleicos
[1]. Esta mezcla es conseguida facilmente en el mundo macro produciendo
turbulencias en el flujo de los liquidos. Por el contrario, en la microescala resulta ser
un proceso dificil [2]. A pesar de existir una rapida difusion, los flujos son laminares
con numeros de Reynolds bajos. Con la ausencia de turbulencias, es dificil aumentar
el drea de contactos para que las moléculas se difundan y conseguir que se mezclen.
Para intentar producir turbulencias en un canal de microfluidica se disefiaron unos
microcanales que incorporaban lazos a lo largo de su recorrido. Estos lazos producian
un aumento de las “turbulencias” y facilitaban el mezclado de los fluidos porque

desviaban en punto el fluido del canal central y lo volvian a incorporar [3].

5.1.1 Proceso de fabricacion de los
micromezcladores

La Figura.5.1a muestra el disefio de la méascara utilizada para fabricar el chip
que contenia el micromezclador. En el dibujo se han senalado las dimensiones de los
canales fabricados. El canal del lazo tenia una anchura de 50 um estrechandose en la
salida hasta 15 um para intentar crear turbulencias en el canal principal. El aspecto
que ofrecia un lazo en el microcanal puede observarse en la Figura.5.1b. El chip que
incluia el micromezclador fue intercalado en la misma oblea donde se iban a fabricar
las micronanopipetas de la segunda generacién. Destacar que en el disefio del chip
mezclador se habian incluido el motivo de test del grabado DRIE, los anillos para
poder encajar los tubos de poliimida y de esta manera conectar el microcanal a los
sistemas adecuados de bombeo de liquido. También se habian incorporado los
anclajes para poder separar facilmente el chip de la oblea evitando la etapa de

serrado.
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Figura.5.1: Dibujo de la superposicion de mascaras para el chip con los micromezcladores,

Estos dispositivos se fabricaron simultdneamente y en la misma oblea que las
micro/nanopipetas de la segunda generaciéon y explicadas en el capitulo anterior 4.
Micro/nanopipetas: Segunda generacion. La Figura 5.2 muestra un resumen de la
tecnologia desarrollada. El material inicial fue una oblea de silicio de 500 um pulida
por las dos caras (Figura 5.2a). Sobre la cara componentes, se depositd y se
estructurd la capa sacrificial (Figura 5.2b). Esta capa era la que definia el cuerpo de
las micro/nanopipetas. En los chips de los micromezcladores esta capa definia la
zona donde se abriria el silicio por el ataque profundo seco desde la cara dorso y
definirian la entrada y la salida del micromezclador. Un proceso fotolitrografico por la
cara dorso de la oblea (Figura 5.2c), seguido de un ataque seco RIE, estructuraba la
capa de oOxido que se habia depositado en esa misma cara. En el caso de los
micromezcladores, se utilizd para transferir la forma del microcanal y los lazos a la
capa de oxido. Esta capa se utilizaria como mascara para el Gltimo ataque DRIE que
se realizaria por la cara dorso. Este fue el ataque que abriria la zona de entrada y de
salida del microcanal. Tras el ataque de la capa de 6xido, se quitd la fotoresina y se
realizd otro proceso fotolitografico por la cara dorso (Figura 5.2d). Esta fotoresina se
utilizé para realizar un ataque seco profundo DRIE de casi todo el espesor de la oblea
(Figura 5.2e). Este ataque no podia realizarse hasta el final de la oblea. Se dejaron
entre 50-100 pm para poder realizar por la cara componentes un proceso
fotolitografico adicional seguido del segundo ataque seco profundo DRIE. Este ataque
por la cara componentes definiria el anillo de dimensiones determinadas para acoplar

el tubo de poliimida y poder realizar las conexiones del chip (Figura 5.2f).
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Micro/nanopipetas

ETAPAS

Micromezcladores

500 pm

(a) Marcar las
obleas (500um)
(MARC-PXB) y
Limpieza pirafia +
dip HF (NETG-GEN)
(a)

500 pm

(b) Deposicién
(DAMI-ING) y
estructuracion de la
capa sacrificial
(PGIOXGUI): cara
componentes

(c)Fotolitografia con

alineamiento doble

cara (FOTO-FKD) y

grabado capa 6xido

(PGIOXGUI): cara
dorso

O/ e

(d) Fotolitografia
con alineamiento
doble cara (FOTO-
ING):

(e) Grabado
profundo del silicio
(400-450 pm)
(A601-ING): cara
dorso

(f) Fotolitografia
(FOTO-ING) y
grabado profundo
del silicio (250-300
um) (A601-ING):
cara componentes

(g) Grabado
profundo del silicio
(50-100 um)
(A601-ING): cara
dorso

(h) Soldar la oblea
de silicio a oblea de
vidrio mecanizada
(FEIN-ESP)

T

Figura 5.2: Proceso de fabricacién de los micromezcladores simultdneo al proceso de fabricacion de la
segunda generacion de las micro/nanopipetas
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A continuacion se realizaria el Ultimo ataque seco profundo por la cara dorso de
la oblea. Este ataque llegaria hasta la cara componentes y define la profundidad del
microcanal y de los lazos de los micromezcladores. (Figura 5.2g). También dejara el
chip individual anclado a la oblea por dos puntos. Utilizando el Manual-cleaving se
evitaria el proceso de serrado para la obtencion de los chips. Una vez realizados los
ataques secos profundos, se elimina la capa de 6xido de la cara dorso de la oblea.
De esta manera se puede soldar anddicamente la oblea de silicio a una oblea de
vidrio para cubrir el micromezclador por la cara dorso (Figura 5.2h). Con la oblea
soldada, se deposita la capa estructural que definird las paredes de la
micronanopipeta. Aunque para los micromezcladores esta capa no era necesaria,
como el proceso se realizaba a nivel de oblea, también se depositaba sobre los chips
micromezcladores. Ejerciendo un poco de presidn se liberara el chip de la oblea. La
Figura 5.3a muestra una imagen oéptica de la cara dorso de un chip con el microcanal
y los lazos antes de soldar un chip de vidrio para cubrirlos y de liberar mediante
pequefia presion el chip de la oblea de silicio. Un detalle del lazo disenado puede
observarse en la imagen de la Figura 5.3b. El aspecto final del chip micromezclador
con el chip de vidrio soldado y los tubos de poliimida conectados puede observarse

en la imagen optica de la Figura 5.3b.

Figura 5.3: Imagenes Opticas (a) aspecto del micromezclador antes de soldar el chip de vidrio, (b) detalle del
lazo disefiado para mezclar y (c) chip micromezclador soldado y con las conexiones realizadas.

254



5. Dispositivos adicionales

5.1.2 Caracterizacion de los micromezcladores

Los primeros experimentos se realizaron conectando dos jeringas a los canales
de entrada en forma de Y. La prueba consistia en introducir tinta de color azul por un
canal y amarillo por el otro. Cuando estas tintas se mezclasen, se deberia observar
un color verde. Las jeringas se acoplaron a un microposicionador para intentar que
las tintas entrasen al mismo tiempo en el microcanal.

La Figura 5.4 muestra una secuencia de imagenes con el resultado de una de
las pruebas. Se puede observar como la tinta amarilla entraba por una de las
entradas del microcanal y la tinta azul por la otra. A medida que avanzaba por el
micromezclador se puede observar como tanto la tinta amarilla como la azul se
desviaban por los lazos y volvian a incorporarse al microcanal. Este movimiento

provocaba la aparicion de tinta verde como resultado del proceso de mezcla que

realizaban los lazos.

Figura 5.4: Secuencia de imagenes del experimento realizado con el micromezclador para conseguir mezclar
tinta azul y tinta amarilla.

El montaje realizado no facilitaba la entrada simultdnea de las tintas al
microcanal y a veces favorecia Unicamente la entrada de una de ellas. Con la ayuda
del Grup de Sensors i Biosensors de la Universitat Autbnoma de Barcelona se tuvo
acceso a una microbureta XP3000 Modular Digital Pump Cavro (Tecan, Zurich) que
permitié la entrada al micromezclador de las dos tintas de colores paralelamente. La
Figura 5.5a muestra una fotografia con el nuevo montaje. El tubo de salida del
micromezclador fue conectado a la microbureta. Los experimentos se realizaron
aspirando liquido desde la salida en lugar de bombearlos desde las entradas. Cada
uno de los tubos de entrada al micromezclador estaba sumergido en el recipiente
que contenia la tinta de color correspondiente. Al aspirar con la microbureta, se
producia el movimiento de las tintas y estas entraban en el canal. Los lazos del

micromezclador conseguian mezclar las tintas como se muestra en la Figura 5.5b. Se
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observd que si se dejaba de aspirar durante un tiempo, la tinta utilizada se secaba

dentro del canal y aunque no producia su obturacidén, si que impedia la entrada

simultanea de las tintas.

Figura 5.5: Imdagenes o6pticas de (a) el montaje experimental mostrando la conexion entre el chip, la
microbureta y las tintas de colores y (b) detalle del experimento realizado con el micromezclador.
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5.2 Microfiltros

Los microfiltros son dispositivos cuya funcién principal es separar particulas que
pueda contener un fluido segun su tamafio. Se pueden utilizar para eliminar residuos
gue no interesan, y que si entrasen al canal, producirian su obturacién o para
obtener las particulas a estudiar y derivarlas al siguiente paso del estudio[4]. Estos
microfiltros encuentran un amplio campo de aplicacién en la biomedicina donde se
utilizan por ejemplo para separar los globulos rojos de los blancos en muestras de

sangre [5] o preparacion de muestras de DNA [6].

5.2.1 Proceso de fabricacion de los microfiltros

Se disefiaron y fabricaron tres tipos de microfiltros. El primero se basé en los
microfiltros utilizados para separar biomoléculas [7] y consistian en la distribucion de
pilares rectangulares a lo largo de un microcanal como se muestra en la Figura 5.6a.
Para el segundo y tercer disefio se distribuyeron una serie de pilares que iban
aumentando en numero a medida que avanzaba el canal, de esta manera se
conseguia reducir la distancia entre columnas y por tanto reducir el tamafio de las
particulas que tendrian acceso al canal. Estos dos disefios Unicamente diferian en la
forma de la seccidn de los pilares: cuadrados (Figura 5.6b) o redondos (Figura 5.6c).
El uso de procesos microelectrénicos facilitaba el control del tamafio y la forma a

escala micrométrica de los pilares que definian los microfiltros.
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Figura 5.6: Imagenes Opticas de los tres tipos de filtro disefiados, (a) basados en separacion ADN, exclusion
particulas (b) cuadrado y (c) redondo.
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Los tres microfiltros fueron disefiados sobre un mismo chip que fue incorporado
a la oblea que contenia las micronanopipetas. La Figura 5.7 muestra un dibujo de la
superposicion de mascaras utilizadas para la fabricacion de este chip. Se
distribuyeron tres canales correspondientes a los tres disefios realizados, el canal de
la derecha representaria el primer disefo. El central y el de la izquierda se ajustaban
al segundo vy tercer disefio. Destacar del disefio que, ademas de incluir los motivos
de alineamiento y de test del grabado profundo, se habian implementado los anillos
para poder realizar las conexiones correspondientes con los tubos de poliimida vy el
sistema de extraccion de los chips basados en el Manual Cleaving. Sobre la figura se
han sefialado las dimensiones de los canales. Los pilares rectangulares eran de 7x21
pm? distribuidos en filas de 7. Los pilares cuadrados y redondos habian sido
distribuidos en grupos de tres filas con mayor nimero de columnas a medida que
avanzaba el canal. Se inicid la serie con filas de una columna, siguiendo con dos
columnas separadas 54 um cada una, tres columnas con una separacion de 35 um, 4
columnas separadas 24 um, 5 separadas 16 um y 6 con una distancia entre ellas de
10.5 um. La longitud de cada lado de los cuadrados de las columnas era de 20 um,

igual que el radio de las columnas redondas que también era de 20 um.

B niscara PrreTa
MASCARA REBAJE
MASCARA CORTE

MASCARA TUB

- —

Figura 5.7: Dibujo de la superposicion de mascaras para el chip con los microfiltros.
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Los microfiltros se fabricaron simultadneamente con las micro/nanopipetas de la
segunda generacion y los micromezcladores. La Figura 5.8 muestra un resumen de
la tecnologia desarrollada, comparando el proceso de fabricacion de los microfiltros
con el de las micro/nanopipetas.

Partiendo de una oblea de silicio de 500 um pulida por las dos caras (Figura
5.8a), se depositd y estructurd la capa sacrificial por la cara componentes (Figura
5.8b) que definiria la entrada y la salida de los microfiltros. El proceso fotolitrografico
realizado por la cara dorso de la oblea (Figura 5.8c), seguido de un ataque seco RIE,
estructuraria la capa de 6xido depositado previamente en esa misma cara. Esta capa
se utilizaria como mascara para realizar las columnas que compondrian los
microfiltros. Este seria el ataque que abriria la zona de entrada y de salida de los
microfiltros. Tras estructurar la capa de 6xido depositada en la cara dorso, se elimind
la fotoresina y se realizd otro proceso fotolitografico por la misma cara (Figura 5.8d).
Esta fotoresina se utilizaria para realizar un ataque seco profundo DRIE de
practicamente todo el espesor de la oblea (Figura 5.8e). Se debian dejar entre 50-
100 um para poder realizar un proceso fotolitografico por la cara componentes y el
consiguiente ataque seco profundo DRIE que definiria el anillo para encajar los tubos

de conexion por la cara componentes (Figura 5.8f).
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Micronanopipetas
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Figura 5.8: Proceso de fabricacidon de los microfiltros simultdneo al proceso de fabricaciéon de la segunda

generacion de las micro/nanopipetas.
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Para obtener el chip individual anclado al marco de la oblea de silicio y definir la
altura de las columnas del microfiltro, se realizaria el Ultimo ataque seco profundo
por la cara dorso de la oblea (Figura 5.8g). A continuacion, se eliminaria la capa de
6xido de la cara dorso de la oblea. De esta manera se podria soldar anddicamente la
oblea de silicio a la oblea de vidrio para cubrir el canal del microfiltro por la cara
dorso (Figura 5.8h). La experiencia previa del grupo [8] demostraba que se podia
realizar la soldadura anddica de motivos extremadamente pequefios. Las imagenes

SEM de la Figura 5.9 son una muestra de ello.

Figura 5.9: Imagenes SEM de motivos de (a) 3 y (b) 1.4 um de silicio soldados anddicamente a vidrio [8]

Con la oblea soldada, en el proceso de fabricacién de las micro/nanopipetas, se
depositaria la capa estructural que definiria las paredes de la micro/nanopipeta. Esta
capa también se depositaria en los chips microfiltros que estaban anclados a la oblea
de silicio, aunque no era necesaria. Ejerciendo un poco de presidn se liberaria el chip
del marco de la oblea. La Figura 5.10a muestra una imagen optica de la cara dorso
de un chip microfiltro soldado a un chip de vidrio. El aspecto final del chip microfiltro
con el chip de vidrio soldado y los tubos de poliimida conectados puede observarse

en la imagen de la Figura 5.10b.
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Figura 5.10: Imagenes opticas (a) aspecto cara dorso de un chip microfiltro soldado a un chip de vidrio, (b)
detalle del filtro rectangular y (c) chip microfiltro con las conexiones a los tubos de poliimida
realizadas.

5.2.2 Caracterizacion de los microfiltros

Para comprobar si se podian separar particulas de diferentes tamafio se preparé
una supensién de agua que contuviera particulas de Zeolita entre 40-60 um y
particulas de carbdén activo triturado con un didmetro de particula inferior a 10 pm.
El diametro de las zeolitas era de 100 um pero fueron trituradas hasta que pasaban
por un tamiz de 40-60 um, es decir, las particulas con dimensiones superiores al
tamafio del tamiz, no pasaban a través de él. La Figura 5.11 muestra el resultado del
experimento. Se puede observar en la Figura 5.11a como los filtros paraban las
particulas de zeolita a medida que disminuia la distancia que separaba las columnas.
Como la profundidad del microcanal era de unas 100 um, hubo que mover el foco del
microscopio para observar como el carbono activo pasaba entre las columnas del

filtro. La Figura 5.11b muestra el carbdn activo a la salida del microfiltro.
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Figura 5.11: Imagenes opticas de un microfiltro (a) enfocando las particulas de zeolita y (b) enfocando el
carbono activo.

El filtro formado por columnas en forma de rectangulo no pudo ser
utilizado, se observé que todas las columnas estaban caidas a lo largo del
microcanal. Para comprender porque no habian sobrevivido este tipo de
columnas, se realizd un run con tres obleas para realizar un ataque seco
profundo DRIE de diferentes profundidades: 10, 50 y 100 um.

5.2.3 Caracterizacion altura columnas microfiltros

1. INICIO 1-3
2. Marcar las obleas (MARC-PAA) 1-3
3. Limpieza general simple (NETG-SIM) 1-3

4. Fotolitografia Especial (FOTO-ESP)

Méscara: CNM231 - REBAJE 1-3
5. Grabado profundo del silicio (50, 100, 150 2 1-3
um) (A601-ING) | | || ||
6. Decapado de la resina (DEC-RES) | | 77 1-3
7. FINAL | | 77 1-3
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Después de marcar (MARC-PAA) y limpiar 3 obleas (NETG-SIM) se realizo
una etapa de fotolitografia (FOTO-ESP) depositando 2 um de fotoresina. Esta capa
ejerceria de mascara en el posterior grabado seco profundo del silicio (A601-ING).
Para realizar el estudio de la altura maxima de columnas de microfiltro que se podia
obtener, se definieron diferentes profundidades de ataque: 10, 50 y 100 um para las
obleas 1, 2 y 3 respectivamente.

Inspeccionando las obleas después del grabado, se observd que los microfiltros
con una altura de columna de 10 um correspondientes a la primera oblea procesada
estaban intactos. Las imagenes SEM de la Figura 5.12 muestran el aspecto que
presentaban las columnas de 10 pm.

(a) (d)

(f)

Figura 5.12: Imagenes SEM de los microfiltros de 10 um de altura en forma de (a) cuadrada, (b) redonda, (c)
rectangular y (d-f) detalle de una columna de cada disefio.
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El grabado profundo seco que grabdé 50 pm de profundidad en el silicio de la
oblea 2 definid filtros con columnas de 50 um de altura. Las columnas cuadradas,
redondas y rectangulares obtenidas se muestran en las imagenes SEM de la Figura
5.13. En las imagenes SEM que muestran las columnas en detalle se observa como

los tres tipos de columna han quedado bien definidos.

(a) (d)

(e)

(f)

Figura 5.13: Imagenes SEM de los microfiltros de 50 um de altura en forma (a) cuadrada, (b) redonda, (c)
rectangular y (d-f) detalle de cada tipo de columna para cada forma disefiada.

265



5. Dispositivos adicionales

La inspeccion en SEM realizada para las columnas de 100 um de altura mostrd
dos resultados diferenes. Las columnas con disefio cuadrado y redondo habian
quedado perfectamente definidas (Figura 5.14a, b, d, e), no siendo el caso de todas
las columnas rectangulares (Figura 5.14c) donde se encontraron motivos donde la
base que quedaba después del ataque era practicamente nula (Figura 5.14f). Debido
a las dimensiones de este tipo de columna, las condiciones utilizadas para el DRIE
habian grabado el silicio de la base disminuyendo el area, por el contrario la base de
las columnas cuadradas (Figura 5.14d) o redondas (Figura 5.14e) era suficiente para

mantener verticales las columnas de estos filtros.

(a (d)

()

Figura 5.14: Imagenes SEM de los microfiltros de 100 um de altura en forma (a) cuadrada, (b) redonda, (c)
rectangular y (d-f) detalle de cada tipo de columna para cada forma disefiada.
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Los grabados mostraron que podia controlarse la altura de las columnas con
facilidad definiendo la profundidad de ataque del DRIE. Ademas si la etapa de
fotolitografia permite la definicion de motivos nanométricos, el posterior grabado
profundo del silicio definird nanocolumnas después de un trabajo de puesta a punto
del proceso.

Los grabados de 10, 50 y 100 um de profundidad también se realizaron con los
micromezcladores ya que recordemos que se obtenian utilizando el mismo proceso
de fabricacién. Las imagenes SEM de la Figura 5.15 muestran los micromezcladores

perfectamente definidos obtenido con los tres grabados diferentes.

Figura 5.15: Imagenes SEM de los micromezcladores fabricados con una profundidad de (a) 10, (b) 50 y
(c) 100 um.
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5.3 Electrodos

Uno de los objetivos mas interesantes de la capacidad de reducir el tamano de
los instrumentos de medida es poder realizar medidas eléctricas o electroquimicas a
nivel celular [9-12]. Durante el proceso de fabricacion de la segunda generacion de
micronanopipetas se habian modificado los materiales que definian el cuerpo y las
paredes de las micronanopipetas para conseguir que estas fueran transparentes. Los
materiales escogidos fueron aluminio y 6xido. Se comprobd como el éxido envolvia
todo el voladizo de aluminio para definir la punta de la micronanopipeta. El hecho de
haber utilizado aluminio como capa sacrificial rodeado de una capa de 6xido de silicio
planted la siguiente pregunta, ¢Qué ocurriria si no se grabara esta capa de aluminio?
El aluminio es un material conductor, que ademas, en el caso de las
micronanopipetas, estaba aislado por una capa de dxido. Si se pudiera descubrir el
aluminio en determinados puntos, se podrian conseguir puntos de contacto para
realizar medidas eléctricas y puntos donde realizar conexiones para obtener la
lectura de esas medidas. En el capitulo 4. Micro/nanopipetas: Segunda generacifion,
se ha demostrado como las puntas de aluminio traspasaban facilmente la zona y la
membrana de una célula por lo tanto, estas medidas eléctricas se podrian realizar en
el interior de una célula. ¢Y si se pudieran realizar medidas electroquimicas? El
aluminio al no ser un metal noble, no es un buen material para realizar este tipo de
medidas. En este sentido, surgié la necesidad de desarrollar un proceso para
depositar una capa de oro sobre el aluminio y conseguir de esta manera un
microelectrodo para realizar medidas eléctricas o electroquimicas.

La tecnologia para la fabricacion de estas herramientas se ha basado en la de
fabricacion de micro/nanopipetas utilizando las mismas mascaras y runes para
reducir el coste de desarrollo. Unicamente se han introducido unas etapas al final del
proceso para descubrir la capa de aluminio. La Figura 5.16 muestra un resumen de
la tecnologia desarrollada para su fabricacién. El material inicial es una oblea de
silicio de 500 um pulida por las dos caras (Figura 5.16a). En la cara componentes se
deposita y estructura una capa de aluminio de 0.7-1.5 pym de espesor (Figura
5.16b). Esta serd la capa que se utilizard como material conductor para definir el
microelectrodo. Un proceso fotolitografico por la cara dorso de la oblea y un grabado
seco estructuran una capa de 6xido de silicio depositada en esa cara (Figura 5.16c¢).
Este Oxido sera utilizado como mascara para el ataque seco DRIE del silicio por la

cara dorso.
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El grabado de la oblea de silicio por la cara dorso, realizado con el DRIE,
consigue liberar el voladizo del electrodo del chip (Figura 5.16d) y se detiene al

alcanzar la capa de aluminio y de fotorresina depositada en la cara componentes.

Micronanopipetas ETAPAS Microelectrodos

(a) Marcar las
obleas (500um)
500 pum (MARC-PXB) y 500 umI

Limpieza pirafia +
dip HF (NETG-
GEN) (a)

(b) Deposicion
(M2550-ING) y
estructuracion
(PQ2ALXXX) del
aluminio

(c) Fotolitografia
con alineamiento .
doble cara (FOTO-
FKD) y grabado
oxido

. [ (PGIOXGUI):

cara dorso

— [E— s L S (d) Grabado
profundo del silicio
(A601-ING): cara
— dorso

capa de oxido de
silicio (DPLA-
‘ ING)

(e) Deposicion H

“ |_| '\ (f) Apertura punta
a mediante

nanomecancizacion a

FIB

Figura 5.16: Proceso de fabricacion de los electrodos simultaneo al proceso de fabricacion de la segunda
generacion de las micro/nanopipetas.

El siguiente paso en el proceso de fabricacion de las micronanopipetas hubiera
sido la realizacién de la soldadura anddica para cubrir el canal-deposito de la cara

dorso, pero en el caso de los microelectrodos no era necesario, por este motivo se
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deposité una capa de d6xido por la cara componentes y otra por cara dorso (Figura
5.16e). Se consigue de esta manera envolver la capa estructurada de aluminio con la
capa de Oxido que servira para aislar el electrodo. Se realizaron dos deposiciones por
cada cara de la capa aislante para evitar fugas.

En este punto, todo el electrodo se encuentra forrado por la capa de o6xido
aislante, por lo tanto, hay que descubrir el aluminio en la zona del voladizo para
definir la punta y en la parte opuesta de la capa de aluminio, que se encuentra sobre
el chip de silicio, para conseguir realizar contactos eléctricos. Para la apertura de la
punta del electrodo, se trabajé utilizando FIB (Figura 5.16f). El FIB habia
demostrado ser una herramienta muy Util y versatil abriendo y dando forma a las
puntas de las micronanopipetas. La Figura 5.17 muestra imagenes SEM del aspecto
de tres electrodos en voladizo de 2, 4 y 10 um con el aluminio descubierto en la

punta.

(a)

(b)

Figura 5.17: Imagenes SEM de tres electrodos en voladizo de (a) 2, (b) 4 y (c) 10 um.
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Para acceder a la capa de aluminio y poder realizar la posterior soldadura de
hilos y obtener las conexiones eléctricas del chip al exterior se protege todo el chip
con fotorresina y se ataca el mismo en SiO-Etch (Figura 5.18a). De esta manera se
elimina el dxido que recubre el aluminio en la zona expuesta (Figura 5.18b).

(b)

(a)

Figura 5.18: (a) Dibujo esquematico de la proteccion del electrodo con fotorresina y ataque en SiO-Etch
para descubrir el aluminio en la zona de contacto y (b) imagen dptica del aluminio descubierto
obtenido.

El Dr Miquel Vellvehi del IMB-CNM realiz6 una prueba para saber si se podia
descubrir la capa de aluminio de manera selectiva y confirmar que conducia cuando
estaba expuesta y que la capa de dxido la aislaba totalmente. Se realizaron medidas
de conduccién en una mesa de puntas (Semi-Automatic Preber WentWorth AWP-
1050-HR) y se comprobd como las zonas abiertas presentaban un buen nivel de
conduccién, (Figura 5.19a) al contrario de las zonas donde todavia el 6xido recubria

el aluminio, se mostraban aisladas eléctricamente del exterior (Figura 5.19b).
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(a)

(b)

Figura 5.19: Medidas de conduccion (Intensidad versus Voltaje): (a) Aluminio - Aluminio y (b)
Aluminio - Oxido de silicio.

5.3.1 Deposicion de oro por electroless

El aluminio no es un metal noble, ademas de ser téxico para las células [13].
Esto significa que no es buen material para realizar medidas electroquimicas y por lo
tanto para fabricar microelectrodos. El siguiente paso consistié en depositar oro [14].
Este material si que presenta buenas condiciones para ser utilizado como electrodo
en medidas electroquimicas. Al no haber realizado todavia los contactos eléctricos,
esta capa de oro debia de ser depositada por electroless [15].

Este proceso habia sido realizado sobre superficies expuestas de aluminio, pero
no se conocia el comportamiento que podia tener sobre una superficie de aluminio
en voladizo y recubierta de una capa de 6xido. Para poder realizar medidas eléctricas
o electroquimicas era necesario que la capa de oro estuviese en contacto con el
aluminio. Por este motivo se realizaron una serie de experimentos, realizando

deposicion de oro por electroless.
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Para poder observar el aspecto que ofrecia la capa, se realizaron cortes en la
capa de oro depositada por electroless mediante mecanizacion en FIB. Los cortes en
la capa depositada se realizaron en un CrossBeam 1560XB FIB (Carl-Zeiss,
Germany) ubicado en la Sala Blanca del IMB-CNM. Las condiciones del grabado
fueron una intensidad del haz de 2 nA y se definié una profundidad de corte de 3 um

para realizar el grabado en el modo de Milling per Depth.

5.3.1.1 Deposicion directa de oro en las puntas de los

microelectrodos

La primera prueba realizada consistié en intentar depositar oro directamente
sobre la superficie de aluminio. Se sumergié un chip con los electrodos durante 90 s
en el bafio de oro a 80°C. Las imagenes SEM de la Figura 5.20 muestran como no se

deposita ninguna capa de oro.
Después proceso deposicion oro

Antes proceso deposicion
Capa depositada Seccion con FIB

2 um

Figura 5.20: Imagenes SEM de los electrodos de 2, 4 y 10 um después de intentar depositar oro sin éxito
directamente sobre el aluminio (a) antes y (b) después de realizar un corte con FIB.
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5.3.1.2 Estudio del proceso del electroless de oro en las puntas

de los microelectrodos

Al no depositarse el oro directamente sobre el aluminio, el proceso para mejorar
la deposicion de esta capa fue el siguiente. Se empezd con una limpieza en acido
clorhidrico (HCI) seguida de una en H,0 durante 60 s. Se sumergi6 en la solucion de
zincado (solucion de sales de Zinc, Panreac) durante 60 s. Esta solucidon redisuelve el
posible 6xido de aluminio que pueda haber en la superficie y la deja preparada para
depositar Niquel. Si quedan restos de oxido de aluminio, el Niquel no se deposita.
Después de aclarar en H,0 durante 60 s, se sumergid el chip en la solucion de Niquel
(Ni) durante 1.5 min a 90°C.

El bafio de Niquel se encuentra a un pH de 4.5 Esta reaccidn es autocatalitica y
redisuelve el compuesto formado por el zincado con el aluminio. Pasado este tiempo,
se aclard en agua y se sumergio en el bano de oro (Au) durante 1h. Las condiciones
del bafio de Au eran 80°C de temperatura y un pH de 11. En estas condiciones se
deberia depositar una capa de Au con un grosor de 0.5 um. La Figura 5.21 muestra
imagenes SEM de los electrodos en voladizo de 2, 4 y 10 um con la capa de Au

depositada.
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) Después proceso deposicion oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Seccion con FIB

Figura 5.21: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa de Au depositada para la punta de 2,
4y 10 um. Proceso seguido: HCI 60s + H,0 60s + Zincado 60s + H,O 60s + Ni 90s + H,O + Au 1h

Esta capa parecia haberse depositado uniformemente en los electrodos de 2 y
10 um. Para el electrodo de 4 um se habia concentrado la deposicidn en un punto
probablemente debido a la existencia de algin resto que habia favorecido la
nucleacidén en ese punto. Al realizar el corte se observd que la capa depositada no
estaba totalmente en contacto con la superficie de aluminio como muestran las
imagenes anteriores. También se observd que el proceso debia haber sido diferente
para cada punta porque el aspecto final que presentaban era totalmente diferente
para cada electrodo, podria ser que dependiera del drea de aluminio expuesta a la
solucion. Otro aspecto a resaltar fue que parecia que la capa de aluminio habia
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retrocedido respecto la capa de oxido y que el proceso de eletrodeposicién la
eliminaba, en pequefia proporcidn, pero suficiente para obtener unas capas
depositadas que no entraban en contacto directo con el aluminio.

Para estudiar donde la capa depositada dejaba de estar en contacto con el
aluminio, se realizaron diferentes pruebas para observar que aspecto tenia el
electrodo en los pasos intermedios del proceso electroless seguido para depositar la
capa de oro sobre el aluminio. El primer experimento consistié en sumergir un chip
durante 1 min en la solucién de Zincado después del proceso de limpieza. El aspecto
de la capa depositada se muestra en las imagenes SEM de la Figura 5.22. Las
imagenes mostraban una deposicion irregular del compuesto formado entre el
aluminio y el zincado.

L Después proceso deposicion oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Secciéon con FIB

10 pm

Figura 5.22: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa formada después del zincado para las
puntas de 4 y 10 um. Proceso seguido: HCl + H,0, + zincado 1min

Otro experimento, consistio en realizar una limpieza, sumergir el chip un minuto
en la solucion de zincado y por ultimo un dip de 5 s en el bafio de Niquel. El aspecto
que mostraba la capa antes y después del corte en el FIB se muestra en la Figura
5.23. Parecia que el Niquel no habia podido disolver la capa formada durante el

proceso de zincado en tan poco tiempo.
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. Después proceso deposicion oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Seccion con FIB

10 pm

Figura 5.23: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa formada después del bafio de Ni para las
puntas de 2 y 10 um. Proceso seguido: HCl + H,0;, + zincado 1 min + Ni 5 s

Chai et al. habian demostrado que realizar un doble zincado suavizaba el
aspecto de la capa formada sobre el aluminio [13]. Ese fue el siguiente paso a
seguir, realizar un doble zincado e inspeccionar con la ayuda del FIB la capa
depositada. Se realizé una limpieza en HCl y agua seguido del zincado durante 90 s
como en los procesos descritos anteriormente. A continuacién se elimind la capa
formada sumergiendo el chip en acido nitrico (HNO3) durante 30 s y se realizd un
segundo zincado durante 45 s. El aspecto de la capa en los electrodos se muestra en
las imagenes SEM de la Figura 5.24. Se puede observar como la capa depositada
durante el proceso de doble zincado es mas homogénea que cuando se realizaba
sblo uno. Se observa como la diferencia de nivel entre el extremo de la capa de

aluminio y la de éxido es mayor.
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L Después proceso deposicion oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Seccion con FIB

Figura 5.24: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa formada después del doble zincado
para las puntas de 4 y 10 um. Proceso seguido: HCl + H,0, + zincado 90 s + HNO; 30 s + zincado
45s +H,0 60 s

Conseguida una capa de zincado mas homogénea, el siguiente paso es repetir el
proceso anterior y continuar con la deposicién, sumergiendo el chip durante 1 min en
el bafio de Ni. El aspecto que ofrecia la capa de Ni en un electrodo de 4 um después
de este proceso se muestra en la Figura 5.25. Antes de realizar el corte ya se
observaba que el aspecto de la capa no era homogéneo. Al realizar el corte se
comprobd que la capa de Ni no contactaba con el aluminio. El doble zincado
eliminaba suficiente espesor de aluminio como para impedir que el Ni contactara con

I3

él.
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) Después proceso deposicion oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Secciéon con FIB

2 um

Figura 5.25: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa formada después del doble zincado
para las puntas de 2 y 10 um. Proceso seguido: HCl + H,0, + zincado 90 s + HNO; 30 s + zincado
45 s +H,0 60 s + Ni 1 min + H,0

Intentando disminuir el grosor de la capa de aluminio grabada por la solucién de
Zincado, se redujeron los tiempos en los que el chip permanecia sumergido en dicha
solucién. De este modo, después de realizar la limpieza en HCl y agua, se sumergia
el chip durante 45 s en la solucion de zincado. Pasado este tiempo se eliminaba la
capa formada sumergiendo el chip durante 30 s en HNOs3 y se realizaba el segundo
zincado sumergiendo el chip durante 22 s en la solucién. Las imagenes SEM de la
Figura 5.26 muestran como se consiguio disminuir el grosor de aluminio grabado por

la solucién de zincado.
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L Después proceso deposiciéon oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Seccién con FIB

Figura 5.26: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa formada después del doble zincado
reduciendo el tiempo para las puntas de 4 y 10 um. Proceso seguido: HCI + H,0, + zincado 45 s +
HNO3 30 s + zincado 22 s +H,0 60 s + Ni 1 min + H,0

Para depositar el oro se decidié disminuir el tiempo que el chip estaba
sumergido en la solucién de zincado. Se realizd una prueba donde se limpié un chip
sumergiéndolo en HCI antes de su inmersidn en la solucion de Zincado durante 45 s.
A continuacién se sumergié en HNO3 para eliminar la capa formada y después en el
bafo de Au durante 90 s. En este tiempo, el grosor de la capa depositada deberia de
ser de 12.5 nm. Las imagenes SEM de la Figura 5.27 muestran que se ha depositado
una capa con un grosor de 27 nm para la punta de 2 um, 21 nm para la punta de 4
um y 29 nm para la de 10 um. La capa depositada parece homogénea, pero no
gueda al mismo nivel que el final de las paredes de 6xido de silicio debido al proceso
de zincado.
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L Después proceso deposicion oro
Antes proceso deposicion

Capa depositada Secciéon con FIB

2 um

Figura 5.27: Imagenes SEM de los electrodos en voladizo con la capa de Au depositada para la punta de 2,
4y 10 um. Proceso seguido: HCl 60 s + Zincado 45 s + HNO3 30 s + H,0 60 s + H,O + Au 90 s

Actualmente se ha encapsulado el chip que contiene los tres microelectrodos en
una tira de PCB donde se han realizado las conexiones eléctricas para poder realizar
las primeras medidas eléctricas del interior de una célula y obtener informacion de
las propiedades eléctricas de una Unica célula [16]. La imagen de dos chips

encapsulados asi como el detalle de uno de ellos es mostrado en la Figura 5.28.
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Figura 5.28: (a) Imagen de dos chips con microelectrodos encapsulados a dos tiras de PCB y (b) imagen
Optica obtenida con una lupa del detalle de uno de los chips encapsulados.
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5.4 Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer de los resultados obtenidos y discutidos

en este capitulo son las siguientes:

}_”KL.WJ[ }_”DPMJﬂjJﬂ v' Se ha desarrollado una tecnologia versatil que ha

D-:r permitido la fabricacién simultdneamente al proceso de
fabricacién de la micro/nanopipetas segunda generacion,
micromezcladores, microfiltros y microelectrodos. Ademas ofrece la posibilidad

de integracion monolitica o hibrida de los dispositivos fabricados.

v' Se ha fabricado un micromezclador, utilizando la
misma tecnologia de fabricacién que las
micro/nanopipetas de la segunda generacién, con el que

se ha mezclado dos tintas de diferente color

v' Se ha fabricado un microfiltro, utilizando la misma
tecnologia de fabricacion que las micro/nanopipetas de la
segunda generacidn, con que se han separado particulas

de diferente diametro.

v" Se ha comprobado que el grabado profundo seco DRIE
permite obtener diferentes formas asi como alturas de
columna en los microfiltros, ofreciendo la posibilidad de
fabricar una amplia variedad de ellos, ofreciendo la

opcidn de fabricar nanofiltros.

v Se han fabricado electrodos con punta micrométrica en

cantilever.
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v Se ha conseguido acceso a las pistars de metal

para realizar las conexiones

v" Se ha trabajado en la deposicién de una capa de

oro sobre el aluminio para aplicaciones bioldgicas.

v Se han encapsulado chips con microelectrodos
sobre tiras de PCB y se han realizado las conexiones

para realizar las primeras medidas eléctricas.
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Conclusion final y

Lineas de trabajo futuro

Las conclusiones relativas a cada uno de los dispositivos
disefiados y fabricados presentados en esta memoria se han
ido presentando al final del capitulo correspondiente. En ellos
se han detallado los problemas encontrados durante el
desarrollo de la primera tecnologia y como estos fueron
resueltos en el disefo de la segunda. Por este motivo, en este
capitulo se presenta la conclusidn final, asi como las lineas de

trabajo futuro.






6. Conclusion final y Lineas de trabajo futuro

Las tecnologias presentadas ofrecen la posibilidad de integracién hibrida o
monolitica. También han demostrado la efectividad de la combinacién de Ia
tecnologia de microsistemas con la nanomecanizacién en FIB para obtener partes
funcionales del orden de los nanométros para aplicaciones bioldgicas. Las ventajas
de los dispositivos propuestos se encuentran en la tecnologia MEMS utilizada para su
fabricacion. Esta tecnologia facilita la definicion con una gran precision de diferentes
disefios y dimensiones de la punta de la micro/nanopipeta y ofrece la posibilidad
futura de integrar sensores y/o circuiteria en el disefio del dispositivo.

Los dispositivos fabricados con la primera tecnologia han sido utilizados para
formar monocapas de oro sobre superficies de oro de manera controlada y
localizada. Este es un primer paso que conducirda en un futuro a la
biofuncionalizacidn con componentes bioldgicos (DNA entre otros) de una superficie.
Ademas las micro/nanopipetas fabricadas tiene el canal cubierto y esto evita la
evaporacién en su interior de la solucion utilizada para la funcionalizacion. La
posibilidad de fabricar una micro/nanopipeta con mas de una punta y/o microcanal
abre la puerta a la creacion de microarrays, idénticos, si se utiliza un microcanal con
varias puntas, o diferentes, si se utilizan varios microcanales.

Los dispositivos fabricados con la segunda tecnologia han sido utilizados para
test de insercion en células. Asimismo, resulta de gran interés la posibilidad de
combinar la pipeta para sujetar la célula con la de inyeccidén. Este disefio evitaria la
dificultad de los equipos comerciales que requieren dos manipuladores y tener que
cazar la célula dos veces. Ademas, mediante tecnologia similar, se podrian disefar
en un futuro micro/nanopipetas para dosificar particulas y/o liquidos dentro de las
células mediante microinyeccion, otra técnica comun en biologia. Por otro lado, se
pueden fabricar geometrias que faciliten el control de la distancia de penetracion del
dosificador en el interior de la célula.

Los microelectrodos obtenidos en el mismo proceso de fabricacion de las
micro/nanopipetas de la segunda generacion ofrecen la posibilidad de realizar
medidas eléctricas en el interior de una célula viva. Esta linea se encuentra
actualmente en desarrollo.

Como conclusién general habria que comentar que se ha demostrado la
versatilidad de la tecnologia desarrollada para aplicaciones en el campo de las
Ciencias de la Vida donde, ademas de fabricar micro/nanopipetas, se han conseguido

microelectrodos, microfiltros y micromezcladores.
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Disposicion chips vidrio en oblea
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ANEXO D

Micro/nanopipetas de 6xido y Co/Ni para posibles
aplicaciones magnéticas

Pensando en posibles aplicaciones magnéticas de las micro/nanopipetas, se
buscé un material que actuase como capa estructural y definieran las paredes del
canal una vez grabada la capa sacrificial de 6xido y tuviera propiedades magnéticas.
Se selecciond el Co/Ni para que actuase como capa estructural. La deposicién de
Co/Ni en MEMS habia sido estudiada previamente en el grupo [1]. Ademas, gracias a
estudios previos realizados en el laboratorio de microsistemas, se habia comprobado
que este material resistia un ataque de HF 49% [2] necesario para el grabado de la
capa sacrificial de 6xido de silicio.

El primer paso era depositar la capa semilla de Titanio y Niquel. Esta etapa fue
realizada por el Dr. Francesc Pi en el Laboratori de Capes Primes del Departamento
de Optica de la Universitat Autobnoma de Barcelona. Se realizé una deposicion fisica
en fase vapor (PVD) utilizando un sputter (Leybold, modelo UNIVEX 450) con un
cafidon de electrones y un sistema de vacio con una bomba turbomolecular.

Para evitar que las particulas depositadas entraran en la cavidad y de este modo
evitar luego la electrodeposiciéon de Co/Ni en esa zona, se prepard el montaje que se
muestra en la Figura D.1. Este montaje evitaria que la capa semilla se depositara en la
cavidad de entrada. Se distribuyeron 8 chips de una oblea a la que no se le habia
depositado polisilicio sobre una tira de vidrio. Los chips se pusieron con la cara dorso
en contacto con el vidrio. De esta manera las cavidades de entrada al microcanal
quedaban protegidas por el vidrio. Esta tira se depositd sobre una pieza de teflon.
Esta pieza se utilizd para dar la inclinacidon necesaria a los chips para depositar capa
semilla en el punto de unidén de la punta con la base del chip.

La pieza se colocd sobre una oblea de silicio (Figura D.1a) que se adaptaria al

equipo de deposicidén. El montaje final puede observarse en la Figura D.1b.
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(b)

Figura D.1: Imagenes del montaje utilizado para la deposicion de la capa semilla, (a) distribuciéon de los
chips en la oblea soporete para evitar que entre capa semilla en la cavidad de entrada y (b) posicién
final en el equipo de deposicién perteneciente al Laboratori de Capes Primes del Departamento de
Optica de la UAB

Se deposité una capa de Titanio de 1000 A y una de Niquel de 500 A. Este
proceso se realizoé por la cara dorso y por la cara componentes. Una vez depositada
la capa semilla, se procedié a la electrodeposicion del Co/Ni en el departamento de
Quimica-Fisica de la UB. Las condiciones del bafio empleadas para la
electrodeposicion se muestran en la Tabla D.I. La electrodeposicién se realizo
mediante método potenciostatico con un potencial de V= -800 mA y con agitacién
magnética. El proceso de deposicion esta optimizado para obtener una capa
homogénea, compacta de grano fino y con una composicion de 60% Co y 40% Ni

[1].

Tabla D.I: Condiciones bafio para la
electrodeposicion de la capa semilla de
60% Co y 40% Ni.

Co (II) 0.2-0.3 mol dm™
Ni (II) 0.7-0.9 mol dm™
Sacarina 0.5-1.2 g dm™
Acido bérico 20-40 g dm™
Electrodo
Referencia Ag/ AgCl
Pt
Contraelectrodo
pH 3-3.5
Temperatura 50-600C
Tiempo 50-100 s
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Las imagenes SEM de la Figura D.2 muestran el extremo final de unas puntas y
el punto de unién de estas mismas puntas a la base del chip después del proceso de
electrodeposicidon. La Figura D.2a muestra como el Co/Ni habia recubierto totalmente
la capa de 6xido de la punta. El Co/Ni también habia recubierto el punto de unién de

la punta a la base del chip como muestra el detalle de la Figura D.2b.

B

. »,
g'l

-

Figura D.2: Imagenes SEM del detalle (a) del extremo final de unas puntas y (b) del punto de union de las
puntas con la base del chip después del proceso de electrodeposicién del Co/Ni.

A pesar de los buenos resultados obtenidos con la electrodeposicion de la capa
de Co/Ni recubriendo toda la punta definida por la capa de éxido, se observaron la
aparicion de estreses que producian el doblamiento de las puntas, como puede

observarse en la Figura D.2a.
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