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DESCRIPCION

Integracion de sensores de nanoporos dentro de arreglos de canales de microfluidos mediante el uso de ruptura
controlada

Campo

La presente descripcion se refiere a la fabricacién de sensores de nanoporos dentro de canales de microfluidos
mediante ruptura controlada (CBD) en membranas de estado sélido.

Antecedentes

Los nanoporos son ahora una clase bien establecida de sensores sin etiquetas capaces de detectar moléculas
individuales eléctricamente. La técnica se basa en la aplicacién de una tensién a través de una abertura de
nanoescamas en una membrana delgada y aislante sumergida en una solucion iénica. La modulacion de la corriente
ibnica resultante puede asociarse con la translocacién de biomoléculas cargadas individuales, tal como el ADN vy las
proteinas, que son impulsadas electroforéticamente a través del nanoporo. Estos cambios en la conductancia
proporcionan informacion sobre la longitud, el tamafio, la carga y la forma de las moléculas en translocaciéon. Una
variedad de estudios de moléculas individuales, incluida la secuenciacion de ADN, la deteccién y el
desnaturalizaciéon de proteinas, la espectrometria de masas de una sola molécula y la espectroscopia de fuerza,
hacen que esta tecnologia sea particularmente atractiva.

Los nanoporos pueden formarse incorporando poros proteicos en membranas de bicapa lipidica o fabricarse en
membranas delgadas de estado sdlido. Los poros biolégicos ofrecen propiedades de muy bajo ruido, pero la alta
fragilidad de la membrana de bicapa lipidica usada convencionalmente como estructura de soporte limita su vida util
y las tensiones que pueden aplicarse, restringiendo asi algunas aplicaciones. Por otro lado, los hanoporos de estado
sélido presentan una mayor durabilidad en un intervalo mas amplio de condiciones experimentales, tal como
tensiones aplicadas, temperatura y pH, y su tamafio puede ajustarse in situ. En principio, los nanoporos de estado
solido ofrecen una mayor propensién a integrarse en dispositivos robustos de laboratorio en un chip como arreglos.
De hecho, estudios recientes revelaron varias estrategias de integracion que embeben estos nanoporos en redes de
microfluidos. Los nanoporos usados en estas investigaciones se construyen tipicamente en una membrana
dieléctrica ultrafina (de 10-nm a 50-nm) (por ejemplo, SiN) mediante el uso de haces de iones o de electrones de alta
energia. Sin embargo, el uso de FIB o TEM para fabricar nanoporos presenta desafios de integracion. La necesidad
de un acceso directo a la linea de visién cuando se perfora con haces de particulas energéticas exige que los
nanoporos se fabriquen antes de su integracién dentro de los dispositivos de microfluidos. Esto impone requisitos
estrictos de alineacién durante la fabricacion de nanoporos y el ensamble del dispositivo, lo que genera desafios que
limitan el rendimiento de los dispositivos funcionales, particularmente para la formacion de arreglos en una sola
membrana o cuando las dimensiones de los canales de microfluidos se reducen para minimizar el ruido eléctrico. De
manera mas general, estas técnicas de nanofabricacién convencionales se basan en la producciéon de nanoporos en
un entorno de vacio, lo que inevitablemente presenta riesgos de manipulacién y problemas de humectacién cuando
se pasa a soluciones acuosas para experimentos de biosensores.

Recientemente se propuso un método alternativo para fabricar nanoporos de estado sélido de manera confiable
mediante el uso de campos eléctricos elevados y se denomina en la presente descripcion fabricacion de nanoporos
por ruptura controlada (CBD). In situ y en condiciones de deteccién biolégica experimental tipicas (por ejemplo, en 1
M de KCI), se induce un evento de ruptura dieléctrica en la membrana aislante intacta de soporte que da como
resultado la formacién de un solo nanoporo con un diametro tan pequefio como 1 nm de tamafio pero ajustable para
tamafios mas grandes con precisién sub-nm. La simplicidad del método CBD se presta bien a la integracion de
sensores de nanoporos dentro de arquitecturas de microfluidos complejas y a posibles dispositivos de laboratorio en
un chip. Se espera que la combinacion de las capacidades avanzadas de procesamiento y de manipulacion de
muestras inherentes a los dispositivos de microfluidos con la fabricacion de nanoporos in situ mitigue varios
problemas de integraciéon y amplie la gama de aplicaciones de la plataforma de deteccidon. Pueden encontrarse mas
detalles sobre esta técnica de fabricacion en la Publicacién de Patente de los Estados Unidos Num. 2015/0108808
que se titula "Fabrication of Nanopores using High Electric Fields".

Kwok y otros ("Nanopore Fabrication by Controlled Dielectric Breakdown", PLOS ONE, vol. 9, nim. 3, marzo de 2014)
describen técnicas para la fabricacion de nanoporos en una membrana controlando la ruptura dieléctrica a
nanoescala. El método se basa en la aplicacion de una tension a través de una membrana aislante para generar un
campo eléctrico alto, mientras se monitorea la corriente de fuga inducida.

Esta seccidon proporciona informacion de antecedentes relacionada con la presente descripcion, que no es
necesariamente una técnica anterior.
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Resumen

Esta seccion proporciona un resumen general de la descripcion, y no es una descripcién completa de su alcance
total o de todas sus caracteristicas. La presente invencion se define en las reivindicaciones independientes. Las
modalidades preferidas y los desarrollos adicionales se definen en las reivindicaciones dependientes de las mismas.

Como se define en la reivindicacién 1 se presenta un aparato para fabricar uno o mas nanoporos en una membrana.
En algunas modalidades, la magnitud del potencial eléctrico a través de la membrana da como resultado que el
campo eléctrico tenga un valor superior a 0,1 voltios por nanometro.

El aparato incluye ademas: un sensor de corriente acoplado eléctricamente a uno de los electrodos y operable para
medir la corriente que fluye entre uno o mas canales de microfluidos y el microcanal comudn; y un controlador
interconectado con el sensor de corriente, en donde el controlador detecta un aumento abrupto en la corriente
medida que indica la formacién de un poro y, en respuesta a la deteccion del aumento abrupto en la corriente
medida, elimina el potencial eléctrico aplicado a través de la membrana.

En una modalidad, los dos o mas electrodos adicionales incluyen un primer electrodo dispuesto en uno o mas
canales de microfluidos aguas arriba de la membrana y un segundo electrodo dispuesto en uno o mas canales de
microfluidos aguas abajo de la membrana.

En algunas modalidades, se forma una pluralidad de canales de microfluidos en la superficie interior del segundo
sustrato. Cada microcanal tiene un conjunto de electrodos asociado. De esta manera, puede fabricarse un arreglo de
nanoporos (correspondiente al numero de canales de microfluidos) en la membrana.

Otro aspecto de la invencion es un aparato para fabricar uno 0 mas nanoporos en una membrana como se define en
la reivindicacién 11. En algunas modalidades, la magnitud del potencial eléctrico a través de la membrana da como
resultado que el campo eléctrico tenga un valor superior a 0,1 voltios por nanémetro.

El aparato incluye ademas: un sensor de corriente acoplado eléctricamente a uno de los electrodos y operable para
medir la corriente que fluye entre uno o mas canales de microfluidos y el microcanal comun; y un controlador
interconectado con el sensor de corriente, en donde el controlador detecta un aumento abrupto en la corriente
medida que indica la formacién de un poro y, en respuesta a la deteccion del aumento abrupto en la corriente
medida, elimina el potencial eléctrico aplicado a través de la membrana.

De acuerdo con la invencién, se forman una pluralidad de canales de microfluidos en la superficie interior del
segundo sustrato. En algunas modalidades, cada microcanal tiene un conjunto asociado de electrodos. De esta
manera, puede fabricarse un arreglo de nanoporos (correspondiente al nimero de canales de microfluidos) en la
membrana.

En otro aspecto mas de esta descripcion, el uno o mas canales de microfluidos se encaminan adyacentes a la
membrana de una manera que crea un campo eléctrico que es uniforme a través del area de la membrana y por lo
tanto reduce el nimero de electrodos requeridos. En una modalidad, el canal de microfluidos forma un lazo aguas
abajo del electrodo dispuesto en el canal, donde una seccion del lazo se encamina sobre la membrana.

En algunas modalidades, una o mas valvulas de control estan dispuestas en el canal de microfluidos y funcionan
para controlar la cantidad de flujo a través del canal de microfluidos. La valvula de control puede implementarse por
un polimero elastomérico acoplado en comunicacién de fluidos y accionado por una fuente neumatica.

En algunas modalidades, se forman una pluralidad de canales de microfluidos en la superficie interior del segundo
sustrato. Cada microcanal tiene un conjunto de electrodos asociado. De esta manera, puede fabricarse un arreglo de
nanoporos (correspondiente al nimero de canales de microfluidos) en la membrana. Ademas, cada canal de
microfluidos en el arreglo de canales de microfluidos pasa sobre una porcién de la membrana y tiene al menos dos
valvulas de control dispuestas en el mismo, una valvula esta dispuesta aguas arriba de la membrana y la otra valvula
esta dispuesta aguas abajo de la membrana. De esta manera, el valor del potencial eléctrico a través de la
membrana se controla ajustando el flujo a través de las valvulas de control dispuestas en el arreglo de canales de
microfluidos.

Otras areas de aplicabilidad resultaran evidentes a partir de la descripcidon proporcionada en la presente descripcion.
La descripcion y los ejemplos especificos de este resumen estan destinados Unicamente a fines ilustrativos y no
pretenden limitar el alcance de la presente descripcion.

Dibujos

Los dibujos descritos en la presente descripcion son solo para fines ilustrativos de modalidades seleccionadas y no
todas las implementaciones posibles, y no pretenden limitar el alcance de la presente descripcion.
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La Figura 1 es un esquema de un aparato para fabricar nanoporos con un solo electrodo insertado a cada lado
de la membrana.

Las Figuras 2A y 2B son una vista en seccién transversal de una modalidad ilustrativa del aparato que tiene
cinco canales de microfluidos independientes; e imagenes Opticas reflejadas tomadas desde arriba del aparato
con los cinco canales de microfluidos situados directamente sobre la membrana, respectivamente.

Las Figuras 3A-3C son esquemas que representan un método de ensamble ilustrativo para el aparato que se
muestra en la Figura 2A;

Las Figuras 4A-4C son esquemas que representan diferentes disposiciones de electrodos, que pueden usarse
para crear un campo eléctrico uniforme a través del area de la superficie de la membrana.

Las Figuras 5A y 5B son una vista en seccion transversal de una segunda modalidad ilustrativa del aparato con
una capa de microvia; e imagenes opticas reflejadas tomadas desde arriba del aparato con cinco canales de
microfluidos situados directamente sobre la membrana pero aislados de la membrana por una capa de microvia.
Las Figuras 6A y 6B son imagenes que muestran el modelado de elementos finitos del campo eléctrico en el
aparato con y sin via de microfluidos, respectivamente.

Las Figuras 6C y 6D estan ampliadas en imagenes del campo eléctrico que rodea al nanoporo que se muestra
en las Figuras 6A y 6B, respectivamente.

La Figura 6E es un grafico que representa la magnitud del campo eléctrico medido a lo largo del plano a la mitad
de la membrana de SiN de 20-nm de espesor cuando se aplica una diferencia de potencial de 10 V (como en la
fabricacion de nanoporos).

La Figura 6F es un grafico que representa la magnitud del campo eléctrico para un aparato sin microvia.

Las Figuras 7A y 7B son graficos que muestran (a) la corriente de fuga a través de la membrana de SiN unos
segundos antes de la fabricacion de nanoporos mediante CBD a 10 V; y (b) curvas de corriente-tension (IV)
usadas para inferir el diametro de los nanoporos mediante el uso de un modelo en base a la conductancia para
cinco nanoporos fabricados independientemente en un solo dispositivo de cinco canales.

Las Figuras 8A y 8B son graficos que muestran (a) comparacion del ruido de densidad espectral de potencia
(PSD); y (b) trazas de corriente, respectivamente, en una celda macroscépica (negra), dispositivo de cinco
canales (azul) y dispositivo de cinco canales con microvias (rojo). Todas las mediciones se realizaron en
ausencia de nanoporos fabricados sin tension aplicado, muestreados a 250 kHz y filtrados en paso bajo a 100
kHz mediante un filtro Bessel de 4 polos en 1 M de KCI pH 7,5.

Las Figuras 9A y 9B son diagramas de dispersién del bloqueo de corriente promedio normalizado (0% representa
un poro completamente abierto y 100% un poro completamente bloqueado) contra la duracién total del evento de
(a) deteccién de a-trombina humana mediante el uso de un poro de 10,5-nm para una tension aplicada de -200
mV, y (b) translocacion de dcADN de 10-kb a través de un poro de 11,5-nm a -200 mV (cuadrados negros), -250
mV (triangulos rojos) y -300 mV (circulos azules), respectivamente. Cada punto de datos representa un solo
evento. Los recuadros muestran bloqueos de corriente transitorios a medida que las biomoléculas interactuan
con el nanoporo. Para mayor claridad, los datos se multiplicaron por -1 en los recuadros.

Las Figuras 10A y 10B son vistas en seccion transversal de una valvula neumatica micromecanica ilustrativa sin
y con presion aplicada al canal de control, respectivamente.

La Figura 11 es una vista superior esquematica de un dispositivo de arreglo 5x1 con cinco pares de valvulas
neumaticas y que emplea un solo par de electrodos.

La Figura 12 es una vista superior esquemética de un dispositivo de arreglo de 5x1 que emplea dos electrodos
superiores.

La Figura 13 es una vista superior esquematica de un dispositivo de arreglo de 2x1 con dos pares de valvulas
neumaticas y dos electrodos superiores.

Los numeros de referencia correspondientes indican partes correspondientes en las diversas vistas de los dibujos.
Descripcion detallada
A continuacion, se describiran mas completamente modalidades ilustrativas con referencia a los dibujos adjuntos.

La Figura 1 muestra un aparato 10 para fabricar uno o mas nanoporos en una membrana 12. El aparato 10 se
compone generalmente de un (primer) sustrato inferior 15, un (segundo) sustrato superior 14 y una estructura de
soporte 16 dispuesta entre los sustratos superior e inferior 14, 15. La estructura de soporte 16 se configura para
alojar una membrana delgada dieléctrica 12 que define superficies planas opuestas. Con fines ilustrativos, se forma
un unico canal de microfluidos 4 en el sustrato superior 14 y se forma un canal de microfluidos 5 comin mas grande
en el sustrato inferior 15. Un par de electrodos 17 acoplados eléctricamente a una fuente de tension 18 se usan para
generar un potencial eléctrico a través de la membrana; con un solo electrodo colocado en cada canal de
microfluidos 4, 5. Como se describira con mas detalle a continuacion, el aparato puede tener mas canales de
microfluidos con diferentes disposiciones de electrodos.

El aparato 10 incluye ademas un sensor de corriente (no se muestra) acoplado eléctricamente a uno de los
electrodos y un controlador 19 interconectado con el sensor de corriente y la fuente de tensién 18. Durante el
funcionamiento, el sensor de corriente mide las corrientes que fluyen a través de la membrana. El controlador 19 a
su vez detecta un aumento abrupto de la corriente medida y, en respuesta a la deteccion del aumento abrupto de la
corriente medida, elimina el potencial eléctrico aplicado a través de la membrana como se describird mas adelante.
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Las Figuras 2A y 2B representan ademas una modalidad ilustrativa del aparato 10'. En esta modalidad ilustrativa,
chips de silicio disponibles comercialmente (por ejemplo, tamafio de marco de 3-mm) que poseen una membrana
expuesta de SiN de 500X500-um2, 20-nm de espesor (SiMPore Inc. SN100-A20Q05) sirven como la estructura de
soporte 16 y se montaron entre arreglos de microfluidos de canales de diferentes arquitecturas. Con referencia a la
Figura 2A, el aparato 10' presentado en la presente descripcidon usd geometrias que contienen cinco canales de
microfluidos direccionables independientemente 21 en un lado de la membrana 12, mientras que el otro lado de la
membrana 12 fue accedido por un Unico microcanal comun 22. Mas especificamente, el aparato 10" incluia un
arreglo de cinco canales de microfluidos independientes 21 que constan de canales anchos de 200-um de ancho
(50-pum de altura) que se estrechan sobre la membrana 12 hasta un ancho de 15-ym como se ve mejor en la Figura
2B. Cada uno de los cinco canales independientes 21 esta separado entre si por 25-uym. Aunque en esta modalidad
se muestran cinco canales de microfluidos independientes, se comprende facilmente que pueden formarse mas o
menos canales de microfluidos en otras modalidades.

En la modalidad ilustrativa, cada capa se fabric6 mediante litografia blanda mediante el uso de PDMS de
polidimetilsiloxano (Sylgard 184 de Dow Corning en una relacion 7:1 (p/p)), modelada a partir de un molde maestro
preparado mediante fotolitografia blanda. En todas las configuraciones, la capa inferior consistié en una capa de ~3-
mm de espesor de PDMS que contenia un solo canal de microfluidos 22 de 250-um de ancho por 100-ym de alto
unido a un portaobjetos de vidrio (unién por plasma de oxigeno, AutoGlow Research). Con el fin de permitir el
acceso fluido a los nanoporos, se perforé6 a mano un orificio de 2-mm a través de este microcanal inferior comun 22
sobre el cual se asentaba el lado grabado del chip de silicio. A continuacion, se revistié por centrifugacion una capa
fina (100 = 10-uym) de PDMS alrededor del chip 16 para compensar el espesor del chip de silicio y dejar una
superficie lisa y sellada sobre la que podrian unirse los multiples canales de microfluidos. Después del recubrimiento
por centrifugacion, esta fina capa de PDMS se cur6 en una placa caliente a 80°C durante 20 minutos.

Las Figuras 3A-3C ilustran ademas este proceso de fabricacion. Los dispositivos presentados integran membranas
de nitruro de silicio (SiN) disponibles comercialmente (SN100-A20Q05, SiMPore Inc.) dentro de dispositivos de
microfluidos hechos de polidimetilsiloxano (PDMS). Las capas de PDMS se replicaron a partir de un molde maestro
fabricado mediante litografia blanda y fabricado con resina fotosensible SU8-2050 (Microchem Inc.) en una oblea de
silicio. Cada capa de microfluidos (via de microfluidos, capas independientes y canal comun) se fabricé mediante el
uso de diferentes velocidades de centrifugado, tiempo y temperatura de calentado, exposiciéon a los rayos UV y
tiempos de revelado en dependencia del espesor (altura) final deseado de las caracteristicas resultantes.

Después de la fabricacion de cada molde maestro, las obleas se trataron primero con aminosilano para facilitar la
eliminacion de PDMS. Luego se verti6 PDMS (base de 7:1 (p/p): agente de curado para todas las capas) sobre el
molde maestro para cada capa del canal, seguido de desgasificacion en una camara de vacio durante 30 minutos y
calentado a 80°C durante 2 horas. A continuacion, el PDMS curado se despeg6 del molde para crear la estructura de
microcanales. A continuacion, se cortaron los componentes individuales del dispositivo y se perforaron orificios de
acceso para la introduccion de fluido y electrodos a través de los canales independientes (0,75 mm de diametro
exterior para los tubos de microfluidos y 1,25 mm de diametro exterior para los electrodos). También se perfor6 a
mano un orificio de 2,0 mm en el medio del microcanal comun para permitir el acceso fluidico a la parte inferior del
chip. Con referencia a la Figura 3A, el chip de silicio (lado grabado) se uni6 luego a la capa del canal comun encima
del orificio perforado mediante el uso de plasma de oxigeno (Glow Research AutoGlow). Todas las etapas de union
con plasma se realizaron a 30 W durante 30 segundos.

Para compensar el espesor del chip de silicio y dejar una superficie lisa y nivelada para la unién de los canales
independientes (superiores) en ambas configuraciones (con y sin capas de microfluidos), una capa delgada (-100 +
10 ym) de PDMS se hizo girar alrededor del chip (5 s @ 500 rpm seguido de 10 s @ 1000 rpm). Esta fina capa se
curo directamente en una placa caliente a 80 °C durante 20 minutos.

Para permitir el acceso fluidico y eléctrico a los canales de microfluidos, se perforaron orificios a través de cada uno
de los canales comunes superiores e inferiores separados de manera fluida antes de la unién para acomodar el
ajuste apretado de los electrodos de Ag/AgCl y la solucion de electrolito (o idnico) que fluye de la tuberia de PEEK.
Al colocar los electrodos a ~5-mm del centro de la membrana, la resistencia del microcanal que conduce al nanoporo
se limita a ~100 kQ en una solucién de electrolito de 1 M de KCI, menos del ~1 % de la resistencia eléctrica total de
un dispositivo que contiene un nanoporo con un diametro de 10-nm. Finalmente, el canal comun se unié a un
portaobjetos de vidrio limpio. Aunque se ha hecho referencia a una técnica de fabricacion particular, se entiende que
otras técnicas litograficas también caen dentro del alcance de esta descripcion.

Inmediatamente antes de introducir la solucién de electrolito en los canales de microfluidos, el dispositivo
ensamblado se traté con plasma de oxigeno durante 5 minutos a 70 W para aumentar la hidrofilicidad del microcanal.
Los canales de microfluidos se conectaron luego a viales de muestra con tubos de polietileno y se inici6 el flujo
presurizando los viales mediante el uso de reguladores de presion de alta precision. El sellado efectivo (> 10 GQ)
entre los canales de microfluidos se probd antes de la fabricacion de nanoporos haciendo fluir una solucién de 1 M
de KCI (pH 7,5) e intentando medir la corriente i6nica entre los canales de microfluidos bajo una tensién moderado
aplicada (por ejemplo, 0,2V - 1V).
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Para mejorar la funcionalidad del aparato, los contaminantes y los monémeros deben eliminarse del material de
microfluidos usado para fabricar el aparato. En particular, las piezas de polidimetilsiloxano (PDMS) deben tratarse
quimicamente con solventes antes de ensamblar el dispositivo y pueden usarse tratamientos con plasma para
eliminar contaminantes en la superficie de la membrana como resultado de la integracion de microfluidos.

De acuerdo con un aspecto de esta descripcion, la colocacion de electrodos dentro de los canales de microfluidos
deberia dar como resultado un campo eléctrico uniforme sobre el area de la membrana aislante. Pueden usarse
varias colocaciones de electrodos en dependencia de la arquitectura de microfluidos como se observa en las Figuras
4A-4D. En el caso de un solo microcanal colocado sobre la membrana delgada aislante, un solo par de electrodos
colocados a cada lado de la membrana, en algun lugar a lo largo de los canales de microfluidos, producira un campo
eléctrico no uniforme a través de la superficie de la membrana. Sin embargo, colocar dos electrodos polarizados al
mismo potencial eléctrico, en el mismo canal de microfluidos pero en ambos lados de la membrana (es decir, un
electrodo aguas arriba de la membrana mientras que el otro electrodo esta aguas abajo de la membrana), puede
aumentar la uniformidad del campo eléctrico como mejor se observa en la Figura 4A. En este ejemplo, se usa un
conjunto de electrodos 30 para generar un potencial eléctrico a través de la membrana 12. El conjunto de electrodos
30 incluye un electrodo 33 colocado debajo de la membrana y dos o mas electrodos adicionales 32 colocados
encima de la membrana. Mas especificamente, los dos electrodos 32 se colocan en el canal de microfluidos del
sustrato superior; mientras que el electrodo 33 se coloca en el canal de microfluidos comun del sustrato inferior. Los
dos electrodos adicionales 32 estan dispuestos en relacion con la membrana de manera que el campo eléctrico a
través de la membrana sea uniforme. Por ejemplo, uno de los electrodos adicionales 32 puede disponerse aguas
arriba de la membrana mientras que el otro de los electrodos adicionales 32 puede disponerse aguas abajo de la
membrana. Esta descripcion también contempla otras ubicaciones para los dos electrodos adicionales.

Con referencia a la Figura 2A, la parte inferior de la estructura de soporte 16 incluye un rebaje ahusado 13 que
ayuda a dar forma al campo eléctrico de manera uniforme, de manera similar al papel que juega la via, y por lo tanto
permite el uso de un solo electrodo 33.

En algunas modalidades, la membrana 12 puede colocarse directamente sobre el sustrato inferior 15 y soportarlo sin
el uso de una estructura de soporte 16. En estas modalidades, puede colocarse un segundo electrodo de referencia
33 en la parte inferior de la membrana como se observa en la Figura 4C. En particular, uno de los electrodos 33 esta
dispuesto aguas arriba de la membrana mientras que el otro de los dos electrodos 33 puede disponerse aguas abajo
de la membrana. De esta manera, los dos electrodos 33 funcionan para dar forma al campo de electrodos proximo a
la membrana de manera uniforme.

La Figura 4B muestra un disposicion de electrodos alternativa. En esta disposicion, un solo electrodo 35 se coloca
dentro de un canal de microfluidos en lazo 36 que contiene una solucién iénica para lograr un campo eléctrico
uniforme similar a través de la superficie de la membrana. El canal de microfluidos 36 forma un lazo aguas abajo del
electrodo 35 y una seccién del lazo se encamina sobre la membrana. La valvula en un aparato de este tipo esta
presurizada, cerrando el canal de flujo inferior. Durante el proceso de fabricacién de nanoporos, se liberara la
presion de la valvula (se abre el canal de microfluidos). De esta manera, la presencia de la solucién de electrolito a
través del canal en lazo dara forma al campo eléctrico de manera uniforme. Esta configuracion es escalable a varios
canales de microfluidos mediante el uso de tecnologia de microvalvulas (por ejemplo, como se observa en la Figura
11). En esta disposicion alternativa, se entiende que el unico electrodo 33 puede colocarse debajo de la membrana
como se describe en relacion con la Figura 4A o e pueden usarse dos electrodos como se describe en relacion con
la Figura 4B.

Los microelectrodos también pueden modelarse dentro de los canales de microfluidos para lograr campos eléctricos
igualmente uniformes. Estos electrodos con patrén de superficie, mantenidos al mismo potencial, pueden colocarse
como se describioé anteriormente para dar como resultado un campo eléctrico uniforme. Los electrodos circulares
centrados alrededor de la membrana aislante también pueden garantizar la uniformidad del campo. Puede disefiarse
un unico microelectrodo con patrén directamente encima de la membrana aislante o dentro de cada canal de
microfluidos individual. Tales electrodos con patréon de superficie serian particularmente beneficiosos en chips de
disefio personalizado donde pueden formarse arreglos de nanoporos a gran escala. En esta descripcion también se
contemplan otras variantes de disposiciones de electrodos que dan como resultado un campo eléctrico uniforme.

En otro aspecto de esta descripcion, pueden afadirse microvias al sistema de microfluidos para ayudar a dar forma
al campo eléctrico dentro y alrededor de la via. Las Figuras 5A y 5B representan una segunda modalidad ilustrativa
del aparato 10". En esta modalidad, el aparato se compone de nuevo de un sustrato superior 14, un sustrato inferior
15 y una estructura de soporte 16 dispuesta entre los sustratos superior e inferior. La estructura de soporte 16 esta
igualmente configurada para albergar una membrana delgada dieléctrica 12 que define superficies planas opuestas
13. En esta modalidad, se forma una capa intermedia 19 sobre la estructura de soporte 16 y esta dispuesta entre el
sustrato superior 14 y la estructura de soporte 16. Pueden formarse una o mas vias 51 en la capa intermedia 19 y
configurarse para crear un campo eléctrico que sea uniforme dentro y alrededor de la via.

Esta segunda configuracion de microfluidos se disefié para localizar la formacién de nanoporos por CBD en cada
microcanal en el centro de la membrana, y para reducir ain mas el ruido eléctrico de alta frecuencia al minimizar el
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area de la membrana expuesta a la solucion idnica. En esta segunda configuracién, se us6 una capa de 200-um de
espesor de PDMS con un arreglo de aberturas rectangulares, que variaban en longitud de 40-uym a 120-uym con un
ancho constante de 15-um, para formar vias de microfluidos que unian los canales de microfluidos a un area bien
definida sobre el centro de la membrana. Para fabricar microfluidos delgados (200 um) mediante capas sobre las
que podian unirse canales independientes, se centrifugé PDMS desgasificado en su molde maestro (5 s @ 500 rpm
seguido de 10 s @ 800 rpm) y se cur6 directamente en una placa caliente a 80 °C por 30 minutos. Con el fin de
situar con precision las vias de microfluidos y las capas de canales independientes encima de la membrana de SiN,
todas las etapas de alineacion se realizaron mediante el uso de un alineador de mascara OAl DUV/NUV (Modelo
206). Esta capa se uni6 luego a la matriz de cinco canales de microfluidos de PDMS independientes como en el
disefio inicial. Excepto como se indic6é anteriormente, la segunda modalidad del aparato 10" se fabrico de la misma
manera que se describe en relacion con las Figuras 3A-3C.

Para comprender los efectos de agregar una capa de microvia a la configuracion de microfluidos, se exploré el
modelado de elementos finitos del campo eléctrico en ambas geometrias del dispositivo (con y sin una via de
microfluidos). Las configuraciones de los dispositivos se generaron en 2D y los campos eléctricos se modelaron
mediante el uso de un estudio estacionario dentro del médulo de Corrientes Eléctricas del Software de Modelado
COMSOL Multiphysics. Ambas geometrias se examinaron primero con una membrana intacta (sin conexion acuosa
a través de la membrana) y luego con un nanoporo (conducto de microfluidos de 20-nm a través de la membrana).

Las Figuras 6A y 6B muestran la geometria de un dispositivo con un microcanal independiente colocado
directamente sobre la membrana; y un dispositivo que contiene una via de microfluidos, respectivamente. Ambos
dispositivos contienen un poro de 20-nm en el centro de la membrana. Un acercamiento del area que rodea al
nanoporo en la Figura 6D muestra que el campo eléctrico en la vecindad inmediata del nanoporo en la configuracion
de vias de microfluidos es relativamente uniforme a través de la membrana y el poro. Esto se destaca por el hecho
de que la intensidad del campo eléctrico decae uniformemente alejandose del nanoporo a cada lado de la
membrana. Ademas, las lineas del campo eléctrico son simétricas de izquierda a derecha a pesar de que ambos
electrodos se colocan 3 mm a la izquierda del nanoporo. Por el contrario, la Figura 6C muestra que las lineas del
campo eléctrico son bastante no uniformes en las mismas condiciones en un dispositivo sin una vias de microfluidos.
Tanto las lineas del campo eléctrico como la intensidad del campo difieren tanto a través de la membrana como de
izquierda a derecha en el microcanal independiente (superior).

Una mayor investigacion de la forma del campo eléctrico en estas configuraciones muestra que la fabricacion de
nanoporos mediante el uso de CBD también puede verse afectada por la colocacion asimétrica de electrodos. La
Figura 6E muestra la magnitud del campo eléctrico a través de una seccion transversal horizontal de una membrana
intacta en dispositivos con y sin vias de microfluidos. En este ejemplo, se aplicé una diferencia de potencial de 10 V
a través de la membrana para simular las condiciones de fabricacién de nanoporos usadas en la practica. Mientras
que el dispositivo que contiene unas vias de microfluidos exhibe un campo eléctrico uniforme a lo largo de la
membrana expuesta, el dispositivo en el que el microcanal independiente (superior) se coloca directamente sobre la
membrana exhibe un campo eléctrico mas fuerte mas cerca del lado donde se colocan los electrodos.

Para ambas modalidades ilustrativas, se fabricaron nanoporos individuales induciendo un evento de ruptura
dieléctrica discreta en cada uno de los canales de microfluidos independientes integrados sobre la membrana.
Brevemente, esto se hizo aplicando campos eléctricos altos mediante el uso de circuitos electronicos personalizados.
Se aplico una diferencia de potencial que variaba de 10 V a 14 V a uno de los canales de microfluidos
independientes con respecto al microcanal comun conectado a tierra para fabricar un nanoporo en minutos o
segundos. La magnitud del potencial eléctrico a través de la membrana da como resultado que el campo eléctrico
tenga un valor superior a 0,1 voltios por nanémetro. Esta diferencia de potencial también indujo una corriente de
fuga a través de la membrana de SiN, que se monitorea en tiempo real (ver Figura 7A). La formacion de un solo
nanoporo se detecta por el aumento repentino y abrupto de la corriente de fuga mas alla de un umbral predefinido,
por lo que la tension aplicada se corta con un tiempo de respuesta de 0,1 s. Si bien la corriente de umbral y el
tiempo de respuesta pueden variarse para lograr un tamafio de nanoporo resultante deseado después del evento de
ruptura, los que se discuten en la presente descripcidn eran tipicamente de menos de 2-nm de didmetro
(condiciones de corte estrecho). Luego, este proceso se repite en cada microcanal superior separado mediante
fluidos, lo que da como resultado nanoporos direccionables independientemente en una sola membrana pero
ubicados en diferentes canales de microfluidos. Después de la fabricacion de nanoporos, se realizaron mediciones
sensibles para la caracterizacion eléctrica y la deteccidon de una sola molécula mediante el uso de un amplificador de
corriente de bajo ruido Axopatch 200B (Molecular Devices).

Con el fin de obtener nanoporos del tamafio deseado para la deteccion de biomoléculas especificas, cada nanoporo
se fabricd como se describié anteriormente y luego se acondicioné mediante el uso de campos eléctricos elevados
formados por la aplicacion de pulsos alternos de -5 V y +5 V a través de la membrana. Este tratamiento se usé para
optimizar las propiedades del ruido eléctrico y rejuvenecer los hanoporos obstruidos para nuevos experimentos con
resultados comparables a los informados en estudios anteriores que usaron depodsitos de microfluidos
macroscépicos. Pueden encontrarse mas detalles con respecto a esta técnica de acondicionamiento en la
Publicacion de Patente de los Estados Unidos Num. 2015/0109008 que se titula "Method for Controlling the Size of
Solid-State Nanopores".
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Para inferir el diametro de cada nanoporo fabricado por CBD, se midi6 directamente su conductancia G en solucién
monitoreando la corriente idnica que pasa a través de cada nanoporo mientras se barria una diferencia de potencial
aplicada de -200 mV a +200 mV. Suponiendo una geometria cilindrica y teniendo en cuenta la resistencia de acceso
30, el diametro efectivo d, del nanoporo puede calcularse a partir de su conductancia mediante la siguiente relacion:

4L 1.
Gzo(n_cﬂ+5) ' (1)

En la Ecuacién 1, o es la conductividad volumétrica del electrolito y L es la longitud efectiva del nanoporo, que se
asume que es igual al espesor nominal de la membrana de SiN. Las curvas de corriente-tension (I-V) en la Figura
2(c) muestran una respuesta 6hmica en 1 M de KCI pH 7,5 (o = 10,1 + 0,1 Sm-1) para cinco nanoporos formados
independientemente que varian en tamafo de 3-nm a 10-nm en un solo dispositivo de cinco canales. El error
incurrido al ignorar la contribuciéon de la carga superficial en la ecuacion 1 afecta la precision del diametro de
nanoporo calculado efectivo en <0,5-nm para las altas concentraciones de sal usadas en la presente descripcion,
mientras que el error atribuido a los valores de la conductividad del electrolito y el espesor de la membrana afecta la
incertidumbre del diametro del nanoporo en -0,3-nm.

Para caracterizar aun mas el rendimiento, se adquirieron graficos de densidad espectral de potencia (PSD) de la
corriente iénica para los nanoporos fabricados en cada una de las dos arquitecturas de microfluidos (ver Figura 8A).
Mientras que el ruido de baja frecuencia (por debajo de 1 kHz) es tipicamente del tipo 1/f, el ruido de alta frecuencia
se rige por las propiedades dieléctricas y la capacitancia del dispositivo que surge del area de superficie expuesta a
la solucidn de electrolito. Por lo tanto, minimizar la superficie expuesta a la soluciéon conduce a una reduccion de
este ruido de alta frecuencia, lo que mejora significativamente la relacién sefial/ruido durante la detecciéon de
biomoléculas en un ancho de banda elevado. Esto se ilustra en la Figura 8A, donde ambos dispositivos de 5 canales
(con y sin microvias) se comparan con un chip de nanoporos montado entre depdsitos de microfluidos en una celda
de microfluidos estandar. En este intervalo de alta frecuencia, el dispositivo de microfluidos de 5 canales (sin la
microvia) exhibe caracteristicas de ruido comparables en comparacién con las adquiridas en la celda macroscopica.
Este resultado es consistente con el argumento de que el ruido en este régimen surge de la cantidad de area de
membrana expuesta calculada en ~ 3X105 ym2 para el depdsito macroscopico y ~ 2X105 ym2 para un microcanal
en el dispositivo estandar de 5 canales. Sin embargo, cuando el area de la membrana expuesta se reduce 350
veces a -6X102 ym2 mediante el uso de la microvia mas pequefia (40X15-um2) del dispositivo de 5 canales, el ruido
de alta frecuencia se reduce significativamente. Esta reduccién de ruido se destaca aun mas por las trazas de
corriente idnica de linea base de cada dispositivo mientras no se aplica tensién, como se muestra en la Figura 8B,
donde el ruido de pico a pico a un ancho de banda de 100 kHz se reduce en un factor de 2 (5 a un ancho de banda
de 10 kHz) en la configuraciéon con microvias, mientras que el ruido RMS se reduce en un factorde 7 a 10 kHzy 2 a
100 kHz de ancho de banda.

Con referencia a las Figuras 9A y 9B, la funcionalidad de estos dispositivos se evalué observando la translocacion
de biomoléculas. En cada caso, los nanoporos se fabricaron primero y se ampliaron hasta un diametro deseado
como se describié anteriormente. Después de la introduccidon de la muestra, el flujo se minimizé en los canales de
microfluidos apagando los reguladores de presion. La Figura 9A muestra un diagrama de dispersion de los bloqueos
de conductancia y las duraciones a medida que se detectan moléculas individuales de a-trombina humana
(Haematological Technologies, Inc.) a una concentracién de 250 yM mediante el uso de un nanoporo de 10,5 nm en
un canal de microfluidos (sin vias) en 1 M de KCI pH 8,0. Aqui, las moléculas de proteina se cargaron en uno de los
cinco canales de microfluidos superiores independientes, que estaba sesgado a -200 mV en relacion con el canal
inferior comun conectado a tierra. En general, se observaron mas de 5000 eventos individuales. La Figura 9B
muestra un diagrama de dispersion similar de eventos de translocacion de ADN a través de un nanoporo diferente
de 11,5-nm, que se localiz6 dentro de un microcanal que incluia una microvia. Aqui, una soluciéon 3 pM de dcADN de
10 kpb en 2 M de KCI pH 10 se agregé al microcanal superior mientras que se aplicaron sesgos de -200 mV, -250
mV 'y -300 mV en relacién con el canal comun, lo que resulté en mas de 1500 eventos de translocacién. Vale la pena
sefalar que las magnitudes de los bloqueos de conductancia obtenidos tanto para la proteina como para los eventos
de dcADN de un solo nivel, estan de acuerdo con los modelos y experimentos previamente informados que usan
células macrofluidicas estandar.

El disefio de microfluidos debe considerarse cuidadosamente al integrar nanoporos mediante el uso de este enfoque.
Mientras que los nanoporos integrados dentro de los canales de microfluidos colocados directamente sobre la
membrana (sin una microvia) pudieron capturar y detectar muestras proteicas en el 30 % de los dispositivos
probados (9 de 30), la eficiencia de captura y el rendimiento experimental de los dispositivos capaces de demostrar
que la translocacion de acidos nucleicos se redujeron notablemente. Aqui, el criterio usado para definir el
rendimiento experimental es un dispositivo capaz de detectar mas de 1000 eventos de translocacién biomolecular.
Es importante sefalar que la colocacion de los electrodos dentro de los canales de microfluidos que conducen a la
membrana introduce una falta de uniformidad en el campo eléctrico en la membrana y cerca del nanoporo cuando el
microcanal superior contiene solo un electrodo. Es posible que esta asimetria dé como resultado la fabricacién de un
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nanoporo cerca del borde de la membrana (cerca del borde del chip de soporte de silicio), una region que puede
estar mas estresada al unirse a la capa de microcanal PDMS. En esta region, las caracteristicas de carga superficial
de la membrana en la vecindad del nanoporo pueden prevenir electrostaticamente la translocaciéon de polimeros de
acidos nucleicos grandes y altamente cargados mientras permiten el paso de polipéptidos menos cargados. La
introduccion de una microvia, sin embargo, localiza la fabricacién de nanoporos en una regién deseada en el centro
de la membrana o lejos de los bordes y asegura un campo eléctrico mas simétrico, rendimiento para 3 de 4
dispositivos probados en pH 10. También es posible reducir esta asimetria en el campo eléctrico incorporando pares
de electrodos polarizados al mismo potencial, en los canales superiores independientes a cada lado de la membrana
como se describié anteriormente. En esta configuracion, 5 de los 6 dispositivos probados en pH 8 tuvieron éxito en la
deteccion de al menos 1000 eventos de translocacion biomolecular.

En otro aspecto mas de esta descripcion, la tecnologia de microvalvulas puede desempefiar un papel en la
consecucion de la integracion de microfluidos a gran escala. El desarrollo de microvalvulas funcionalmente
confiables es también un paso importante hacia la miniaturizacion y comercializacion exitosa de sistemas de
microfluidos totalmente automatizados. Las microvalvulas se usan para controlar el flujo de fluido y encaminar la
corriente eléctrica/idnica a través de la red de microfluidos. Pueden usarse varios enfoques, como valvulas de tornillo,
neumaticas y solenoides, para integrar valvulas dentro de dispositivos de microfluidos.

La Figura 11 representa una modalidad ilustrativa del aparato 110 que emplea tecnologia de microvalvulas
neumaticas. El aparato se compone generalmente de un sustrato superior, un sustrato inferior, una estructura de
soporte dispuesta entre los sustratos superior e inferior, y también puede incluir una capa intermedia, como se
describié en las modalidades expuestas anteriormente. En esta modalidad ilustrativa, se forman cinco canales de
microfluidos 112 en el sustrato superior. De nuevo, pueden formarse mas o menos canales de microfluidos en otras
modalidades.

Los canales de microfluidos 112 se encaminan junto a la membrana de una manera que crea un campo eléctrico
que es uniforme a través del area de la membrana. Por ejemplo, cada canal de microfluidos 112 forma un lazo
aguas abajo de un electrodo 116 donde una seccion del lazo se encamina sobre la membrana. Las diferentes
disposiciones de lazo cerrado que traen las lineas de campo eléctrico desde dos lados opuestos de la membrana
también caen dentro del alcance de esta descripcion.

Las valvulas de control 114 también estan dispuestas en los canales de microfluidos 112 y funcionan para controlar
la via eléctricamente conductora definida por las valvulas abiertas o cerradas dentro de los canales. En una
modalidad ilustrativa, los canales de microfluidos 112 estan embebidos dentro de un polimero elastomérico para
conseguir microvalvulas neumaticas. Estas valvulas se fabrican tipicamente en dos capas mediante el uso de
técnicas de litografia blanda. Con referencia a las Figuras 10A y 10B, la valvula se compone de dos capas, que
estan separadas por una capa muy fina de membrana como se indica en 108 en la Figura 10A. Una capa (capa de
flujo) 106 tiene canales para hacer fluir los fluidos. La membrana delgada de separacion se desvia hacia el canal de
microfluidos cuando los canales de control (valvulas) en la otra capa (capa de control) 107 se presurizan con aire o
agua como se observa en la Figura 10B. Esto detendra el flujo de fluido (electrolito liquido) y, en consecuencia,
puede obtenerse un sello. La cantidad por la que se cierra un canal de flujo esta relacionada con la impedancia
eléctrica que impondra la valvula a la red eléctrica. Por ejemplo, un canal de flujo completamente cerrado puede
tener una impedancia > 10 GQ (el valor preciso dependera de la conductividad del electrolito y la geometria de la
valvula), aislando efectivamente esta region de la red de microfluidos.

Volviendo a la Figura 11, cada uno de los cinco canales de microfluidos 112 tiene al menos dos valvulas 114
dispuestas en el mismo, donde una valvula esta dispuesta a cada lado de la membrana. Ademas, cada valvula 114
esta acoplada en comunicacion de fluidos a y accionada por una fuente neumatica (no se muestra). Controlando el
grado en que cada grupo de valvulas cierra un canal de microfluidos 112, las valvulas 114 pueden actuar como
resistencias variables en un divisor de tension. De esta manera, las valvulas pueden usarse para encaminar el
potencial eléctrico a través de canales de microfluidos seleccionados para producir un campo eléctrico que es
uniforme a lo largo del area de la membrana.

La inclusién de microvalvulas neumaticas es una forma practica de lograr la integracién de microfluidos a gran
escala. Es un método robusto para controlar de forma independiente en el chip, el valor del potencial eléctrico a
través de la membrana en cada microcanal con un niumero reducido de electrodos. Las microvélvulas actian como
divisores de tensién (proporcionando sellos de resistencia > 10 GQ en un microcanal) que permiten el control preciso
del campo eléctrico en varias regiones de la membrana. Este control es esencial para la escalabilidad y
funcionalidad de los dispositivos porque: otorga la capacidad de abordar cualquier nimero de nanoporos para la
fabricacion, control de tamafio y deteccion con un solo par de electrodos colocados en algun lugar de los canales de
fluidos a cada lado de la membrana; puede usarse para redirigir el potencial eléctrico para producir un campo
eléctrico uniforme a lo largo de la membrana en un microcanal particular (una caracteristica importante para la
deteccion biomolecular) mediante el uso de un solo par de electrodos; es necesario para la fabricacion de matrices y
la deteccion en dispositivos que contienen un microcanal comun (una caracteristica necesaria para el sondeo en
serie y en paralelo de una sola muestra mediante el uso de mlltiples nanoporos); permite el intercambio rapido de
soluciones que contienen varios disolventes, fuerzas idnicas, pH o analitos, lo que facilita la fabricacion y la
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deteccion; y resistencias eléctricas y fluidicas variables para la fabricacion en chip y deteccion biomolecular.
También se observa que la retencion de la hidrofobicidad de la seccién transversal de las valvulas y los canales es
critica para obtener un sellado de alta resistencia usado para controlar la magnitud y uniformidad del campo eléctrico
a través de la membrana durante la fabricacion y deteccion. Esto se logra tratando quimicamente cada capa del
dispositivo antes del ensamble, eliminando el requisito de tratamiento con plasma de la membrana para eliminar los
contaminantes que dejarian la seccion transversal de la valvula hidrofila.

El control de estas valvulas resistivas puede usarse para imponer condiciones de potencial eléctrico especificas en
diferentes ubicaciones dentro de la red de microfluidos mediante el uso de un ndmero reducido de electrodos. En
esta modalidad, puede usarse un solo par de electrodos. Los electrodos 116 se colocan en los canales de
microfluidos a cada lado de la membrana (solo se muestra el electrodo superior en la Figura 11, pero un electrodo
inferior se coloca de manera similar debajo de la membrana). Excepto por la diferencia descrita anteriormente, el
aparato 110 es similar al aparato descrito en relacién con la Figura 2A.

Las Figuras 12 y 13 representan otras modalidad ilustrativas de aparatos que emplean tecnologia de microvalvulas
neumdaticas. En la Figura 12, el aparato 120 es similar al aparato 110 pero ademas incluye una valvula de
encaminamiento 121 y un segundo electrodo superior 116. Durante el funcionamiento, la valvula de encaminamiento
121 permanece cerrada, de manera que la solucion iénica fluye a través de los canales hacia la membrana 12 desde
el lado derecho e izquierdo de la membrana como se observa en la Figura. La valvula de encaminamiento 121, en
efecto, crea dos subsistemas de microfluidos. Un electrodo se coloca aguas arriba de donde el canal se divide en
cinco canales de microfluidos separados en cada uno de los dos subsistemas de microfluidos.

La Figura 13 representa un aparato similar 130 pero que tiene solo dos canales de microfluidos 112. Asimismo, los
dos electrodos superiores se colocan a cada lado de la membrana y los dos canales de microfluidos pasan sobre
una porcion de la membrana. Dos valvulas de control 114 estan dispuestas en cada canal de microfluidos 112, una
aguas arriba de la membrana y otra aguas abajo de la membrana. Excepto por la diferencia descrita anteriormente,
estos dos aparatos 120, 130 son similares al aparato descrito en relacién con la Figura 11.

La descripcion anterior de las modalidades se ha proporcionado con fines de ilustracion y descripcion, mientras que
la invencién se describe en las reivindicaciones adjuntas. Los elementos o caracteristicas individuales de una
modalidad particular generalmente no se limitan a esa modalidad particular, sino que, cuando corresponda, son
intercambiables y puede usarse en una modalidad seleccionada, incluso si no se muestra o describe
especificamente.

Ademas, debe entenderse que la terminologia usada en la presente descripcion tiene el propdsito de describir
modalidades particulares solamente, y no pretende ser limitante. Como se usa en la presente descripcion, las formas
singulares "un”, "una" y "el" pueden destinarse a incluir también las formas plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Los términos "comprende”, "que comprende", "que incluye" y "que tiene" son inclusivos vy,
por lo tanto, especifican la presencia de caracteristicas, numeros enteros, etapas, operaciones, elementos y/o
componentes declarados, pero no excluyen la presencia o adicion de una o mas caracteristicas, niumeros enteros,
etapas, operaciones, elementos, componentes y/o grupos de los mismos. Las etapas, procesos y operaciones del
método descritos en la presente descripcion no deben interpretarse como que requieran necesariamente su
ejecucion en el orden particular discutido o ilustrado, a menos que se identifique especificamente como un orden de
ejecucion. También debe entenderse que pueden emplearse etapas adicionales o alternativas.

Cuando se dice que un elemento o capa esta "sobre", "unido a", "conectado a" o "acoplado a" a otro elemento o
capa, puede estar directamente sobre, unido, conectado o acoplado al otro elemento o capa, o elementos o capas
intermedios pueden estar presentes. Por el contrario, cuando se hace referencia a un elemento como "directamente
sobre", "directamente unido a", "directamente conectado a" o "directamente acoplado a" otro elemento o capa,
puede que no haya elementos o capas intermedios presentes. Otras palabras usadas para describir la relacion entre
elementos deben interpretarse de manera similar (por ejemplo, "entre" contra a "directamente entre", "adyacente”
contra a "directamente adyacente", etc.). Como se usa en la presente descripcion, el término "y/o" incluye todas y
cada una de las combinaciones de uno o mas de los elementos enumerados asociados.

Aunque los términos primero, segundo, tercero, etc. pueden usarse en la presente descripcion para describir varios
elementos, componentes, regiones, capas y/o secciones, estos elementos, componentes, regiones, capas y/o
secciones no deberian estar limitados por estos términos. Estos términos solo pueden usarse para distinguir un
elemento, componente, region, capa o seccion de otra region, capa o seccion. Términos como "primero", "segundo”
y otros términos numéricos cuando se usan en la presente descripcidon no implican una secuencia u orden a menos
que se indique claramente en el contexto. Por tanto, un primer elemento, componente, regién, capa o seccion
discutida a continuaciéon podria denominarse un segundo elemento, componente, regién, capa o seccidon sin

apartarse de las ensefianzas de las modalidades ilustrativas.
Términos espacialmente relativos, como "interior", "exterior", "abajo", "debajo", "inferior", "arriba", "superior" y

similares, pueden usarse en la presente descripcion para facilitar la descripcion para describir un elemento o la
relacién de la caracteristica con otro(s) elemento(s) o caracteristica(s) como se ilustra en las Figuras. Puede
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pretenderse que los términos espacialmente relativos abarquen diferentes orientaciones del dispositivo en uso o
funcionamiento ademas de la orientacion representada en las Figuras. Por ejemplo, si el dispositivo de las Figuras
se voltea, los elementos descritos como "abajo" o "debajo" de otros elementos o caracteristicas se orientarian
"arriba" de los otros elementos o caracteristicas. Por tanto, el término de ejemplo "abajo" puede abarcar tanto una
orientacion de arriba como de abajo. El dispositivo puede estar orientado de otra manera (girado 90 grados o en
otras orientaciones) y los descriptores espacialmente relativos usados en la presente descripcion se interpretan en
consecuencia.
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REIVINDICACIONES

Un aparato (10'; 10") para fabricar uno o mas nanoporos en una membrana (12), donde la membrana (12)
define superficies planas opuestas y esta compuesta por al menos una capa dieléctrica, que comprende:

- un primer sustrato (15) que tiene un microcanal comun (22) formado en una superficie expuesta del
primer sustrato (15);

- una estructura de soporte (16) dispuesta sobre la superficie expuesta del primer sustrato (15) y
configurada para alojar una membrana (12);

- un segundo sustrato (14) que tiene uno o mas canales de microfluidos (21) formados en una superficie
interna del segundo sustrato (14), el segundo sustrato (14) esta dispuesto sobre la estructura de soporte
(16) con la superficie interna orientada hacia la estructura de soporte (16) de manera que uno o mas
canales de microfluidos (21) estan separados mediante fluidos por la membrana (12) del microcanal
comun (22);

- un conjunto de electrodos (30) que incluye un electrodo (33) colocado en un lado de la membrana (12)
y dos o mas electrodos adicionales (32) colocados en un lado opuesto de la membrana (12),

caracterizado porque el conjunto de electrodos (30) esta configurado para generar un potencial eléctrico a
través de la membrana (12) entre el electrodo (33) en un lado de la membrana (12) y los dos o mas
electrodos adicionales (32) en el lado opuesto de la membrana (12), en donde los dos 0 mas electrodos
adicionales (32) estan dispuestos en relacién con la membrana (12) de manera que un campo eléctrico
creado por el potencial eléctrico a través de la membrana (12) es simétrico con respecto a un plano que es
perpendicular a las superficies planas de la membrana (12).

El aparato de la reivindicacién 1, que comprende medios adicionales para aplicar una magnitud del potencial
eléctrico a través de la membrana (12) que da como resultado que el campo eléctrico tenga un valor superior
a 0,1 voltios por nanémetro.

El aparato de la reivindicacion 1, que comprende ademas:

- un sensor de corriente acoplado eléctricamente a uno de los electrodos y operable para medir la
corriente que fluye entre uno o mas canales de microfluidos (21) y el microcanal comun (22); y

- un controlador interconectado con el sensor de corriente, configurado de manera que si el controlador
detecta un aumento abrupto en la corriente medida que indica la formacién de un poro a través de la
membrana (12) y, en respuesta a la deteccion del aumento abrupto en la corriente medida, el controlador
elimina entonces el potencial eléctrico aplicado a través de la membrana (12).

El aparato de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde los dos o mas electrodos adicionales (32) incluyen un
primer electrodo dispuesto en uno o mas canales de microfluidos (21) aguas arriba de la membrana (12) y un
segundo electrodo dispuesto en uno o mas canales de microfluidos (21) aguas abajo de la membrana (12).

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el conjunto de electrodos (30) incluye dos electrodos
(33) dispuestos en el microcanal comun (22), de manera que uno de los electrodos (33) esta aguas arriba de
la membrana (12) y el otro electrodo esta aguas abajo de la membrana (12).

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la estructura de soporte (16) incluye ademas un
rebaje ahusado (13) formado en un area adyacente a la membrana (12) y acoplado en comunicacion de
fluidos al microcanal comun (22) en el primer sustrato (15).

El aparato de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende ademas multiples conjuntos de electrodos y
una pluralidad de canales de microfluidos formados en la superficie interior del segundo sustrato, en donde
cada microcanal en la pluralidad de canales de microfluidos tiene un conjunto asociado de electrodos.

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas una capa intermedia (19) dispuesta
directamente sobre la estructura de soporte (16) y dispuesta entre la estructura de soporte (16) y el segundo
sustrato (14), la capa intermedia (19) tiene al menos una via (51) formada en el mismo y configurada para
crear un campo eléctrico uniforme proximo a la via (51).

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde uno o mas canales de microfluidos (21) tienen una
dimensién del orden de micras.

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde uno o mas canales de microfluidos (21) tienen una
dimensién del orden de nanémetros.

Un aparato (10") para fabricar uno o mas nanoporos en una membrana (12), donde la membrana (12) define
superficies planas opuestas y esta compuesta por al menos una capa dieléctrica, que comprende:
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- un primer sustrato (15) que tiene un microcanal comun (22) formado en una superficie expuesta del
primer sustrato (15);

- una estructura de soporte (16) dispuesta sobre la superficie expuesta del primer sustrato (15) y
configurada para alojar una membrana (12);

- una capa intermedia (19) dispuesta sobre la estructura de soporte (16) y que tiene al menos una via
(51) formada en ella;

- un segundo sustrato (14) que tiene uno o mas canales de microfluidos (21) formados en una superficie
interna del segundo sustrato (14), el segundo sustrato (14) esta dispuesto en la capa intermedia (19) con
la superficie interna del segundo sustrato (14) orientado hacia la capa intermedia (19) de manera que uno
0 mas canales de microfluidos (21) estan separados mediante fluidos por la membrana (12) del
microcanal comun (22);

- un par de electrodos (30) dispuestos en lados opuestos de la membrana (12), en donde el par de
electrodos (30) esta configurado para generar un potencial eléctrico a través de la membrana (12), en
donde al menos una via (51) en la capa intermedia (19) acopla en comunicacién de fluidos el uno o mas
canales de microfluidos (21) con una superficie expuesta de la membrana (12) y esta dispuesta de
manera que un campo eléctrico creado por el potencial eléctrico sea uniforme en y alrededor de la via
(51),

caracterizado porque el segundo sustrato (14) tiene dos o mas de los canales de microfluidos (21), en
donde el par de electrodos (30) esta dispuesto de manera que un electrodo (33) en el par de electrodos esta
dispuesto en el microcanal comun (22) y el otro electrodo (32) en el par de electrodos esta dispuesto en uno
de los dos o mas canales de microfluidos (21), en donde el par de electrodos esta configurado para crear un
campo eléctrico que es uniforme cuando alcanza a la membrana (12).

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 11, que comprende medios adicionales para aplicar una magnitud
del potencial eléctrico a través de la membrana (12) que da como resultado que el campo eléctrico tenga un
valor superior a 0,1 voltios por nanémetro.

El aparato de acuerdo con la reivindicacién 11, que comprende, ademas:

- un sensor de corriente acoplado eléctricamente a uno de los electrodos y operable para medir la
corriente que fluye entre uno de los dos o mas canales de microfluidos (21) y el microcanal comun (22); y
- un controlador interconectado con el sensor de corriente, en donde el controlador esta configurado de
manera que si el controlador detecta un aumento abrupto en la corriente medida que indica la formacién
de un poro y, en respuesta a la deteccion del aumento abrupto en la corriente medida, el controlador
elimina entonces el potencial eléctrico aplicado a través de la membrana (12)

El aparato de acuerdo con la reivindicacién 11, en donde la profundidad de la al menos una via (51) es mayor
que el diametro de la al menos una via (51).

El aparato de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el segundo sustrato (14) incluye un arreglo de
canales de microfluidos (21) formados en la superficie interna del mismo y la capa intermedia (19) incluye una
pluralidad de vias (51), de manera que cada via (51) en la pluralidad de vias (51) se alinea con uno de los
canales de microfluidos (21) en el arreglo de canales de microfluidos (21).
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