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Resumen

El interés en desarrollar biosensores de alta sensibilidad para identificar y cuantificar
una amplia gama de moléculas ha aumentado notablemente durante las Ultimas décadas en
numerosos campos de aplicacién. Entre ellos probablemente el mas demandado sea el
diagndstico médico, el cual ha sido impulsado por el descubrimiento de nuevos biomarcadores
de enfermedades, tales como los miRNAs. No obstante, la mayoria de las técnicas existentes
para realizar la deteccidn requieren el uso de marcadores debido a la falta de sensibilidad para
detectar analitos en bajas concentraciones. Las estructuras Opticas basadas en campo
evanescente, donde la luz es usada para transformar interacciones bioquimicas en variaciones
de las sefiales dpticas, constituyen una interesante alternativa para el desarrollo de este tipo
de biosensores sin la necesidad de utilizar marcadores (label-free). Concretamente las
estructuras fotdnicas integradas en tecnologia Silicon On Insulator exhiben alta sensibilidad,
bajo limite de deteccidon y alto nivel de multiplexacion en aplicaciones de deteccidn,
especialmente cuando se utilizan materiales y procesos basados en silicio y compatibles con
CMOS.

En esta Tesis Doctoral se muestra el desarrollo de un biosensor fotdnico integrado
label-free para la deteccidon de oligonucledtidos, y mas concretamente biomarcadores de
cancer miRNAs. Este biosensor estd basado en la combinacién de estructuras de band gap
foténico y la inmovilizacién de sondas de tipo molecular beacon sobre su superficie. La
combinacion de sendos elementos de transduccion y bioreconomiento ha proporcionado una
elevada sensibilidad en la deteccion de oligonucleétidos manteniendo un footprint por debajo
de 100 pm’. El uso de este biosensor foténico ha permitido también estudiar
experimentalmente una novedosa técnica de amplificacién de deteccidn. Esta técnica explota
el cambio conformacional sufrido por la sonda molecular beacon tras la hibridaciéon con su
oligonucledtido complementario, permitiendo alejar una particula/molécula de la superficie
del sensor, lo cual podria ser utilizado para amplificar la respuesta de deteccién del sensor.

Finalmente se propone una estrategia de regeneracién en linea de los biosensores
nanofotdnicos desarrollados mediante una estrategia quimica basada en el uso de formamida.
Esta estrategia no solo permite ahorrar tiempo sino que también reduce la variacién entre las
medidas obtenidas en experimentos diferentes, siendo especialmente util cuando se testean
niveles similares de analito.






Resum

L'interés en desenvolupar biosensors d'alta sensibilitat per a identificar i quantificar
una amplia gamma de molécules ha augmentat notablement durant les ultimes décades en
nombrosos camps d'aplicacié. Entre ells probablement el més demandat siga el diagnostic
medic, el qual ha sigut impulsat pel descobriment de nous biomarcadors de malalties, com ara
els miRNAs. No obstant aix0, la majoria de les técniques existents per a realitzar la deteccid
requereixen I'Us de marcadors a causa de la falta de sensibilitat per a detectar analits en baixes
concentracions. Les estructures oOptiques basades en camp evanescent, on la llum és usada
per a transformar interaccions bioquimiques en variacions dels senyals Optics, constitueixen
una interessant alternativa per al desenvolupament d'aquesta tipus de biosensors sense la
necessitat d'utilitzar marcadors (label-free). Concretament les estructures fotoniques
integrades en tecnologia Silicon On Insulator exhibeixen alta sensibilitat, baix limit de deteccio
i alt nivell de multiplexacié en aplicacions de deteccid, especialment quan s'utilitzen materials i
processos basats en silici i compatibles amb CMOS.

En aquesta Tesi Doctoral es mostra el desenvolupament d'un biosensor fotonic
integrat label-free per a la deteccié d’oligonucleotids, i més concretament biomarcadors de
cancer miRNAs. Aquest biosensor esta basat en la combinacié d'estructures de band gap
fotonic i la immobilitzacié de sondes de tipus molecular beacon sobre la seua superficie. La
combinacié d’ambdds elements de transduccid i bioreconeixement ha proporcionat una
elevada sensibilitat en la deteccid d’oligonucleotids mantenint un footprint per davall de 100
um?2. L'Us d'aquest biosensor fotonic ha permés també estudiar experimentalment una nova
tecnica d'amplificacidé de deteccid. Aquesta técnica explota el canvi conformacional patit per la
sonda molecular beacon després de la hibridacié amb el seu oligonucleotid complementari,
permetent allunyar una particula/molécula de la superficie del sensor, la qual cosa podria ser
utilitzada per amplificar la resposta de deteccio del sensor.

Finalment es proposa una estrategia de regeneracid en linia dels biosensors
nanofotonics desenvolupats mitjancant una estratégia quimica basada en I'Us de formamida.
Aguesta estratégia no sols permet estalviar temps sind que també redueix la variacié entre les
mesures obtingudes en experiments diferents, sent especialment util quan es testen nivells
similars d'analit.






Summary

The interest in developing highly sensitive biosensors to identify and quantify a wide
range of molecules has remarkably been increasing during the last decades in numerous
application fields. Among them, medical diagnosis is probably the most demanded, which has
been driven by the discovery of new biomarkers of diseases, such as miRNAs. However, most
of the existing techniques to perform the detection require the use of labels due to the lack of
sensitivity to detect analytes at low concentrations. Evanescent-wave optical structures, where
light is used to transduce biochemical interactions into variations of the optical signals, are an
interesting alternative for the development of this type of biosensors allowing a label-free
detection. Specifically, the planar integrated photonic structures based on Silicon On Insulator
technology exhibit an extremely high sensitivity, a low detection limit and a high level of
multiplexing in detection applications, especially when using materials and processes based on
silicon and being CMOS compatible.

This PhD Thesis is focused on the development of label-free integrated photonic
biosensors for the detection of oligonucleotides, and more specifically miRNA cancer
biomarkers. This biosensor is based on the combination of photonic band gap structures and
the immobilization of molecular beacon probes on its surface. The combination of both
transduction and biorecognition elements has provided a very high sensitivity towards the
detection of target oligonucleotides while keeping a sensor footprint below 100 pm?. The use
of this photonic biosensor also allowed the experimental study of a novel detection
amplification technique. This technique exploits the conformational change suffered by the
molecular beacon probe after hybridization with its complementary oligonucleotide, allowing
the displacement of a particle/molecule away from the sensor surface, what might be used for
amplifying the sensor's detection response.

Finally, an online regeneration strategy for nanophotonic biosensors developed
through a chemical strategy based on the use of formamide is proposed. This strategy not only
saves time but also reduces the variation between measurements obtained in different
experiments, being especially useful when testing similar levels of analyte.
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\ Capitulo 1 Biosensores foténicos integrados en silicio

Capitulo 1 Biosensores fotonicos integrados en silicio

1.1. Motivacion

Desde los afios 80 ha ido creciendo el interés por desarrollar dispositivos de deteccidon
mas eficientes y robustos en diferentes campos de aplicacion como el diagndstico médico, el
control ambiental, el descubrimiento de farmacos, la defensa Nuclear, Bioldgica y Quimica
(NBQ) o el control alimentario. Un biosensor es un dispositivo que se utiliza para determinar la
presencia de un analito objetivo y consta de un transductor, una capa funcional para
receptores, un sistema de suminitro de fluidos y un sistema de lectura de datos. El objetivo
principal es integrar estos biosensores en dispositivos Lab-on-a-chip (LOC) mas complejos, en
los que es posible implementar varias funcionalidades en un solo chip y realizar varios andlisis
simultdneamente.

En este contexto, la comunidad cientifica ha reconocido la importancia de la
nanotecnologia en el mercado actual. Esta proporciona mejores rendimientos y
funcionabilidades que otras tecnologias, lo que le confiere gran interés principalmente en el
campo del diagndstico clinico [MOR-96, MAT-87], pero también en otros sectores como el
medioambiental, el farmacéutico, el agroalimentario o la deteccién NBQ [BAR-02, BAC-08,
C0O0-02, KRE-01, GRS-10]. Concretamente, la tecnologia nanofotdnica es una de las principales
candidatas para la creacidon de los elementos de transduccion de biosensores de alto
rendimiento debido a las numerosas ventajas que ofrece. Entre ellas, las dos mas relevantes
son su alta sensibilidad, debido a la gran interaccidon del campo con el analito a detectar, y su
reducido tamafio. Gracias a estas caracteristicas es posible integrar numerosos sensores en un
area extremadamente pequeia y detectar multiples analitos en bajas concentraciones. Otras
ventajas que ofrecen los biosensores nanofotdnicos son robustez, menor tiempo de anilisis
requerido, deteccion sin necesidad de marcaje (label-free), requerimiento de voliumenes de
muestra muy reducidos e inmunidad a interferencias electromagnéticas. Ademas, la fotdnica
de silicio ofrece compatibilidad con la tecnologia Complementary Metal Oxide Semiconductor
(CMOS) y flexibilidad de fabricacidn con tecnologias de produccidn en masa, por ejemplo
nanoimprint lithography (NIL), posibilitando un elevado volumen de produccién a un reducido
coste [FAN-08, EST-12, LUC-12].

Probablemente, el diagndstico médico sea el area principal en la que se espera que los
biosensores y los dispositivos LOC cambien considerablemente el modus operandi actual de
analisis. El principal objetivo dentro de este campo es el desarrollo de los denominados
dispositivos point-of-care (POC), utilizados para proporcionar in situ informacion fiable y
precoz sobre el estado de salud del paciente, la cual permita determinar el tratamiento mas
adecuado. Por tanto, los dispositivos LOC suponen un cambio de paradigma en la atencion
médica, prestando especial interés en el diagndstivo preventivo frente al tratamiento curativo.
El uso de este tipo de dispositivos POC se ha beneficiado enormemente de los avances
actuales logrados en el campo del descubrimiento de nuevos biomarcadores de
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enfermedades. Estos biomarcadores, que pueden encontrarse en muestras humanas (es decir,
sangre, suero, plasma, orina, etc.), permiten un diagndstico precoz y minimamente invasivo de
una gama cada vez mayor de enfermedades. Por ejemplo, en la actualidad existe una enorme
preocupacién por el cancer, cuyo diagndstico suele basarse en técnicas invasivas (por ejemplo,
biopsia, colonoscopia, etc.), que deben ser realizadas por personal cualificado, requieren la
hospitalizacidn del paciente y la mayoria de las veces solo permiten el diagndstico de cancer
cuando la enfermedad se encuentra en una etapa avanzada.

En este marco de las enfermedades oncoldgicas, Globocan revela una estimacién a
nivel mundial para el afio 2020 de 19,3 millones de nuevos casos de cdncer y 10 millones de
muertes a causa de esta enfermedad [GCO]. La Figura 1.1 muestra los casos estimados de
incidencia y muerte sobre la poblacién mundial de ambos sexos hasta los 74 afios de edad,
distinguiendo entre diferentes tipos de cancer. Segun estadisticas de International Agency for
Research on Cancer (IARC) la carga mundial de cancer sufrirda un aumento del 47% en 2040, a
pesar de los avances terapéuticos actuales. Sin embargo, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) afirma que la mayoria de los tipos de cancer tienen altas tasas de curacidon cuando se
detectan precozmente y se tratan de acuerdo a las mejores practicas [WHQO]. Por tanto, el
desarrollo de herramientas fiables de deteccién masiva, cuya integracién en dispositivos POC
permita el diagndstico precoz de céncer, es un factor clave para reducir la tasa de mortalidad.

Estimated number of incident cases and deaths worldwide, both sexes, ages 0-74

Breast
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Figura 1.1. Estimacion de la incidencia y mortalidad del cancer a nivel mundial,
expresada en niumero de casos anuales en 2020. Fuente: GLOBOCAN 2020.

La identificacion de biomarcadores fiables que puedan ser medidos de forma rutinaria
en muestras de facil acceso como suero o plasma constituye uno de los principales desafios en
la investigacion del cancer. Actualmente, debido a la estabilidad que presentan los microRNAs
(miRNASs) en el torrente sanguineo, se estan explorando por su potencial como biomarcadores
de cancer y otras enfermedades. Los miRNAs son cadenas de acidos nucleidos mas cortas que
los oligonucledtidos, cuyo uso como indicadores relacionados con diferentes funciones
bioldgicas ha suscitado un gran interés durante los ultimos afios. Los oligonucledétidos juegan
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un papel importante en la capacidad de regular la expresién de otros genes [HE-04, GUT-15,
DEB-07], en la proliferacidn y diferenciacién celular [MAU-13, LIM-05, DUN-06, LIN-09], en la
apoptosis [CHA-05] y en el desarrollo neural [FIN-09], entre otras funciones. Concretamente,
los miRNAs son una clase de pequefios ARNs no codificantes (~22 nucleétidos) cuya
desregulacidon se ha correlacionado con alrededor de 400 enfermedades humanas [LI-14], mas
alla de cancer [GOOD-15, JUD-09, LOD-09, CASA-12]: Alzheimer [WAN-19, SWA-19], Parkinson
[FYF-20, GOH-19], diabetes [SAB-09, WAL-08, MUH-08], osteoporosis [MAN-18, BOT-19],
enfermedades cardiovasculares [KAU-20, SIA-20], enfermedades neurodegenerativas [LIU-17,
PER-07, LEE-06]. Por tanto, la deteccién de biomarcadores miRNA permitird el diagndstico
precoz de al menos 400 enfermedades mediante técnicas minimamente invasivas, siendo ya
un campo emergente de investigacion.

Desde el descubrimiento de la pérdida de los biomarcadores miRNA-15a y miRNA-16-1
en la leucemia linfocitica crénica de células B [CAL-02], varios estudios han reportado cambios
en la expresién de miRNAs en distintos tipos de cancer [JAN-12, LEE-09]. Volinia et al. realizd
un analisis miRNome a gran escala e identificd gran parte de miRNAs sobreexpresados en
tumores sdlidos [VOL-06], de entre los cuales miRNA-21, miRNA-191 y miRNA-17-5p aparecian
significativamente sobreexpresados en todos los tipos de tumores considerados. Ademas, se
validaron firmas fenotipicas de miRNAs para cada tumor. Desde entonces, el perfil de
expresion de miRNAs ha permitido distinguir entre tejidos sanos y tejidos tumorales e incluso
clasificar éstos por grados [LEE-09, 1QB-15, THA-16, BUN-12]. En 2008 se descubrié que los
miRNAs también estaban presentes en la sangre, siendo detectados en plasma, plaquetas,
eritrocitos y células nucleadas [MIT-08]. Mitchell et al. mostré que los niveles de miRNA-141
en suero discriminaban significativamente entre pacientes con cdncer de prdstata y pacientes
sanos. Asimismo fue demostrado que los miRNAs en plasma son extraordinariamente estables
incluso en condiciones tan duras como ebullicién, pH bajo o alto, larga duracién de
almacenamiento a temperatura ambiente y multiples ciclos de congelacién-descongelaciéon
[CHE-08]. Otros estudios demostraron la regulacidon positiva de miRNA-21, miRNA-141, miRNA-
200, miRNA-200c, miRNA-200b, miRNA-203, miRNA-205 y miRNA-214 en exosomas
cancerosos circulantes [LOD-09]. En consecuencia, los miRNAs se convirtieron en potenciales
candidatos a biomarcadores sanguineos de cancer. Posteriormente, también se encontraron
miRNAs en suero, saliva y orina, los cuales habian sido previamente identificados en células y
tejidos [CASA-12]. Hasta ahora, se han encontrado patrones distintivos de miRNAs circulantes
para diferentes tipos de cdncer: mama [ZHA-15], préstata [WAN-14], pulmén [NAD-15] y colon
[HOF-13]. Sin embargo, la baja concentracion en la que se hallan los miRNAs en sangre (en el
rango pM o incluso fM) constituye la mayor dificultad para su deteccidn, requiriendo el uso de
técnicas de analisis capaces de proporcionar extremada sensibilidad [WAN-12].

Hoy en dia, las técnicas mas utilizadas en la deteccidn de oligonucledtidos son northern
blot y reaccion de polimerasa cuantitativa en tiempo real (qPCR) [VAR-08, BEN-10]. A pesar de
que el ensayo northern ha permitido la identificacion de nuevos miRNAs [LAG-02], éste
proporciona una baja sensibilidad, es extremadamente laborioso y requiere gran cantidad de
muestra y elevado tiempo de andlisis [STR-09]. Por contra, gPCR puede detectar bajas
concentraciones de oligonucleétidos con una sensibilidad relativamente alta, pero requiere
que la muestra sea altamente purificada, lo que puede introducir una gran variabilidad y
conducir a analisis inexactos [GRA-16]. Ademads, uno de los requisitos mdas importantes de
estos métodos para aumentar tanto la sensibilidad como selectividad es la inclusién de
marcadores, haciendo la deteccion mas lenta, cara y menos fiable [SEY-05, HEM-06]. Teniendo
en cuenta las limitaciones ofrecidas por las técnicas de andlisis convencionales, el desarrollo de
dispositivos biosensores de alto rendimiento emerge como alternativa en la deteccién de
miRNAs y, por tanto, en el diagndstico médico.
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En cuanto al desarrollo comercial de dispositivos de diagndstico in vitro (IVD, in vitro
diagnostics), en la actualidad existen muchas empresas con presencia en el mercado de IVD
(Abbott, Alere, Siemens, Becton Dickinson, Biomerieux, Roche, etc.), pero solo algunas de ellas
focalizan su atencidn en dispositivos POC y ninguna de ellas en la deteccidon de biomarcadores
miRNAs. El dispositivo i-STAT de Abbott probablemente sea el ejemplo mas notable entre los
dispositivos IVD POC. Este dispositivo, cuyo principio de funcionamiento estd basado en una
ELISA electroquimica, proporciona un resultado en menos de 10 minutos utilizando solo 2-3
gotas de sangre. i-STAT detecta diferentes marcadores y parametros (por ejemplo,
compuestos quimicos, electrolitos, marcadores de proteinas y péptidos) usando diferentes
tipos de cartuchos para cada tipo de analisis. Sin embargo, los cartuchos para los andlisis mas
relevantes (por ejemplo, para el diagndstico de enfermedades cardiovasculares utilizando
biomarcadores cTnl, CK-MB o BNP) solo detectan un Unico biomarcador, proporcionando un
nivel de multiplexacion muy reducido. Actualmente el dispositivo i-STAT tiene un precio de
venta entre 8.000 y 10.000 euros. El precio de los cartuchos varia en funcién del analisis (por
ejemplo, el precio de un cartucho para la deteccidn de cTnl es de 20 euros). Otro dispositivo
comercial interesante es el sistema cobas h 232 de Roche, también focalizado en la deteccion
de biomarcadores de enfermedades cardiovasculares y que también requiere el uso de
diferentes cartuchos para la deteccion de cada biomarcador.

Con respecto a la disponibilidad comercial de dispositivos de deteccion basados en la
tecnologia nanofotdnica, la uUnica plataforma existente es Maverick Detection System de
Genalyte. Sin embargo, su rendimiento estd limitado por su propio principio de
funcionamiento, basado en la lectura espectral de la respuesta dptica proporcionada por
anillos resonantes. Esto requiere el uso de fuentes sintonizables, las cuales son instrumentos
caros y voluminosos.

# Maverick
4

Figura 1.2. Dispositivos POC: a) i-STAT de Abbott; b) cobas h 232 de Roche; c) Maverick
Detection System de Genalyte.

1.2. Biosensores: definicion, propiedades, tipologia y requerimientos

La naturaleza ha desarrollado un amplio conjunto de biomoléculas y estructuras
biomoleculares que muestran una gran selectividad en el reconocimiento de alguna propiedad
particular, lo que permite su unién con una determinada molécula de entre un conjunto o una
mezcla de ellas. Esta capacidad de reconocimiento y unidon especifica, inherente a muchos
tipos de biomoléculas, tales como anticuerpos, proteinas de diversa naturaleza o ADN, entre
otros, ofrece una oportunidad para explotar sus caracteristicas exclusivas y desarrollar
dispositivos que permitan la deteccidn de sustancias por las que éstas presentan una
capacidad de interaccién especifica.

Un biosensor es un dispositivo compacto de andlisis formado por:

4
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1. Un elemento de reconocimiento bioldgico (acido nucleico, enzima, anticuerpo, tejido,
célula...) preparado para detectar especificamente una sustancia (analito) gracias a la
especificidad de las interacciones biomoleculares. También denominado bioreceptor.

2. Un sistema de transduccidon al que estd asociado el bioreceptor y que permite
procesar la sefial producida por la interaccién entre el elemento de reconocimiento y
el analito.

El principio de deteccién de un biosensor esta representado en la Figura 1.3. Este se
basa en la interaccion especifica entre el compuesto de interés y el elemento de
reconocimiento bioldgico. Como resultado de esta uniéon se produce la variacién de
parametros fisico-quimicos que son detectados por el transductor, originando una sefal
cuantificable que indica la presencia del analito sometido a estudio, la cual es proporcional a
su concentracion en la muestra. El limite de deteccion (LOD, limit of detection) es |la cantidad
minima de informacion de deteccién que puede ser detectada por el sensor, calculado
considerando la relacidn entre el ruido de la medicién y la sensibilidad del sensor, y el rango
dindmico es el intervalo comprendido entre el valor mds alto y el valor mds bajo de la sefial de
salida del sensor relacionada con el evento deteccién. El limite inferior del rango dinamico
estard determinado por el limite de deteccién del sensor y el cambio mas pequefio que se
puede observar en la sefal de salida viene determinado por la resolucién. Para calcular este
pardmetro, el ruido del sistema debe caracterizarse en una condiciéon de estado estable sin
ninguna variacién de deteccion.

Interferente 0 Analito
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Figura 1.3. Representacién esquematica del principio de funcionamiento de un
biosensor. La muestra a analizar se pone en contacto con el dispositivo, siendo posible
detectar solamente el analito para el que esta disefiado el receptor. Cuando tiene
lugar la reaccion de reconocimiento bioldgico se producen una serie de cambios fisico-
quimicos detectados por el transductor, que produce una sefal cuantificable,
directamente proporcional a la concentracién del analito.
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Los dos constituyentes del biosensor, bioreceptor y transductor, forman una unidad
funcional, cuya selectividad viene dada por la parte biolégicamente activa, de manera que el
dispositivo interaccione exclusivamente con el compuesto de interés y no con otros de
propiedades similares [LOW-89]. Ademas de proporcionar alta selectividad y alta sensibilidad,
segln su implementacidn, algunos biosensores ofrecen la posibilidad de medir, cuantificar y
analizar en tiempo real un proceso de interaccidn entre biomoléculas de forma directa. Esto
quiere decir que, a diferencia de las técnicas de analisis convencionales, no es necesario el uso
de algin marcador molecular (colorimétrico, quimio-luminescente, quimio-fluorescente o
radioactivo) para realizar el andlisis. Estas caracteristicas confieren a los biosensores la
posibilidad de, ademas de realizar un andlisis cualitativo y cuantitativo, evaluar la cinética de la
interaccion (constante de afinidad, asociacidn, disociacion...) y, por tanto, elucidar los
mecanismos fundamentales de dicha interaccidn. Entre los requerimientos de los biosensores,
existen otras muchas caracteristicas como son su alta fiabilidad (los sistemas de transduccion
deben permanecer inalterados por la muestra a medir) y su alta estabilidad, necesaria para
obtener medidas precisas y de alta sensibilidad.

Aunque existe gran variedad de biosensores, cabe destacar las ventajas mas
importantes que ofrecen algunos de ellos como la facilidad de manejo, la portabilidad y la
miniaturizacion, lo que posibilita su utilizacién in-situ y a pie de campo. Gracias a los
desarrollos en microelectrénica y nanotecnologia (incluyendo las avanzadas técnicas de
micromecanizado y nanofabricacién), se han logrado reducir las dimensiones de estos
dispositivos. De esta forma, pueden integrarse varios de ellos en un dispositivo LOC capaz de
realizar la deteccion multi-analito utilizando reducidos volimenes de muestra (del orden de
microlitros o nanolitros).

Por otro lado, uno de los mayores atractivos de los biosensores es la posibilidad de ser
fabricados con bajo coste. Esta ultima caracteristica es dificil de conseguir, pues el elemento
transductor y los bioreceptores que constituyen el biosensor suelen encarecer el dispositivo.
Aun asi, con los avances de la ingenieria genética (que permite la creacién de nuevas
biomoléculas o de las ya existentes a gran escala) y la nanotecnologia e ingenieria de
materiales (que permite la fabricacidon de nanoestructuras de nuevos materiales de bajo coste
y con las propiedades deseadas) se busca fabricar biosensores de alta sensibilidad y
selectividad e introducirlos en el mercado posibilitando estar al alcance del mayor nimero de
beneficiarios. También es valorable que los biosensores tengan un tiempo de vida largo y/o
puedan ser reutilizados, sobre todo cuando estdn integrados en una linea de produccién de
una industria. De cara a ahorrar tiempo, materiales y reactivos, es importante que los
biosensores no requieran el pretratamiento de la muestra y que permitan tiempos de andlisis
cortos.

La Tabla 1.1 resume las ventajas generales mas importantes de los biosensores frente
a las técnicas de analisis convencionales.
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Tabla 1.1. Comparativa de las caracteristicas generales de los biosensores y las técnicas
convencionales.

TECNICAS CONVENCIONALES BIOSENSORES

Largo tiempo de analisis Posibilidad de analisis en tiempo real

Manejo por parte de personal

L Faciles de usar
especializado

Técnicas caras Técnicas baratas
Técnicas de laboratorio Portatiles, miniaturizables y automatizables
Generalmente deteccién monoanalito Posibilidad de deteccién multianalito
Necesidad de marcador Posibilidad de deteccién sin marcador
Pequefio volumen de muestra Muy reducido volumen de muestra
Pre-tratamiento de la muestra Minimo pre-tratamiento de la muestra
Sensibles, precisos y fiables Sensibles, precisos vy fiables

La introduccién en el mercado de los dispositivos biosensores POC de glucosa [MAT-
87] supuso la prueba mas concluyente de la utilidad de la tecnologia biosensora en el
diagnéstico clinico. Sin embargo, tal y como se expuso en el punto 1.1., la biotecnologia ha
permitido extender el uso de biosensores a otros sectores. Para hacerse una idea de la
cantidad e importancia de las aplicaciones biosensoras, basta con decir que se estima que en
2027 el mercado de biosensores excedera los 36 billones de ddlares [GVR-20].

Los biosensores pueden ser clasificados en base a numerosos criterios. Una primera
clasificacidn permite diferenciar a los biosensores en funcidn de la naturaleza del elemento de
reconocimiento bioldgico. Este condiciona el tipo de reaccién que puede tener lugar entre el
receptor y el analito, distinguiendo entre:

e Biosensores cataliticos. La reaccion de reconocimiento molecular produce una
modificacion quimica del analito, que posibilita la deteccién [KWO-00]. Las
biomoléculas receptoras (biocatalizadores) suelen ser microorganismos, secciones de
tejidos o enzimas.

e Biosensores de afinidad. La interaccion del analito con el bioreceptor se basa en la
afinidad entre ellos y no genera una transformacion catalitica sino una reaccion de
equilibrio en la que se forma un complejo analito-receptor [ROG-11]. Como la reaccién
de reconocimiento no genera productos detectables, es necesario utilizar técnicas de
transduccion asociadas al proceso de interaccion en si, tales como cambios de masa,
modificacion de propiedades épticas, eléctricas o magnéticas. Entre los receptores de
bioafinidad cabe destacar los anticuerpos, lecitinas, ADN, aptdmeros y acidos
peptidonucleicos (PNAs, peptide nucleic acids). La gran especificidad y afinidad de este
tipo de interacciones confiere a este tipo de sensores una especial selectividad y
sensibilidad. Como contrapartida, este tipo de sensores requiere minimizar las uniones
inespecificas y, en ocasiones, proporcionar cierta reversibilidad a la reaccién de
afinidad mediante el empleo de agentes de regeneracién. Estos no deben alterar la
capacidad de reconocimiento del receptor y, por tanto, permitir la realizacién de
multiples analisis.
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Los biosensores desarrollados en este trabajo son de afinidad. Concretamente son
biosensores de ADN/ARN, donde la inmovilizacion de una hebra de ADN en el area sensora
permite la deteccion de su complementaria mediante el proceso de hibridacién [ERI-03]. La
utilizacidn de este tipo de biosensores todavia no estd muy extendida y su éxito dependera en
gran media de la capacidad para llevar a cabo la deteccidn multiple de cientos de secuencias
con un mismo biosensor y de conseguir dispositivos lo suficientemente sensibles que no
requieran procesos de amplificacién mediante PCR [WAN-00].

Los biosensores también se pueden clasificar segin el sistema de transductor
empleado vy, por tanto, el principio fisico subyacente en el fendmeno de la transduccion. Este
ultimo se encuentra intimamente ligado al sistema detector que es el que permite monitorizar
los cambios que el transductor registra como consecuencia del proceso de reconocimiento
molecular. La eficacia en el procesado de la sefial del biosensor viene determinada por el
propio transductor.

e Biosensores electroquimicos. El transductor mide el cambio electroquimico que se
produce en el medio como consecuencia de la reaccidon de reconocimiento molecular,
el cual es proporcional a la cantidad de analito a determinar [DOR-08, RON-10]. Entre
ellos se distinguen varios tipos: amperométricos, potenciométricos, impedimétricos y
conductimétricos.

e Biosensores mecano-acusticos. Los transductores acusticos detectan cambios de masa
a través de una microbalanza formada por un cristal piezoeléctrico [FER-09]. Un caso
particular de estos transductores son los micro/nanomecanicos, los cuales emplean
micropalancas similares a las empleadas en microscopia de fuerzas atdmicas (AFM,
Atomic Force Microscope) [ARL-11]. En éstos, ademds de detectar cambios de masa a
través de la variacién de su frecuencia de resonancia (directamente proporcional a la
cantidad de analito a determinar), se pueden detectar los cambios de tensién
superficial que tienen lugar en la superficie de la micropalanca como consecuencia de
los fendmenos de reconocimiento molecular.

e Biosensores magnéticos. Este tipo de biosensores emplea micro o nanoparticulas
magnéticas cubiertas de un elemento de reconocimiento molecular que es el
encargado de reaccionar con el analito. A continuacién, otro elemento (matriz, gel...)
se encarga de atrapar Unicamente aquellas particulas magnéticas en cuya superficie se
haya producido la reaccién de reconocimiento molecular. Finalmente, mediante algin
tipo de técnica o sensor magnético, se detecta el nimero de particulas magnéticas con
analito en su superficie, siendo la sefial magnética proporcional al nimero de éstas
[LLA-10, MAR-08].

e Biosensores dpticos. El transductor dptico detecta la reaccidn de reconocimiento a
través de cambios producidos en las caracteristicas de la luz, ya sea a través de la
longitud de onda, intensidad (cambios en la absorcién o dispersién) o velocidad
(cambios en el indice de refraccién). Existen dos tipos de biosensores Opticos en
funcién del modo en que la luz es guiada dentro del area sensora y segun su forma de
interaccionar con el complejo analito-receptor: bio-optrodos o basados en guias de
onda [ARN-90] y los basados en campo evanescente [FAN-08]. De estos ultimos se
hablara detalladamente en el punto 1.3., ya que los biosensores desarrollados en este
trabajo son de este tipo.

Los biosensores electroquimicos son los sensores mas desarrollados, ya que son faciles
de fabricar y usar, rapidos, fiables y, generalmente, de bajo coste. Sin embargo presentan dos
importantes inconvenientes: poseen una baja selectividad y requieren el uso de un electrodo
de referencia para mantener constante el potencial durante el transcurso de la medida
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durante un largo periodo de tiempo. Por contra, los biosensores dpticos presentan indudables
ventajas con respecto a los electroquimicos: no requieren de un electrodo de referencia,
inmunidad ante interferencias eléctricas, operatividad en ambientes agresivos para los
eléctricos, posibilidad de medida a diferentes longitudes de onda, mayor sensibilidad,
versatilidad y estabilidad mecanica, menor tamafio y peso mas reducido.

1.3. Biosensores fotonicos de campo evanescente

Dentro de los biosensores Opticos, los basados en fotdnica integrada de campo
evanescente probablemente susciten un mayor interés debido a sus destacadas caracteristicas
de alta sensibilidad, versatilidad y deteccion label-free y en tiempo real.

En la mayoria de biosensores foténicos, el mecanismo de deteccion se basa en un
cambio de indice de refraccién como consecuencia de la variacion de los pardametros fisicos o
quimicos en la superficie de la estructura fotdonica, originada tipicamente por la reaccién de
reconocimiento molecular. Si el cambio de indice se produce en la parte imaginaria del indice
de refraccion (constante de absorcion), se trata de un biosensor de absorcion, el cual requiere
una referencia que permita eliminar posibles variaciones de intensidad debidas a las fuentes
de luz. Sin embargo, mucho mas empleados y sensibles son los biosensores que detectan
cambios en la parte real del indice de refracciéon del medio exterior y que generan una
variacion en la velocidad de propagacion de la luz guiada, es decir, en su indice de refraccién
efectivo.

Aunque la luz en una guia de ondas dptica se propaga confinada practicamente en el
nucleo de la misma, una parte de ella, conocida como onda evanescente, se extiende a los
medios adyacentes y decae exponencialmente con la distancia al nucleo. Esta distancia,
llamada de penetracidn, suele ser de unos cientos de nandémetros (de 0,1 a 1 um) y delimita el
area sobre la superficie del sensor en la que se detecta el cambio que se produce en el medio
externo cuando la reaccidn de reconocimiento molecular tiene lugar. Por esta razdn, la
interferencia de otras sustancias presentes en la muestra a analizar es minima. Cuando la onda
evanescente interacciona con la capa bioldgica de reconocimiento molecular se obtiene una
medida cuantitativa del cambio en la propagacion de la luz o indice de refraccion efectivo,
cuya magnitud depende de la concentracidn del analito y de la constante de afinidad de la
interaccidn analito-receptor. El principio de deteccidn de campo evanescente es representado
esquematicamente en la Figura 1.4.
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Figura 1.4. llustracion esquematica del principio de deteccidon de campo evanescente:
la onda evanescente se propaga a lo largo de la superficie de la estructura fotdnica e
interacciona con la capa biolégica de reconocimiento molecular a) bioreceptores y b)
complejo analito-receptor.

Cabria pensar que cuanto mayor sea la onda evanescente en la superficie de la
estructura foténica mayor serd la interaccidén del campo con el analito a detectar. Sin embargo,
una cantidad excesiva de campo evanescente provocaria una degradacion significativa en el
comportamiento del modo guiado a lo largo del nucleo de la estructura fotdnica, debilitando
considerablemente la sefial. Por tanto, a la hora de disefiar un sensor de alto rendimiento
basado en campo evanescente es necesario establecer un compromiso entre la fracciéon de
energia que se propaga confinada a lo largo del nucleo de la guia de ondas y la fraccién que
se propaga sobre la superficie de la estructura fotdnica (onda evanescente). De manera que
los parametros de disefio juegan un papel crucial en la determinacién del rendimiento de un
biosensor de campo evanescente.

Entre las configuraciones mas comunes de las estructuras fotdnicas empleadas para
convertir el cambio del indice de refraccion efectivo en una senal cuantificable, como una
variacion en intensidad o frecuencia, cabe considerar los anillos resonantes [QAV-10, RAM-08,
QAV-11, HU-14, SCH-12], los interferédmetros Mach Zehnder [SEP-06, QIN-16] y los cristales
fotdnicos [HU-14, TOC-10]. Estas configuraciones estan representadas en la Figura 1.5.

Figura 1.5. Representacion de las configuraciones tipicas de estructuras fotdnicas
integradas: a) anillo resonante; b) interferémetro Mach-Zehnder; c) cristal foténico.
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De cara a optimizar la interaccion entre la onda evanescente y el analito y, por tanto,
optimizar la respuesta de deteccidn ofrecida por la estructura foténica, la biofuncionalizacidon
de su superficie constituye un paso crucial. Como se ha comentado previamente, el campo
evanescente se caracteriza por su disminucidn exponencial a media que se aleja del nucleo de
la guia de ondas, de manera que la interaccion onda evanescente-analito serd mayor cuanto
mds préxima a la superficie del sensor se produzca. En definitiva, la sensibilidad ofrecida por
la estructura fotdnica vendra condicionada por la proximidad a la superficie en la que se
detecte el analito. Sin embargo, la funcionalizacion del sensor afnade una capa bioldgica de
reconocimiento molecular sobre su superficie, de manera que el analito estard mas lejos de
ésta y su interaccién con la onda evanescente sera mas débil, como se puede apreciar en la
Figura 1.6. De hecho, si la capa bioldgica no es lo suficientemente delgada sera imposible que
la interaccion onda evanescente-analito tenga lugar y, por tanto, sea posible cuantificar una
minima respuesta de deteccion.

distancia de
penetracion

Figura 1.6. llustracion de la interaccién entre el analito y la onda evanescente
(izquierda) sin la inmovilizacién sobre la superficie de los bioreceptores y (derecha) en
presencia de éstos. Una capa bioldgica gruesa conduce a una interaccion mas débil.

1.3.1. Estructuras de band gap foténico

Los cristales fotdnicos son estructuras dieléctricas periddicas con una caracteristica
fundamental: esta periodicidad impide la propagacion de la luz a través de la estructura en
un rango de longitudes de onda determinado. Ese rango espectral se denomina banda
prohibida foténica (PBG, photonic band gap). Dependiendo del nimero de dimensiones en las
que la estructura tenga periodicidad se podra hablar de cristales foténicos unidimensionales
(1D), bidimensionales (2D) o tridimensionales (3D) [BOG-05]. A pesar de que el control total de
la luz solo se puede conseguir haciendo uso de cristales fotdnicos 3D, las propiedades mas
interesantes de los cristales fotdnicos son las que derivan de la periodicidad de la estructura en
la direccion de propagacion de la luz. Esta periodicidad provoca la curvatura de las bandas
guiadas, que es la responsable de las bajas velocidades de grupo (v,) y de las altas dispersiones
cromaticas. Por tanto, en ocasiones, en lugar de usar estructuras periddicas 2D o 3D, cuya
implementacién fisica es muy compleja, basta con usar estructuras periddicas 1D sobre
substratos planares, las cuales son mucho mas sencillas de fabricar. Un ejemplo tipico de este
tipo de estructuras consiste en la introducciéon de una modulacién periddica en el indice de
refraccion de la estructura fotdnica exclusivamente en la direccién de propagacion de la luz
[NUN-10, DUT-13, WANG-14, WANG-19, LUA-19]. Esta configuracién representa una
prometedora y eficaz alternativa a los cristales foténicos 2D y 3D para fines de deteccién, no
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solo por cuestiones de fabricacién sino también de tamafio. Este es extremadamente reducido,
tipicamente en el rango de varias decenas de pum’ lo que permite integrar numerosas
estructuras en un area muy reducida, posibilitando la deteccidn multi-analito.

Una de las caracteristicas mas relevantes de las estructuras de band gap foténico
como sensores es que su configuracion periddica posibilita la deteccion de concentraciones
de analito muy bajas debido a una mayor interaccion del campo electromagnético con éste,
proporcionando mayores valores de sensibilidad. EI fendémeno de onda lenta es el
responsable de esta mejora en la interaccion luz-materia [POV-05, GAR-08].

Hay varias formas de ralentizar la velocidad de propagacion de la luz, la cual viene
determinada por su velocidad de grupo. La velocidad de la onda esta directamente relacionada
con el indice de refraccién del medio por el que viaja la luz, siendo éste un medio homogéneo.
Por tanto, utilizando materiales de alto indice de refraccidn, es posible reducir la velocidad de
grupo en un factor dado por las propiedades épticas del material. Sin embargo, el indice de
refraccion de los materiales disponibles para guiado 6ptico no es muy alto a frecuencias
Opticas, lo que limita significativamente la reduccién de la velocidad de grupo que se puede
obtener de esta manera. No obstante, un cambio rapido en el indice de refraccién provoca un
nivel extremadamente bajo de la velocidad de la luz, como ocurre en el caso de los cristales
foténicos. Estas estructuras tienen la propiedad de exhibir una reduccidn extrema de la
velocidad de grupo para aquellas frecuencias ubicadas cerca de los bordes de las bandas
guiadas.

La aparicién del fenémeno de onda lenta tiene dos principales consecuencias directas
qgue son potencialmente interesantes para propdsitos de biodeteccion: el incremento del
tiempo de propagacion a lo largo de la guia de ondas y la compresién de la onda éptica. Estos
dos efectos aparecen representados conceptualmente en la Figura 1.7, considerando una
estructura periédica 1D. Segun la primera consecuencia, una reduccidon en la velocidad de
propagacion de la luz se traduce en un aumento en el tiempo que ésta interactua con el
analito. La segunda consecuencia se refiere al incremento del campo éptico que se produce
debido a la compresion de las ondas que se propagan cuando la luz es ralentizada. Al combinar
ambos efectos, el tiempo de interaccion luz-materia mas largo y el incremento de la
intensidad de la onda, cabe esperar un aumento significativo de la sensibilidad del sensor
debido a la mayor interaccién del campo éptico con las sustancias/analitos objetivo.

12
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Vg-lenta

—_—

Vg-wg > Vg-lenta

Figura 1.7. Representacion del concepto del fendmeno de onda lenta en una
estructura periddica 1D. La velocidad de la onda se reduce y su amplitud aumenta,
mejorando la interaccién luz-materia.

En el campo de la biodeteccidn, la posibilidad de obtener bajos valores de velocidad de
grupo es uno de los aspectos mas atractivos de las estructuras que poseen periodicidad en la
direccion de propagacion de la luz. Sin embargo, la mayor interaccion entre la energia
electromagnética del modo guiado y la propia estructura aumenta tanto la eficiencia de la
deteccion biomolecular como la eficiencia de los efectos negativos que se producen en la
propia estructura, tales como calentamiento, absorcién del material, imperfecciones en el
proceso de fabricacion, etc. Uno de los efectos negativos de mas relevancia en el desarrollo
de estructuras de onda lenta es el aumento de pérdidas de propagacién por rugosidad, ya
que este defecto provoca la radiacidén de energia hacia el medio exterior. Por tanto, para
disminuir las pérdidas de propagacion en las estructuras de band gap fotdnico, se requiere una
fabricacion de gran precision que permita minimizar las imperfecciones generadas en las guias
de onda. Una de las formas de conseguir una mayor precisidon en la fabricacién es utilizando
disefos lo mas sencillos posibles, en los que las limitaciones del proceso de fabricacidon
disponible no sean tan problematicas [GARC-08].

El principio de transduccion de las estructuras de band gap foténico se describe
esquemadticamente en la Figura 1.8, considerando una estructura periédica 1D vy
particularizando en la deteccion de miRNAs. La respuesta de deteccion depende de las
variaciones de indice de refraccion originadas en la superficie de la estructura de band gap
fotonico. De manera que, el bioreconocimiento del miRNA mediante la hibridacién con su
hebra complementaria, previamente inmovilizada sobre la superficie del sensor, origina un
cambio en el indice de refraccidn y, en consecuencia, el PBG es desplazado espectralmente.
Este desplazamiento, tipico de los eventos de deteccion [MOR-95, SRI-08, ERI-03], esta
representado en la Figura 1.8.b) y su cuantificacion es proporcional a la concentracién del
miRNA objetivo detectado.
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Figura 1.8. Descripcion esquematica del principio de transduccion de estructuras de
band gap fotdnico 1D en la deteccidon de miRNAs: al) Espectro de transmision antes de
la interaccidon biomolecular; a2) Espectro de transmisién después de la interaccién
biomolecular, la cual origina un desplazamiento espectral del PBG; c) Desplazamiento
experimentado por el PBG tras la detecciéon de miRNAs.

1.4. Fotodnica de silicio

El incesante interés por sustituir componentes voluminosos por dispositivos integrados
ha impulsado la tecnologia nanofoténica, convirtiéndola en la alternativa éptica a los
dispositivos microelectrénicos actuales. Mientras que las bandas conductoras se utilizan para
guiar los electrones en dispositivos electrénicos, los materiales semiconductores se utilizan
principalmente para crear estructuras oépticas y formar circuitos fotdnicos. El silicio (y sus
derivados) es el material mas utilizado para la fabricacidon de estructuras fotdnicas integradas
debido a su compatibilidad con los procesos de fabricacion CMOS de la industria
microelectrdnica. Este hecho ha llevado a la creacion de la plataforma de tecnologia fotdnica
de silicio. Desde que surgid la tecnologia de semiconductores en los afos 50, el silicio se ha
empleado como material principal para desarrollar pequefas estructuras funcionales
microelectrdnicas. El enorme progreso en la fabricacién de herramientas en el ambito de la
tecnologia de semiconductores durante estos afios ha posibilitado fabricar estructuras
nanométricas utilizando equipos litograficos, los cuales han demostrado ser herramientas
perfectamente Utiles para la creacién de estructuras nanofotdnicas.

Aunque la mayor parte del trabajo realizado con la tecnologia de fotdnica de silicio ha
ido dirigido al desarrollo de dispositivos en aplicaciones donde el cuello de botella electrénico
es un problema (por ejemplo, comunicaciones, interconexiones o procesado de la sefal), esta
tecnologia estda demostrando ser muy Util también para propdsitos de biodeteccidn. Los
dispositivos biosensores fotdnicos integrados en silicio han demostrado ofrecer muchas
ventajas en comparacion con otras tecnologias de deteccion, como alta sensibilidad, bajo
limite de deteccidn, deteccion label-free o alto nivel de multiplexacion.

La implementacidn mas comun de la fotdnica de silicio es la tecnologia SOI (Silicon On
Insulator) y es la que se ha empleado para el desarrollo de las estructuras de deteccidn
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utilizadas en esta Tesis Doctoral. Como muestra la Figura 1.9, una oblea SOI consiste en una
capa delgada de silicio (de espesor entre 200 y 250 nm) depositada sobre una capa de dxido de
silicio (SiO,) de espesor en torno a 1-3 um; estas dos capas se crean sobre un substrato de
silicio de espesor mucho mayor (alrededor de 700 um) que proporciona estabilidad mecanica.
Debido al alto contraste de indices de refraccién (a una longitud de onda de 1550 nm) entre el
revestimiento inferior de SiO, (~1,45), la capa superior de silicio (~3,45) y el revestimiento
superior de aire (1), la luz estd muy confinada en la direccion vertical dentro de la capa
superior de silicio, la cual se utiliza para crear las estructuras fotdénicas. El confinamiento
horizontal se logra grabando dos zanjas de aire en el silicio, como muestra el recuadro de la
Figura 1.9, definiendo asi una guia de ondas éptica donde la luz estard completamente
confinada (es decir, vertical y horizontalmente), como se puede apreciar en la Figura 1.10.
Dependiendo de las dimensiones del nucleo de la guia de ondas, se excitardn uno o varios
modos dentro de ella; en general, se buscan las dimensiones adecuadas para obtener una guia
de ondas monomodo con el fin de evitar interferencias entre modos propagados
(normalmente se utilizan anchos en el rango de 500 nm). Ademas, en las guias monomodo
aparece un campo evanescente mayor debido a que sus dimensiones son mds pequeias,
siendo favorable para el desarrollo de biosensores fotdnicos integrados. Por otro lado, una
reduccion del tamafio del nicleo tiene como contrapartida un aumento en las pérdidas de
propagacion y radiacion. Esta es la razén por la que las secciones multimodo y monomodo se
suelen combinar para el desarrollo de circuitos fotdnicos integrados (secciones multimodo
para la distribucion de la sefial y secciones monomodo para la implementacién de procesado
Optico o funciones de deteccién).

Estructuras

Silicio

Si02

Silicio

Si guia de ondas

Substrato

Oblea SOI

Figura 1.9. Distribucion de las capas de una oblea SOI. El recuadro muestra
esquematicamente una guia de ondas SOI.
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Figura 1.10. Representacion esquematica del confinamiento de la luz en una guia de
ondas SOI, debido al alto contraste de indices de refraccion.

Otra consecuencia de la reduccién de tamano de las estructuras fotdnicas SOl es el
alto nivel de integracion de estructuras y componentes en un solo chip. Por tanto, los
dispositivos basados en tecnologia nanofoténica permiten la inclusion de multiples
estructuras pasivas y activas en un unico chip, abriendo asi camino para realizar un completo
procesado de la sefial y sustituir en un futuro los voluminosos equipos eléctricos por
dispositivos épticos integrados. Para el caso de los dispositivos biosensores fotdnicos, esta
reduccion de tamaio permite la integracidon de un gran niimero de estructuras de deteccién
en un solo chip, ofreciendo asi la posibilidad de proporcionar deteccion multiplexada para el
cribado simultaneo de varios analitos objetivo en un solo andlisis. Por ejemplo, asumiendo un
tamafio de estructura de deteccién del orden de 100 pm?, se podrian integrar idealmente
hasta 10.000 sensores en un chip de tan solo 1 mm? de tamafio. Ademas, estas pequefias
dimensiones también supondran una mejora de la sensibilidad de las estructuras de detecciodn,
ya que cuanto menor sea el footprint, menor cantidad de moléculas serdn necesarias para
llevar a cabo la deteccién.

Finalmente, la integracién de una gran cantidad de sensores en un solo chip,
combinada con el coste relativamente reducido y la facilidad de fabricacién masiva de la
tecnologia CMOS, también permitiria una reduccién significativa del coste por chip y por
ensayo. La fabricacién de chips de deteccién de bajo coste es ampliamente demandada en
numerosas aplicaciones, como en el diagndstico médico, donde el uso de chips desechables es
practicamente obligatorio para evitar problemas como la contaminacidn cruzada. Ademas,
otros campos como el control ambiental también se beneficiarian del uso de chips
desechables, como por ejemplo para la realizacion de campafas masivas de monitoreo de
control de calidad ambiental del agua o el aire.

1.5. Objetivos y metodologia de la Tesis Doctoral

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral consiste en proponer y validar
dispositivos biosensores de alta sensibilidad para la deteccion de oligonucledtidos y, mas
concretamente, biomarcadores miRNA con aplicacién en el diagndstico precoz de cancer. Para
lograr este objetivo ha sido necesario el desempefio de otras tareas como el desarrollo de
estructuras fotdnicas de deteccidn, la integracidn de éstas en un chip fotdnico, la inclusion de
una capa bioldgica de reconocimiento molecular sobre su superficie, la optimizacion de un
sistema fluidico experimental y la interrogacién éptica mediante técnicas espectrales. Los
objetivos especificos considerados para llevar a cabo estas tareas son los siguientes:
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1.

Desarrollo de transductores fotonicos de elevada sensibilidad

La investigacién se inicid con el estudio de las estructuras fotdnicas de campo
evanescente tradicionales y, mas tarde, se focalizd en el estudio de las estructuras de band
gap foténico. Teniendo en cuenta las propiedades dpticas de este tipo de estructuras
periddicas, entre ellas el fendmeno de onda lenta que origina una mayor interaccion luz-
materia, se propuso el disefio de cinco configuraciones de estructuras de deteccion de
band gap fotdnico 1D. Estas configuraciones estdn basadas principalmente en la
incorporacion periddica de elementos transversales y/o cavidades rectangulares sobre una
guia de onda monomodo de silicio de anchura w=460 nm y de altura h=220 nm. Mediante
una metodologia basada en un bucle disefio-fabricacién-caracterizaciéon experimental se
determinaron los parametros mas importantes que influyen en el comportamiento dptico
de estas estructuras de deteccidn y se seleccionaron las configuraciones éptimas en base a
los siguientes criterios:

e Localizacion del borde del PBG a una longitud de onda aproximadamente de 1550
nm en un entorno acuoso, siendo éste abrupto y claramente definido en el
espectro de transmisién.

e Transmisién espectral plana en la banda de paso y una gran relacién de extincién
del PBG.

e Alta sensibilidad ante variaciones de indice de refraccién.

Integracion de las estructuras de deteccion de band gap foténico en un chip

Mediante el uso de herramientas de disefio de circuitos fotdnicos integrados, varias
estructuras de deteccién de band gap fotdénico fueron incluidas en un chip atendiendo a
los requerimientos de la plataforma de interrogacién opto-fluidica utilizada. Para ello se
considerd una distancia adecuada entre los accesos de entrada y salida del chip
garantizando un espacio suficiente en el que colocar el canal microfluidico sobre las
estructuras de band gap fotdnico. Asimismo, para acoplar la luz simultdneamente en los
accesos de entrada y recogerla en los accesos de salida también de manera simultanea, se
dispusieron grating couplers (GCs) estratégicamente. Ademas, las estructuras de band gap
fotdnico fueron incluidas guardando una separacidn suficiente entre ellas que permitiera
su biofuncionalizacién con distintas sondas y, por tanto, posibilitara la deteccidn multi-
analito.

El disefio del chip foténico ha comprendido un constante proceso de optimizacion a lo
largo del cual se han ido incluyendo nuevos elementos (por ejemplo acopladores de
interferencia multimodal (MMls, Multi-Mode Interference)) e introduciendo pequefias
modificaciones. Finalmente, gracias a un revestimiento superior de SiO,, se han obtenido
chips fotdnicos robustos y reutilizables.

Estudio de la biodisponibilidad de las sondas inmovilizadas sobre las estructuras de band
gap foténico

La biofuncionalizacidon de los chips fotdnicos se realizé con el fin de proporcionar la
especificidad requerida a las estructuras de band gap fotdnico. Esta se consiguié uniendo
los receptores bioldgicos adecuados a la superficie de las estructuras mediante un proceso
de modificacion quimica. La selectividad es crucial para determinar la presencia de los
analitos. Por tanto, un protocolo fiable de modificacion quimica de la superficie que
favorezca la hibridacidon de las sondas es esencial y debe cumplir algunas restricciones
como la biocompatibilidad con la superficie y la estabilidad a lo largo del tiempo.
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En este trabajo se han utilizado exitosamente dos esquemas distintos de
inmovilizacién asistida por luz ultravioleta (UV) para lograr una biofuncionalizacién
espacialmente selectiva del chip fotdnico, confiriéndole a éste versatilidad. Estos
esquemas de inmovilizacidn, Thiol-ene coupling (TEC) y Light Asssisted Molecular
Immobilization (LAMI), permiten que solo aquellas areas expuestas a la luz UV se
biofuncionalicen, lo que conduce a una selectividad espacial muy alta y a la posibilidad de
lograr spots extremadamente pequeios.

Implementacién de un sistema de suministro microfluidico

Optimizar el flujo de la muestra objetivo sobre las estructuras de deteccién es una
manera eficiente de mejorar el limite de deteccion del dispositivo. Las moléculas fluidas
gue no interactian con las estructuras de sensado no contribuyen a la deteccién y, por
tanto, se desperdician.

En este trabajo se ha hecho uso de tres tipos diferentes de celdas microfluidicas, lo que
ha permitido analizar distintos materiales, formas y dimensiones del canal microfluidico y
abordar algunos problemas como la aparicion de microburbujas o el ruido generado en la
sefial originado por la falta de hermeticidad en el ensamblaje del chip fotdnico con la celda
microfluidica. Ademds de tener en cuenta estas consideraciones, también se contempld la
posibilidad de reutilizar las celdas microfluidicas, motivo por el que una de ellas fue
descartada y no ha sido descrita en este trabajo. Tras un proceso experimental de
optimizacion, se calculé que la maxima velocidad de flujo que garantizaba que éste fuera
laminar es 25 pl/min.

Validacidn de la plataforma de deteccidon de oligonucleétidos

Una vez desarrollados los elementos anteriores se procedié a validar la plataforma que
los comprende (transductor foténico, capa de reconocimiento biomolecular y sistema de
suministro microfluidico) haciendo uso de un sistema de lectura espectral. El objetivo
consistid en detectar oligonucledtidos y, mas concretamente biomarcadores de cancer
miRNA. La capacidad biosensora de las estructuras de band gap fotdnico se demostrd a
través de varios experimentos en los que se detectd oligonucledtidos y biomarcadores de
cancer miRNAs con extremada sensibilidad.

Estudio experimental del cambio conformacional de sondas molecular beacon (MB)

Se ha estudiado experimentalmente cdmo el cambio conformacional de las sondas MB
tras su hibridacién con su oligonucleétido complementario puede ser utilizado para
desplazar una particula/molécula unida a una de las terminaciones del propio MB. En este
trabajo, la molécula empleada ha sido estreptavidina, de forma que se ha podido observar
cémo cambia la interaccién de ésta con la onda evanescente en funcién de esos cambios
conformacionales. El objetivo es que este fendmeno pueda ser utilizado para amplificar la
sefial de deteccidn dptica en situaciones en las que la concentracién del analito objetivo
sea muy reducida.

Desarrollo de un protocolo de regeneracién en linea

Pese a que en las aplicaciones de diagnéstico médico se requieren chips desechables
para evitar la contaminacién cruzada y reducir el riesgo de resultados erréneos, la
reutilizacion de los biosensores resulta de gran utilidad durante el proceso de optimizacion
y desarrollo. Este precisa de la realizacién de numerosos experimentos y disponer de stock
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de chip fotdnicos resulta una tarea complicada. Con el objetivo de reutilizar los chips y
reducir tanto el tiempo experimental precisado como el coste que conlleva la utilizacién de
materiales y reactivos, se desarrollé un protocolo de regeneracién en linea. Este ofrece la
posibilidad de realizar reiterados experimentos de deteccién de oligonucleétidos sin
necesidad de desensamblar el chip fotdnico de la celda microfluidica, permitiendo a su vez
reducir la variacion entre las medidas obtenidas entre diferentes experimentos.

1.6. Marco de la Tesis Doctoral

El trabajo que ha dado lugar a esta Tesis Doctoral ha sido desarrollado en el seno del
Centro de Tecnologia Nanofotdnica de Valencia (NTC, Nanophotonics Technology Center) de
la Universitat Politécnica de Valencia (UPV), dentro de la linea de investigacidon de biofotdnica.
El NTC cuenta con instalaciones de ultima generacién y personal altamente cualificado para la
fabricacion de circuitos fotdnicos integrados en tecnologia de silicio, conviertiéndolo en uno
de los mejores centros de investigacion en su campo. Ademas, el NTC también dispone de
laboratorios ampliamente equipados para la demostracidon experimental de los dispositivos
fotdnicos propuestos en esta Tesis Doctoral.

El trabajo de esta Tesis Doctoral ha estado enmarcado en el desarrollo del proyecto
europeo SAPHELY (Self-amplified photonic biosensing platform for microRNA-based early
diagnosis of diseases, H2020-1CT-644242), financiado por el programa Horizon 2020 de la
Union Europea [SAP-15]. El proyecto SAPHELY se centra en el desarrollo y la validacion
preclinica de un dispositivo de analisis POC minimamente invasivo, basado en tecnologia
nanofotdnica, para su aplicacion en el diagndstico precoz de enfermedades, con especial
atencién al cédncer. Su objetivo consiste en el diagndstico de la enfermedad mediante la
deteccidon rapida (<5 minutos), ultrasensible (sub-pM) y label-free de biomarcadores miRNA
utilizando un pequefio volumen de sangre (<100 pL). El coste previsto de este dispositivo POC
se estima en menos de 3000 euros, favoreciendo significativamente la implementacion de
programas de cribado masivo, con el consiguiente impacto en el manejo clinico. Esto
supondria una reduccién de los costes de los tratamientos y un aumento de las tasas de
supervivencia. Por otro lado, la reduccidon del coste, tamafio y peso requerida para
implementar un dispositivo POC portatil asequible se prevé lograrla mediante el uso de un
novedoso método de interrogacidon de estructuras de band gap fotdénico donde solo es
necesario medir la potencia a la salida [CAS-11, CAS-12]. Esta técnica, patentada por la UPV
(P/2009/01748), evitara el uso de espectrometros y laseres sintonizables costosos,
voluminosos y pesados.

A continuacion se mencionan las principales tareas desempefiadas por algunos de los
partners del proyecto SAPHELY cuya realizacion ha sido vital para el desarrollo de este trabajo
de Tesis Doctoral:

e Fundaciéon de Investigacion Clinica Instituto Valenciano de Oncologia (IVO).
Determinacion de biomarcadores de cancer miRNA especificos, principalmente de los
siguientes tipos de cancer: mama, prostata, pulmdn y colorectal.

e University of East Anglia (UEA). Desarrollo de las configuraciones optimas de las
sondas MB para la deteccion de los biomarcadores de cancer miRNA seleccionados.

e Seiial y Medida en Quimica (SYM) de la UPV; grupo del Instituto Interuniversitario de
Investigacion de Reconocimiento Molecular y Desarrollo Tecnolégico (IDM) de la UPV y
la Universidad de Valencia. Desarrollo e implementacidn del proceso de
biofuncionalizacion TEC sobre las estructuras de band gap fotdénico.
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Aalborg University (AAU). Desarrollo e implementacion del proceso de
biofuncionalizacién LAMI sobre las estructuras de band gap fotdnico.

Microfluidic ChipShop GmbH (MFCS). Desarrollo de una celda microfluidica de
polimetilmetacrilato (PMMA) con un canal elaborado con un adhesivo de doble cara.
Esta celda fue descartada porque el pegamento dificultaba su reutilizacidn.

microTEC Gesellschaft fiir Mikrotechnologie mbH (microTEC). Desarrollo de la celda
microfluidica que serd descrita en el punto 4.1.3.

EV Group (EVG). Adaptacion de la fabricacion de los chips foténicos a la tecnologia NIL.

Asimismo, la participacidon y colaboracién con otros proyectos relacionados con el

desarrollo de biosensores fotdnicos ha contribuido a la realizaciéon de este trabajo de Tesis
Doctoral:

PHOCNOSIS (Advanced nanophotonic point-of-care analysis device for fast and early
diagnosis of cardiovascular diseases, H2020-PHC-634013) [PHO-15]. Proyecto
financiado por el programa Horizon 2020 de la Unidn Europea y cuyo principal objetivo
es el desarrollo de un dispositivo POC extremadamente sensible, compacto y de bajo
coste que combine tecnologias nanofotdnicas y microfluidicas para un diagndstico
precoz y no invasivo de enfermedades cardiovasculares.

OPTONANOSENS (Detection of toxins and pathogenic agents using nanometric optical
biosensors for CBN threats, TEC2015-63838-C3-1-R). Proyecto financiado por el
Ministerio de Economia y Competitividad y cuyo principal objetivo es el desarrollo de
dispositivos de andlisis basados en tecnologia fotdnica que permitan la rapida y eficaz
identificaciéon de una amenaza bioldgica en caso de ataque NBQ o pandemia bioldgica.

1.7. Estructura de la Tesis Doctoral

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral para la consecucion de los objetivos

indicados en el punto 1.5. se ha estructurado en esta memoria de la siguiente manera:

En el capitulo 1 se ofrece una visién general del marco en el que se incluye el
contenido de la Tesis Doctoral con especial énfasis en dar a conocer la necesidad del
desarrollo de dispositivos biosensores fotdnicos integrados para el diagndstico médico
mediante la deteccién de miRNAs. Para ello se define qué es un biosensor, se
presentan las principales caracteristicas de los biosensores y se particulariza en los
biosensores dpticos integrados de campo evanescente basados en band gap fotdnico
utilizando la plataforma SOIl. Ademas, en este capitulo se describe tanto la estructura
de la Tesis Doctoral como sus objetivos.

En capitulo 2 se proponen cinco configuraciones de estructuras de band gap fotdnico,
cuyos parametros son optimizados hacia la consecucion de configuraciones dptimas
qgue proporcionen altas sensibilidades y que tanto la forma como la localizacion del
PBG cumplan una serie de requisitos, establecidos en base a unos criterios de
fabricacidon y caracterizacion experimental. Se adopta una metodologia en bucle
disefo-fabricacidon-caracterizacion experimental que permite alcanzar el objetivo 1
descrito en el punto 1.5.

En el capitulo 3 se presenta un concepto de biosensor basado en la combinacién de
estructuras de band gap fotdnico y sondas de acidos nucleidos en configuracidn stem-
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loop inmovilizadas sobre su superficie. Estas sondas han sido disefiadas y optimizadas
especificamente para la deteccion de miRNAs y su efectiva capacidad de
reconocimiento es demostrada a lo largo del capitulo con reproducibilidad vy
exhibiendo extremada sensibilidad. Para ello se ha disefiado un chip donde se han
incluido varias estructuras de band gap fotdnico y se ha desarrollado un sistema de
suministro microfluidico. Por tanto, en este capitulo se aborda la consecucién de los
objetivos 2, 3, 4 y 5 descritos en el punto 1.5.

= En el capitulo 4 se realiza un estudio experimental para saber cdmo el cambio
conformacional de las sondas MB, originado por su hibridacién con oligonucleétidos,
influye en la interaccién de la onda evanescente-complejo receptor-analito y, por
consiguiente, en la respuesta de deteccién. El MB es marcado con estreptavidina y su
cambio conformacional promovera el desplazamiento de esta molécula desde la
superficie de la estructura de band gap fotdnico, provocando una variacion
cuantificable en la respuesta de deteccién. En este capitulo se aborda la consecucion
de los objetivos descritos en el punto 1.5.: 2, 3, 4 y 5, como parte del proceso de
optimizacion del biosensor, y el objetivo 6 de manera particular.

= En el capitulo 5 se detalla la optimizacién llevada a cabo en el disefio y fabricacién del
chip fotdnico, la cual es dirigida hacia la consecucién de un chip robusto, como
requerimiento propio de un biosensor. La eficacia de este proceso de optimizacién es
analizada mediante la efectiva deteccion de biomarcadores de cdncer miRNA
utilizando tanto la técnica de biofuncionalizacion LAMI como TEC. Finalmente se
describe la deshibridacion en linea de oligonucledtidos mediante un método de
regeneracién quimica en la que la formamida es el agente desnaturalizante de
ADN/ARN, posibilitando la reutilizacion del chip fotdnico. En este capitulo se aborda la
consecucién de los objetivos descritos en el punto 1.5.: 2, 3, 4 y 5, como parte del
proceso de optimizacion del biosensor, y el objetivo 7 de manera particular.

= En el capitulo 6 se presentan tanto las conclusiones como las lineas futuras mds
importantes derivadas del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral.

Adicionalmente se incluye una serie de listados:

=  Contribuciones originales a las que ha dado lugar este trabajo de Tesis Doctoral.

= Referencias bibliograficas consultadas durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral.
=  Figuras incluidas en esta memoria.

= Tablas incluidas en esta memoria.

Por utimo, el anexo A describe un andlisis mas detallado de los resultados de

simulacidn obtenidos durante la fase de optimizacién de las estructuras de band gap fotdnico.
Con su inclusidn se pretende completar el estudio realizado en el capitulo 2.
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experimental de sensores de band gap foténico

Capitulo 2 Diseiio, fabricacion y caracterizacion experimental
de sensores de band gap fotonico

2.1. Criterios de diseno

El disefio y optimizacidn de diferentes configuraciones de estructuras de deteccion de

band gap fotdnico se lleva a cabo en base a la consecucién de los siguientes objetivos:

Estructuras que proporcionen un borde de PBG a una longitud de onda
aproximadamente de 1550 nm en un entorno acuoso cuyo indice de refraccién es
similar al del buffer que, a posteriori, serd empleado durante los experimentos de
deteccién de oligonucledtidos. Esa longitud de onda de 1550 nm queda dentro del
rango donde opera el equipo de interrogacion disponible en el laboratorio.

Estructuras cuyo borde de PBG sea abrupto y esté claramente definido en su espectro
de transmisidn y que, a su vez, proporcionen una gran relacion de extincién del PBG y
una transmisién plana en su banda de paso. El hecho de obtener una banda de
transmisién plana se requiere de cara a la interrogacién dptica de las estructuras
mediante la técnica de deteccidén de bajo coste propuesta en el proyecto SAPHELY. En
ella el desplazamiento del PBG se mide indirectamente excitando las estructuras de
deteccion con una fuente de banda ancha y midiendo la potencia a su salida usando un
fotodetector. Dicha potencia vendra determinada por el solapamiento entre las
respuestas de la fuente y del biosensor, proporcionando de manera continua y directa
la respuesta de deteccion [CAS-11, CAS-12].

Estructuras que proporcionen alta sensibilidad con objeto de posibilitar la deteccion de
bajas concentraciones de oligonucledtidos.

Para evitar las posibles consecuencias derivadas de las limitaciones propias del proceso

de fabricacidn y/o desviaciones en las dimensiones de las estructuras de band gap foténico
fabricadas, se toman en cuenta una serie de restricciones/consideraciones:

Para obtener el PBG deseado en la direccion de propagacién de la luz, la configuracién
de estructuras 2D requiere fabricar varios periodos transversales de agujeros,
conduciendo a tamanos transversales superiores a 10 um. Por el contrario, las
estructuras periddicas 1D tan solo requieren anchos transversales del orden de 1-2
pum. Por tanto, para reducir el tamaio y la complejidad de las estructuras de band gap
fotdnico, solo se toman bajo consideracién estructuras periddicas 1D en la direccion
de propagacién de luz, lo que permitira reducir el footprint casi un orden de magnitud.
La fabricacién de las estructuras de band gap fotdnico se llevard a cabo mediante
litografia de haz de electrones (EBL, e-beam lithography), resina negativa y escritura
directa. Este proceso de fabricacién no solo permite reducir los tiempos de exposicién
sino que consigue una menor rugosidad de las paredes laterales de las guias, la cual es
la principal causa de las pérdidas de propagacién en las mismas. Sin embargo, no es
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6ptima para la definicion de elementos circulares o curvos. Por este motivo solo se
considera la inclusidn de elementos rectos en la configuracion de las estructuras.

e Se establece un limite de 100 nm para la dimensidon minima a considerar en el disefio
de las estructuras de band gap fotdnico. Con esta medida se pretenden evitar
problemas en el proceso litografico por falta de resolucidn, tales como interrupcién de
la periodicidad y variacidn de la forma en la guia de onda.

Desde el punto de vista del disefiador, ademas de la implementacién fisica de la
estructura de band gap fotdnico, también es necesario considerar el coste computacional
requerido para simular las estructuras durante la fase de disefio. Como sera descrito en el
punto 2.3., se realizaran simulaciones basadas en métodos comiUnmente usados para la
simulacién de estructuras épticas: Plane Wave Expansion (PWE) y Finite-Difference Time-
Domain (FDTD), cuyo coste computacional depende principalmente del tamano de la regién de
simulacién. Por tanto, estructuras periddicas 1D con un footprint mas pequefio reduciran
significativamente el tiempo de calculo.

2.2. Configuraciones de estructuras de band gap fotonico estudiadas

Una vez establecidos los criterios de disefio de las estructuras de band gap fotdnico,
las configuraciones periddicas bajo estudio estan representadas en la Figura 2.1.

N\
S

Corrugated waveguide Inverse corrugated waveguide 1D slot waveguide
(corr3D) (corr3Dinv) (corr3Dslot)

e_hole

1D holes waveguide 1D corrugated and holes waveguide
(1Dsquareholes3D) (corr+squareholes3D)

Figura 2.1. Estructuras de band gap fotdnico estudiadas tedricamente. Para cada
configuracion se indica el nombre y el alias utilizado para su denominacion.

Estas configuraciones estan basadas principalmente en la incorporacion periddica de
elementos transversales y/o cavidades rectangulares sobre una guia de onda monomodo de
silicio de anchura w=460 nm y de altura h=220 nm. Para todas ellas el periodo ha sido definido
como a.
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e corr3D: Estructura creada insertando periédicamente elementos transversales de
corrugacién en la direccién de propagacion de la luz y, por tanto, a lo largo de la guia
de onda monomodo. Los parametros we y wi denotan la longitud y anchura de cada
corrugacioén respectivamente.

e corr3Dinv: Estructura creada disminuyendo periddicamente la anchura de la guia de

onda monomodo desde w hasta we sobre un cierto ancho dado por wi (tamafio en la

direccion de propagacion).

corr3Dslot: Estructura creada insertando periddicamente slots de aire de tamafio wi

(tamafio en la direccién de propagacién) en una guia de onda monomodo con anchura

we (anchura transversal de los elementos dieléctricos).

e 1Dsquareholes3D: Estructura creada insertando periddicamente cavidades
rectangulares de tamafio wi (tamafio en la direccidon de propagacién) y anchura we
(anchura transversal de las cavidades) en una guia de onda monomodo.

e corr+squareholes3D: Esta estructura es una combinacion de las anteriores
configuraciones corr3D y 1Dsquareholes3D. Los parametros que describen los
elementos transversales de corrugacién y las cavidades rectangulares se identifican
como wi_corr, we_corr y wi_hole, we_hole respectivamente. En esta configuracion el
centro de las corrugaciones coincide con el centro de las cavidades rectangulares.

Cabe considerar que las estructuras se crean en una capa de silicio con un espesor de
220 nm sobre un revestimiento inferior de SiO,, cuyo indice de refraccidn es mas bajo. Esta
configuracién SOl es la que se utiliza habitualmente en el NTC.

2.3. Optimizacion paramétrica del diseiio

El plan de disefio para determinar los parametros 6ptimos de cada una de las
estructuras de band gap fotdnico comprende dos fases de simulacidon. En primer lugar,
mediante simulaciones PWE, se determina la posicién del/los PBG/s proporcionados por cada
una de las estructuras. El dimensionado de cada una de ellas consiste en el escaneo de los
pardmetros a, wi y we para las configuraciones corr3D, corr3Dinv, corr3slot y 1Dsquareholes3D
y en el escaneo de los parametros a, wi_corr, we_corr, wi_hole y we_hole para las
configuraciones corr+squareholes3D. Posteriormente, se llevan a cabo las simulaciones de
FDTD para obtener la respuesta espectral en transmisidn de aquellas configuraciones que
tienen alguno de sus bordes del PBG ubicados alrededor de 1550 nm.

Dado que se empleard la tecnologia SOI para la fabricacion de las estructuras de band
gap fotdnico, los indices de refraccidn de los materiales son inicialmente definidos para ambas
fases de simulacién. Se considera un indice de refracciéon de ng=3,477 para el silicio y de
Nsio2=1,444 para el revestimiento inferior de SiO,. Asimismo, inicialmente se considera la
presencia de una disolucién acuosa sobre la superficie de las estructuras, determinada por el
indice de refraccidon n,,=1,333, y mds tarde un revestimiento superior de SiO,, cuyas
simulaciones permiten determinar la sensibilidad proporcionada por cada configuracién. El
rango espectral bajo andlisis es muy concreto, alrededor de 1550 nm, por lo que no se
consideran posibles variaciones en el valor de los indices de refraccidn de los materiales
ocasionados por su dispersidon cromatica.
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2.3.1. Cdlculo del diagrama de bandas

La primera etapa de disefio de los sensores es abordada mediante la realizacién de
numerosas simulaciones dirigidas al calculo de los diagramas de bandas de las estructuras de
band gap fotdnico.

Un diagrama de bandas, también llamado relacién de dispersién, es una
representacién 2D o 3D de las frecuencias o energias de los modos permitidos en una
estructura en funcién del vector de onda. Para el caso de una estructura periddica, el diagrama
de bandas se repite con periodo G,=2m/a (siendo a el periodo). Por tanto, basta con
representar los vectores de onda en la zona de Brillouin, cuya regidn espacial es —G,/2<k<G,/2
(-m/2<k<m/2). Dada la naturaleza 1D de las estructuras bajo estudio, dicha region es reducida
simplemente a los vectores de onda en la direccidon de propagacién de la luz. Mediante la
representacién de los diagramas de bandas, es posible identificar los intervalos de frecuencias
para los que no existe ningun modo de propagacion independientemente de la direccidn de
incidencia, es decir, el rango de frecuencias en el que la luz no se propaga y es definido como
PBG.

Los diagramas de bandas de las estructuras de band gap fotdnico, se obtienen
haciendo uso de un software de simulacion gratuito llamado MIT Photonic Bands (MPB). Este
simulador permite obtener los diagramas de bandas de estructuras periédicas, dadas por una
distribucidon dieléctrica, calculando los estados propios existentes en el interior de estas
estructuras con frecuencias definidas por las ecuaciones de Maxwell. Ademas, al determinar la
posicion del borde del PBG cuando el material de revestimiento superior varia, es posible
calcular la sensibilidad ofrecida por la estructura de band gap fotdnico, ya que, como se
comentd en el punto 1.3.1,, es sensible a las variaciones de indice de refraccion.

Para ejecutar la simulacién, es necesario describir la estructura en un script, en el que
se incluyen una serie de instrucciones que definen la distribucidn dieléctrica para la celda
basica, la constante de red para su réplica y los requisitos de simulacion. El software
proporcionara la frecuencia en funcién del vector de onda para cada modo permitido en la
estructura.

En estas simulaciones, se toman bajo consideracion exclusivamente los modos TE, ya
que los PBGs sélo aparecen para esta polarizacion en estructuras periddicas con continuidad
dieléctrica. Ademas, sdlo son analizados los modos con simetria par en la direccién horizontal,
debido a que son los Unicos modos excitados en la estructura periddica procedentes de una
guia de onda monomodo.

La simulacion MPB también genera un archivo grafico que contiene la informacidn del
perfil de la distribucidn dieléctrica creada en la celda unidad. Replicando esta celda unidad
tantos periodos como sean deseados y convirtiendo la informacion grafica procesada en un
archivo .vtk, es posible visualizar la geometria de la estructura simulada mediante el programa
MayaVi. Este software dispone de diversas opciones de visualizacién, lo que permite
inspeccionar diferentes cortes en la estructura, como muestra la Figura 2.2, e incluso
representarla en 3D.
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Figura 2.2. Ejemplos de visualizacion de diferentes planos de corte de una estructura
de band gap fotdnico usando MayaVi.

Finalizada la simulacién, el diagrama de bandas es representado usando un script de
Matlab. A partir de este grafico, serad posible determinar la posicidén del/los PBG/s exhibido/s
por la estructura periddica. Por ejemplo, en el diagrama de bandas representado en la Figura
2.3, se pueden observar dos PBGs: uno entre la primera y la segunda banda guiada (PBG 1) y
otro entre la segunda vy la tercera banda guiada (PBG 2). Hay que tener en cuenta que este
diagrama de bandas representa la longitud de onda de cada modo guiado en lugar de la
frecuencia, por lo que el primer modo serd aquel con una longitud de onda mas alta y el orden
de las bandas aumentara a medida que la longitud de onda disminuya. Asimismo, el gréafico
representa el diagrama de bandas cuando se consideran diferentes materiales sobre la
superficie de la estructura; el color rojo representa un entorno acuoso y el color azul un
revestimiento superior de SiO,. Este sera el procedimiento a partir del que se obtendran los
valores de sensibilidad tedrica ofrecida por cada una de las estructuras de band gap foténico
ante variaciones del indice de refraccién en su superficie.

moﬁdos f'adiatfdos

hacia el substratb

1200 | | | | i i
03 032 034 036 038 04 042 044 046 048 05

Vector de onda (2n/a)

Figura 2.3. Ejemplo de un diagrama de bandas de una estructura de band gap fotdnico
(corr3D), considerando sobre su superficie agua (color rojo) y SiO, (color azul).
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Para determinar la posicién de los PBGs solo han de ser considerados aquellos modos
que estan por encima de la linea de luz del revestimiento inferior de SiO,, es decir, aquellos
modos que estan por encima de la linea negra gruesa representada en la Figura 2.3. Los modos
por debajo de la linea negra no estan confinados en la direccién vertical y se radiardn hacia el
revestimiento inferior de SiO,, por lo que son descartados. No obstante, la siguiente fase de
simulacidn estara focalizada en la comprobacion de que efectivamente las bandas que definen
el PBG se encuentran por encima de la linea de luz del revestimiento inferior de SiO,,
garantizando el confinamiento vertical.

En cuanto al coste computacional se refiere, dependiendo del tamafio de la regién de
simulacidén y del tamafio de la cuadricula utilizado para discretizar la celda unidad, la duracién
de la simulacidn varia. Para la configuracion de simulaciéon utilizada, el tiempo medio
empleado en cada simulacién es de 1 hora. Teniendo en cuenta el escaneo de todos los
pardmetros fisicos llevado a cabo para cada una de las configuraciones estudiadas mediante
un analisis masivo, el nimero de simulaciones asciende a aproximadamente 2000 a lo largo de
3 meses.

2.3.2. Representacion de la respuesta espectral

Una vez seleccionada la configuracién dptima para cada estructura de band gap
fotdnico estudiada, se obtiene su respuesta espectral en transmisidon usando el software de
simulacion CST Microwave Studio (CST). Estas simulaciones permiten inspeccionar las
propiedades del PBG, tales como su forma (si estd claramente definido en el espectro y si es
abrupto) y su relacion de extincion. Ademas, posibilita conocer la posicién del PBG en longitud
de onday los valores tedricos de sensibilidad ofrecidos por cada estructura.

CST es una herramienta computacional muy demandada para el diseiio y optimizacion
de estructuras fotdnicas, ya que entre las ventajas que ofrece destaca su amplio rango
frecuencial de operacion. Tal y como se dijo al inicio de este capitulo, el método numérico
utilizado por CST es FDTD, el cual es recurrentemente usado para el analisis electromagnético
de este tipo de dispositivos. El método FDTD resuelve las ecuaciones de Maxwell en su forma
integral. Por tanto, para poder resolverlas numéricamente, es necesario discretizar el dominio
de calculo, descrito por el problema en cuestién, creando mallas de tamafio adecuado con
objeto de dividir el problema en celdas de mallado. Las ecuaciones de Maxwell se formulan
para cada superficie de malla individualmente. En la definicién de las relaciones entre
tensiones vy flujos, se resuelven integrales que se aproximan a los bordes y superficies de las
celdas de mallado. Por este motivo, los coeficientes resultantes dependen tanto de los
pardmetros promediados del medio como de la resolucion espacial del mallado.

Para las simulaciones se introduce un revestimiento inferior de SiO, cuyos valores de
altura y anchura son 750 nm y 3000 nm respectivamente. Se considera que 750 nm de espesor
es suficiente para que el truncado de la capa de SiO, no influya significativamente en la
propagacion del campo por el silicio de la estructura, permitiendo un considerable ahorro del
coste computacional. El limite superior de la region de simulaciéon esta situado a 750 nm de la
superficie de la estructura de band gap fotdnico. Todas las condiciones de contorno se definen
como perfectly matched layer y se especifica un plano de simetria eléctrico, en el centro de la
guia a lo largo de la direccién de propagacién de la luz, para reducir el tiempo computacional.

La Figura 2.4.a) muestra esquematicamente una estructura de band gap fotdnico
(corr3D) simulada en CST. Asimismo, en la Figura 2.4.b) se puede observar la distribucién del
campo eléctrico (modo TE) a lo largo de la misma. Un corte en el plano de simetria permite
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observar el confinamiento del modo TE en la guia y la propagacion de la luz a lo largo de la
misma, dando lugar a la onda evanescente.

Figura 2.4. a) Ejemplo de una estructura de band gap foténico (corr3D) simulada en
CST. b) Propagacién del modo TE a lo largo de la estructura.

En la Figura 2.5 se puede observar un ejemplo del espectro de transmision
proporcionado por una estructura de band gap fotdnico (corr3D), considerando diferentes
materiales sobre su superficie. El color rojo representa un entorno acuoso y el color azul un
revestimiento superior de SiO,. En este grafico aparecen los dos PBGs determinados
previamente en el diagrama de bandas y mostrados en la Figura 2.3. En él se puede

inspeccionar las caracteristicas del PBG tales como la relacion de extincidn y la forma del borde
del PBG.

Transmision (dB)

-25 ' ; : ' ; ;
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1850
A {(nm)

Figura 2.5. Ejemplo de un espectro de transmision proporcionado por una estructura
de band gap fotdnico (corr3D) mediante simulaciones CST.

Tras numerosas simulaciones, se requiere establecer un compromiso entre la
resolucidn espacial y el coste computacional de cada simulacién. Pese a que el nimero de
celdas difiere para la simulacidon de las diferentes configuraciones bajo estudio, el tiempo
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empleado para cada una de ellas es tan elevado que incluso puede conllevar un par de dias.
Teniendo en cuenta esta limitacion, las dimensiones de cada celda de simulacién son fijadas en
cubos de 10 nm de arista, permitiendo realizar cada simulacién en un tiempo aproximado de 3
horas. Sin embargo, para el completo escaneo de los parametros de las estructuras,
considerando al menos dos entornos de simulacidn diferentes (agua y SiO,), se ha requerido
un tiempo aproximado de 6 meses.

2.3.3. Resultados

En este apartado se establece una comparativa entre los resultados obtenidos durante
las dos fases de simulacion, es decir, mediante las simulaciones en MPB y las simulaciones en
CST. A partir de dicha comparacion es posible determinar las configuraciones éptimas que,
proporcionando elevados valores de sensibilidad, también presentan una buena transmisién,
un PBG con gran relacion de extincién y un borde de PBG abrupto y claramente definido en el
espectro.

Para determinar los parametros que definen las configuraciones dptimas de las
estructuras de band gap fotdnico, bajo el criterio de que su espectro de transmision
proporcione un borde de PBG alrededor de 1550 nm en un entorno acuoso, se realiza un
escaneo de sus parametros. La variacion del periodo permite la sintonizacion del PBG vy, por
tanto, ubicar su borde en la longitud de onda deseada. Por el contrario, la longitud de las
estructuras, comprendida por 50 periodos, no resulta determinante sobre la posicion espectral
del PBG ni sobre la sensibilidad ofrecida por las mismas. Sin embargo, a medida que se
incrementa el niumero de periodos, mayor es la relacién de extincién del PBG. En los siguientes
puntos se indican los valores considerados para cada configuracién de estructura de band gap
foténico estudiada. Dado que el objetivo principal de estas simulaciones es determinar el
comportamiento espectral de las estructuras de band gap fotdnico, no se han considerado las
posibles pérdidas ocasionadas al introducir un revestimiento superior de agua. No obstante,
dichas pérdidas no han resultado ser significativas de cara a cuantificar el desplazamiento del
PBG en los experimentos realizados.

Debido a que el numero de simulaciones realizadas es tremendamente elevado resulta
imposible presentar todos los resultados obtenidos. Por tanto, las Tablas mostradas en los
siguientes puntos recogen los resultados obtenidos en las simulaciones de las estructuras de
band gap fotdnico que proporcionan los mayores valores de sensibilidad. En ellas se indica la
localizacién espectral del PBG (en agua y SiO,), la sensibilidad (Sens.), la relacion de extincion
del PBG (R.E.) y las pérdidas de transmisidon (Pérdidas Transm.). Todos estos resultados son
detallados y representados graficamente en el Anexo A.

2.3.3.1. Corrugated waveguide (corr3D)
Escaneo de parametros:

o avariaen el rango [250 450] nm.

o wi varia en el rango [100 a-d] nm (considerando d=100 nm con objeto de establecer
una distancia minima entre dos elementos transversales consecutivos).

o we=1000, 1500, 2000, 2500 nm.

Tras el analisis de los diagramas de bandas, se puede constatar la presencia de dos PBGs:
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o PBG1: localizado entre la primera y la segunda banda para vectores de onda en el
limite de la zona de Brillouin.

o PBG2: localizado entre la segunda y la tercera banda para vectores de onda dentro de
la zona de Brillouin.

Tabla 2.1. Resultados obtenidos en las simulaciones de las estructuras de band gap
fotdnico (corr3D) que proporcionan mayores valores de sensibilidad.

Diagrama de Bandas Espectro transmision
PBG PBG R.E. Pérdidas
Borde (nm) Sens. (nm) Sens. PBG Borde Transm
PBG H,0 (nm/RIU*) H,0 (nm/RIU) (dB) PBG (dB) :
Sio, Sio,
a 310 PBG 1 1544,9 1563
wi 100 Superian 15544 85,6 15755 112,6 4 Abrupto 0,5
we 1000
2 320 PBG 1 1546,7 1491,1 Poco
i 1 ’ 71,2 ’ 11 ~ ~
x’e 1220 Inferior | 1554,6 ' 1504,4 98 > | abrupto 0,5
a 380
- PBG 2 1558,3 1558,6 " "
wi 120 et 1577.6 173,9 15781 175,7 22 | Abrupto 1
we 1500
a 400 PBG 2 1548,3 1512,4 Muy
wi 100 Inferior | 1571,1 205,4 1534,1 195,5 18 | Lbrupto >
we 2000

*Refractive Index Units

Como se puede observar, los mayores valores de sensibilidad son obtenidos para los
bordes del PBG 2, concretamente para su borde inferior, cuya sensibilidad es 205,4 nm/RIU
seglin el diagrama de bandas. Este y la representacién del espectro de transmision
proporcionados por esta estructura de band gap fotdénico son mostrados en la Figura 2.6.

a) b) | |
- = ]
=400 nm [] E\
|8 :\QD
| c n
0
]
................................. E e
E 15 1
i 1 = i
| : J x ;. .
03 032 034 03 038 04 042 04 046 048 05 /‘ i i i i : ‘
Vector de onda (2r/a) =0 oo 1400 1600 170 w0 w0
A (nm)

Figura 2.6. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisién; proporcionados por
una de las configuraciones dptimas de la estructura corr3D (a=400 nm, wi=100 nm y
we=2000 nm).

El PBG es muy profundo y su borde bastante abrupto. Sin embargo, la banda no
presenta una buena transmision, ya que sufre una pérdida aproximada de 5 dB. Dado que se
trata del borde inferior del PBG, estas pérdidas pueden ser debidas a que el modo no esté
confinado en la direccién vertical y en consecuencia sea radiado hacia el revestimiento inferior
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de SiO,. Por tanto, entre las configuraciones dptimas de la estructura corr3D mostradas en la
Tabla 2.1, también se considera la configuracién cuyo borde superior del PBG 2 estd ubicado
aproximadamente a 1550 nm en un entorno acuoso. Su diagrama de bandas y espectro de
transmisién, a partir del cual se calcula una sensibilidad de 175,7 nm/RIU, aparecen
representados en la Figura 2.7.

Il Il
03 032 034 036 038 04 042 044 048 048 05 i}
Vector de onda (2n/a) e

A (nm)

Figura 2.7. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisidén; proporcionados por
una de las configuraciones dptimas de la estructura corr3D (a=380 nm, wi=120 nm y
we=1500 nm).

El PBG es muy profundo (~22 dB), su borde bastante abrupto y las pérdidas de
transmisién son despreciables. Ademas, los resultados obtenidos a través de ambas
simulaciones (PWE y FDTD) son muy similares.

En ambos espectros de transmision (Figura 2.6.b) y Figura 2.7.b)) se puede apreciar un
rizado moderado en el borde la banda de transmisién debido a las reflexiones producidas en
los interfaces entre la guia de acceso y la guia de la estructura periddica. Este efecto se
produce cuando el acoplo entre ambas guias no es perfecto, lo cual ocasiona que la estructura
de band gap fotdnico se comporte como una cavidad Fabry-Perot, en la que se generan
infinitos pulsos que se combinan para formar el pulso de salida total [GARC-08]. En las Figuras
2.6.b) y 2.7.b) se pueden observar dos consecuencias a medida que nos acercamos al borde de
la banda guiada. La primera es el incremento de la amplitud del rizado debido a la peor
eficiencia de acoplo entre las guias y la segunda es la variacion de la frecuencia del rizado
Fabry-Perot. Dado que la velocidad de grupo es menor a medida que nos acercamos al borde
de la banda, la longitud éptica efectiva de la cavidad aumenta conduciendo a un incremento
proporcional en la frecuencia de rizado.

2.3.3.2. Inverse corrugated waveguide (corr3Dinv)
Escaneo de parametros:

o avariaen el rango [300 500] nm.

o Wwi varia en el rango [100 a-d] nm (considerando d=100 nm con objeto de establecer
una anchura minima del elemento transversal).

o we=100, 250, 400 nm.

Tras el analisis de los diagramas de bandas, se puede constatar la presencia de un
Unico PBG localizado entre la primera y la segunda banda para vectores de onda en el limite de
la zona de Brilloun.
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Tabla 2.2. Resultados obtenidos en las simulaciones de las estructuras de band gap
fotdnico (corr3Dinv) que proporcionan mayores valores de sensibilidad.

Diagrama de Bandas Espectro transmision
PBG PBG R.E. Pérdidas
Borde (nm) Sens. (nm) Sens. PBG Borde Transm
PBG H,0 (nm/RIV) H,0 (nm/RIV) (d8) PBG (dB) ‘
Sio, Sio,
a 500
. . 1560,2 1567 . .
wi 350 Superior 1625,1 584,7 1632,5 590,1 35 Abrupto 8
we 100
a 500
- . 1559,8 1527,5 . Muy .
wi 230 Inferior 1603.6 394,6 1566.6 352,3 28 abrupto 4
we 100
a 470
- . 1555,5 1519,9 " Muy "
Wi 350 Inferior 1596 364,9 1555,7 322,5 14 abiUpto 2
we 250

Como se puede observar, el mayor valor de sensibilidad es obtenido para el borde
superior del PBG: 590,1 nm/RIU segun el espectro de transmision. El diagrama de bandas vy la
representacién del espectro de transmisién proporcionados por esta estructura de band gap
fotdnico son mostrados en la Figura 2.8.

Q
2
=

Transmision (dB)

1200 1

0

1000
03 032 034 03 03 04 042 044 04 048 03

Vector de onda (2n/a) o o e s e o (el o son
A {nm)

Figura 2.8. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmision; proporcionados por la
configuracion 6ptima de la estructura corr3Dinv (a=500 nm, wi=350 nm y we=100 nm).

El PBG es muy profundo y su borde es muy abrupto. Sin embargo, a pesar de que el
rizado en el borde de la banda es despreciable, ésta no presenta una buena transmisién ya que
sufre pérdidas en torno a 8 dB. No obstante, ambas simulaciones (MPB y CST) proporcionan
resultados similares.

2.3.3.3. 1D slot waveguide (corr3Dslot)
Escaneo de parametros:

o avariaen el rango [350 500] nm.

o wi varia en el rango [100 a-d] nm (considerando d=100 nm con objeto de establecer
una anchura minima del elemento transversal).

33




Capitulo 2 Disefio, fabricacién y caracterizacién
experimental de sensores de band gap foténico

o we=250, 400, 450, 700, 1000 nm.

Tras el andlisis de los diagramas de bandas, se puede constatar la presencia de un

Unico PBG localizado entre la primera y la segunda banda para vectores de onda en el limite de
la zona de Brilloun.

Tabla 2.3. Resultados obtenidos en las simulaciones de las estructuras de band gap
fotdnico (corr3Dslot) que proporcionan mayores valores de sensibilidad.

Diagrama de Bandas Espectro transmision
g&*&%ﬁ
N 2] PBG PBG RE Pérdidas

a %%;g d Borde (nm) Sens. (nm) Sens. PBG Borde Transm

(1 PBG H,0 (nm/RIU) H,0 (nm/RIU) (d8) PBG (dB) ‘

Sio, Sio,

a 500

. . 1556,5 1561,9 . Muy .
wi 340 Superior 16207 578,4 1622,3 544,1 30 b 10
we 450
a 200 1559 1528,2 Muy
wi 200 Inferior 1598,7 357,7 1563.9 321,6 32 abrupto 4
we 400
a 480

: . 1591,8 1563 . Muy .
wi 200 Inferior 1625.6 304,5 1593,7 276,6 38 abrupto 6
we 700

Como se puede observar, el mayor valor de sensibilidad es obtenido para el borde
superior del PBG: 578,4 nm/RIU segun el diagrama de bandas. Este y la representacién del
espectro de transmisién proporcionados por esta estructura de band gap fotdnico son
mostrados en la Figura 2.9.

a) b) 0 d=60.393
1 N () i
1600} e EI I~
- + e _—
+ - Z i
£ 2 Wl T V : —
~< 5 Y [— 1),1(1) DIW
E 50_-.'.|' If AN
1200 = V v
[-ss.634]|
,mi
1000 o
03 032 034 036 038 04 042 044 046 048 05
Vector de onda (2n/a) mmm 1100 1200 1300 1400 o0 [Seol{1e23] 10 1750
A (nm)

Figura 2.9. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisidn; proporcionados por la
configuracion éptima de la estructura corr3Dslot (a=500 nm, wi=340 nm y we=450
nm).

El rizado en el borde de la banda es moderado, el PBG es muy profundo y su borde es
considerablemente abrupto. Sin embargo, la banda de transmisién no es muy buena debido a
las pérdidas que sufre (~10 dB). No obstante, los resultados obtenidos con ambas simulaciones
(MPB y CST) presentan una gran similitud.
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2.3.3.4. 1D holes waveguide (1Dsquareholes3D)

Escaneo de parametros:

o
o

avaria en el rango [300 500] nm.
wi varia en el rango [100 a-d] nm (considerando d=100 nm con objeto de establecer
una separaciéon minima entre dos cavidades rectangulares consecutivas).

we=250, 450, 700, 1000 nm.

Tras el andlisis de los diagramas de bandas, se puede constatar la presencia de un
Unico PBG localizado entre la primera y la segunda banda para vectores de onda en el limite de
la zona de Brilloun.

Tabla 2.4. Resultados obtenidos en las simulaciones de las estructuras de band gap
foténico (1Dsquareholes3D) que proporcionan mayores valores de sensibilidad.

Diagrama de Bandas

Espectro transmision

g’ﬁ%’ ' PBG PBG R.E. Pérdidas
i Borde (nm) Sens. (nm) Sens. PBG Borde Transm
PBG H,0 (nm/RIV) H,0 (nm/RIV) (@8) PBG (dB) ‘
Sio, Sio,
a 420 1539,1 1567 M
- . ; ~ uy &
Wi 300 Superior 1566,2 244,1 1632,5 248,6 34 abrupto 6
we 250
a 500 1546,7 1527,5 Muy
wi 230 Inferior 1595,3 437,8 1566,6 403,6 34 abrupto 15
we 250
a 450
- . 1541,2 1519,9 N Muy N
wi 150 Inferior 1572.9 285,6 1555.7 272,1 40 . 4
we 250

mostrados en la Figura 2.10.

Como se puede observar, el mayor valor de sensibilidad es obtenido para el borde
inferior del PBG: 437,8 nm/RIU segun el diagrama de bandas. Este y la representacion del
espectro de transmisién proporcionados por esta estructura de band gap fotdnico son

Transmision (dB)

i
032 034 0

i i
3% 038 04 042 0

Vector de onda (2n/a)

44 046 048 05

1000

|d=44.752|

d=47.462

1100

1200 1300

A (nm)

1522

(Bws) s

Figura 2.10. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisién; proporcionados por la
configuracion éptima de la estructura 1Dsquareholes3D (a=500 nm, wi=230 nm y
we=250 nm).
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dB.

El rizado del borde de la banda es moderado, el PBG es muy profundo y su borde es
muy abrupto. Sin embargo, la banda de transmisién sufre considerables pérdidas en torno a 15

2.3.3.5. 1D corrugated and holes waveguide (corr+squareholes3D)

Escaneo de parametros:

O O O O O

a=350, 400, 450, 500 nm.

wi_corr=100, 150, 200, 250 nm.
we_corr=1000, 1500, 2000 nm.

wi_hole=a-100, a-150, a-200, a-250 nm.
we_hole varia en el rango [100 250] nm.

Tras el analisis de los diagramas de bandas, se puede constatar la presencia de dos PBGs:

o PBG1: localizado entre la primera y la segunda banda para vectores de onda en el
limite de la zona de Brillouin.
o PBG2: localizado entre la segunda vy la tercera banda para vectores de onda dentro de
la zona de Brillouin.
Tabla 2.5. Resultados obtenidos en las simulaciones de las estructuras de band gap
fotdnico (corr+squareholes3D) que proporcionan mayores valores de sensibilidad.
Diagrama de Bandas Espectro transmision
RO
S RO v PBG PBG L
= Z%iéé v R.E. Pérdidas
f%‘ Borde PBG (nm) Sens. (nm) Sens. PBG Borde Transm
L H,0 (nm/RIV) H,0 (nm/RIV) (dB) PBG (dB) )
Sio, Sio,
a 400
wi_corr 200
v Tioor | 12| e | B s || |
wi_hole | 300 : ’ ’ &
we_hole 250
a 500
wi_corr | 100 PBG 1 1549,6 1524,3
wte_corr 1000 Inferior 1613,4 574,8 1573,9 464,9 20 | Abrupto 12
wi_hole 390
we_hole 250
a 450
wicorr | 100 PBG 2 1551,5 1549,1
w.e_corr 1500 St 1586,1 311,7 1584.6 319,8 55 Abrupto 8
wi_hole 310
we_hole 250
a 400
wi_corr 200
= PBG 2 1550,7 1528,2 N Muy N
we_corr | 2000 Inferior | 1578,2 247,7 1554,8 239,6 3 | abrupto 4
wi_hole 100
we_hole 110
a 400
wi_corr 250
we_corr | 2000 PBG 2 1548,81 297,3 153881 | 5010 | ~a0 | MW ~10
: Inferior 581,8 568,9 abrupto
wi_hole 150
we_hole 100

36




Ké/-\*//i\/\ < Capitulo 2 Disefio, fabricacién y caracterizacién

N experimental de sensores de band gap foténico

Como se puede observar, el mayor valor de sensibilidad es obtenido para el borde
inferior del PBG 1: 574,8 nm/RIU segln el diagrama de bandas. Este y la representacién del
espectro de transmisidon proporcionados por esta estructura de band gap fotdnico son
mostrados en la Figura 2.11.
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Transmisién (dB)
N
/F
: : ~ i :
=

. f \
Wy, SV
0 i AR A v
1200 50 o
- *‘"ﬂ'ﬂ% H
60 1-- i 1
1000 : | J‘
03 032 034 036 038 04 042 044 046 048 05 ] ; i
Vector de onda {2r/a) 70mno 1100 1200 1300 1400 15243 1700 1800

A {nm)
Figura 2.11. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisidn; proporcionados por la
configuracion oéptima de la estructura corr+squareholes3D (a=500 nm, wi_corr=100
nm, we_corr=1000 nm, wi_hole=390 nm we_hole=250 nm).

El PBG es profundo y su borde es moderadamente abrupto. Sin embargo, la banda de
transmisioén es bastante estrecha y sufre pérdidas considerables de aproximadamente 12 dB.

Notese que la posicion del borde del PBG y los valores de sensibilidad calculados a
partir de las simulaciones FDTD y PWE para una misma configuracién no siempre guardan la
similitud que cabria esperar idealmente. El coste computacional que requieren las
simulaciones en CST es mas elevado, lo cual supone un handicap, especialmente en el analisis
de estructuras cuyas dimensiones son mayores, ya que “obliga” a establecer un compromiso
entre la precision de simulacién (determinada por el mallado) y el coste computacional. La
diferencia observada entre los valores de sensibilidad calculados considerando ambos
métodos también podria venir determinada por otros factores relacionados con las
caracteristicas de la propia simulacién y la forma en la que se calcula la sensibilidad. Mientras
qgue en MPB se toma el valor exacto donde se encuentra el borde las bandas que definen el
PBG, en CST se toma como valor del borde del PBG el I6bulo ocasionado por el rizado Fabry-
Perot, cuya posicidon no corresponde estrictamente al mencionado borde del PBG. Ademas,
también hay que tener en cuenta que el diagrama de bandas se calcula a partir de un nimero
determinado de k’s y que el resto de forma de la banda se obtiene por interpolacién. Si el
borde del PBG considerado esta precisamente en esa zona de interpolacién de la banda y no
en una k de las calculadas realmente, la ubicacidn de dicho borde puede ser imprecisa.

2.3.4. Conclusiones

A partir de los resultados de simulacion se obtienen valores de sensibilidad que oscilan
desde ~70 nm/RIU (corr3D) hasta ~600 nm/RIU (corrinv3D y corr3Dslot), lo que supone una
significativa mejora de sensibilidad en funcién de la configuracién seleccionada. No obstante,
cabe destacar que el valor maximo de sensibilidad ofrecido por este tipo de estructuras de
band gap fotdénico es aproximadamente un orden de magnitud superior al obtenido usando
otras estructuras de detecciéon. Tal es el caso de los tipicos anillos resonantes, cuya
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sensibilidad ofrecida se encuentra en torno a los ~70-100 nm/RIU [VOS-07]. Sin embargo,
como se describié previamente, la configuracidn dptima no solo es aquella que proporciona
mayores valores de sensibilidad sino la que presenta un PBG abrupto con gran relacién de
extinciéon en una déptima respuesta de transmisiéon. Ademads, es importante tener en cuenta
que aquellas configuraciones que presentan mayor sensibilidad también seran mas sensibles
a posibles desviaciones en la dimension de sus parametros durante el proceso de
fabricacion. En base a esta serie de criterios, la configuracién corr3D, pese a que no
proporciona los mayores valores de sensibilidad, se considera una de las mejores candidatas
para su fabricacién debido a las escasas pérdidas que presenta su espectro de transmisién. No
obstante, es necesario confirmar experimentalmente las propiedades del borde de los PBGs
para cada una de las configuraciones estudiadas.

2.4. Fabricacion y caracterizacidon experimental

2.4.1. Metodologia

Una vez que las estructuras de band gap fotdnico son disefiadas y los pardmetros mas
importantes que influyen en su comportamiento dptico son evaluados, se procede a su
fabricacidn y caracterizacién experimental. La metodologia adoptada para llevar a cabo esta
fase del trabajo consiste fundamentalmente en un bucle disefio-fabricacién-caracterizacion
experimental para todas las estructuras bajo estudio, tal y como representa la Figura 2.12.

Proceso tecnologico de
nanofabricacion

. Inspeccién del
Conclusiones y dispositivo

retroalimentacion  [Crm—— Caracterizacion
del dispositivo

Figura 2.12. Esquema de la metodologia empleada durante el proceso de fabricacién
de estructuras de band gap fotdnico.

Tras la fabricacion de las estructuras, éstas son inspeccionadas para detectar posibles
imperfecciones fruto del proceso de nanofabricacidn, asi como posibles desviaciones en la
dimensiones de sus parametros, las cuales son medidas mediante la técnica de barrido
electrénico Scanning Electron Microscope (SEM). También se lleva a cabo una caracterizacion
AFM para determinar la rugosidad lateral de las estructuras de band gap fotdnico y se realiza
un estudio de caracterizacion del campo evanescente. El siguiente paso consiste en la
caracterizacién espectral de las estructuras haciendo uso de una plataforma de interrogacion
Optica. Finalmente, se contrastan los resultados experimentales con los obtenidos durante la
fase de simulacidn, se redisefian las estructuras y se redefine el protocolo de fabricacién. Por
tanto, la realimentacidn hacia cualquiera de los pasos anteriores es total.
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2.4.2. Diseio de los chips fotonicos

Durante la primera etapa de desarrollo/optimizacion del proceso de fabricacién de las
estructuras de band gap fotdnico, los disefios de los chips empleados son tipicamente
similares al archivo GDS mostrado en la Figura 2.13. Mediante el disefio paramétrico IPKISS" las
estructuras estudiadas son representadas a lo largo de 50 periodos y, para estudiar como
afecta la variacion de cada una de sus dimensiones en el comportamiento/localizacién del
PBG, sus parametros son escaneados con ligeras variaciones en sus dimensiones. Ademas, para
las estructuras disefiadas con elementos transversales, se introduce un taper como transicién,
entre la guia monomodo de acceso y la estructura periddica, para mejorar la eficiencia de
acoplo y reducir asi posibles reflexiones que den lugar al rizado Fabry-Perot. Este taper
consiste simplemente en la introduccidn de 5 elementos transversales a la guia monomodo,
cuya anchura es incrementada paulatinamente hasta alcanzar la anchura del primer elemento
transversal de la propia estructura de band gap fotdnico. En la fase de simulacion este taper
no se introdujo por comodidad de disefo, ya que la sensibilidad espectral de las estructuras
viene determinada fundamentalmente por su configuracién periddica, mientras que el taper
Unicamente afectara a los niveles de la sefial transmitida y al rizado Fabry-Perot. También se
introducen GCs, mediante los cuales la luz procedente del laser sera acoplada verticalmente a
la entrada y salida del chip fotdnico.

Figura 2.13. Izquierda: Ejemplo del tipico disefio del chip fotdnico empleado para
caracterizar las estructuras de band gap foténico. Derecha: Ejemplo de varias de las
estructuras periddicas 1D incluidas en el disefio.

Un GC es una estructura basada en una modulacién periddica del indice de refraccion
en la direccidn de la guia de ondas. Cuando el haz de luz incide sobre el GC con un cierto

! Disefio de circuitos fotdnicos integrados basado en un script que utiliza el lenguaje de
programacion Python. El marco IPKISS fue desarrollado originalmente por el Grupo de
Investigacion Fotdnica y el laboratorio asociado de Imec, ambos de la Universidad de Gante.
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angulo de incidencia, se produce un intercambio de intensidad entre el modo procedente de la
fibra éptica y el modo guiado en la guia de ondas (y viceversa). Los GCs se caracterizan por su
selectividad en la polarizacidn; debido a la elevada birrefringencia del alto contraste de indice
de refraccion, la denominada condicion de Bragg es diferente para las polarizaciones TE y TM.
Los GCs son ampliamente utilizados para el acoplamiento déptico en dispositivos fotdnicos
[VAN-07]. Su principio de funcionamiento aparece esquematizado en la Figura 2.14, obtenida

de [TAI-06].
a) b)
[ -~ powerup
0 __ 0811 __ fiber 10°
fiber H _ -—-- fiber 8°
core I / 0.51] .- reflection

\ Ny

- MUY .

D n=347 ]220nm
n=1.44

Tum

n=3.47

50
wavelength (nm)

Figura 2.14. a) Representacion esquematica del principio de funcionamiento de un GC;
b) Respuesta dptica del GC. [TAI-06].

En el chip fotdnico se incluyen los GCs tipicamente usados en el NTC, cuyo disefio fue
optimizado para la polarizacién TE. Estos estdn compuestos de una capa superior de silicio
(220 nm), una capa intermedia de SiO, (2 um) y una capa inferior de silicio (700 um). Los GCs
presentan una profundidad de 70 nm, un periodo de 630 nm, un ciclo de trabajo del 50% y una
anchura de 12 um. Experimentalmente proporcionan una eficiencia de acoplo maxima del 31%
alrededor de 1550 nm cuando el angulo de incidencia respecto al eje vertical es de 10°.

Para reducir el tiempo requerido de fabricacion mediante EBL, la distancia entre los
accesos de entrada/salida del chip es de 5 mm. Esta corta distancia no permite caracterizar la
respuesta espectral de las estructuras en un entorno acuoso, ya que la proximidad entre la
fibra de entrada y de salida del montaje experimental impide cubrir las estructuras de agua.
Sin embargo, estas caracterizaciones resultan de gran utilidad para medir las desviaciones de
tamafio entre los pardmetros nominales utilizados en el disefio GDS y las dimensiones reales
de las estructuras fabricadas. Ademas, algunos chips son posteriormente cubiertos de SiO, con
el objetivo de obtener también la respuesta espectral de estructuras de band gap fotdnico,
cuyo valor de indice de refraccidn es préximo al del agua. No obstante, estas caracterizaciones
no solo permiten calcular valores preliminares de sensibilidad, sino que también posibilitan
conocer la forma y posicidn del PBG en funcidn tanto de la dosis de exposicidn empleada en la
fabricacion como de los parametros de disefio.

Tras los primeros ciclos de fabricacidén-caracterizacion, se crea un nuevo disefio GDS
donde se incluyen las estructuras de band gap fotdnico, tal y como muestra la Figura 2.15. En
esta ocasion la distancia entre los accesos de entrada y de salida del chip es 10 mm, distancia
suficiente para depositar cualquier liquido sobre la superficie de las estructuras y caracterizar
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su repuesta. No obstante, el objetivo de esta nueva fase de caracterizacién radica en la
busqueda de aquellas estructuras que proporcionen un borde de PBG alrededor de 1550 nhm
en un entorno acuoso.

Figura 2.15. Ejemplo de un disefio de un chip fotdnico cuya distancia entre sus accesos
de entrada y de salida es 10 mm.

2.4.3. Proceso de fabricacion

Las estructuras de band gap foténico son fabricadas mediante un proceso tecnoldgico
tomando como elemento base una oblea SOI. Esta estd compuesta por una capa superior de
silicio cuyo espesor es de 220 nm (resistividad p~1-10 Q cm™, con un dopado leve de ~1015
cm™), una capa intermedia de SiO, y una capa inferior de silicio, cuyos espesores son 2 pm y
700 um respectivamente.

El primer paso consiste en depositar uniformemente una capa de resina negativa de
silsesquioxano de hidrégeno (HSQ) de 100 nm sobre la oblea mediante un proceso de spin
coating. La funcionalidad del coater consiste en buscar una relacidon entre el espesor de la
resina con la que cubrir la oblea y la velocidad para cubrirla de la manera mas uniforme posible
(4000 rpm).

Una madscara, con el patron de la estructura, se proyecta secuencialmente sobre esta
pelicula fotosensible a través de un haz de electrones muy focalizado y ubicado en un sistema
de vacio. Se trata de un proceso de escritura directa ya que Unicamente hay que proyectar la
estructura y la parte no expuesta es eliminada durante el posterior relevado. Este tipo de
litografia por haz de electrones (EBL) es una alternativa a la litografia deep-UV, ampliamente
utilizada en la industria microelectrénica para la fabricacidon a gran escala de circuitos CMOS,
ya que permite obtener mejores resoluciones.

El elemento encargado de la exposicion es el cafion de electrones, el cual graba
motivos sobre resinas especiales que cambian sus propiedades al recibir electrones. El
dispositivo comercial usado para la litografia EBL es el Vistec EBPG5000, cuya exposicion es
optimizada para conseguir las dimensiones requeridas en cada configuracion. Para ello se
emplea un voltaje de aceleracion de 100 KeV y un tamafio de apertura de 200 um.

Después, se revela la capa de resina usando hidroxido de tetrametilamonio (TMAH)
obteniéndose la mdscara que permite transferir el disefio a la capa de silicio de la oblea a
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través de un ataque inductivo de plasma (ICP, Inductive Coupled Plasma). Este proceso
también es optimizado creando un plasma de gases fluorados que atacan el silicio tanto
mediante procesos fisicos (sputtering) como quimicos (recombinacién). Finalmente, se limpian
los restos de resina que quedan sobre la oblea.

El segundo nivel de litografia consiste en grabar los GCs sobre las estructuras silicio. Se
hace también con EBL pero esta vez utilizando una resina positiva de PMMA. Después de
revelar con una mezcla de alcohol isopropilico (IPA) y metil-isobutil-cetona (MIBK), la parte
expuesta de la resina se quita y deja abierta la zona en silicio que serd atacada con el ICP hasta
llegar a una profundidad de 70 nm.

El proceso de fabricacidon es optimizado tras muchos ensayos con diferentes resinas,
recetas y dosis de exposicién. Los pasos seguidos durante este proceso estan representados en
la Figura 2.16.

Electron Beam

e

Mask

/ / / aligning

Oblea SOI icid
ea Deposicion Exposicién Revelado Ataque

resina Nanoestructuras

fabricadas

Figura 2.16. Representacion esquematica del proceso de fabricaciéon de
nanoestructuras fotdnicas.

2.4.4. Caracterizacion fisica

La técnica de barrido electrénico SEM permite inspeccionar las muestras expuestas. El
método de funcionamiento estd basado en el bombardeo de las muestras usando un haz de
electrones. Cuando el haz incide sobre la muestra los electrones rebotados son recogidos por
detectores para formar su imagen con alta resolucion.

Una caracterizaciéon SEM preliminar de las estructuras de band gap foténico fabricadas
se muestra en la Figura 2.17. En esta fase de fabricacion los parametros de algunas
configuraciones no estdan completamente optimizados y las cavidades rectangulares de
reducido tamafo no estan abiertas para la estructura corr+squareholes3D.

42



Capitulo 2 Disefio, fabricacién y caracterizacién
experimental de sensores de band gap foténico

corr3Dinv

corr3Dslot 1Dsquareholes3D

I I

1pm e |

corr+squareholes3D

J
J
1um 1lum ‘

Figura 2.17. Imagenes SEM preliminares de algunas estructuras de band gap foténico
fabricadas.

Finalmente, la Figura 2.18 muestra algunas imdgenes SEM de las estructuras de band
gap fotdnico optimizadas y el taper introducido, entre la guia de acceso/salida y una estructura
corr3D.

corr3D —we=1500 nm corr3D —we=2000 nm

corr3Dinv —we=100 nm taper — corr3D

| ! l . R T e

Figura 2.18. Imagenes SEM de algunas estructuras de band gap fotdnico optimizadas y
del taper introducido entra la guia de acceso/salida y la estructura corr3D.
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El AFM es un instrumento mecano-Optico capaz de registrar continuamente la
topografia de una muestra mediante una sonda o punta afilada de forma piramidal o cdnica.
La caracterizacidn fisica de las estructuras de band gap foténico mediante esta técnica
determina una rugosidad lateral de las guias de onda de 2 nm, tal y como muestra la Figura
2.19.
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Figura 2.19. Resultados de la caracterizacién AFM, la cual determina una rugosidad
lateral de las guias de onda de 2 nm.

Ademas, en un trabajo paralelo, nuestro grupo realizé un estudio del perfil de campo
evanescente de la configuracion corr3D (a=380 nm, wi=120 nm, we=1500 nm), ya que su
interaccion con el analito (en este caso miRNAs) determinara el rendimiento del sensor [SAB-
19]. Mediante microscopia dptica de barrido de campo cercano (SNOM, Scanning Near-field
Optical Microscopy) se caracterizd el campo evanescente para determinar cdmo la interaccion
luz-materia varia con la distancia a la superficie de la estructura de band gap fotdnico. La
Figura 2.20 muestra un decremento exponencial de la intensidad del campo evanescente a
medida que se aleja de la superficie de la estructura, disminuyendo significativamente para
alturas superiores a 100 nm (color morado). Esta caracterizacion también se llevé a cabo
mediante simulaciones FDTD, en las que se obtuvieron resultados similares considerando
tanto un revestimiento superior de aire (color azul) como un entorno acuoso. Finalmente, esta
caracterizacién del campo evanescente confirma que para alcanzar sensibilidades 6ptimas es
necesario que la biodeteccién suceda lo mas préoxima posible a la superficie del sensor y, por
tanto, que la capa biolégica de reconocimiento molecular sea lo mas delgada posible.

44



7 N
€¢%v
(% Capitulo 2 Disefio, fabricacién y caracterizacién

\ experimental de sensores de band gap foténico

1.4 T T T T T T T

Normalizced E Field intensity (A.U.)

0100 200 300 400 500 600 700 800
Z; 1y (nm)

Figura 2.20. Intensidad normalizada del campo evanescente en funcion de la distancia
a la superficie de la estructura de band gap foténico obtenida mediante SNOM (color
morado) y simulaciones FDTD (color azul). Las areas sombreadas representan la
desviacion estandar a lo largo del area de la estructura resaltada en los recuadros
[SAB-19].

2.4.5. Caracterizacion espectral
2.4.5.1. Montaje experimental

Para la caracterizaciéon Optica pasiva de las estructuras disefiadas se utiliza una
plataforma de interrogacion basada en el acoplo vertical de la luz mediante GCs de
entrada/salida incluidos en el chip fotdnico, tal y como muestra la Figura 2.21. Pese a que
haciendo uso de esta configuracidn fibra a fibra sélo es posible obtener la respuesta espectral
de una sola estructura fotdnica en cada medida, la caracterizacidon dptica es precisa, ya que
permite conocer la potencia absoluta transmitida a lo largo de cada estructura.

Figura 2.21. a) Imagen de la plataforma de interrogacidn fibra a fibra. En la pantalla de
la derecha de la imagen, se aprecia una imagen de las dos fibras utilizadas para acoplar
la luz a la entrada y salida de la estructura foténica del chip. b) Detalle de las dos fibras
utilizadas para medir las estructuras fotdnicas en el chip.
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En primer lugar, los GCs son alineados con las fibras de entrada y salida con un angulo
de incidencia de 10° respecto al eje vertical, tal y como muestra la Figura 2.22. El alineamiento
se consigue mediante el empleo de unidades de traslacidon que permiten controlar tres ejes (x,
Yy, Z) con una precisién de hasta 20 nm. Haciendo uso de una lampara haldgena y una camara
digital conectada al microscopio, a la que se le han acoplado un conjunto de lentes de gran
aumento, se controla visualmente el alineamiento. Para alinear la fibra y el GC se realizan dos
ajustes: un primer ajuste grueso basado en la observacion del acercamiento de la fibra sobre el
GC y un segundo ajuste fino basado en la busqueda de un maximo nivel de potencia
proporcionado por el sensor de potencia.

Estructura de
band gap foténico

Grating couplers

B o

Figura 2.22. Representacion esquematica del acoplo de la luz al chip foténico mediante
GCs y control visual del alineamiento.

En funcién del rango de medida deseado, como fuente de excitacién se usan los
laseres sintonizables Keysight 81940A y 81980A que abarcan el rango de longitudes de onda
comprendidas entre 1475y 1630 nm. Tras el laser es colocado un controlador de polarizacidn,
cuya funcionalidad consiste en controlar la polarizacién de luz que incide sobre el GC de
entrada, ya que éste ha sido previamente disefiado Unica y exclusivamente para acoplar la
polarizacidn TE. La fibra de entrada inyecta la luz procedente del controlador de polarizacién
sobre el GC a la entrada del chip fotdnico y, una vez la luz atraviesa la estructura fotdnica y
llega al GC de salida, ésta es extraida por la fibra de salida. Ambas fibras son monomodo
estandar del tipo SMF-28. Finalmente, la potencia a la salida de la fibra es medida en cada
longitud de onda del espectro mediante un sensor de potencia Keysight 8163B. Tanto el laser
como el sensor de potencia son conectados a un ordenador a través de un bus General
Purpose Interface Bus (GPIB) y controlados remotamente mediante un software programado
en Labview. Los elementos que componen el montaje se ilustran en el diagrama mostrado en
la Figura 2.23.
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Figura 2.23. Diagrama esquematico de la interconexion de los elementos involucrados
en la plataforma de interrogacion basada en la caracterizacion fibra a fibra.

2.4.5.2. Resultados

A continuacién se muestran los resultados mas relevantes obtenidos durante la
caracterizacion espectral de las configuraciones corr3D y corr3Dinv, cronolégicamente
fabricadas en el tiempo. El resto de configuraciones (corr3slot, 1Dsquareholes3D vy
corr+squareholes3D) fueron fabricadas y caracterizadas experimentalmente, pero no se
obtuvo en ese momento ninguna configuraciéon que proporcionara un borde de PBG localizado
alrededor de 1550 nm en un medio acuoso durante las primeras fases de optimizacidn, por lo
que se decidié centrarse en las configuraciones corr3D y corr3Dinv de cara a continuar con el
trabajo experimenal de biosensado. Nétese que la respuesta espectral de cada estructura de
band gap fotdnico se representa normalizada respecto a la proporcionada por una guia de
ondas de referencia. Ademads, para el calculo de la sensibilidad, utilizando disoluciones de
etanol en agua, se consideran los indices de refraccidn calculados especificamente para 1550
nm en base al estudio reportado en [KED-12]. Kedenburg et al. mostré que el valor del indice
de refraccién del agua utilizado previamente durante la fase de simulacién (n=1,333) es
considerado cuando la longitud de onda de trabajo esta en el espectro visible (~700 nm). Por
tanto, de aqui en adelante, se considera un indice de refracciéon de 1,315 para agua y 1,325
para una disolucién del 10% de etanol en agua.

» Corrugated waveguide (corr3D)

La Figura 2.24 muestra un ejemplo del espectro de transmisién proporcionado por una
estructura de band gap fotdnico corr3D, antes y después de ser cubierta de SiO,. La posicién
del PBG experimenta un gran desplazamiento espectral, lo que se traduce en un valor de
sensibilidad en torno a 107 nm/RIU.
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Figura 2.24. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3D) antes y después de cubrir el chip fotdnico

con un revestimiento de SiO,.

La Figura 2.25 y la Figura 2.26 muestran los espectros de transmisiéon proporcionados
por dos configuraciones expuestas con diferentes dosis y cubiertas de SiO,. A medida que

aumenta dicha dosis, el PBG aparece localizado a mayores longitudes de onda con un
margen de 10-15 nm.
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20 |
-25 : ' :
1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590
A (nm)

Parametros nominales:
= 3=360 nm
= wi=100 nm
= we=2000 nm

Resultados
experimentales:
PBG,(D1)~1530 nm
PBG,(D2)~1545 nm
PBG,(D3)~1558 nm

Figura 2.25. Espectro de transmisidn proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3D) expuesta con diferentes dosis y cubierta de

SiO,.

48



7\ N

¢

Capitulo 2 Disefio, fabricacién y caracterizacién
experimental de sensores de band gap foténico

13

Pardmetros nominales:
=  3=380 nm
= wi=100 nm
= we=1500 nm

Resultados
experimentales:
PBGy(D1)~1555 nm
PBG)(D2)~1565 nm
PBGy(D3)~1575 nm

Transmision (dB)
o

-25 ‘
1540 1550 1560 1570 1580 1590

A (nm)

Figura 2.26. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una

estructura de band gap foténico (corr3D) expuesta con diferentes dosis y cubierta de
Si0,.

Para estudiar como varia la localizacion del borde del PBG en funcién de uno de sus
pardmetros de disefo, los espectros de transmision proporcionados por las dos
configuraciones anteriores, también cubiertas de SiO,, se representan variando 20 nm la
dimensidén wi en las Figuras 2.27 y 2.28. En estas graficas se puede observar que este ligero
incremento/decremento en el valor de wi se traduce en un respectivo
incremento/decremento espectral de 25 a 35 nm en la posicion del borde del PBG.

Parametros nominales:
= 3=360 nm
= we=2000 nm

—wi=100nm||

— wi=120nm Resultados

experimentales:

Transmision (dB)
S

-20 PBG,(Wil00)~1547 nm
o5 PBG,(Wi120)~1580 nm
1540 1550 1560 1570 1580 1590

A (nm)

Figura 2.27. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3D) escaneando su parametro wi.
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—wi=80nm
—wi=100nm

Transmision (dB)
)

_25 L 1
1530 1540 1550 1560 1570 1580
A (nm)

Pardmetros nominales:
= 3=380nm
=  we=1500 nm

Resultados
experimentales:
PBG,(wi80)~1540 nm
PBG,(wil00)~1565 nm

Figura 2.28. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3D) escaneando su parametro wi.

Mediante la Figura 2.29 se pretende comparar los espectros de transmision
proporcionados por dos configuraciones corr3Ds cuyos parametros nominales son idénticos.
Tal y como ocurria en la simulacién, esta configuracién experimentalmente proporciona el
borde inferior del PBG 2 alrededor de 1550 nm en un medio acuoso. A pesar que los
pardmetros nominales varian ligeramente de los reales, éstos guardan una gran similitud entre
las dos configuraciones corr3Ds interrogadas. De hecho, se puede observar graficamente que
ambas estructuras proporcionan un espectro de transmision muy similar. Ademas, la relacién

de extincion del PBG es extremadamente alta (~50 dB).

Transmision (dB)

1520 1540 1560 1580 1600 1620
A (nm)

Parametros nominales:
= a=400nm
= wi=100 nm
= we=2000 nm

Pardmetros reales:
= 3=421,9 nm
= wi=127,2 nm
= we=2046 nm

= 3=421,9 nm
= wi=128,9 nm
we=2052 nm

Figura 2.29. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por dos
estructuras de band gap fotdnico (corr3D) cuyos pardmetros nominales son idénticos.

Por ultimo, la Figura 2.30 muestra el espectro de transmisién proporcionado por una
estructura de band gap fotdnico corr3D cuando su superficie es cubierta de agua (n=1,315)
(representado en rojo) y cuando es cubierta de una disolucion del 10% de etanol en agua
(n=1,325) (representado en azul). La interrogacién de esta estructura proporciona un abrupto
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borde del PBG localizado en torno a 1531 nm, en el primero de los casos, y presenta una

sensibilidad aproximada de 107 nm/RIU.

5
st

o

z

c

0 —DIW

g —10% ETA
wv)

c

o

'—

-25 : : ' ' ' ‘ '
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
A (nm)

Pardmetros nominales:
= 3=380nm
= wi=100 nm
=  we=1500 nm

Parametros reales:
= a=380nm
= wi=90 nm
=  we=1500 nm

Sensibilidad Exp: ~107
nm/RIU

Figura 2.30. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3D) considerando sobre su superficie agua (color

rojo) y una disolucién del 10% de etanol en agua (color azul).

El espectro de transmision ha mejorado significativamente en comparacién con las
anteriores figuras, como resultado de la optimizacion del proceso de fabricacién. Las
dimensiones reales de la estructura guardan una gran similitud con los parametros nominales
y en consecuencia el espectro obtenido experimentalmente es muy parecido al que se obtuvo
durante la fase de simulacién. La relacién de extincién del PBG es de aproximadamente 22 dB,

apenas hay pérdidas de transmisidn y el ruido es despreciable.

» Inverse corrugated waveguide (corr3Dinv)

En la Figura 2.31 son representados los espectros de transmisidon proporcionados por
una configuracién expuesta con diferentes dosis y sin ningun tipo de recubrimiento superior.
Como ocurria para la configuracién corr3D, a medida que aumenta la dosis, el PBG se localiza

en longitudes de onda mayores con un margen de 10 nm.
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W Parametros nominales:

) I A = a=360 nm
= = wi=280

j% -5 1 =  we=350nm
S

2 — Dosis 2

ZE 10 — Dosis 3| | Resultados

experimentales:
PBG,(D2)~1522 nm

-15 L L L L L I ~
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 159C PBG,(D3)~1532 nm
A (nm)

Figura 2.31. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3Dinv) expuesta con diferentes dosis.

Para analizar cdmo varia la localizacion del borde del PBG en funcién de uno de los
pardmetros de disefio de la estructura, se representa el espectro de transmision
proporcionado por la configuracién anterior variando 20 nm la dimensién wi. En la Figura 2.32
se puede observar que este ligero incremento/decremento en el valor de wi se traduce en un
respectivo incremento/decremento de aproximadamente 10 nm en la posicién del borde del

PBG.
10
5 Parametros nominales:
) = a=360 nm
=z 0 =  we=350 nm
2
g . i
g — wiz240nm Resultados
E — wi=260nm experimentales:
10 —— wi=280nm1 PBG,)(wi240)~1540 nm
PBG,)(wi260)~1547 nm
45 - ‘ : : ‘ i280)~
1530 1540 1550 1560 1570 1580 PBG)\(Wi280)~1557 nm

A (nm)

Figura 2.32. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap fotdnico (corr3Dinv) escaneando su parametro wi.

En las Figuras 2.31y 2.32 se puede observar que el PBG no estd claramente definido en
el espectro. A diferencia de los resultados de simulacidn, el PBG no es demasiado abrupto y su
relacion de extincion es muy baja, tan solo aproximadamente 5 dB. Ademas, el ruido es
significantemente notorio. Hay que tener en cuenta que se trata de las primeras estructuras

fabricadas, cuyos parametros ni siquiera son los propuestos como dptimos durante la fase de
simulacién.
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La Figura 2.33 muestra el espectro de transmisiéon proporcionado por una estructura
de band gap fotdnico corr3Dinv cuando su superficie es cubierta de agua (representado en
rojo) y cuando es cubierta de IPA (n;pa=1,38) (representado en azul). La interrogacién de esta
estructura proporciona un abrupto borde del PBG localizado en torno a 1555 nm, en el
primero de los casos, y una sensibilidad aproximada de 420 nm/RIU.

Pardmetros nominales:
= a=500nm
= wi=350 nm
=  we=100 nm

Parametros reales:
= a=452nm
= wi=288 nm
= we=144 nm

Transmisién (dB)

-25 g epe ~
1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 Sensibilidad Exp: ~420
nm/RIU
A (nm)

Figura 2.33. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una

estructura de band gap fotdnico (corr3Dinv) considerando agua (color rojo) e IPA
sobre su superficie.

A pesar de que las dimensiones reales de la estructura difieren de los parametros
nominales y que la banda de transmisidn no es plana, esta estructura proporciona una elevada
sensibilidad experimental. No obstante, hay que tener en cuenta que también se trata de una
de las primeras estructuras fabricadas.

La Figura 2.34 muestra el espectro de transmisién proporcionado por una estructura
de band gap foténico corr3Dinv cuando su superficie es cubierta de agua (n=1,315)
(representado en rojo) y cuando es cubierta de una disolucion del 10% de etanol en agua
(n=1,325) (representado en azul). La interrogacién de esta estructura proporciona un abrupto
borde del PBG localizado en torno a 1515 nm en el primero de los casos y una sensibilidad
aproximada de 626,7 nm/RIU.
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= =  wi=300 nm
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o
2 45 —DIW )
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g -20 1 = a=500nm
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Figura 2.34. Espectro de transmision proporcionado experimentalmente por una
estructura de band gap foténico (corr3Dinv) considerando agua (color rojo) y una
disolucion del 10% de etanol en agua (color azul) sobre su superficie.

Tal y como ocurria en la Figura 2.30, la respuesta de transmisidn observada en la Figura
2.34 mejora significativamente en comparacién con las anteriores figuras, ya que se trata de
una de las Ultimas estructuras fabricadas durante el proceso de optimizacidn. En este caso, se
observa un PBG muy abrupto con una gran relacién de extincion (~20 dB) y el ruido es
moderado. Sin embargo, presenta pérdidas de transmisidon de transmisién en torno a 5 dB.

2.4.6. Conclusiones

Se han llevado a cabo numerosas iteraciones de disefio-fabricacion-caracterizacion,
centradas en optimizar las dimensiones de las estructuras de band gap fotdnico, con el
objetivo de que su respuesta espectral proporcione un borde de PBG alrededor de 1550 nm
en un medio acuoso. A partir de la caracterizacién experimental de las estructuras fabricadas,
tanto fisica como 6ptica, es posible extraer las siguientes conclusiones:

e Se requiere alta precisiéon de las dimensiones de la estructura para obtener el borde
del PBG ubicado alrededor de 1550 nm en un medio acuoso. Esta precisiéon debe ser
extremadamente alta para aquellas configuraciones con mayor sensibilidad, ya que
esta mayor sensibilidad también se traduce en una menor tolerancia a cualquier
ligera desviacion de fabricacidn.

e Las configuraciones corr3D cuyo parametro we es menor muestran mayor facilidad
para proporcionar un borde de PBG en el rango de longitud de onda requerido.

e La creacion de las estructuras donde se introducen cavidades rectangulares dentro de
la guia de ondas (corr3Dslot, 1Dsquareholes3D, corr+squareholes3D) muestran mayor
dificultad de fabricacion que aquellas en las que se introducen elementos
transversales en la guia de ondas.

Teniendo en cuenta todo el trabajo realizado para el desarrollo de las estructuras de
band gap fotdnico y las dificultades observadas para obtener las estructuras que proporcionan
las sensibilidades mas altas, la configuracién corr3D se considera la mejor candidata para el
desarrollo de biosensores nanofotdnicos para la deteccidén de oligonucleétidos, tal y como se
dijo en el punto 2.3.4. Concretamente la configuracidn con las siguientes dimensiones: a=380
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nm, wi=120 nm y we=1500 nm, a pesar de no proporcionar los mayores valores de
sensibilidad, presenta una complejidad estructural moderada y sus dimensiones han
demostrado mayor tolerancia a las desviaciones de fabricaciéon. Asimismo, su caracterizacién
experimental proporciona un espectro de transmisién con escasas pérdidas, una relacién de
extincidon del PBG muy elevada (~22 dB), un rizado moderado en el borde de la banda y un
borde de PBG considerablemente abrupto. Por tanto, ésta es la configuracién escogida para
llevar a cabo la deteccién de oligonucledtidos, descartando asi el uso de la configuracion
corr3Dinv.

La caracterizacion fisica mediante AFM muestra una rugosidad de 2 nm en las paredes
laterales de esta estructura de band gap fotdnico. Finalmente, un estudio del perfil de campo
evanescente usando la técnica SNOM revela un decremento exponencial de la intensidad del
campo evanescente a medida que se aleja de la superficie de la estructura corr3D,
disminuyendo significativamente para alturas superiores a 100 nm. Esta distancia de
penetracion delimita el area sobre la superficie del sensor donde es posible la interaccién de la
onda evanescente con el complejo receptor-analito. Por tanto, para alcanzar altos valores de
sensibilidad, se requiere que la capa bioldgica de reconocimiento molecular sea lo mas
delgada posible.

En vista de las desviaciones espectrales de la posicién del PBG en la caracterizacion
experimental de las estructuras fabricadas, incluso entre las incluidas en un mismo chip
foténico, se opta por trabajar con una plataforma de interrogacion espectral durante la fase de
desarrollo de los biosensores de band gap foténico. Hay que tener en cuenta que un ligero
incremento/decremento en la anchura (20 nm) de los elementos transversales de la
configuracion corr3D supone una desviacion espectral de la posicién del borde del PBG entre
25 nm y 35 nm. Por tanto, la interrogacién espectral permitird estudiar el comportamiento,
forma y localizacién del PBG y asi optimizar progresivamente el proceso de fabricacidn.
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Capitulo 3 Deteccion de oligonucledtidos usando sensores de
band gap fotdnico biofuncionalizados con molecular beacons

Actualmente se conocen numerosos sistemas de deteccién basados en la hibridacién
entre un ADN/ARN objetivo y su hebra complementaria, en los que tipicamente sondas
lineales monocatenarias de ADN (una uUnica hebra de ADN) se utilizan en formatos de
microarrays [ESC-12, VAI-03].

Dada la relevancia de la deteccion de estos ADN/ARN objetivos para el bioandlisis y la
investigacion biomédica, se estudian diferentes alternativas para su reconocimiento. Entre
ellas, destaca el uso de sondas MB: una configuracidn particular de acido nucleico con una
estructura stem-loop donde el reconocimiento de la hebra objetivo produce un cambio
conformacional de la propia sonda [TYA-96]. El uso de MBs marcados con fluoréforos ha
demostrado tener alto potencial para la deteccion de secuencias cortas de ADN/ARN, también
llamadas oligonucleétidos [DUB-01, HEIN-03, RIC-01]. Ademds, la estabilidad termodindamica
extraordinaria que ofrece su configuracion y la posibilidad de utilizar una amplia variedad de
biomarcadores convierten a los MBs en excepcionales sondas de analisis molecular con
excelente sensibilidad, selectividad y capacidad de deteccion en tiempo real [WIL-96].

3.1. Concepto del sensor

El sensor fotdnico propuesto para la deteccion de oligonucledtidos se basa en la
combinacion de sondas MB y estructuras de band gap fotdnico, sobre las que son
inmovilizadas dichas sondas. Las caracteristicas y principio de transduccion de este tipo de
estructuras periddicas fueron descritos en el punto 1.3.1, asi como su disefio, fabricacién y
caracterizacién experimental fueron explicados detalladamente a lo largo del capitulo 2. Por
tanto, en el punto 3.1.1. se procede a describir la configuracion éptima de las estructuras de
band gap fotdnico utilizadas para llevar a cabo la deteccion de oligonucledtidos. Asimismo, en
el punto 3.1.2. se explica en qué consiste una sonda MB, su principio de funcionamiento y
como éste produce una variacidon en la respuesta espectral de la estructura de band gap
fotdnico.

3.1.1. Configuracidn optima de las estructuras de band gap fotonico

La configuracidn dptima seleccionada se muestra en la Figura 3.1. Consiste en una guia
de ondas monomodo de anchura w=460 nm y altura h=220 nm donde se introducen 50
elementos transversales, de anchura wi=120 nm y longitud we=1500 nm, con una periodicidad
de a=380 nm. Esta configuracién presenta el borde superior de su segundo PBG a 1550 nm,
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considerando un revestimiento superior acuoso, y proporciona una sensibilidad teérica ante
variaciones de indice de refraccién de aproximadamente 175 nm/RIU.

Figura 3.1. Representaciéon esquematica de la configuracion dptima de la estructura de
band gap fotdnico. (La estructura periddica de silicio es fabricada sobre un
revestimiento inferior de Si0O,).

La Figura 3.2.a) muestra el diagrama de bandas calculado en MPB de la estructura de
band gap fotdnico. Las bandas representadas en colores rojo y azul representan el diagrama
de bandas considerando un revestimiento superior de agua (n=1,333) y de SiO, (n=1,444),
respectivamente. En la gréafica aparecen dos PBGs (representados en color rojo sombreado):
uno entre la primera y la segunda banda guiada y otro entre la segunda y la tercera banda
guiada. El drea sombreada en gris representa la region del diagrama de bandas que se
encuentra por debajo de la linea de luz del SiO,. Dentro de esta regién, los modos no estan
confinados en la direccién vertical y radian hacia el revestimiento inferior de SiO,, por lo que
no se consideran para determinar la posicion de los PBGs. La Figura 3.2.b) muestra el espectro
de transmisién proporcionado por la estructura de band gap foténico en las simulaciones
realizadas en CST. Los espectros de transmisidon para un revestimiento superior de agua y SiO,
son representados en colores rojo y azul, respectivamente. Los dos PBGs observados en los
diagramas de bandas MPB también se obtienen en estas simulaciones. El recuadro muestra la
distribucion del campo eléctrico (modo TE) a lo largo de la estructura de band gap fotdnico a
una longitud de onda de 1550 nm.
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Figura 3.2. a) Diagrama de bandas y b) espectro de transmisién; de la estructura de
band gap fotdnico.

3.1.2. Sondas molecular beacon

Una sonda MB es un oligonucledtido monocatenario que tiene una configuracion
stem-loop en su estado inicial [WAN-09, ZHE-15]. Una vez hibridado con su hebra
complementaria, el MB abre el stem adoptando la configuracion de doble hélice. La aplicacién
tipica de MB se muestra en la Figura 3.3 [TYA-96], donde un marcador fluorescente (reporter) y
un quencher se unen a los extremos 5 'y 3' del MB, respectivamente. Por tanto, cuando tiene
lugar la hibridacién, el cambio conformacional del MB separa el quencher del reporter,
restaurando la fluorescencia. Esta aplicacidn de sondas MB, basada en fluorescencia, se utiliza
ampliamente para la deteccién de oligonucledtidos en ensayos homogéneos en los que los
MBs son inmovilizados sobre substratos sélidos [GUO-16, MEI-17, LI-15, SU-14], pero su
rendimiento esta limitado por la dificultad de detectar los pequefios cambios de fluorescencia
producidos por pequefas concentraciones de oligonucledétidos.

Loop Section 5’ Reporter
< .
= =
7 S

%
\ Loop
:‘ > Section
Stem { Oligonucledtido

A

. -
Section

- objetivo
5
O 3’ Quencher
5’ Reporter

3’ Quencher

Figura 3.3. Explicacién esquematica del principio de funcionamiento de una sonda MB,
marcada con un fluoréforo, en el bioreconomiento de oligonucledtidos.

En el presente trabajo, en lugar de utilizar la configuracién basada en fluorescencia
descrita anteriormente, la sonda MB es inmovilizada directamente sobre la superficie de la
estructura de band gap fotdnico, como muestra la Figura 3.4. De esta manera, el
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bioreconocimiento del oligonucleétido objetivo por el MB originard una variacion en la
distribucidn del indice de refraccidn sobre la superficie de la estructura. En consecuencia, tal y
como muestra la Figura 3.5, la posicién del PBG serd desplazada espectralmente, es decir,
cambiara el rango espectral donde la propagacién de la luz no es permitido debido a la
periodicidad de la estructura. Este cambio en la respuesta espectral de la estructura de band
gap fotdnico no solo es debido a la hibridacién, como ocurre con las tipicas sondas lineales de
oligonucledtidos, sino también a la contribucién del cambio conformacional de las sondas MB.

Oligonucleotido
objetivo

HIBRIDACION

Figura 3.4. Esquema del evento de hibridacién de los oligonucledtidos objetivo con las
sondas MB inmovilizadas en la superficie de una estructura de band gap foténico.

transmisién

v

Figura 3.5. Explicacion esquematica del desplazamiento espectral del borde del PBG
cuando la sonda MB reconoce el oligonucledtido objetivo. (RI: indice de refraccidn).

3.2. Diseio del chip fotdnico

Para llevar a cabo la deteccidn multiplexada de oligonucledtidos, se disefia un chip
fotdonico donde se incluyen las estructuras de band gap fotdnico, cuya configuracién ha sido
previamente seleccionada. Considerando los requerimientos del montaje experimental de
laboratorio, cuyo funcionamiento sera explicado detalladamente en el punto 3.4., se toman en
cuenta una serie de consideraciones para su disefio:

e Varios GCs son colocados en el acceso de entrada del chip. Estos serdn los encargados
de acoplar la luz procedente de un colimador que homogeneiza los rayos de luz

60



t{(Y VY
% Capitulo 3 Deteccién de oligonucleétidos usando sensores de

band gap foténico biofuncionalizados con molecular beacons

emitidos por la fuente laser de la plataforma de interrogacién. Por tanto, deben
situarse lo suficientemente préximos como para acoplar la luz simultdneamente en
todos ellos, pero lo suficientemente distanciados como requiere el proceso de
fabricacidn para evitar su solape.

La luz es distribuida utilizando guias de onda y curvas hasta llegar a las estructuras de
band gap fotdnico, las cuales son situadas en cuatro posiciones diferentes. En esta
distribucidn, dichas posiciones distan 1.5 mm consecutivamente con el fin de facilitar
el proceso de biofuncionalizacidn usando diferentes receptores de oligonucledtidos.
Ante posibles desviaciones sufridas en el dimensionado de las estructuras durante el
proceso de fabricacion, en cada posicion son introducidas dos estructuras con idéntica
configuracion salvo una ligera variacién en la anchura transversal de sus elementos
(wi=120 nm y wi=140 nm). Como se estudio en el capitulo 2, un aumento de 20 nm en
wi provoca una localizacion del borde del PBG a una longitud de onda 25-30 nm
superior. Por tanto, la inclusién de esta pareja de estructuras presupone la garantia de
obtener al menos uno de los dos bordes del PBG localizado alrededor de 1550 nm en
un medio acuoso.

Para propagar la luz a través de cada pareja de estructuras se utiliza un MMI de una
entrada y dos salidas, cuya optimizacién de disefio sera mostrada en el punto 3.2.1.
Este permite reducir el nimero de GCs de entrada, dado que el colimador puede
excitar un numero limitado de GCs simultaneamente.

Tres guias de onda monomodo son también introducidas como referencia del sistema,
una de ellas en la parte central del chip y las otras dos en los extremos superior e
inferior. Su caracterizacion permitira controlar la estabilidad de la luz acoplada al chip
fotdnico.

En el acceso de salida del chip foténico, se colocan varios GCs para recoger la luz
procedente de cada una de las guias contenidas en el chip. Todas estas sefiales de
salida se mediran simultdneamente usando la cdmara de radiacion infrarroja (IR) de la
plataforma de interrogacion que sera explicada posteriormente en el punto 3.4.1. Por
tanto, se han de situar equidistantes y en zig-zag para que los spots puedan
distinguirse unos de otros.

2] [¢]

Figura 3.6. Distribucién de los elementos contenidos en el chip fotdnico para realizar la
deteccién multiplexada de oligonucledtidos. a) GCs de entrada, b) curvas encargadas
de distribuir la luz a lo largo del chip, c) pareja de estructuras de band gap fotdnico,
arriba: guia de referencia, d) guia de referencia central, e) GCs de salida.
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3.2.1. Diseiio de MMls
3.2.1.1. Interferencia multimodal

La teoria de interferencia multimodal o de autoimagenes se basa en la propiedad de
las guias de onda multimodo por la cual un perfil de campo inicial de entrada, se reproduce en
una o multiples imdagenes, en intervalos periddicos a lo largo de la direccién de propagacién de
la guia [SOL-95].

En un acoplador de interferencia multimodal, el modo fundamental de la guia de
acceso excita varios modos (®;) de la zona multimodo central, que, al tener diferentes
constantes de propagacion, interfieren de manera constructiva y destructiva a medida que se
propagan. Dicha interferencia es la que da lugar a imagenes multiples (réplicas) de la
excitacion, las cuales pueden ser acopladas a las guias de salida, fijando adecuadamente la
longitud del MMI.

La distancia a la que se forman las imdagenes es directamente proporcional a la longitud
de batido (L) de los primeros modos de la zona multimodo:
s

Ly=—

Bo—B1

donde By y B1 son las constantes de propagacion de los dos primeros modos (Qgy ©4).

3.2.1.2. Optimizacién paramétrica

Haciendo uso de CST, se disefia un MMI de una entrada y dos salidas (1x2) con un
espesor de 220 nm de la capa de silicio considerando la plataforma SOI, tal y como se hizo con
las estructuras de band gap fotdnico.

A partir de un MMI de dimensiones arbitrarias (2umx10um) se conoce la distribucién
del campo eléctrico a una longitud de onda de 1550 nm, como muestra la Figura 3.7.
Asimismo, se determina la longitud de batido y se estima la longitud del MMI en torno a 10/3
KUm, posicion en la que aparecen las dos autoimagenes como réplica de la excitacion del modo
fundamental a la entrada del MMI.
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Figura 3.7. Distribucién del campo eléctrico a lo largo de un MMI de longitud 10 umy
anchura 2 um.

A continuacién, se procede al escaneo de la longitud del MMI (Lyy) desde 2,5 um
hasta 3,5 um, considerando aire sobre su superficie. La Figura 3.8 muestra la respuesta
espectral, definida por los pardmetros S21 y S31, en cada acceso de salida de las
configuraciones éptimas, es decir, cuando su longitud varia en el rango [3 3,2] um. En ella se
puede observar que la transmisién hacia ambos accesos de salida es muy similar,
proporcionando unas pérdidas aproximadas de 3,2 dB.

-3 — Ly=3S21
I e O i e T LIS SIS S S Lu=3 S3,1
T 32{- — Lum=3,152,1
PR T B WEY . Lh TN B WY (L WD/, W T 2 V4 SN 0. URY . SR G S W, WO N RS Lumr=3,1 S3,1
2 . P
g -3.5 MMI = <7 7
c
g 361
-3.7
-3.8 ; : : : ; : i
1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
A (nm)

Figura 3.8. Respuesta espectral proporcionada por MMIs cuyas longitudes son 3, 3,1y
3,2 um.
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Posteriormente, se escanean el resto de pardmetros que definen el MMI pero ninguno
de ellos resulta ser restrictivo para el disefio del mismo. No obstante, se define la
configuracion éptima del MMI con una longitud de 3,2 um y una anchura de 2 pum.

Tanto a la entrada como a la salida del MMI, también se optimizan los tapers
estableciendo una longitud de 5 um y una anchura de acceso al MMI de 0,8 um (la otra
anchura viene determinada por la anchura de la guia monomodo).

Finalmente, se llevan a cabo otras simulaciones considerando posibles recubrimientos
superiores a emplear durante los experimentos, tales como agua (npw=1,315), PMMA
(npmma=1,478) o polidimetilsiloxano (PDMS) (nppms=1,399). Como se puede observar en la
Figura 3.9, a medida que aumenta el valor del indice de refraccidn del recubrimiento superior,
la sefal es mas estable (sufre menos oscilaciones). Cuanto mayor es ese indice mas simetria en
el eje vertical presenta la estructura, ya que su revestimiento inferior de SiO, tiene un indice
de refraccion menor que el silicio (ns=3.477; ns0,=1.444). Esto hace que el modo tienda a irse
en mayor medida hacia el revestimiento superior proporcionando una sefial mas estable.

-3
3.1 4
-3.2 1
«3.3 1
-3.4 1
=359
-3.6 1
3.7 1

-3.8 + T + + : + i +
1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

A (nm)

— 2 AIR
— 52,1 DIW
1 —S2,1 PDMS
—S2,1 PMMA

Transmision (dB)

Figura 3.9. Respuesta espectral proporcionada por el MMI disefiado considerando
diferentes recubrimientos superiores: aire (AIR), agua (DIW), PDMS y PMMA.

3.2.1.3. Caracterizacidn experimental de la respuesta espectral

Con el objetivo de caracterizar experimentalmente el espectro de transmisidn
proporcionado por el MMI, éste se fabrica haciendo un escaneo de su longitud, concretamente
Lwmi=[2,8 2,9 3 3,1 3,2, 3,3 3,4, 3,5] um. Su respuesta espectral se caracteriza en un chip
fotdnico, inicialmente sin ningln recubrimiento superior y posteriormente cubierto de SiO,.
Esta Ultima caracterizacién se muestra en la Figura 3.10, concretamente considerando un MM
de longitud 3,2 um. A partir de ella, se puede comprobar que las sefiales de ambos accesos
muestran un comportamiento similar e introducen aproximadamente 3 dB de pérdidas a una
longitud de onda de 1550 nm.
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Figura 3.10. Espectro de transmision proporcionado por un MMI cubierto de SiO, y
cuya longitud es 3,2 um.

3.2.2. Dimensionado del chip foténico

Una vez el disefio es expuesto mediante EBL sobre una oblea SOI, como fue descrito en
el punto 2.4.3., es necesario que el chip sea cortado con unas dimensiones especificas debido a
los requerimientos tanto de la plataforma de interrogacién como de la celda microfluidica que
serd empleada en los experimentos de laboratorio. Para evitar posibles reflexiones, el corte a
la entrada del chip se realiza muy préximo a los GCs (40 um), por lo que ha de ser un corte muy
preciso que requiere ser realizado con un equipo de laboratorio. A pesar de que el corte a la
salida del chip es menos restrictivo, éste ha de distar aproximadamente 1 mm de los GCs para
poder visualizar los spots haciendo uso de la cdmara IR de la plataforma de interrogacion. El
chip fotdnico se muestra en la Figura 3.11, cuyas dimensiones son 12x12 mm.

300 nm

—

1mm

Figura 3.11. Imagen del chip fotdnico fabricado en tecnologia SOIl. El rectangulo rojo
muestra una imagen SEM de la estructura de band gap foténico incluida en el chip.
3.3. Proceso de biofuncionalizacién
3.3.1. Secuencias de oligonucleétidos

Para llevar a cabo los experimentos de deteccidn, se selecciona una secuencia objetivo
de oligonucleétido 35-mer (5’-3" AUC GAC UUA AUG CUA AUC GUG AUA GGG GUG UCG AU), la
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cual es diluida en citrato de sodio salino (SSC, NaCl 750 nM, citrato de sodio 75 mM, pH7) en
una concentracién 0,5 uM. Con objeto de confirmar su efectiva hibridaciéon con la secuencia
del MB inmovilizado en la superficie del sensor, se incluye un marcador fluorescente Cy5
(AlexaFluor647) en su terminacién 5’. Todos los oligonucleétidos marcados con un fluoréforo y
funcionalizados fueron suministrados por Eurofins Genomic. La Figura 3.12 muestra la sonda
MB utilizada para su deteccién. Como se puede observar, la secuencia del oligonucleétido es
totalmente complementaria a la secuencia del MB.

Cabe destacar que la secuencia del oligonucledtido objetivo fue seleccionada bajo la
creencia de tratarse del biomarcador miRNA-155 y, de hecho, la UEA diseiid la configuracién
Optima de la sonda MB para la deteccién de este biomarcador. Tras comprobar un fallo en el
suministro de oligonucleétidos, fue posible constatar que se trata de dos secuencias muy
similares pero de distinta longitud, ya que se habian considerado también las secuencias
complementarias a la seccién stem del MB. El miRNA-155 esta realmente formado por 23
bases y su secuencia es solamente complementaria a la secuencia del MB contenida en la
region loop. No obstante, en el capitulo 5 se abordard el bioreconocimiento del miRNA-155, lo
que permitird comparar tanto la respuesta de deteccién como el rendimiento de hibridacion
de este “pseudo-miRNA155”.
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Figura 3.12. Configuracién éptima de la sonda MB disefiada para la deteccién de
biomarcadores miRNA-155.

3.3.2. Funcionalizacion Thiol-ene Coupling

La inmovilizacién de los MBs sobre las estructuras fotdnicas debe ser robusta y
biocompatible. Para ello se recurre a la quimica TEC, ya que proporciona una
biofuncionalizacion rapida y homogénea de la superficie bajo condiciones no agresivas [ESC-
14, WIN-10, GON-17]. Para lograr la inmovilizacidn, los MBs tiolados se unen covalentemente a
la superficie de las estructuras fotdnicas, la cual es previamente derivatizada con
terminaciones vinilo siguiendo un protocolo de funcionalizacidn optimizado.
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En primer lugar, para introducir los grupos vinilo, el chip foténico se enjuaga con
etanol y agua e inmediatamente se activa mediante radiacién ultravioleta a 254 nm (50
mW/cm?) durante 10 minutos. Posteriormente, se sumerge en una solucidon del 2% de
viniltrietoxisilano (Sigma-Aldrich, Alemania) en tolueno durante 2 horas, se lava con acetona y
se deja secar al aire. Finalmente, tras curar el chip durante 30 minutos a 80°, se obtiene un
angulo de contacto con el agua (WCA) de 76.7+0,1°, lo que demuestra la correcta
funcionalizacidn.

Siguiendo el diagrama esquematico de biofuncionalizacién mostrado en la Figura 3.13,
las sondas MB se inmovilizan sobre las estructuras de band gap foténico funcionalizadas con
vinilo.

» Referencia

» MB (pareja 1)
» MB (pareja 2)
» BSA

0000

Figura 3.13. Diagrama esquematico de la biofuncionalizacién del chip fotdnico. La
flecha amarilla indica el sentido de flujo de los oligonucledtidos objetivo durante el
experimento.

Las disoluciones de sonda MB tiolada (30 nl, 10 uM en agua ultrapura) se depositan
gota a gota sobre dos de las cuatro parejas de sensores y se dejan secar a temperatura
ambiente. Mas tarde, el chip se irradia a 254 nm (50 mW/cm?) durante 30 segundos para
inducir la foto-inmovilizacion. Una vez los MBs son inmovilizados, el chip fotdnico se lava a
fondo con disolucion salina con fosfato (PBS-T, fosfato 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, pH
7,4, 0,5%, tween 20) y agua destilada y se deja secar al aire.

Una de las otras dos parejas de sensores del chip se cubre con una gota de una
solucién de bloqueo de BSA (2% de albumina de suero bovino en agua ultrapura) vy, tras
incubar el chip durante 2 horas, se enjuaga. Sobre el ultimo par de sensores contenido en el
chip no se aplican modificaciones, ya que serdn empleados como referencias.

La densidad de inmovilizacién de las sondas MB obtenida siguiendo este
procedimiento es de 14 pmol/cm®. Un andlisis de microscopia de fluorescencia confocal (CFM),
donde son usadas sondas marcadas con un fluoréforo, demuestra que toda la superficie de los
sensores es cubierta homogéneamente con sondas MB, tal y como se puede observar en la
Figura 3.14.
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22.07 um

Figura 3.14. Imagen CFM de la estructura de band gap foténico biofuncionalizada
usando sondas MB marcadas con un fluoréforo.

3.4. Montaje experimental

3.4.1. Plataforma de interrogacion opto-fluidica

La Figura 3.15 muestra un diagrama de los elementos que comprende la plataforma de
interrogacién dptica que permite la caracterizacion auténoma y simultidnea de varias
estructuras nanofotdnicas, incluidas en un mismo chip fotdnico, haciendo uso de una cdmara
de IR como elemento de lectura.

YNATIONAI. CAMERA LINK
INSTRUMENTS

- ...

GPIB

| USB

SWITCH I E.-’?"
3

MIRROR

CAMERA XEVA 1.7
350HZ

COLLIMATOR

TUNABLE SOURCE
LASER TRIGGER

CHIP

Figura 3.15. Diagrama esquematico de la interconexion de los elementos que
componen la plataforma de interrogacion basada en la adquisiciéon de la respuesta
espectral mediante una cdmara de IR.
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Esta plataforma de interrogacién genera una serie de barridos en el espectro IR (rango
de 1475 nm a 1630 nm) utilizando los laseres sintonizables Keysight 81940A y 81980A a
velocidades comprendidas entre 0,5 nm/s y 50 nm/s. La luz del laser sintonizable es acoplada
verticalmente (con un angulo de 10° respecto al eje vertical) y de manera simultanea a todos
los GCs a la entrada del chip foténico utilizando un colimador esférico (Thorlabs CFS2-1550-
APC) que genera un spot de salida de ~0,38 mm (1/e” didmetro a la distancia focal). La luz es
propagada a través de las estructuras nanofotdnicas y en los GCs de salida es redirigida al
plano horizontal mediante un espejo (colocado a 30° con respecto al eje horizontal). La luz es
recogida con un objetivo (20X Olympus Plan Achromat, 0,4 NA), como muestra la Figura 3.16, y
finalmente medida usando una camara IR Xenics Xeva-1.7-350Hz con un sensor InGaAs.

Espejo La luz es redirigida al
posicionado plano horizontal

con un angulo
de 300

Figura 3.16. Diagrama esquematico que indica cdmo la luz de salida es redirigida al
plano horizontal mediante un espejo en la salida del chip foténico.

La camara IR estda conectada a un ordenador de control mediante una conexion
Universal Serial Bus (USB) y una interfaz Camera Link combinada con una tarjeta Frame
Grabber (NI PCle-1433), que proporciona una conexion mas rapida y permite trabajar a
mayores frame rates. Para sincronizar el barrido laser con la adquisicion de la cdmara, ambos
instrumentos estdn conectados a través de un cable de trigger. El cddigo de sincronizacién es
implementado en LabVIEW, reservando un nucleo del microprocesador para controlar cada
instrumento. Gracias a esta sincronizacién es posible conocer exactamente a qué longitud de
onda corresponde cada frame que ira adquiriendo sucesivamente la cdmara y donde se
visualizaran los diferentes spots de salida del chip foténico. En cada frame se realizard un
procesado de cada spot para dibujar una traza que representa la respuesta espectral de cada
estructura nanofotdnica de deteccidn. Finalmente, los espectros de transmisidn de todas las
estructuras nanofoténicas dentro de un chip foténico seran adquiridos simultdaneamente en un
intervalo de tiempo de 2-3 segundos, trabajando a frame rates de la camara de IR incluso por
encima de 1000 fps.

Con un sistema de microfluidica formado por una bomba de jeringa en modo
extraccién, una celda microfluidica colocada sobre el chip fotdnico y un selector fluidico
controlado por el ordenador para seleccionar el fluido a analizar, se hara circular el fluido
objetivo sobre las estructuras nanofotdnicas.
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La Figura 3.17 muestra una imagen de la plataforma de interrogacion éptica basada en
la adquisicion continua de la repuesta espectral de estructuras nanofoténicas mediante una
camara IR. La Figura 3.18 muestra el detalle del soporte de chip fotdnico y las etapas de
acoplamiento de luz.

Figura 3.17. Imagen de la plataforma de interrogacion dptica basada en la continua
adquisicién de la respuesta espectral de estructuras nanofotdnicas mediante una
camara IR.

Figura 3.18. Imagenes de la plataforma de interrogacion éptica basada en una cdmara
de IR. Detalles del soporte del chip y las etapas de acoplamiento de la luz de
entrada/salida.

3.4.2. Celda microfluidica

Para la realizacion de los experimentos de deteccidon de oligonucledtidos se fabrican
varias celdas de flujo de PDMS con canales microfluidicos de diferentes dimensiones. El hecho
de tratarse de una “fabricacién casera” permite crear canales microfluidicos estrechos que
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garanticen una entrega 6ptima del oligonucledtido objetivo hacia las estructuras de deteccién
con la mayor difusidn posible. Sin embargo, tener un canal estrecho complica su alineacién con
las estructuras de band gap foténico en el chip usando un procedimiento pasivo. Por tanto, se
requiere el uso de una herramienta de alineamiento (Finetech) disponible en el NTC para
alinear/ensamblar correctamente la celda de flujo PDMS con el chip fotdnico.

La Figura 3.19.a) muestra el canal microfluidico de la celda PDMS utilizada en el
experimento de deteccidn de oligonucledtidos, cuyas dimensiones son 400 um de anchura y
50 um de altura. En la Figura 3.19.b) se puede observar cdmo la celda PDMS es ensamblada
con el chip fotdnico en un soporte apto para la plataforma de interrogacion.

v A R

/

Figura 3.19. a) Imagen del canal microfluidico de la celda PDMS utilizada en los
experimentos de deteccion de oligonucleétidos. b) Ensamblaje de la celda PDMS con el
chip fotdnico.

Haciendo uso de la bomba de extraccion del sistema opto-fluidico previamente
descrito, el oligonucledtido objetivo serd fluido a través de unos tubos de teflén a una
velocidad constante de 20 pl/min.

3.5. Resultados experimentales en el bioreconocimiento de
oligonucledtidos

3.5.1. Caracterizacion espectral de los sensores de band gap foténico

Las siguientes graficas muestran los espectros de transmisidon proporcionados por las
estructuras de band gap fotdénico incluidas en el chip en un flujo de SSC 5X. Dependiendo de la
dimension de los elementos transversales de cada estructura de la pareja, el borde superior
del PBG 2 se localiza alrededor de 1570 nm (para wi=120 nm) o alrededor de 1595 nm (para
wi=140 nm).
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Figura 3.20. Espectro de transmisidon proporcionado por la pareja 1 de las estructuras
biofuncionalizadas con MBs en un flujo de SSC 5X.
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Figura 3.21. Espectro de transmision proporcionado por la pareja 2 de las estructuras
biofuncionalizadas con MBs en un flujo de SSC 5X.
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Figura 3.22. Espectro de transmisién proporcionado por la pareja de las estructuras
blogueadas con BSA en un flujo de SSC 5X.

En las Figuras 3.20, 3.21 y 3.2 se observa que el PBG proporcionado por las estructuras
de band gap fotdnico es abrupto pero su relacién de extencién no es tan elevada como la
obtenida tedricamente y, posteriormente, durante la caracterizacion experimental llevaba a
cabo en el capitulo 2. Asimismo, la banda de transmisién no es plana sino que presenta
muchas oscilaciones, posiblemente ocasionadas por defectos de fabricacidon. Las guias
contenidas en el chip fotdnico son muy largas, lo que supone un mayor tiempo de exposicion
y, por tanto, mayor vulnerabilidad a imperfecciones/desviaciones en la fabricacién.
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3.5.2. Seguimiento espectral del band gap foténico

A pesar de que las respuestas espectrales proporcionadas por las estructuras de band
gap fotdnico son bastante ruidosas, mediante un procesado adecuado es posible realizar el
seguimiento espectral de la posicion del borde del PBG. Para ello, se filtra la sefal y
posteriormente el |I6bulo del borde del PBG se ajusta con la combinacién de dos funciones, una
Gaussiana y una Lorentziana.

Las Figuras 3.23 y 3.24 muestran la evolucién espectral del borde superior del PBG,
previamente caracterizado para cada una de las estructuras incluidas en el chip fotdnico,
durante el experimento de bioreconocimiento de oligonucledtidos (“pseudo-miRNA-155"). En
primer lugar, se fluye un tampdn SSC 5X sobre las estructuras periddicas para obtener la
posicidn inicial del borde del PBG. Posteriormente, se fluye durante 10 minutos una disolucién
en SSC 5X de 0,5 uM del oligonucledtido objetivo, previamente marcado con un fluoréforo.
Finalmente, el tampdn SSC 5X se fluye de nuevo para eliminar cualquier oligonucledtido no
hibridado presente en el medio.
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Figura 3.23. Evolucion espectral de la posicion del borde del PBG proporcionada por las
estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con sondas MB cuando el
oligonucledtido objetivo es fluido sobre su superficie. La evolucidn espectral de cada
pareja es representada en un color diferente y se usan diferentes formatos de linea
para indicar distintas anchuras de sus elementos transversales.

73



t{Yy
% Capitulo 3 Deteccién de oligonucleétidos usando sensores de

=]

N band gap foténico biofuncionalizados con molecular beacons

1.5

3 —-wi120nm

£ —wi140nm

O

@ 1 ]

o

L Oligonucledtido

=

2

£ 0.5

o

N

8

Q.

%)

O

o

0 5 10 15 20 25
Tiempo {min)

Figura 3.24. Evolucion espectral de la posicion del borde del PBG proporcionada por las
estructuras de band gap fotdnico bloqueadas con BSA cuando el oligonucleétido
objetivo es fluido sobre su superficie. Se usan diferentes formatos de linea para indicar
distintas anchuras de sus elementos transversales.

A partir de la Figura 3.23 se puede observar un desplazamiento significativo de la
posicién del borde del PBG cuando se fluye el oligonucledtido objetivo sobre las estructuras de
band gap foténico biofuncionalizadas con las sondas MB. Este desplazamiento, tipico en los
procesos de bioreconocimiento [MOR-95, SRI-08, ERI-03], permanece inalterado cuando el
tampdn SSC 5X se fluye nuevamente, indicando que el oligonucleétido objetivo hibrida de
manera efectiva e irreversible con la sonda MB bajo las condiciones consideradas. Por
contra, la Figura 3.24 muestra que las estructuras de band gap fotdnico bloqueadas con BSA
no proporcionan un desplazamiento neto cuando el tampdn SSC 5X se fluye de nuevo tras el
flujo de oligonucledtidos, lo que indica que la capa BSA bloqueante evita adecuadamente la
adsorcion inespecifica del oligonucledtido objetivo sobre las estructuras de deteccion.

Ademas del cambio en la respuesta dptica (o ausencia de él para las estructuras
bloqueadas con BSA), se observa un notable desplazamiento instantaneo de la posicidn del
borde del PBG cuando la disolucién del oligonucledtido objetivo alcanza los sensores. Este
precipitado desplazamiento dura solamente alrededor de 2-3 minutos y el borde del PBG
vuelve bruscamente a su posicidn inicial, como se puede observar claramente cuando las
estructuras de band gap fotdnico son bloqueadas. Este desplazamiento "hacia arriba y hacia
abajo" es fruto de una acumulacién del oligonucleétido objetivo en el tubo, justo en la
transicion entre el tampdn SSC 5X inicial y la solucién del oligonucleétido. Como consecuencia,
es originado un aumento del indice de refraccién sobre la superficie de las estructuras de band
gap fotdnico y dpticamente es traducido en un breve desplazamiento espectral del borde del
PBG. Sin embargo, después de este comportamiento transitorio, la concentracion nominal del
oligonucledtido objetivo es recuperada y el indice de refraccién del medio vuelve a su valor
inicial.

3.5.3. Analisis de los resultados

Evaluando la respuesta dptica proporcionada por las estructuras de band gap foténico
funcionalizadas con MBs cuando éstos reconocen los oligonucleétidos, los desplazamientos
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netos del borde del PBG varian desde aproximadamente 520 pm hasta incluso alrededor de
1100 pm. Estos elevados desplazamientos representan una mejora significativa en términos de
sensibilidad, en comparacién con los obtenidos utilizando sensores basados en los tipicos
anillos resonantes, cuyos desplazamientos suelen ser inferiores a 100 pm [QAV-10, SCH-12].
No obstante, los desplazamientos obtenidos son incluso superiores a los proporcionados por
sensores usando técnicas de amplificacion basadas en anticuerpos [RAM-08]. Por tanto, la
deteccion de oligonucledtidos haciendo uso de la estructura fotdnica disefiada, directamente
funcionalizada con sondas MB, no sdlo muestra ser una técnica altamente efectiva para el
reconocimiento de oligonucleétidos sino que ademas proporciona una extremada
sensibilidad ante pequefias variaciones de indice de refraccion originadas en la superficie del
sensor.

Por ultimo, cabe destacar la tremenda influencia de los parametros estructurales de
las estructuras de band gap fotdnico sobre su sensibilidad. En la Figura 3.23 se puede
observar que el valor del desplazamiento del borde del PBG asciende desde unos 800 pm hasta
alrededor de 1100 pm, cuando la anchura de los elementos transversales de la primera pareja
de estructuras es simplemente incrementada de wi=120 nm a wi=140 nm (representado en
azul). Asimismo, el desplazamiento del borde del PBG asciende desde aproximadamente 520
pm hasta unos 950 pm para este pequefio incremento de 20 nm en la anchura de los
elementos transversales de la segunda pareja de estructuras (representado en rojo). Por tanto,
basta con seleccionar correctamente los parametros estructurales de la estructura de band
gap fotdnico para obtener una mejora significativa en la sensibilidad sin necesidad de
aumentar el footprint. Esta es una gran ventaja en comparacidén con otras configuraciones
tipicas de sensores foténicos tales como anillos resonantes, donde la sensibilidad estd limitada
por su principio de funcionamiento, o interferémetros, donde el logro de sensibilidades mas
altas supone un aumento significativo del tamafio de la estructura. Por otro lado, esta alta
influencia de los parametros estructurales sobre la sensibilidad también implica una menor
tolerancia a las desviaciones dimensionales propias de fabricacidn. Esta limitacion fue
explicada durante la caracterizacidn de las estructuras en el capitulo 2 y también se puede
observar a partir de los diferentes desplazamientos del borde del PBG obtenidos tras la
interrogacién de las estructuras de band gap fotdnico, cuyos parametros nominales son
idénticos. En definitiva, el proceso de fabricacién ha de ser cautelosamente ajustado para
obtener una mejor reproducibilidad de las estructuras fabricadas y obtener respuestas de
deteccion idénticas.

3.5.4. Test de fluorescencia

Una vez terminado el experimento de deteccion de oligonucledtidos, se desensambla
el chip foténico de la celda microfluidica para medir la intensidad de fluorescencia del
oligonucledtido objetivo.

La fluorescencia se observa selectivamente sobre las dos parejas de estructuras
biofuncionalizadas con sondas MB, como muestra la Figura 3.25.a). La cuantificacion de esa
fluorescencia es representada en la Figura 3.25.b). Los valores de intensidad de fluorescencia
son muy altos en las posiciones en las que las sondas MB han sido inmovilizadas, lo cual
confirma el efectivo reconocimiento de los oligonucleétidos objetivo. Por el contrario, la
intensidad de fluorescencia medida en las estructuras de deteccion bloqueadas con BSA es
extremadamente baja, confirmando asi la eficacia de la etapa de bloqueo. Finalmente, la
ausencia de fluorescencia en la posicion de las estructuras de referencia confirma la
inexistencia de oligonucledtidos sobre su superficie.
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Figura 3.25. a) Fluorescencia observada (izquierda) tras la deteccién de
oligonucledtidos y su posicidon relativa en el chip foténico (derecha). b) Valores de
intensidad de fluorescencia medidos en cada pareja de estructuras de band gap
fotdnico tras la deteccidon de oligonucledtidos.

3.6. Conclusiones

Tanto la sensibilidad tedrica obtenida durante la fase de disefio como la sensibilidad
proporcionada por la estructura de band gap fotdonico experimentalmente ante variaciones de
indice de refraccién es de ~175 nm/RIU. A pesar de que este valor no es extremadamente alto
comparativamente con otros sensores tales como anillos resonantes (80 nm/RIU), la
respuesta proporcionada por las estructuras de band gap foténico ante la deteccién de
oligonucledtidos es muy elevada. En este contexto, proporciona desplazamientos del borde del
PBG muy superiores (hasta 1100 pm) a los reportados hasta la actualidad, los cuales siempre
han sido inferiores a 100 pm [QAV-10, SCH-12]; e incluso superiores a los obtenidos usando
técnicas de amplificacién basadas en anticuerpos [RAM-08]. Sin embargo, estos significativos
desplazamientos han sido posibles, no sélo a causa de la alta sensibilidad mostrada por las
estructuras de band gap fotdnico, sino posiblemente también a la redistribucion de la materia
producida por el cambio conformacional sufrido por las sondas MB tras la hibridacién, ya que
provocan una variacién mas notoria del indice de refraccidn sobre la superficie de los sensores.

En definitiva, las estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con las sondas
de reconocimiento MB han proporcionado sensibilidades extremadamente altas para la
deteccion label-free de los oligonucleétidos objetivo. Por tanto, esta técnica de deteccién
hace que no sea necesario realizar un marcaje de los oligonucleétidos objetivo ni aumentar
el footprint del sensor nanofoténico. Ademas, la estructura de band gap fotdnico
funcionalizada con MBs posibilita un sobresaliente incremento de su sensibilidad
seleccionando adecuadamente sus parametros estructurales, asi como aumentando la
densidad de sonda sobre la superficie [HU-14, QIN-16]. Finalmente, los resultados
experimentales aqui descritos son prometedores para el desarrollo de chips fotdnicos de
elevada sensibilidad y altamente multiplexados, cuyo objetivo sea la deteccidn de
oligonucledtidos.
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En la literatura se pueden encontrar algunos ejemplos de ensayos homogéneos donde
las sondas MB son inmovilizadas sobre un sustrato sdélido. En algunos de ellos se trabaja en el
rango Optico (fluorescencia [SU-14, MEI-17, GUO-16, DOG-04], surface enhanced Raman
spectroscopy (SERS) [VAN-11] y nanotweezers [KOT-14]) y otros utilizan plataformas
electrénicas de deteccion [WEI-03, LI-15]. Sin embargo, existen muy pocos trabajos donde el
cambio conformacional de la sonda MB sea utilizada para cambiar su interaccién sobre un
elemento de transduccién. Normalmente en esos trabajos una particula/molécula, capaz de
interactuar con un transductor electroquimico, se une a la sonda MB. La hibridacidon promueve
el desplazamiento de la particula/molécula lejos de la superficie del sensor, debido al cambio
conformacional de la sonda MB, originando variaciones en la sefal eléctrica medida y
proporcionando limites de deteccion muy bajos [LI-15, MIA-14, RAI-12, LI-17]. Estos trabajos
demuestran el alto potencial de aprovechar el cambio conformacional de la sonda MB tras la
hibridacidn, cambiando la interaccion de una particula/molécula dada con un elemento de
transduccion, en vista de desarrollar biosensores de alto rendimiento.

En el caso de biosensores basados en onda evanescente, cuando el oligonucleétido
hibrida con el MB, inmovilizado sobre su superficie y marcado con una particula/molécula, se
espera que el cambio conformacional de éste aleje la particula/molécula de la superficie
provocando una variacién adicional en la respuesta de deteccion. Particularizando para las
estructuras de band gap fotdnico, el distanciamiento de la materia de la superficie del sensor
origina un decremento del indice de refracciéon y, por tanto, el PBG se desplaza hacia
longitudes de onda inferiores. Cuanto mayor sea el tamafio de la mélecula y/o el indice de
refraccion de la particula, mayor serd ese desplazamiento negativo del PBG, el cual podria
incluso a llegar a predominar muy considerablemente sobre el desplazamiento positivo del
PBG proporcionado por la deteccién directa de oligonucledtidos. Este hecho supondria una
significativa mejora en términos de sensibilidad del biosensor, posibilitando la deteccién de
concentraciones mas bajas de oligonucledtidos. Bajo esta premisa, se estudia y analiza la
influencia del cambio conformacional de sondas MB, originado tras el bioreconocimiento de
oligonucledtidos, en el comportamiento espectral de sensores de band gap foténico de onda
evanescente.

4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Estructuras de band gap foténico y MBs

Para llevar a cabo este estudio se hace uso del sensor fotdnico de onda evanescente
descrito en el punto 3.1. Concretamente se recurre a la configuracidn dptima de las
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estructuras de band gap fotdnico detallada en el punto 3.1.1., sobre cuya superficie son
inmovilizadas las sondas MB. Estas son adaptadas incorporando una biotina cerca de su
terminacion 3’, lo que permite la incorporacidn de una molécula de estreptavidina al MB
mediante el bioreconocimiento biotina-estreptavidina [BAY-90].

El bioreconocimiento del oligonucledtido objetivo por la sonda MB, marcada con
estreptavidina, inducird un cambio en la respuesta espectral de la estructura de band gap
fotonico debido a ambos: la hibridacion y el cambio conformacional de la sonda MB. Tal y
como muestra la Figura 4.1, dicho cambio conformacional alejara la molécula de
estreptavidina de la superficie de la estructura de band gap fotdnico, cuya interaccién con la
onda evanescente serd analizada. Sendas respuestas espectrales proporcionadas por
estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas, con sondas MB marcadas y sin marcar
con estreptavidina, seran comparadas con objeto de determinar la influencia del
desplazamiento de la molécula sobre el comportamiento del sensor foténico.

Figura 4.1. Esquema del evento de hibridacidn de los oligonucledtidos objetivo con las
sondas MB inmovilizadas en la superficie de una estructura de band gap fotdnico.

En un Unico chip fotdnico se incluyen ocho estructuras de band gap fotdnico con el fin
de llevar a cabo la deteccion multiplexada de oligonucledtidos. Para ello se recurre a la
fabricacion del chip fotdnico disefiado en el punto 3.2.

4.1.2. Proceso de biofuncionalizacion
4.1.2.1. Secuencias de oligonucleétidos

La Tabla 4.1 muestra la secuencia objetivo del oligonucledtido 35-mer seleccionado
para realizar este experimento y la secuencia que define la sonda 6ptima MB para su
deteccién. Se trata de las mismas secuencias utilizadas previamente en los experimentos de
deteccién de oligonucledtidos vy, tal y como se describié en el punto 3.3.1., la secuencia
objetivo del oligonucledtido es marcada con un fluoréforo Cy5 (AlexaFluor647) que permita
confirmar la hibridacion efectiva con la secuencia del MB una vez finalizado el experimento.
Sin embargo en esta ocasidon, en la secuencia de la sonda MB, * denota una T modificada
donde se incorpora una biotina (Eurofins Scientific, Luxemburgo).
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Tabla 4.1. Secuencia del oligonucledétido objetivo 35-mer y secuencia de la sonda MB
Optima disefiada para su deteccidn.

5’ 3’ Secuencia (5’-3’)

Oligonucleétido
objetivo

MB SH ATCGACACCCCTATCACGATTAGCATTAAG*TCGAT

Cy5 AUCGACUUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUGUCGAU

4.1.2.2. Biofuncionalizacién y marcaje de biotina-estreptavidina en los MBs

Las estructuras de band gap fotdnico son funcionalizadas y sobre su superficie son
inmovilizadas covalentemente las sondas MB tioladas (30 nL, 10 UM en agua ultrapura). Para
ello se recurre de nuevo a la quimica de acoplo TEC, siguiendo el protocolo de
biofuncionalizacién descrito en el punto 3.3.2.

La estreptavidina se une a los MBs depositando una disoluciéon de estreptavidina (5 pL,
20 ppm en PBS-T (disolucién salina con fosfato al 0.5% y tween 20)) sobre las estructuras de
band gap indicadas en la Figura 4.2. Tras incubar el chip fotdnico en una cdmara hiumeda que
promueve el enlace estreptavidina-biotina a temperatura ambiente, éste es lavado
intensamente con PBS-T y agua para eliminar cualquier estreptavidina unida inespecificamente
alos MBs.

» MB+St
» MB+St
» MB
» MB

0000

Figura 4.2. Diagrama esquematico de la biofuncionalizacién del chip fotdnico. La flecha
amarilla indica el sentido de flujo de los oligonucledtidos objetivo durante el
experimento.

4.1.3. Montaje experimental

Para fluir el oligonucleétido objetivo el chip fotdnico se ensambla en una celda
microfluidica fabricada por microTEC Gesellschaft flir Mikrotechnologie mbH (Alemania).
Como se puede observar en la Figura 4.3, la celda esta formada por un soporte inferior, donde
es ensamblado el chip fotdnico, y una tapa superior que contiene un canal de caucho de 500
pm de anchura, 500 um de altura y 7,5 mm de longitud. El hecho de que comprenda dos piezas
facilita el proceso de alineaciéon del canal microfluidico sobre las estructuras de band gap
fotdnico, ya que esta disefiada especificamente con las dimensiones del chip fotdnico y
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permite su ensamblado directamente sin necesidad de utilizar ninguna herramienta de
alineamiento. Ademas, como el canal microfluidico es de caucho, el desensamblado de la celda
con el chip fotdnico resulta muy sencillo de cara a su reutilizacion. Sin embargo, tras reiterados
experimentos, el caucho no se adhiere a la superficie del chip y ocasiona problemas en la
difusidn del reactivo.

a) b)

Figura 4.3. a) Ensamblaje de la celda fabricada por microTEC con el chip foténico. b)
Imagen de la tapa superior de la celda, la cual contiene el canal microfluidico de
caucho.

La Figura 4.4 muestra el chip fotdnico, una vez ensamblado en la celda microfluidica,
posicionado en la plataforma de interrogacion dptica descrita en el punto 3.4.1., capaz de
adquirir continuamente el espectro de transmision de las estructuras de band gap fotdnico
para monitorizar su evolucién espectral. Haciendo uso de la bomba de extraccion del sistema
opto-fluidico, previamente descrito, el oligonucledtido objetivo serd fluido a través de unos
tubos de silicona a una velocidad constante de 20 pl/min.

objetivo
camara

Figura 4.4. Imagen del chip fotdnico ensamblado y posicionado en la plataforma de
interrogacion éptica e imagen detallada del canal microfluidico.
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4.2. Resultados experimentales del estudio

4.2.1. Caracterizacién espectral de los sensores de band gap foténico

Las Figuras 4.5.a) y 4.5.b) muestran los espectros de transmisién proporcionados por
cuatro de las ocho estructuras de band gap fotdnico incluidas en el chip en un flujo de SSC 5X.
Estos han sido normalizados respecto a una guia de referencia. Desafortunadamente, las
cuatro estructuras restantes no han transmitido luz durante su interrogacion debido a cortes
en las guias, probablemente ocasionados por la manipulacién del chip fotdnico. Sin embargo,
los espectros de transmision muestran un PBG abrupto, con una gran relacion de extincidn
(~18 dB), un borde de PBG bien definido y una respuesta dptica menos ruidosa que la obtenida
durante el experimento de deteccidon de oligonucledtidos descrito en el capitulo 3, lo que
implica una mejor calidad estructural de las estructuras fabricadas.

Los espectros de transmision mostrados en la Figura 4.5.a) son proporcionados por
estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con MBs a los que no se le ha afadido
estreptavidina. Dependiendo de la anchura de los elementos transversales de la estructura
fotdnica, el borde del PBG se encuentra alrededor de 1535 nm (para wi=120 nm) o alrededor
de 1560 nm (para wi=140 nm). La Figura 4.5.b) muestra los espectros de transmision
proporcionados por las estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con MBs, a los
que se le ha afiadido estreptavidina (MB+St). Ambos espectros son proporcionados por
estructuras cuya anchura de sus elementos transversales es idéntica, es decir wi=140 nm, y
ambos muestran un borde del PBG en torno a 1560 nm. El hecho de que dichos espectros
muestren tal similitud entre ellos denota una buena reproducibilidad durante el proceso de
fabricacion.

a) b) o
MB+5t1 wi=140 nm
o . o MB+5t2 wi=140 nm
o S-
5. 5.
z z
£ - g
c c
o il
= - wi=140nm | [
wi=120nm
.25 ‘ ‘ . ; ; .25 ‘ ‘ . . ‘
1530 1540 1550 1560 1570 1530 1540 1550 1560 1570
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4.5. Espectros de transmision en un flujo de SSC 5X proporcionados por
estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con sondas MB a) sin
estreptavidina; b) con estreptavidina (MB+St).

4.2.2. Seguimiento espectral del band gap foténico

A continuacidn se representan las respuestas de deteccidn, es decir la evolucion
espectral experimentada por el borde del PBG, como consecuencia de la hibridacion de los
oligonucledtidos objetivo con los MBs. En la Figura 4.6.a) se consideran las estructuras de band
gap fotdnico sobre las que se han inmovilizado MBs sin estreptavidina y en la Figura 4.6.b)
aquellas cuyos MBs han sido inmovilizados y marcados con estreptavidina. La linea base inicial
se obtiene fluyendo un buffer SSC 5X, el cual es empleado como tampdn durante todo el
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experimento. En t=14 minutos se fluye una disolucién del oligonucledtido objetivo (0,5 UM en
SSC 5X) sobre la superficie de las estructuras de band gap fotdnico, cuyo reconocimiento de las
sondas MB origina el desplazamiento del borde del PBG proporcionado por cada estructura de
band gap fotdnico. Finalmente, en t=24 minutos se fluye un ciclo adicional del tampdn SSC 5X
para eliminar cualquier oligonucledtido no hibridado presente en el medio. Las posiciones del
borde del PBG permanecen inalteradas, indicando la efectiva hibridacion de los
oligonucledtidos objetivo con los MBs.

La Figura 4.6.a) establece una comparativa entre los desplazamientos del borde del
PBG proporcionados por las estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con MBs
considerando diferentes anchuras de sus elementos transversales. El valor de dicho
desplazamiento es aproximadamente el doble cuando wi=140 nm (1020 pm) con respecto a
cuando wi=120 nm (620 pm). Esto no solo confirma la influencia de los parametros
estructurales sobre la sensibilidad ofrecida por las estructuras, previamente demostrada en el
capitulo 3, sino que también indica una adecuada reproducibilidad en la respuesta de
deteccion de las estructuras incluidas en diferentes chips fabricados.
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Figura 4.6. Evolucion temporal de la posicion espectral del borde del PBG
proporcionado por las estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con sondas
MB a) sin estreptavidina; b) con estreptavidina (MB+St).

Las respuestas de deteccién proporcionadas por todas las estructuras de band gap
fotdnico, cuyo valor de anchura transversal de sus elementos es 140 nm, son mostradas en la
Figura 4.7. En ella se compara la evolucion espectral obtenida cuando las estructuras son
biofuncionalizadas con sondas MB marcadas y sin marcar con estreptavidina.
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Figura 4.7. Evolucién temporal de la posicidn del borde del PBG proporcionada por las
estructuras de band gap fotdnico con idénticas dimensiones, en cuya superficie se han
inmovilizado sondas MB marcadas (MB+St) y sin marcar con estreptavidina.

En la Figura 4.7 se puede observar que los desplazamientos del borde del PBG son muy
notables en todos los casos cuando el bioreconocimiento de los oligonucleétidos objetivo tiene
lugar (desde aproximadamente 350 pm hasta incluso 1000 pm). Sin embargo, la respuesta de
deteccion es significativamente diferente para las tres estructuras de deteccién, incluso entre
las biofuncionalizadas con sondas MB marcadas con estreptavidina.

4.2.3. Calibracidon de la sensibilidad del indice de refraccion y normalizacion de
medidas

Para determinar si la diferencia entre las respuestas de deteccidn obtenidas se debe a
diferencias en el proceso de bioreconocimiento de las sondas MB o a las diferentes
sensibilidades ofrecidas por las propias estructuras de band gap fotdnico, se realiza un ciclo de
calibracion, considerando diferentes indices de refraccidon, que permita normalizar las
respuestas de deteccion.

La Figura 4.8 muestra la evolucién temporal de la posicion espectral del borde del PBG
durante el ciclo de calibracién. Tras fluir SSC 5X sobre las estructuras de band gap fotdnico, en
t=14 minutos, se fluye agua ultrapura, cuya presencia origina una variacidon del indice de
refraccion sobre la superficie de las estructuras y, en consecuencia, el borde del PBG es
desplazado espectralmente. En t=24 minutos, el tampdn SSC 5X es fluido de nuevo, cuya
variacion del indice de refraccion es detectada una vez mas por las estructuras, provocando el
retorno del borde del PBG a su posicidn espectral inicial.
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Figura 4.8. Evolucion temporal de la posicion espectral del borde del PBG
proporcionada por las estructuras de band gap fotdnico ante las variaciones de indice
de refraccion originadas por el flujo de SSC 5X, agua ultrapura y SSC 5X de nuevo.

La Tabla 4.2 muestra los desplazamientos del borde del PBG proporcionados por las
estructuras de band gap fotdnico tanto en el bioreconocimiento de los oligonucledtidos como
en la deteccién de cambios de indice de refraccién. Asimismo son mostrados los valores
normalizados del desplazamiento del borde del PBG en la deteccion de oligonucleétidos, los
cuales son calculados considerando el valor absoluto del desplazamiento sufrido por el PBG
durante el ciclo de calibracion.

Dado que el experimento original Unicamente arroja resultados experimentales de una
estructura de band gap fotdnico sobre la que se han inmovilizado sondas MB sin
estreptavidina, la Tabla 4.2 también incluye los desplazamientos del PBG obtenidos en el
capitulo anterior. Estos resultados (MB 1* y MB 2*) son los proporcionados por estructuras de
band gap fotdnico, cuyos pardmetros de configuracidon son idénticos a los de las estructuras
bajo andlisis. Como se indicd en el punto 4.1.2.1., las secuencias de oligonucledtidos
empleadas también fueron las mismas.

Tabla 4.2. Desplazamientos espectrales de PBG medidos en el bioreconocimiento de
los oligonucledtidos objetivo y en el ciclo de calibracidn. La dltima columna indica los
desplazamientos del borde de PBG normalizados para el experimento de deteccion de
los oligonucledtidos objetivo. *Denota los resultados mostrados en el capitulo 3.

Deteccion de . < 2 Deteccion de
oligonucleétidos Calibracién oligonucleétidos

(pm) (pm) normalizada
MB+St 1 345 -1890 0,183
MB+St 2 620 -3230 0,192
MB 1020 -1560 0,654
MB 1* 920 -1390 0,662
MB 2* 1120 -1804 0,621
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La Figura 4.9 muestra la respuesta normalizada durante la deteccion de
oligonucledtidos. Los desplazamientos del borde del PBG normalizados son idénticos para las
dos estructuras de deteccion biofuncionalizadas con sondas MB marcadas con estreptavidina
(~0.19). Por tanto, los diferentes desplazamientos observados previamente en la Figura 4.7 son
atribuidos a las diferentes sensibilidades ofrecidas por cada una de las estructuras de
deteccién, probablemente debido a las desviaciones en el proceso de fabricacién. Sin
embargo, los valores de estos desplazamientos normalizados son significativamente inferiores
a los valores normalizados del desplazamiento del borde del PBG proporcionados por las
estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con sondas de MB sin estreptavidina
(~0,65). Tal diferencia indica una interaccion diferente de la sonda MB con el campo
evanescente producido en la superficie de la estructura de band gap foténico al incorporar
estreptavidina.
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Figura 4.9. Evolucion temporal normalizada de la posicion del borde del PBG
proporcionada por las estructuras de band gap foténico, en cuya superficie se han
inmovilizado sondas MB y sondas MB marcadas con estreptavidina (MB+St).

4.2.4. Analisis de los resultados

Los resultados experimentales obtenidos revelan una disminucién significativa de la
respuesta de deteccidon normalizada (por un factor ~3.5x) proporcionada por las estructuras de
band gap fotdnico cuando las sondas MB son o no marcadas con estreptavidina.

A priori, cabe pensar que la estreptavidina pueda obstaculizar el reconocimiento del
oligonucledtido objetivo por la sonda MB, conduciendo a un rendimiento de hibridacion
inferior. Sin embargo, los valores de intensidad de fluorescencia medidos tras la hibridacion de
los oligonucledtidos objetivo, marcados previamente con fluoréforos, son similares en las
posiciones de ambas configuraciones de sondas MB, por lo que se descarta esta hipdtesis. Por
tanto, la diferencia observada en la evolucion espectral del borde del PBG, considerando
ambas configuraciones de sonda MB, es consecuencia del efecto producido sobre la onda
evanescente cuando la estreptavidina es alejada de la superficie del sensor.

Como explica esquematicamente la Figura 4.10, cuando el oligonucledtido objetivo es
reconocido por el MB, éste cambia su conformaciéon adoptando la configuracion de doble
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hélice y a su vez desplazando la estreptavidina. La eliminacidon de materia sobre la superficie
del sensor produce una disminucién del indice de refraccién, la cual es detectada por la
estructura de band gap fotdnico desplazando el borde del PBG hacia longitudes de onda
inferiores. Sin embargo, tal y como fue descrito en el capitulo anterior, la deteccidn directa del
oligonucledtido objetivo, mediante la combinacién de estas estructuras de deteccién vy las
sondas MB inmovilizadas en su superficie (sin estreptavidina), proporciona desplazamientos
positivos del borde del PBG tan elevados que la magnitud de ese desplazamiento en retroceso
es considerablemente menor. Como resultado de la combinacién de ambos efectos sobre la
onda evanescente, es decir, la deteccion directa del oligonucledtido y el desplazamiento de la
estreptavidina, se observa un desplazamiento neto positivo del borde del PBG cuando el
bioreconocimiento del oligonucleétido tiene lugar mediante las sondas MB marcadas con
estreptavidina, el cual es menor al caso en el que se utiliza el MB sin marcar.

a) b) Deteccion directa

Desplazamiento
neto borde del
PBG

Desplazamiento
borde del PBG

rd

Tiempo

Desplazamiento
estreptavidina

Figura 4.10. a) Representacion esquematica del desplazamiento sufrido por la
estreptavidina desde la superficie de la estructura de band gap fotdnico cuando la
sonda MB cambia su conformaciéon debido a la hibridacién con el oligonucleétido
objetivo. b) Representacion esquematica de la respuesta de deteccién del sensor de
onda evanescente cuando es biofuncionalizado con sondas MB marcadas con
estreptavidina.

4.3. Conclusiones

En este trabajo, se estudia y observa experimentalmente por primera vez la influencia
de los cambios conformacionales de las sondas MB sobre sensores fotdnicos de onda
evanescente. Al marcar las sondas de MB con una molécula, es posible obtener una
respuesta de deteccién como combinacion del evento de deteccidn directa del oligonucleétido
objetivo y el desplazamiento de esa molécula producido por el cambio conformacional del MB
que la aleja de la superficie del sensor. En este estudio experimental, el desplazamiento neto
obtenido del borde del PBG supone una reduccién de la respuesta de deteccidn en
comparacién con la deteccidn directa del oligonucleédtido objetivo (es decir, cuando no se usa
ninguna molécula). Sin embargo, la seleccién adecuada de la molécula/particula afiadida al MB
(por ejemplo, una molécula de mayor tamafio o una nanoparticula de alto indice de refraccién)
podria inducir un mayor desplazamiento en retroceso del borde del PBG, que domine
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significativamente el proceso de deteccion, y en definitiva, una amplificaciéon de la respuesta
de deteccidn de la estructura de band gag foténico.

Otra posible aplicacion potencial de este efecto consiste en mejorar la sensibilidad en
la deteccidn de objetivos de muy bajo peso molecular, por ejemplo pesticidas o antibidticos,
cuya deteccién directa proporciona un desplazamiento espectral extremadamente bajo. En
este caso el MB seria reemplazado por un aptamero, al que se le uniria una
molécula/particula. El cambio conformacional originado al reconocer el objetivo alejaria la
molécula/particula de la superficie del sensor promoviendo un desplazamiento en retroceso
dominante del borde del PBG y, en consecuencia, un desplazamiento neto negativo
significativamente mayor que el de la deteccién directa del objetivo.

Ademas, este efecto podria ser ampliamente explotado mediante un disefio adecuado
del sensor nanofoténico de onda evanescente. En él se excitarian varios modos dpticos con
diferente perfil del campo evanescente, permitiendo interactuar de manera diferente con el
oligonucledtido objetivo hibridado y con la molécula/nanoparticula desplazada [HUE-16].
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Capitulo 5 Deteccion de biomarcadores de cancer miRNA y
regeneracion en linea

Tal y como se describid en el capitulo 1, el uso de biomarcadores miRNA resulta un
método Util y fiable para el diagndstico de cédncer (y otras enfermedades), permitiendo incluso
distinguir entre diferentes variedades moleculares y genéticas de tumores dentro de un mismo
tipo de cancer. Por tanto, la deteccién de biomarcadores miRNA permitird el diagndstico
rapido y precoz de cancer con gran precision y con el consiguiente impacto en el manejo
clinico, reduciendo el coste de los tratamientos y aumentando la tasa de supervivencia.

En vista del papel de los miRNAs como biomarcadores de diagndstico médico y su
estabilidad en sangre, el IVO identificd candidatos miRNA para ser implementados como
biomarcadores dentro del dispositivo biosensor SAPHELY, distinguiendo entre las cuatro
tipologias de cancer con mayor tasa de incidencia en la sociedad mundial: colon, mama,
pulmén y prdéstata. Estos biomarcardores miRNA estan recogidos en la Tabla 5.1. Asimismo, la
UEA diseid sondas MB éptimas para hibridar con cada uno de ellos. Por tanto, en este capitulo
se aborda la deteccién de biomarcadores de cancer miRNA haciendo uso de los biosensores de
band gap fotdnico desarrollados en este trabajo de Tesis Doctoral. Ademas, se describe el
proceso de optimizacién llevado a cabo en el disefio y fabricacién de los chips foténicos con el
gue se pretende mejorar su robustez y, por consiguiente, la calidad de la sefial proporcionada
por las estructuras de band gap fotdnico.

Tabla 5.1. Candidatos biomarcadores miRNA identificados para los tipos de cancer con
mayor tasa de incidencia en la sociedad mundial.

Tipo de tumor Candidatos biomarcadores miRNA
Colon miR-21, miR-29a, miR-92a, miR-155, miR-200c, miR-210, miR-221
Mama miR-21, miR-92a, miR-155, miR-205
Pulmén miR-21, miR-34b, miR-125b, miR-200b, miR-203, miR-205, miR-429
Prostata miR-21, miR-125b, miR-141, miR-182, miR-375

Por otro lado, el desarrollo 6ptimo de biosensores hasta su aplicacion real es una tarea
costosa y que requiere mucho tiempo, ya que, mas alld de su disefio, fabricacion vy
biofuncionalizaciéon, precisa de la realizacién de una enorme cantidad de experimentos. Por
tanto, la posibilidad de reutilizar los biosensores es altamente deseable. Bajo esta premisa, se
han desarrollado diferentes estrategias de regeneracién [LEA-15, GOO-15, JOS-18]. Sin
embargo, la mayoria de los protocolos de regeneracion requieren retirar el transductor del
sistema experimental y volver a montarlo en el sistema tras la regeneracién.

89



m*//(—\\\v Capitulo 5 Deteccién de biomarcadores

N de cancer miRNA y regenacién en linea

En este capitulo se describe también una estrategia que posibilita la reutilizacién de los
biosensores desarrollados a lo largo de este trabajo, sin retirarlos del montaje experimental.
Particularmente se trata de una estrategia de regeneracién quimica de sensores nanofotdnicos
para su uso en la deteccion de miRNAs. Esta estrategia tiene como objetivo realizar una
llamada regeneracion en linea que no solo permite ahorrar tiempo sino que también reduce la
variacion entre las medidas obtenidas en experimentos diferentes, siendo especialmente (til
cuando se testean niveles similares de analito.

5.1. Optimizacion del diseio y fabricacion del chip foténico
5.1.1. Problematica

Tras la realizacion de numerosos experimentos de deteccidon de miRNAs usando el chip
fotonico disefiado en el punto 3.2., se detectan una serie de problemas que limitan el
rendimiento de los experimentos de deteccidn e impiden la reutilizacién del chip foténico. En
general, los espectros de transmisidon proporcionados por las estructuras de band gap fotdnico
son muy ruidosos e incluso en ocasiones algunas estructuras no han podido ser caracterizadas
experimentalmente debido a la ausencia de sefial a su salida.

Mediante una exhaustiva inspeccidon fisica de los chips foténicos se detectan
numerosos cortes/roturas en las guias de onda contenidas en el chip, como se puede observar
en la Figura 5.1. Tipicamente estos cortes se producen en las guias monomodo, cuya anchura
es de 460 nm, pero no en aquellas secciones implementadas con guias multimodo (con una
anchura de 2,5 um). Resulta complicado determinar con exactitud el origen de estos cortes,
pero probablemente estén relacionados con el almacenamiento y manipulacion de los chips
fotdnicos. Hay que tener en cuenta que éstos son sometidos a cambios de temperatura, mas
alld incluso de los ocasionados durante el propio proceso de biofuncionalizacion.
Generalmente se almacenan a temperatura ambiente, pero cuando estan biofuncionalizados
se conservan en frio. Ademas, la manipulacién del chip foténico resulta inevitable para la
realizacion de experimentos de deteccién de miRNAs, sobre todo durante el ensamblado del
chip en la celda microfluidica.
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Figura 5.1. Imagenes tomadas con el microscopio Optico que muestran los
cortes/roturas producidos en las guias monomodo. Las guias monomodo y multimodo
son representadas en rojo y azul en el disefio GDS, respectivamente.

5.1.2. Rediseiio del chip fotonico

La primera medida adoptada para evitar este tipo de problemas consiste en la
modificacién del disefio del chip fotdnico. Para ello se sustituyen las guias monomodo por
guias multimodo en todas aquellas secciones donde los requerimientos de disefio y fabricacidn
lo permiten. Como muestra la Figura 5.2, algunas secciones no pueden ser sustituidas, tales
como curvas, accesos a MMlIs o las propias estructuras de band gap fotdnico. El objetivo es
reducir la cantidad de guias monomodo contenidas en el chip tanto como sea posible y asi
minimizar la probabilidad de que se origen cortes/roturas.
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Figura 5.2. Imagenes de las guias monomodo contenidas en el disefio GDS del chip
foténico usado para su fabricacion.

La segunda medida adoptada para aumentar la robustez de los chips fotdnicos consiste
en depositar sobre su superficie un revestimiento protector de SiO, con un espesor de 400 nm.
Este revestimiento superior proporcionara una completa proteccion de las estructuras
fotdnicas contenidas en el chip frente a posibles factores externos. Sin embargo, sera
necesario eliminar esta capa de SiO, en las posiciones donde se colocan las estructuras de
deteccion de band gap fotdnico, pues han de estar accesibles para su biofuncionalizacion y
posteriormente llevar a cabo el proceso de deteccién de miRNAs. Por tanto, mediante un
proceso fotolitografico, se abre una ventana en forma de canal sobre todas las estructuras de
band gap fotdnico. Para ello se deposita sobre el chip una capa de fotoresina, de
aproximadamente 1 um de espesor, mediante un proceso de spin coating. Se trata de una
resina positiva AZ-MIR701, la cual se expone con un mask aligner con luz UV (375 nm). Una
mascara de plastico (con zonas negras y otras transparentes) deja pasar la luz exclusivamente
en las zonas donde la capa de SiO, quiere ser eliminada. Una vez revelada la capa de resina, se
abren las ventanas y se transfieren a la capa de SiO; a través de un ataque inductivo de plasma
(ICP).

La Figura 5.3 muestra el nuevo disefio GDS usado para la fabricacion de los chips
fotdnicos. En él se modifican también los grupos de estructuras de band gap fotdnico: en lugar
de dos estructuras periédicas en cada grupo, se disponen cuatro estructuras con valores de
wi=80, 100, 120 y 140 nm, garantizando mds posiciones espectrales proporcionadas por el
borde del PBG. Para ello, se introduce un nivel adicional de MMIs para cada grupo de sensores.
Como se puede observar, los MMIs son desplazados lejos de la posicion donde se encuentran
las estructuras de band gap foténico con el objetivo de que permanezcan cubiertos de SiO,
cuando se abra la ventana, la cual es representada esquematicamente sobre las estructuras de
band gap fotdnico.
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Figura 5.3. Nuevo disefio GDS usado para la fabricacién del chip foténico, sobre el que
se deposita un revestimiento superior de SiO,. El rectangulo azul muestra el area sobre
las estructuras de band gap foténico, cuya capa de SiO, serd eliminada.

La Figura 5.4.a) muestra el disefio de una mascara de “fabricacién casera” creada con
una impresora comercial para la apertura de las ventanas sobre las estructuras de sensado.
Este disefio en forma de canal a priori es facil tanto de fabricar como de alinear con las
estructuras de band gap fotdnico contenidas en el chip. Sin embargo, elimina una gran drea
del revestimiento de SiO, y su disefio podria influir en el flujo del liquido sobre las estructuras
de band gap fotdnico. La Figura 5.4.b) muestra una imagen del canal creado en la capa de SiO,
usando la mascara de “fabricacion casera”. El canal estd correctamente abierto, pero sus
paredes son muy rugosas y las estructuras de band gap fotdnico no estan perfectamente
posicionadas en el centro del canal. Cabe destacar que las imdgenes corresponden a una
fabricacién preliminar del chip fotdnico y su inclusién en este trabajo pretende mostrar el
aspecto de los chip fotdnicos utilizados en este capitulo. No obstante, en lo sucesivo se empled
una mascara de mayor calidad que posibilitd la apertura de ventanas cuyas paredes quedaron
mejor definidas y las estructuras de band gap fotdnico se posicionaron mas centradas en el
canal.

a)

Figura 5.4. a) Disefio de “fabricacion casera” de la méascara para abrir ventanas sobre el
recubrimiento superior de SiO, del chip fotdnico. b) Imagen tomada con el microscopio
después de abrir la ventana sobre las estructuras de band gap fotdnico contenidas en
el chip.
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5.2. Deteccion de biomarcadores de cancer miRNA

El miRNA-21 es un biomarcador presente en la mayoria de tumores y cuya
desregulacidn esta asociada a las cuatro variedades de cancer con mayor tasa de incidencia en
la poblacién, tal y como se puede observar en la Tabla 5.1. A nivel mundial se traduce al afio en
alrededor de 5,9 millones de casos y 2,4 millones de muertes a causa de cancer de mama,
prdstata, pulmén y colorrectal [GCO]. Por tanto, el objetivo de este punto consiste en la
deteccion de biomarcadores miRNA-21 mediante la combinacién de la ingenieria de MBs y
estructuras de band gap fotdnico, cuyo concepto de sensor fue presentado en el punto 3.1.

5.2.1. Proceso de biofuncionalizacion

En esta ocasidn, las sondas MB son inmovilizadas sobre la superficie del sensor usando
la técnica LAMI [NEV-06], tecnologia desarrollada por la AAU.

5.2.1.1. Secuencias de oligonucleétidos

El miRNA-21 es un oligonucledtido constituido por 22 nucledtidos, cuya secuencia es:
5’-3’ UAG CUU AUC AGA CUG AUG UUG A (Eurofins Genomic). Para realizar los experimentos,
se prepara en una disolucién de SSC 2,5X y se incluye un marcador fluorescente Cy5
(AlexaFluor647) en 5’ que permita confirmar su efectiva hibridacidn con la secuencia del MB
una vez finalizado el experimento. La Figura 5.5 muestra la sonda 6ptima MB que la UEA ha
disefiado para para la deteccién del miRNA-21. Como se puede observar, la secuencia del
miRNA-21 es totalmente complementaria a la secuencia contenida en la regién loop del MB.
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Figura 5.5. Configuracion éptima de la sonda MB disefiada para la deteccion del
biomarcador miRNA-21.
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5.2.1.2. Funcionalizacion LAMI

LAMI es una tecnologia fotdnica que permite inmovilizar covalentemente biomoléculas
sobre superficies tioladas con una resolucién espacial micrométrica e incluso sub-micrométrica
[SKO-09, PAR-11]. Al igual que la técnica de biofuncionalizacién TEC, expuesta en el punto
3.3.2., LAMI presenta algunas ventajas sobre otras técnicas de inmovilizacion [JON-08, WIL-02],
ya gue no requiere pasos quimicos o térmicos previos para lograr la inmovilizacion orientada
espacialmente de biomoléculas.

La tecnologia LAMI explota una propiedad natural inherente de las proteinas y los
péptidos que tiene lugar cuando un residuo aromatico se localiza espacialmente préximo a un
puente de disulfuro [NEV-02, NEV-06]. La excitacion de la cadena lateral del residuo aromatico
induce la expulsion de electrones que reaccionan con el disulfuro cercano creando grupos
tioles libres que unirdn covalentemente péptidos/proteinas a superficies tioladas mediante la
formacién de enlaces disulfuro.

La Figura 5.6 representa esquematicamente la tecnologia LAMI empleada para el
bioreconocimiento del miRNA-21. El MB se une a un péptido que contiene un triptéfano
(residuo aromatico) cerca de un puente de disulfuro (KAMHAWGCGGGC-NH,). El puente
disulfuro en el péptido se rompe con la excitacion del triptéfano permitiendo la unidn
covalente del MB a los grupos tiol libres presentes en la superficie SOl del biosensor. Hay que
tener en cuenta que dicha superficie es previamente modificada quimicamente mediante
silanizacién de acuerdo con un método desarrollado y optimizado por la AAU [NEV-06].

Puente de disulfuro

Péptido l Péptido
I-S—Sj - o luzUV
w “
KAMHAWGCGGGC-NH2 === €% &
Triptéfano g s :f, ss
< Y t ¢
/Sl:-o——/Si\ /Sl—o—-/si\
HAE ¢ eg e

Superficie SOI

Figura 5.6. Representacion esquematica de la tecnologia LAMI empleada para el
bioreconocimiento del biomarcador miRNA-21.

Las construcciones MB+péptido son proporcionadas por Biosynthesis (Texas, USA) en
forma liofilizada y se suspenden en PBS 1X en una concentracién de 10 uM. Las disoluciones se
dividen en alicuotas y se almacenan a -20 2C hasta su uso. Las sales para hacer PBS (cloruro de
sodio, cloruro de potasio, fosfato de sodio dibasico heptahidratado y fosfato de potasio
monobasico) son suministradas por Sigma-Aldrich (Missouri, USA).

La inmovilizacidn de MBs sobre la superficie SOI tiolada se lleva a cabo en la AAU
haciendo uso de un setup de iluminacion [GONC-17], cuya metodologia esta representada
esquematicamente en la Figura 5.7. En primer lugar se deposita una gota de la disolucién (1pL)
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sobre la superficie y se deja secar a temperatura ambiente. Posteriormente se radia la muestra
a 280 nm con la luz procedente de un laser, la cual es enfocada a través de un objetivo UV 40X.
Finalmente los MBs son inmovilizados sobre la superficie con una orientacidon espacial
uniforme.

Radiacion UV,
280 nm

Quencher - () cy3
W (oI

Inmovilizacién de MBs
Superficie SOI tiolada | . .
Péptido espacialmente orientados

Figura 5.7. Representacion esquematica del proceso de iluminacién aplicado en la
tecnologia LAMI.

Puente S-S ‘

Como se puede observar en la Figura 5.7, el MB estd marcado con un quencher
(DABCYL) y un fluoréforo Cy3 (543 nm), lo que permite realizar un analisis de CFM. La Figura
5.8.a) muestra parte de un patrdon de lineas inmovilizadas de MBs (50 lineas con 50 um de
separacion), a una velocidad de 100 um/s y una potencia de 40 uW. La Figura 5.8.b) representa
el promedio del perfil de intensidad de la emisién de fluorescencia obtenida en la Figura 5.8.a).
A la vista de los resultados, los MBs son immovilizados con éxito sobre la superficie tiolada SOI.
La distribucion general de la intensidad de la emisién de fluorescencia de los patrones
inmovilizados es homogénea. Los picos son abruptos y bien definidos con una distribucién
periddica, correlacionada con el patrén de linea definido.

Distancia (pixels)

Figura 5.8. a) Imagen CFM de la fluorescencia Cy3 emitida de acuerdo al patréon de
linea de iluminacion definido. b) Promedio de la intensidad de emision de
fluorescencia.
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Segun el diagrama esquemadtico de biofuncionalizacién mostrado en la Figura 5.9, se
inmovilizan los MBs sobre la superficie tiolada de los grupos 1 y 2 de estructuras de band gap
fotdnico incluidas en el chip optimizado, descrito en el punto 5.1.2. Para ello se deposita una
gota de la disolucién de MBs en PBS (10 uM) sobre cada grupo y se deja secar a temperatura
ambiente. Mds tarde se ajusta la distancia entre el objetivo y la superficie del chip foténico
hasta que el drea de la muestra esta totalmente cubierta por la luz UV. Finalmente se ilumina
continuamente durante 60 minutos a 280 nm. Después de la iluminaciéon, se sumerge el chip
en PBS 1X (0,1% tween 20) durante una noche, se enjuaga con PBS 1X y se seca con aire
comprimido. Sobre los grupos 3 y 4 de estructuras de band gap fotdnico no se inmovilizan
MBs, por lo que se usaran de control.

Grupo 1 . MB
Grupo 2 ‘J MB

Grupo 3 ’ O 1 Referencié
Grup04‘ O Referencia

Figura 5.9. lzquierda: Imagen del chip foténico optimizado fabricado en tecnologia SOI
gue contiene estructuras de band gap fotdnico. Derecha: Diagrama esquematico de la
biofuncionalizacion del chip fotdnico. La flecha amarilla indica el sentido de flujo de los
biomarcadores miRNA-21 durante el experimento.

5.2.2. Resultados experimentales

Una vez el chip fotdnico es biofuncionalizado, éste es ensamblado en una celda de
flujo de PDMS cuyo canal microfluidico tiene una anchura de 400 um y una altura de 50 um.
Tanto la celda microfluidica como el procedimiento de ensamblaje fueron descritos
detalladamente en el punto 3.4.2. Asimismo el punto 3.4.1. describe el setup opto-fluidico que
permite adquirir continuamente la respuesta espectral de las estructuras de band gap
fotdnico, el cual es utilizado para llevar a cabo los experimentos de deteccion de
biomarcadores miRNA-21. La adquisicién de la respuesta espectral se configura en un rango
comprendido entre 1520 nm y 1630 nm con una velocidad de barrido de 10 nm/s y una
resolucidn espectral de 20 pm. La bomba de extraccion se configura para que los
biomarcadores miRNA-21 sean fluidos sobre las estructuras de band gap fotdénico a una
velocidad constante de 20 pl/min.

A pesar de que el disefio optimizado del chip foténico incluye en cada grupo cuatro
estructuras de band gap fotdnico con diferentes valores de wi, el rango espectral configurado
en la plataforma de interrogacidon solo permite caracterizar simultdaneamente la respuesta
espectral de los sensores cuyo parametro wi es 120 nm y 140 nm. Por ello, en lo sucesivo se
abandona la nomenclatura “grupos” de sensores y se hace referencia a las “parejas” de
estructuras de band gap fotdnico, respetando las posiciones indicadas en la Figura 5.9.
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5.2.2.1. Caracterizacion espectral de los sensores de band gap fotonico.

Las Figuras 5.10 y 5.11 muestran los espectros de transmisién proporcionados por las
estructuras de band gap fotdnico incluidas en el chip: estructuras biofuncionalizadas con
sondas MB (parejas 1y 2) y estructuras usadas de control (parejas 3 y 4) respectivamente. Las
respuestas espectrales se adquieren en un flujo de SSC 2,5X y su representacién estd
normalizada respecto a una guia de referencia.

Dependiendo de la dimensién de los elementos transversales el borde del PBG estd
ubicado en una longitud de onda diferente:

e Entre 1530 nmy 1540 nm para wi=120 nm (representado en color azul).
e Entre 1555 nmy 1575 nm para wi=140 nm (representado en color rojo).

0r ot
o o
= A
- 10} Z 10}
i ©
2 i
E 20t — wi=120 nm E ol — wi=120 nm
b —— wi-140nm b ——— wi=140 nm
i . b
F 30t { F 30 1
1530 1540 1550 1560 1570 1530 1540 1550 1560 1570
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
Figura 5.10. Espectro de transmisidn proporcionado por la pareja 1 (izquierda) y pareja
2 (derecha) de estructuras de band gap fotdnico funcionalizadas con MBs. Los colores
azul y rojo representan anchuras de los elementos transversales wi=120 nm y wi=140
nm respectivamente.
0r ol
g g
= -10f = 107
35 :E
£ ]
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Figura 5.11. Espectro de transmision proporcionado por la pareja 3 (izquierda) y la
pareja 4 (derecha) de estructuras de band gap fotdnico usadas de control. Los colores

azul y rojo representan anchuras de los elementos transversales wi=120 nm y wi=140
nm respectivamente.

Tras la visualizacion de los espectros de transmision se puede comprobar la
significativa mejora en la calidad de la sefial de la respuesta espectral de las estructuras de
band gap fotdnico, siendo uno de los objetivos establecidos en esta etapa de optimizacién. El
PBG es muy abrupto, esta claramente definido en el espectro y presenta una gran relacion de
extincién, cuyo valor (~28 dB) es incluso mayor al obtenido en la fase de simulacion. Tanto el
ruido como el rizado de la banda de transmisién son practicamente despreciables. Esta mejora
se debe a una fabricacién del chip fotdnico de mejor calidad, la cual ha sido posible tras la
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inclusion en su disefio de las modificaciones expuestas en el punto 5.1.2. y el uso de un
recubrimiento superior de SiO,. Ademas, esta optimizacidon posibilita la reutilizacién de los
chips fotdnicos. De hecho, nétese que los espectros mostrados en las Figuras 5.10 y 5.11 son
los proporcionados por estructuras de band gap foténico incluidas en un chip reutilizado.
Concretamente es la 42 vez que se biofuncionaliza habiendo limpiado previamente los residuos
organicos del substrato con una solucién pirafia.

5.2.2.2. Seguimiento espectral del band gap foténico

La Figura 5.12 muestra la evolucién espectral del borde del PBG proporcionada por las
estructuras de band gap fotdnico durante el experimento de deteccidon de biomarcadores
miRNA-21. En la Figura 5.12.a) se considera la pareja 1 de sensores incluidos en el chip
fotonico (curvas de color verde y magenta), mientras que en la Figura 5.12.b) se considera la
pareja 2 del mismo (curvas de color rojo y azul). En ellas se distinguen las respuestas de
deteccion ofrecidas por estructuras con diferentes anchos transversales (wi=120 nm y wi=140
nm). Ambas parejas de sensores han sido biofuncionalizadas con sondas MB. La curva de color
gris, comun a ambas graficas, representa un ejemplo de la respuesta de deteccién
experimentada por una estructura de band gap fotdnico sobre la que no se han inmovilizado
MBs y, por tanto, se usa de control.

En primer lugar, se fluye durante 10 minutos un tampdén de SSC 2,5X sobre las
estructuras de band gap fotdnico, obteniéndose la linea base inicial. Durante los 10 minutos
posteriores se fluye una disolucién en SSC 2,5X de 0,5 uM de miRNA-21. Por dltimo, el tampdn
SSC 2,5X se fluye de nuevo con objeto de eliminar cualquier miRNA-21 no hibridado presente
en el medio.
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Figura 5.12. Evolucion espectral de la posicion del borde del PBG proporcionada por
cada pareja de estructuras de band gap foténico biofuncionalizadas con MBs y por una
estructura de control (representada en color gris). a) Pareja 1. b) Pareja 2.

En la Figura 5.12 se puede observar un significativo desplazamiento del borde del PBG
cuando el miRNA-21 es fluido sobre las estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas
con MBs. Este mantiene su posicién espectral cuando se fluye el ciclo adicional del tampdn SSC
2,5X, lo cual denota la hibridacién entre las secuencias del miRNA-21 y del MB vy, por tanto, el
efectivo bioreconocimiento del miRNA-21. Por contra, la posicidon del PBG proporcionado por
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las estructuras de band gap foténico usadas de control permanece inalterado a lo largo de
todo el experimento, lo que conduce a descartar la presencia de biomarcadores miRNA-21
sobre su superficie.

Los valores obtenidos de los desplazamientos del borde del PBG varian
aproximadamente desde 45 pm hasta 185 pm. Concretamente estos valores son los
proporcionados por la pareja 2 de estructuras cuando se considera wi=120 nm y wi=140 nm
respectivamente (Figura 5.12.b)). En base a las conclusiones obtenidas en los capitulos
anteriores, estos resultados satisfacen el comportamiento esperado, ya que las estructuras
con wi=140 nm han demostrado proporcionar mayores desplazamientos de PBG en repetidas
ocasiones (en un factor ~2x). Sin embargo, en la pareja 1 sucede todo lo contrario (Figura
5.12.a)). El mayor desplazamiento del borde del PBG es el experimentado por la estructura de
band gap fotdnico cuya anchura transversal es 120 nm vy, a su vez, el valor de este
desplazamiento es muy diferente al proporcionado por la otra estructura de pardametros
idénticos. En definitiva, la respuesta de deteccidn es significativamente diferente para cada
pareja de estructuras, lo que conlleva a normalizar las medidas obtenidas respecto a un ciclo
de calibracién. El objetivo es determinar si este comportamiento se debe propiamente al
evento de bioreconocimiento de las sondas MB o a las diferentes sensibilidades ofrecidas por
cada una de las estructuras de band gap fotdnico.

5.2.2.3. Calibracion de la sensibilidad del indice de refraccidn y normalizacion de medidas

Con el fin de normalizar las medidas obtenidas durante el experimento de deteccién
de biomarcadores miRNA-21, se calcula el desplazamiento espectral que experimenta el borde
del PBG ante variaciones de indice de refraccién en la superficie de las estructuras de band gap
fotdnico.

La Figura 5.13 muestra la evolucion temporal de la posicion espectral del borde del
PBG durante un ciclo de calibracion llevado a cabo con agua ultrapura (n=1,315) y una
disolucién de etanol 5% (n=1,319) en la misma. Tras fluir agua ultrapura, en t=7 minutos la
disolucién de etanol alcanza las estructuras de band gap fotdnico originando un
desplazamiento de la posicion espectral del PBG, debido a la variacién en el indice de
refraccion.
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Figura 5.13. Evolucidon temporal de la posicion espectral del borde del PBG
proporcionado por las estructuras de band gap foténico ante las variaciones de indice
de refraccion originadas por el flujo de agua ultrapura y etanol 5% en la misma.

La Tabla 5.2 registra los valores de los desplazamientos espectrales del PBG
experimentados por las dos parejas de estructuras de band gap foténico bajo analisis; tanto en
el reconocimiento de biomarcadores miRNA-21 como en el ciclo de calibracién. Se considera el
desplazamiento normalizado del PBG como el cociente resultado de dividir estos
desplazamientos y su valor numérico es mostrado en la ultima columna de la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Desplazamientos espectrales de PBG medidos en el reconocimiento de
biomarcadores miRNA-21 y en el ciclo de calibracién. La ultima columna registra los
desplazamientos del borde del PBG normalizados.

. wi Det.eccién de Calibracién Det'eccic’m de
Pareja miRNA-21 miRNA-21
(nm) (pm) (pm) normalizada
1 120 185 520 0,355
140 90 280 0,321
5 120 45 125 0,36
140 185 510 0,362

Los desplazamientos normalizados que experimenta el borde del PBG en la deteccion
de biomarcadores miRNA-21 son representados graficamente en la Figura 5.14. En ella se
puede observar la gran similitud en la respuesta de deteccidén normalizada ofrecida por cada
uno de los sensores biofuncionalizados con MBs. Con independencia de la anchura de sus
elementos transversales, las cuatro estructuras de band gap fotdnico proporcionan
desplazamientos normalizados del borde del PBG en torno a 0,35; lo que indica un similar
rendimiento de hibridacion en el evento de bioreconomiento. Por tanto, los diferentes
desplazamientos observados previamente en la Figura 5.12 se atribuyen a las diferentes
sensibilidades proporcionadas por cada una de las estructuras de band gap fotdnico.
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Figura 5.14. Evolucidon temporal normalizada de la posicion del borde del PBG
proporcionada por las estructuras de band gap foténico biofuncionalizadas con sondas
MB.

5.2.2.4. Test de fluorescencia

Una vez terminado el experimento de deteccién de biomarcadores miRNA-21, se
desensambla el chip foténico de la celda microfluidica para medir la intensidad de
fluorescencia de Cy5.

La fluorescencia se observa selectivamente sobre las parejas 1 y 2 de estructuras de
band gap fotdnico, las cuales han sido biofuncionalizadas con sondas MB, como muestra la
Figura 5.15.a). La cuantificacién de esa fluorescencia es representada en la Figura 5.15.b). Los
valores de intensidad de fluorescencia son extremadamente altos en las posiciones en las
que las sondas MB han sido inmovilizadas, lo cual confirma el efectivo reconocimiento de los
biomarcadores miRNA-21. Por el contrario, la intensidad de fluorescencia medida en las
estructuras de band gap fotdénico usadas de control es extremadamente baja, confirmando
la inexistencia de biomarcadores miRNA-21 sobre su superficie.

b) —
: T 60000
P1(MB) & 50000
4 (&)
: o
P2 (MY g 40000
. [+}}
& 30000
=
- L
P3 (Ref) - 5 20000
©
g 10000
P4 (Ref) I 0 ; X ,
’ = P1 P2 P3 P4

Figura 5.15. a) Fluorescencia observada (izquierda) tras la deteccidn de biomarcadores
miRNA-21 y su posicién relativa en el chip fotdnico (derecha). b) Valores de intensidad
de fluorescencia medidos en cada pareja de sensores tras la deteccion de
biomarcardores miRNA-21.
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5.2.2.5. Analisis de los resultados

Sin lugar a dudas los resultados experimentales obtenidos confirman la hibridacion
entre las secuencias de MBs y biomarcadores miRNA-21 y, por tanto, el efectivo
bioreconocimiento de los mismos. Asi lo muestra la respuesta de deteccidon proporcionada
por las cuatro estructuras de band gap fotdnico biofuncionalizadas con sondas MB (Figura
5.12) y, finalmente, el test de fluorescencia (Figura 5.15). Ademas, se confirma la inexistencia
de biomarcadores miRNA-21 en la superficie de las parejas 3 y 4 de sensores, utilizados como
control, ya que la posicion espectral del PBG en tales casos permanece inalterada ante la
presencia de biomarcadores miRNA-21. De hecho, solo se observa fluorescencia en las
posiciones del chip en las que se ubican las parejas 1y 2 de sensores.

Sin embargo, las estructuras de band gap foténico tedricamente idénticas, es decir con
una misma anchura transversal, proporcionan desplazamientos de PBG cuyos valores son muy
diferentes. La normalizacion de estos valores, respecto a los desplazamientos de PBG
originados por una variacidon del indice de refraccién, muestra respuestas de deteccidn
practicamente idénticas (~0,35) para las cuatro estructuras de band gap fotdnico. Por tanto, la
diferencia numérica reflejada en los distintos desplazamientos de PBG obtenidos, en ningtin
caso se debe a rendimientos de hibridacion diferentes sino a las distintas sensibilidades
ofrecidas por cada una de las estructuras de band gap fotdénico. Esta diferencia posiblemente
sea debida a desviaciones en las dimensiones paramétricas de las estructuras en el proceso de
fabricaciéon. Hay que tener en cuenta que al abrir las ventanas en la capa de SiO,, utilizada
como revestimiento superior del chip, pueden quedar restos de SiO, en las paredes de las
estructuras que originen un decremento de la sensibilidad del sensor. No obstante, en este
experimento se observa una sensibilidad muy inferior a la obtenida en los experimentos
previos de deteccion de oligonucleétidos (probablemente, también debido a la presencia de
esos restos de Si0,).

5.3. Regeneracion en linea en la deteccion de biomarcadores de cancer
miRNA

En este punto se describe una estrategia de regeneracién en linea que permite la
reutilizacion de los chips foténicos de una manera sencilla, simplemente como un paso
siguiente al propio proceso de deteccién del ensayo experimental. Concretamente esta
estrategia se utiliza para deshibridar miRNAs que previamente han sido bioreconocidos por
sondas MB inmovilizadas sobre la superficie de las estructuras de band gap fotdnico. Tal y
como muestra esquematicamente la Figura 5.16, cuando el miRNA hibrida con la sonda MB,
ésta adopta la configuracidon de doble hélice y finalmente vuelve a su configuracion original
mediante una regeneracion quimica, en la que formamida es el agente desnaturalizante de
ADN/ARN [FUC-10]. En este instante, el sensor se considera regenerado vy, por tanto, listo para
detectar biomarcadores miRNA de nuevo.
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Figura 5.16. Representacion esquematica de sendos eventos: bioreconocimiento de
miRNAs y regeneracion quimica del sensor, siendo éste una estructura de band gap
fotdnico biofuncionalizada con sondas MB.

5.3.1. Materiales y métodos

El biomarcador de cancer seleccionado para realizar estos experimentos es el miRNA-
155 (5’-3" UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU), cuya desregulacion estad asociada a cancer de
colon y mama (véase Tabla 5.1). Las sondas MB, cuya configuracién dptima para detectar este
biomarcador fue representada en la Figura 3.12, son inmovilizadas sobre la superficie de las
estructuras de band gap fotdnico mediante el proceso de biofuncionalizacién TEC, descrito en
el punto 3.3.2. El uso de esta tecnologia para la realizacién de este ensayo experimental
permitira comparar la respuesta de deteccién del miRNA-155 y el “pseudo-miRNA-155" bajo
un mismo protocolo de biofuncionalizacién, aunque en esta ocasion usando un chip cubierto
de SiO,. Ademads, posibilitard establecer una comparativa entre sendas técnicas de
inmovilizacién que han demostrado capacidad de biofuncionalizar sensores fotdnicos para la
deteccion de biomarcadores de cancer miRNA: TEC y LAMI.

La interrogacion dptica de las estructuras de band gap fotdnico, como viene siendo
habitual, se realiza haciendo uso del montaje experimental descrito en el punto 3.4.

5.3.2. Resultados experimentales
5.3.2.1. Ensayo de regeneracion con formamida
El ensayo experimental se realiza en tres ciclos cuyos objetivos son los siguientes:

1. Deteccidén de biomarcadores de cancer miRNA-155.
2. Regeneracion quimica del sensor con formamida.
3. Deteccion de biomarcadores de cancer miRNA-155.
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Para la detecciéon de biomarcadores miRNA-155 se fluye inicialmente un tampdn de
SSC 5X sobre la superficie de las estructuras de band gap fotdnico. Una vez establecida la linea
base con el tampdn, se fluye una disoluciéon de 0,5 uM de miRNA-155 en SSC 5X durante 15
minutos.

La regeneracion quimica se lleva a cabo siguiendo un protocolo similar. Tras fluir agua
ultrapura durante 20 minutos, se fluye formamida al 25% en agua ultrapura durante 20
minutos y finalmente se vuelve a fluir agua ultrapura durante 40 minutos. Con el agua
ultrapura se pretende que la superficie quede bien limpia, es decir, que no haya restos
organicos en el medio.

5.3.2.2. Anadlisis de los resultados

La Figura 5.17 muestra ejemplos de las respuestas de deteccién proporcionadas por
dos estructuras de band gap fotdnico, cuya anchura transversal es 120 nm. En cada grafica se
puede observar el desplazamiento espectral experimentado por el borde del PBG en Ia
deteccién de biomarcadores miRNA-155 antes y después de la regeneracion en linea de cada
sensor.
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Figura 5.17. Ejemplos de la evolucidn temporal de la posicidon espectral en la deteccidn
de biomarcadores miRNA-155 antes y después de la regeneracion en linea.

Ambos sensores proporcionan desplazamientos de PBG similares durante el primer
ciclo de detecciéon de biomarcadores miRNA-155, en torno a 400 pm. Tras la regeneracién
quimica, se observa nuevamente la hibridacion, pero en este caso es determinada por
desplazamientos inferiores. Las capacidades porcentuales de regeneracion observadas en las
Figuras 5.17.a) y 5.17.b) son aproximadamente del 50% y 75% respectivamente.

Estos resultados confirman la viabilidad de la regeneracion en linea basada en
formamida permitiendo el bioreconomiento de oligonucleétidos en ciclos encadenados sin la
necesidad de desensamblar el chip foténico de la celda microfluidica.
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5.4. Conclusiones

A lo largo de ese capitulo se ha demostrado el efectivo reconocimiento de
biomarcadores de cancer miRNAs (miRNA-21 y miRNA-155) usando estructuras de band gap
foténico biofuncionalizadas mediante las técnicas TEC y LAMI. Estas presentan algunas
ventajas sobre otras técnicas tradicionales de biofuncionalizacion [NIM-14], permitiendo
obtener una inmovilizacién espacial orientada en la superficie del biosensor. No obstante, las
sondas MB son inmovilizadas homogéneamente, ya que una alta densidad originaria una
aglomeracién de las mismas y dificultaria la hibridacién. A pesar de que las sondas MB son
inmovilizadas mediante radiacién UV, ésta no repercute sobre la capacidad de las estructuras
de band gap fotdnico para reconocer los biomarcadores miRNA. La luz UVB (280-315 nm)
podria inducir cambios en el ADN/ARN como desaminacién de bases, despirimidinacion,
depurinacién o la formacién de radicales libres o especies reactivas de oxigeno [RAS-10].
Ambas técnicas presentan alta reproducibilidad y permiten la inmovilizacion de sondas MB
sin comprometer la biodisponibilidad de las estructuras de band gap fotdnico. Asi pues,
inmovilizando la sonda MB disefiada para hibridar especificamente con un determinado
biomarcador miRNA es posible detectar cualquiera de ellos y, por tanto, el futuro diagndstico
de diferentes tipos de cancer.

En cuanto a los desplazamientos del PBG obtenidos en la deteccién del miRNA-155,
se observan valores significativamente mayores (~400 pm) que los obtenidos en la deteccion
del miRNA-21 (~185 pm en el mejor caso). Aunque cabria esperar desplazamientos similares,
hay que tener en cuenta varios factores. Los experimentos se han realizado en dos espacios
temporales diferentes, entre los cuales se ha ido optimizando progresivamente la fabricacién
del chip fotdnico cubierto de SiO, y, por tanto, mejorando la sensibilidad de los sensores.
Ademas, la ingenieria de cada MB es diferente y se han empleado distintas técnicas de
biofuncionalizacién. A pesar de que ambas tecnologias han demostrado biocompatibilidad en
la deteccion de miRNAs, la proximidad de localizacién del SYM y el NTC ha permitido la
realizacion de numerosos experimentos y, por consiguiente, un nivel superior de optimizacion
de la biofuncionalizacién TEC. Asimismo, la tecnologia SOI, concretamente las estructuras de
band gap foténico, han demostrado ser biosensores de miRNAs versatiles sobre los que es
posible aplicar cualquiera de las dos técnicas de inmovilizacion de MBs desarrolladas, TEC y
LAMI.

Pese a que, en la deteccidn del biomarcador miRNA-155, las estructuras de band gap
foténico proporcionan desplazamientos muy superiores (en un factor ~4x) a los obtenidos
tipicamente en la deteccién de miRNAs (por debajo de ~100 pm) [QAV-10, SCH12]; éstos no
son tan significativos como los obtenidos en la detecciéon del “pseudo-miRNA-155" en los
capitulos 3 y 4. Esto probablemente sea debido a que la fabricacidn del chip todavia no ha sido
optimizada en su totalidad y los restos de SiO, del revestimiento superior del chip penalizan la
sensibilidad del sensor. Ademas, se observa que la hibridacién de la secuencia objetivo con la
secuencia del MB proporciona una mayor respuesta de detecciéon cuando dichas secuencias
son totalmente complementarias; lo cual no sucede en la deteccién de miRNAs de este
capitulo, pero si en la deteccién del “pseudo-miRNA-155". Por tanto, el disefio apropiado de
sondas MB con bases complementarias en su regidon stem podria mejorar el rendimiento de
hibridacidn y, por tanto, la respuesta de deteccion.

Por otro lado, las modificaciones introducidas en el disefio del chip y su
revestimiento superior de SiO, han permitido mejorar la calidad de la seiial y la robustez del
chip, posibilitando su reutilizacién. Asi lo han demostrado los espectros de transmisidn
mostrados en las Figuras 5.10 y 5.11, en los que se ha reducido muy significativamente el
ruido y el rizado de la banda de transmisién. El compromiso entre la robustez y la sensibilidad
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del chip debe superarse en el desarrollo de futuros chips fotdnicos optimizando al maximo el
proceso de fabricacién.

Finalmente, se muestra un efectivo protocolo de regeneracién en linea de biosensores
nanofotdnicos en la deteccién de miRNAs basado en una regeneracidén quimica con
formamida. El proceso de regeneracion se puede integrar facilmente en un experimento
como un paso adicional a la deteccion de los biomarcadores, consiguiendo una respuesta de
deteccion entre el 50% y el 75% de la original. Sin embargo, se trata de un ensayo
experimental que requiere ser optimizado. Para ello se podria testear diferentes
concentraciones de formamida, explorar distintos periodos de regeneracién e incluso
combinar la regeneracién quimica con cambios de temperatura que favorezcan la
desnaturalizacion de oligonucledtidos hibridados [FUC-10]. Generalmente, en las aplicaciones
de diagnéstico clinico se requiere que los chips sean desechables para evitar la contaminacion
cruzada y reducir el riesgo de falsos positivos y falsos negativos. Sin embargo, la regeneracion
de los biosensores resulta de suma importancia de cara a su desarrollo y optimizacién, ya
que supone un significativo ahorro de tiempo de personal altamente cualificado y de costes
de materiales y reactivos. Ademas, este protocolo de regeneracién podria ser de gran utilidad
en otras aplicaciones, ya que la reutilizacidn de los chips generaria una ventaja comercial y una
mayor relacion calidad-precio para usuarios finales.
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6.1. Conclusiones

Actualmente en el mercado POC existe una demanda cada vez mayor de dispositivos
novedosos, baratos y eficientes para el diagndstico de enfermedades, con especial interés en
el cancer. El descubrimiendo de nuevos biomarcadores de enfermedades, por ejemplo
miRNAs, ha impulsado, como alternativa a las técnicas convencionales de deteccion, el
desarrollo de biosensores label-free, posibilitando el reconocimiento de una amplia variedad
de moléculas y estructuras moleculares de una manera mas rapida, sencilla y eficiente. Entre
las diferentes tecnologias de transduccién, la tecnologia fotdnica integrada es una
prometedora candidata para el desarrollo de este tipo de biosensores, especialmente cuando
se utilizan materiales y procesos basados en silicio y compatibles con CMOS.

Bajo la premisa de integrar biosensores en dispositivos LOC mds complejos se han
desarrollado estructuras de band gap fotdnico en una oblea SOI usando la tecnologia EBL y un
ataque inductivo de plasma de la capa superior de silicio. El desarrollo de estas estructuras de
sensado ha tenido lugar mediente un proceso de optimizacién que comprende diferentes
etapas retroactivas: disefo, fabricacion y caracterizacién experimental.

Inicialmente, se ha llevado a cabo un exhaustivo estudio de optimizacién paramétrica
de cinco configuraciones diferentes, con el objetivo de obtener alta sensibilidad, una banda de
transmisién planay un borde de PBG abrupto, con una gran relacidn de extincién y localizado a
1550 nm en un entorno acuoso. A partir de simulaciones FDTD y PWE se han obtenido valores
de sensibilidad desde ~70 nm/RIU hasta ~600 nm/RIU, mostrando una significativa mejora en
funcién de la configuracion seleccionada. Estos valores de sensibilidad ofrecidos por este tipo
de estructuras de band gap fotdnico llegan a ser hasta 10 veces superior al obtenido usando
otras estructuras de deteccidn, como anillos resonantes.

Posteriormente, la caracterizacion experimental ha permitido confirmar las
propiedades del borde del PBG para cada una de las estructuras estudiadas, asi como observar
el comportamiento espectral del PBG ante diferentes dosis de fabricacidén, variaciones de
indice de refraccidn, e incrementos/decrementos en la magnitud de la anchura de sus
elementos transversales.

A partir de los resultados obtenidos se observa que, para obtener un borde de PBG
ubicado exactamente a ~1550 nm en un entorno acuoso, se requiere alta precision en las
dimensiones de la estructura de band gap foténico. Ademas, cuanto mayor es la sensibilidad
ofrecida por ésta, menor tolerancia presenta a cualquier desviacion paramétrica de
fabricacion.
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Entre las configuraciones estudiadas, se ha seleccionado la corr3D (a=380 nm, wi=120
nm y we=1500 nm), ya que, gracias a su complejidad estructural moderada, sus dimensiones
han mostrado mayor tolerancia a las desviaciones de fabricacidon. Su caracterizacion
experimental proporciona un espectro de transmisién con escasas pérdidas, una relacion de
extincidon del PBG muy elevada (~22 dB), un rizado moderado en el borde de la banda y un
borde de PBG bastante abrupto. La caracterizacion fisica mediante AFM muestra una
rugosidad de 2 nm en las paredes laterales de las estructuras fabricadas. Finalmente, un
estudio del perfil de campo evanescente revela un decremento exponencial de la intensidad
del campo evanescente a medida que se aleja de la superficie de la estructura corr3D,
disminuyendo significativamente para alturas superiores a 100 nm. Por tanto, para alcanzar
altos valores de sensibilidad, se requiere que la capa biolégica de reconocimiento molecular
sea lo mas delgada posible.

Una vez seleccionada la estructura éptima de band gap foténico para la deteccién de
oligonucledtidos, se ha disefiado un chip en el que se incluyen varias de ellas y el cual es capaz
de implementar varias funcionalidades y permitir varios andlisis simultanemente. A lo largo del
trabajo de esta Tesis Doctoral este chip fotonico ha sido optimizado introduciendo pequefias
modificaciones en su disefio y finalmente cubriéndolo con una capa de revestimiento de SiO,.
Como resultado se han obtenido chips fotdnicos mas robustos y reutilizables, cuya
interrogacion ha proporcionado espectros de transmision de mayor calidad, a cambio de una
penalizacidn en sensibilidad, como se detallara mas abajo.

El biosensor desarrollado para la deteccion de oligonucleétidos, y mas
concretamente biomarcadores miRNA, consiste en la combinacion de las estructuras de
band gap fotdénico con la inmovilizacién de sondas MB sobre su superficie. La hibridacion del
oligonucledtido objetivo con el MB induce una variacién en la sefial dptica proporcionada por
la estructura de band gap fotdnico, probablemente no solo por el evento de hibridacién en si
sino por la redistribucidon de la materia originada por el cambio conformacional que sufre el
MB, provocando una variacion mas notoria del indice de refraccidon sobre la superficie del
sensor.

La inmovilizacidn de los MBs se ha llevado a cabo utilizando dos métodos basados en la
inmovilizacidn asistida por luz UV: TEC y LAMI. Estas técnicas de biofuncionalizacién han
logrado una inmovilizacidn homogénea y espacialmente orientada en la superficie de las
estructuras de band gap fotdnico y, pese a que utilizan radiaciéon UV, ésta no repercute sobre
su capacidad de bioreconocimiento de miRNAs. Ambas técnicas presentan alta
reproducibilidad y permiten la inmovilizacion de sondas MB sin comprometer la
biodisponibilidad de las estructuras de band gap foténico, lo que confiere versatilidad al
biosensor. Por tanto, inmovilizando la sonda MB disefiada para hibridar especificamente con
un determinado biomarcador miRNA es posible detectar cualquiera de ellos.

La deteccion de biomarcadores miRNA usando estructuras de band gap fotdnico
biofuncionalizadas con sondas MB ha sido demostrada a lo largo de este trabajo en
repetidas ocasiones. Para conseguir tal objetivo, cominmente se ha fluido el biomarcador
objetivo (0,5 um en SSC), a lo largo de un canal microfluidico a una velocidad de 20 pl/min,
sobre la superficie de los sensores de band gap fotdnico, cuya respuesta espectral ha sido
continuamente adquirida para monitorizar el desplazamiento del PBG. Este desplazamiento
espectral del PBG ha determinado el efectivo reconocimiento de los biomarcadores miRNA, el
cual ha tenido lugar utilizando distintas técnicas de biofuncionalizacién, sistemas de suministro
microfluidico y chips fotdnicos (cubiertos y sin cubrir de SiO,). Todos estos datos estan
resumidos en la Tabla 6.1, considerando diferentes anchuras de los elementos transversales
gue componen las estructuras de band gap fotdnico.
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Tabla 6.1. Desplazamiento del PBG obtenido considerando diferentes anchuras de los
elementos transversales de las estructuras de band gap fotdnico, técnicas de
biofuncionalizacidn, sistemas de suministro microfluidico y chips fotdnicos.

Técnica
Biomarcador . .. Celda Revestimiento . Desplazamiento
. inmovilizacion | L .. wi (nm)
miRNA MB microfluidica superior SiO, PBG (pm)
s
“pseudo 120 520 - 800
. TEC PDMS -
miRNA-155" 140 920-1120
“pseudo . 120 650
. TEC microTEC -
miRNA-155" 140 1020
120 45 - 185
miRNA-21 LAMI PDMS i\
140 185-90
miRNA-155 TEC PDMS Vv 120 400

Los desplazamientos de PBG obtenidos en el bioreconocimiento de oligonucleétidos
(“pseudo-miRNA-155") varian en un rango desde ~520 pm (para wi=120 nm) hasta incluso
~1120 pm (para wi=140 nm). Pese a que la configuracion corr3D no presentaba inicialmente
una elevada sensibilidad tedrica (¥175 nm/RIU), estos desplazamientos representan una
significativa mejora en términos de sensibilidad comparados con los obtenidos usando
biosensores basados en anillos resonantes, los cuales tipicamente proporcionan
desplazamientos por debajo de 100 pm [QAV-10, SCH-12]; e incluso comparados a los
obtenidos cuando se usan técnicas de amplificacion basadas en anticuerpos [RAM-08].
Adicionalmente se demostré que una capa BSA bloqueante evita adecuadamente la
adsorcion inespecifica del oligonucleétido objetivo sobre las estructuras de band gap
fotdnico de referencia.

Cabe destacar la tremenda influencia de los parametros estructurales de los sensores
de band gap fotonico en su sensibilidad. En |a Tabla 6.1. se puede observar un incremento del
desplazamiento del PBG desde 520 pm hasta 920 pm y de 800 a 1120 pm cuando la anchura de
los elementos transversales es incrementada tan solo 20 nm. Por tanto, mediante la seleccidon
adecuada de sus parametros, las estructuras de band gap foténico permiten mejorar su
sensibilidad considerablemente sin la necesidad de incrementar el footprint. Se trata de una
gran ventaja comparada con otras estructuras de deteccién como los anillos resonantes, cuya
sensibilidad esta limitada por su propio principio de funcionamiento, o los interferémetros, en
los que se requiere aumentar su tamafio considerablemente para aumentar su sensibilidad. Sin
embargo, esta alta influencia de los parametros estructurales sobre la sensibilidad también
implica menor tolerancia a desviaciones de fabricacion.

En cuanto a los desplazamientos del PBG obtenidos en la deteccion de los
biomarcadores de cancer miRNA, se observan valores significativamente mayores en el
bioreconocimiento del miRNA-155 (~400 pm) frente a los obtenidos en la deteccion del
miRNA-21 (~185 pm en el mejor caso). Esta diferencia en la respuesta de deteccion viene
determinada por la optimizacién de la fabricacion del chip foténico y por la técnica de
biofuncionalizacion. Sin embargo la deteccién del biomarcador de cdncer miRNA-155 no ha
proporcionado desplazamientos del PBG tan significativos como los obtenidos en el
bioreconocimiento del “pseudo-miRNA-155", donde los chips fotdnicos no estaban cubiertos
de SiO,. Este decremento en sensibilidad viene determinado por los restos de SiO, que quedan

111



\\g) Capitulo 6 Conclusiones y Lineas Futuras

en las paredes de las estructuras de band gap fotdnico al abrir las ventanas. No obstante, el
compromiso entre la robustez y la sensibilidad del chip debe superarse en el desarrollo de
futuros chips foténicos optimizando al maximo el proceso de fabricacién. Ademas, se observa
que la hibridacién de la secuencia objetivo con la secuencia del MB proporciona una mayor
respuesta de deteccidon cuando dichas secuencias son totalmente complementarias; lo cual no
sucede en el bioreconocomiendo de los biomarcadores de cadncer miRNA-21 y miRNA-155,
pero si en la deteccidn del “pseudo-miRNA-155". Por tanto, el disefio apropiado de sondas MB
con bases complementarias en su regidn stem podria mejorar el rendimiento de hibridacién vy,
por tanto, la respuesta de deteccidn.

Aprovechando el cambio conformacional sufrido por los MBs tras su hibridacién con
los oligonucledtidos, se afiade una molécula de estreptavidina en una de sus terminaciones
bajo la premisa de que cuando el MB reconozca el oligonucleétido alejard la molécula de la
superficie, amplificando la respuesta de deteccidn. Sin embargo, el desplazamiento del PBG
originado por la deteccidn directa del oligonucledtido es tan extremadamente alto, que el
desplazamiento negativo del PBG, originado simultdneamente por el distanciamiento de la
estreptavidina de la superficie del sensor, no predomina sobre el primero. En consecuencia, el
desplamiento neto obtenido es inferior al desplazamiento ocasionado por la deteccién directa.
Sin embargo, este estudio experimental ha permitido estudiar la influencia del cambio
conformacional de MBs sobre la onda evanescente, confirmando que la estreptavidina
efectivamente es alejada de la superficie del sensor, ya que se obtienen distintas respuestas de
deteccion que denotan una diferente interaccion entre la onda evanescente y los MBs
marcados y sin marcar con estreptavidina. Por tanto, esta técnica, que permitiria amplificar la
respuesta de deteccidn de biosensores de onda evanescente, puede ser ampliamente
explotada de diferentes formas. El desplazamiento negativo experimentado por el PBG, en
consecuencia del distanciamiento de la molécula de la superficie del sensor, podria ser
predominante en la respuesta de deteccién cuando esta molécula fuera de gran tamafio o se
tratase de una particula con alto indice de refracciéon. También podria sustituirse el MB por un
aptametro para detectar objetivos de peso molecular muy bajo (por ejemplo, pesticidas o
antibidticos), cuya deteccién directa proporciona desplazamientos espectrales
extremadamente bajos vy, por tanto, el desplazamiento negativo predominaria en su respuesta
de deteccién. Ademas, se podria redisefiar la estructura de band gap fotdnico en la que se
excitaran varios modos y cada perfil de campo evanescente inteactura de diferente manera
con el oligonucledtido hibridado y con la molécula/particula desplazada.

Finalmente se propone una estrategia de regeneracidn en linea de los biosensores
fotonicos basada en una regeneracion quimica usando formamida como agente
desnaturalizante de acidos nucleicos. Los resultados obtenidos confirman su viabilidad
exhibiendo una capacidad de regeneracion entre el 50% y el 75%. Se trata de un protocolo
preliminar, ya que puede ser ampliamente optimizado testeando diferentes tiempos de
regeneracion y/o provocando cambios de temperatura que favorezcan la desnaturalizacion del
ADN/ARN.

6.2. Lineas Futuras

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha trabajado en el desarrollo de biosensores de
miRNAs basados en estructuras de bad gap fotdnico biofuncionalizadas con sondas MB
mediante diferentes técnicas de inmovilizacion (es decir, TEC y LAMI). Los resultados obtenidos
demuestran el efectivo reconocimiento de biomarcadores miRNA proporcionando altas
sensibilidades, lo cual convierte a las estructuras de band gap fotdnico, adecuadamente
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biofuncionzalidas, en un prometedor biosensor para monitorizar eventos de interaccion
bioquimica. Sin embargo, todavia queda un largo camino por recorrer antes de su
implementacién en el mercado como un sistema de deteccién practico, fiable y de interés
comercial. Por tanto, las lineas futuras de este trabajo van dirigidas principalmente a la
consecucién de un dispositivo POC compacto y de bajo coste para su aplicacion en el
diagndstico precoz y minimamente invasivo de cdncer, tal como establece el objetivo del

proyecto SAPHELY. Para ello se proponen varias
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ineas futuras de actuacion:

El proceso de fabricacién deberd ser optimizado para obtener un mayor grado de
reproducibilidad tanto de las estructuras de band gap fotdnico como de los chips. Para
ello serd necesario trabajar constantemente en la mejora de los procedimientos de
fabricacidn, especialmente cuando se elimina la capa de SiO, sobre las estructuras de
band gap fotdnico. Es importante optimizar este proceso para minimizar los restos de
SiO, que puedan quedar en las paredes de las estructuras, ya que conducird a una
considerable mejora en la sensibilidad del biosensor. De cara a su integracion en un
dispositivo POC, se han realizado también pruebas de transferencia del proceso de
fabricacion de los chips fotdnicos a la tecnologia NIL, la cual posibilitaria su produccion
en masa y, por tanto, una reduccién de los costes. En este caso, el chip fotdnico sera
accedido, tanto a la entrada como a la salida, mediante GCs full-etch, compatibles con
esta tecnologia. Pese a que se han disefiado algunas configuraciones de GCs full-etch,
su disefo y fabricacion precisan de una optimizacion mayor para conseguir la maxima
eficiencia de acoplo.

La técnica de biofuncionalizacién LAMI ha permitido inmovilizar las sondas MB sobre
las estructuras de band gap fotdnico sin comprometer su biodisponibilidad. Sin
embargo, los biosensores funcionalizados con esta técnica no han ofrecido tan altos
rendimientos de deteccion como los biofuncionalizados con la tecnologia TEC. Por
tanto, seria interesante continuar trabajando en la optimizacidon de la adaptacién de
este método de inmovilizacidn a las estructuras de band gap fotdénico y estudiar su
comportamiento.

Las técnicas de inmovilizacion propuestas en este trabajo han demostrado la
selectividad de las sondas MB en el bioreconocimiento de oligonucledtidos sobre
superficies SOl usando fluorescencia. De cara a desarrollar un dispositivo POC fiable, la
selectividad deberd ser confirmada experimentalmente por los biosensores
nanofotdnicos propuestos en este trabajo. Para ello se podria llevar a cabo
experimentos de deteccién multi-analito en los que cada estructura de band gap
fotonico se funcionalizase con MBs especificos para el reconocimiento de distintos
biomarcadores miRNA. Asimismo, seria importante testear diferentes concentraciones
de miRNAs para conocer el LOD proporcionado por este tipo de biosensores.
Finalmente, el mayor reto consistird en detectar biomarcadores miRNAs en muestras
humanas (por ejemplo, suero o sangre). Gracias a la identificacion de potenciales
biomarcadores de cdncer miRNA llevada a cabo en el proyecto SAPHELY, el efectivo
bieoreconocimiento de estos miRNAs supondria un gran avance para el futuro
diagndstico de los cuatro tipos de cancer con mas indicendia sobre la poblacién
mundial.

A pesar de que no ha sido posible mejorar la sensibilidad de los biosensores mediante
la técnica de amplificaciéon basada en la variacién del indice de refraccidn, originado
por el distancianciamiento de una molécula/particula de la superficie del sensor
(debido al cambio conformacional que sufre el MB tras la hibridacién), esta técnica es
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una de posibilidades mas interesantes que ofrece el biosensor desarrollado. Por tanto,
una de las lineas futuras consiste en continuar el estudio experimental llevado a cabo
en este trabajo con el objetivo de mejorar la sensibilidad del biosensor. Seria
interesante estudiar la interaccidon de onda-evanescente con el MB (antes y después
de hibridar), usando una particula de alto indice de refraccién o una molécula de gran
tamanfio. Ese mismo estudio podria llevarse a cabo usando configuraciones de MB cuya
seccién stem sea de mayor longitud y permita un mayor distanciamiento de la
molécula/particula de la superficie del sensor. Otra de las opciones seria redisefiar la
estructura de band gap fotdnico para excitar varios modos y que cada perfil de campo
evanescente interaccione de diferente manera con el oligonucleétido hibridado y con
la molécula/particula desplazada.

+» Otra opcion para aumentar la sensibilidad de los sistemas de deteccidon nanofotdnicos
es actuar en la entrega de los analitos objetivo sobre la estructura de deteccion para
tener una mayor interaccién entre el sensor y esos analitos. Existen sistemas de
suminisitro microfluidos que controlan la velocidad de los analitos con una
determinada movilidad mediante la combinacién de efectos electroosméticos y
electroforéticos [PAP-17]. De esta forma, es posible incrementar la concentracion
efectiva de los analitos en varios érdenes de magnitud y, por tanto, aumentar la
sensibilidad del biosensor.

+» Tal y como se indicé en el apartado 2.3.1. solamente se han considerado los modos TE
en el disefio de los biosensores porque, segun la literatura y trabajos previos realizados
en nuestro grupo de investigacion, el PBG solo aparece para esta polarizacién cuando
se consideran configuraciones donde hay continuidad del dieléctrico de alto indice de
refracciéon, como es el caso de las configuraciones estudiadas. La apariciéon de PBGs
para una polarizacion TM podria tener lugar en estructuras periddicas con dieléctricos
aislados, tal es el caso de la configuracidén estudiada en esta Tesis Doctoral 1D slot
waveguide y comunmente conocida en la literatura como subwavelength grating
structures [LUA-19, WANG-14, WANG-19]. Por tanto, una posible linea futura seria el
estudio de este tipo de estructuras considerando los modos TM.

X3

%

La lectura espectral de los biosensores de band gap foténico ha sido de gran utilidad
para identificar el PBG y evaluar su comportamiento en un gran rango espectral. Sin
embargo, la interrogacion de las estructuras de band gap foténico en el dispositivo
POC se llevard a cabo mediante la técnica de bajo coste propuesta en el proyecto
SAPHELY. En ésta, la respuesta de deteccion vendra determinada por el solapamiento
entre las respuestas de una fuente de banda ancha y la de la estructura fotdnica.
(véasen los puntos 1.6.y 2.1.)

Por ultimo, cabe destacar que la tecnologia del dispositivo POC planteado podria ser
adaptada para el diagndstico de cualquier enfermedad a la que se le asocie una desregulacion
de miRNA (~400 enfermedades), simplemente cambiando adecuadamente las sondas MB
inmovilizadas sobre la superficie del sensor. Asimismo, las técnicas de funcionalizacion
desarrolladas han demostrado biocompatibilidad en la inmovilizacion de proteinas y
anticuerpos sobre las estructuras de band gap fotdnico. Esta versatilidad convierte este tipo de
biosensores en un sistema de deteccidn perfectamente valido para el diagndéstico de otras
enfermedades, incluso COVID-19, dada su repercusion mundial causada por la pandemia.
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Figura 2.6. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisidn; proporcionados por una de las
configuraciones éptimas de la estructura corr3D (a=400 nm, wi=100 nm y we=2000 nm). ---------- 31
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Figura 2.10. a) Diagrama de bandas; b) Espectro de transmisién; proporcionados por la configuracién
Optima de la estructura 1Dsquareholes3D (a=500 nm, wi=230 nm y we=250 nm). ---------==---------- 35
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Anexo A Simulacion

El presente anexo se incluye para completar el estudio de optimizacién de disefio de
estructuras de band gap fotdnico descrito en el capitulo 2. En este anexo se muestra un
analisis mas detallado de algunos de los resultados obtenidos mediante las simulaciones PWE y
FDTD, cuyo objetivo consiste en determinar las configuraciones dptimas de las estructuras de
band gap propuestas en el punto 2.2. Para ello se incluyen los diagramas de bandas vy
espectros de transmisidon proporcionados por las configuraciones que presentan mayor
sensibilidad. A partir de los ellos se extraen las caracteristicas mas relevantes, tales como la
localizacién espectral del PBG (en agua y SiO,), la sensibilidad (Sens) y la relaciéon de extincion
del PBG (R.E.). Todos estos resultados fueron resumidos en el punto 2.3.3. mediante tablas.

1) Corrugated waveguide (corr3D)
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46 048
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PBG 1 - Borde inferior
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= wi=100 nm
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Diagrama de bandas:
PBG,(agua)=1546,7 nm
PBG)(Si0,)=1554,6 nm
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Espectro de transmision:
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R.E.~5dB
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Espectro de transmision:
PBG,(agua)=1527,5 nm
PBG,(Si0,)=1566,6 nm
Sens=352,3 nm/RIU
R.E.~28dB

El rizado en el borde de la
banda es moderado, el
PBG es muy profundo y su

borde es bastante
abrupto. Sin embargo, no
hay una Optima

transmision de la banda, ya
que sufre una pérdida
aproximada de 4dB.

PBG - Borde inferior
= a=470nm
= wi=350 nm
= we=250 nm

Diagrama de bandas:
PBG,(agua)=1555,5 nm
PBG,(Si0,)=1596 nm
Sens=364,9 nm/RIU

Espectro de transmisidn:
PBGj(agua)=1519,9 nm
PBG,(Si0,)=1555,7 nm
Sens=322,5 nm/RIU
R.E.~14dB

El rizado en el borde de la
banda es bajo, el PBG es
profundo y su borde es
extremadamente abrupto.
La transmision de la banda
presenta muy bajas
pérdidas.
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PBG - Borde inferior
= a=500 nm
= wi=200 nm
= we=400 nm

Diagrama de bandas:
PBG,(agua)=1559 nm
PBG)(Si0,)=1598,7 nm
Sens=357,7 nm/RIU

Espectro de transmisidn:
PBG,(agua)=1528,2 nm
PBG,(Si0,)=1563,9 nm
Sens=321,6 nm/RIU
R.E.~32dB

El borde de la banda
presenta un rizado
moderado. El PBG es muy
profundo y su borde es
abrupto. Sin embargo, no
hay una transmision
perfecta de la banda, ya
gue sufre una pérdida de
4 dB.

PBG - Borde inferior
= 3=480 nm
= wi=200 nm
= we=700 nm

Diagrama de bandas:
PBG)(agua)=1591,8 nm
PBG)(Si0,)=1625,6 nm
Sens=304,5 nm/RIU

Espectro de transmision:
PBG,(agua)=1563,2 nm
PBG,(Si0,)=1593,7 nm
Sens=276,6 nm/RIU
R.E.~38dB

El borde de la banda
presenta rizado, el PBG es
muy profundo y su borde
es muy abrupto. Sin
embargo, no hay una
transmisién perfecta de la
banda debido a |las
pérdidas que sufre de
aproximadamente 6 dB.
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4) 1D holes waveguide (1Dsquareholes3D)
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PBG - Borde superior
= 3=420 nm
= wi=300 nm
= we=250 nm

Diagrama de bandas:
PBGy(agua)=1539,1 nm
PBG,(Si0,)=1566,2 nm
Sens=244,1 nm/RIU

Espectro de transmisidn:
PBG,(agua)=1536 nm
PBG,(Si0,)=1563,6 nm
Sens=248,6 nm/RIU
R.E.~34dB

El borde de la banda
presenta rizado, el PBG es
muy profundo y su borde
es muy abrupto. Sin
embargo, la banda de
transmisién no es perfecta
debido a que sufre
pérdidas en torno a 6 dB.
Ademads, hay una gran
similitud entre los datos
obtenidos con ambas
simulaciones (PWE vy
FDTD).

PBG - Borde inferior
= a=450nm
= wi=150 nm
= wi=250 nm

Diagrama de bandas:
PBGj(agua)=1541,2 nm
PBG,(Si0,)=1572,9 nm
Sens=285,6 nm/RIU
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Espectro de transmision:
PBG,(agua)=1526,9 nm
PBG,(Si0,)=1557,1 nm
Sens=272,1 nm/RIU
R.E.~40dB

El borde de la banda
presenta rizado, el PBG es
extremadamente profundo
y su borde es muy
abrupto. Sin embargo, Ia
banda de transmisién
sufre pérdidas en torno a 4

dB.

5) 1D corrugated and holes waveguide (corr+squareholes3D)
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PBG 1 - Borde superior
=  3=400nm
=  wi_corr=200 nm
=  we_corr=1000 nm
= wi_hole=300 nm
= we_hole=250 nm

Diagrama de bandas:
PBG,(agua)=1552,8 nm
PBG,(Si0,)=1577,9 nm
Sens=226,1 nm/RIU

Espectro de transmisidn:
PBG,(agua)=1555 nm
PBG,(Si0,)=1586,5 nm
Sens=283,8 nm/RIU
R.E.~24dB

A pesar de que el PBG es profundo,
su borde no es abrupto. Es posible
gue otros modos sean excitados en
la parte ascendente de la segunda
banda de transmision. No obstante,
los resultados obtenidos en ambas

simulaciones (PWE vy
presentan gran similitud.
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PBG 2 - Borde superior
=  3=450 nm
= wi_corr=100 nm
=  we_corr=1500 nm
= wi_hole=310 nm
= we_hole=250 nm

Diagrama de bandas:

PBG,(agua)=1551,5 nm
PBG)(Si0,)=1586,1 nm
Sens=311,7 nm/RIU

Espectro de transmisidn:
PBG,(agua)=1549,1 nm
PBG,(Si0,)=1584,6 nm
Sens=319,8 nm/RIU

R.E.~55dB

El PBG es
extremadamente
profundo y su borde PBG
es muy abrupto. Sin
embargo, la banda de
transmision es muy
estrecha y  presenta

pérdidas en torno a 8 dB.
No obstante, hay una gran
similitud entre los datos
obtenidos en cada una de
las simulaciones (PWE vy
FDTD).

PBG 2 - Borde inferior
=  3=400 nm
=  wi_corr=200 nm
=  we_corr=2000 nm
= wi_hole=100 nm
= we_hole=110 nm

Diagrama de bandas:
PBG,(agua)=1550,7 nm
PBG,(Si0,)=1578,2 nm
Sens=247,7 nm/RIU
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Espectro de transmisidn:
PBG,(agua)=1528,2 nm
PBG,(Si0,)=1554,8 nm
Sens=239,6. nm/RIU
R.E.~35dB

El PBG es muy profundo y
su borde es
extremadamente abrupto.
Sin embargo, la banda de
transmisién es muy
estrecha y  presenta
pérdidas en torno a 4 dB.

PBG 2 - Borde inferior
= a=400 nm
= wi_corr=250 nm
= we_corr=2000 nm
= wi_hole=150 nm
= we_hole=100 nm

Diagrama de bandas:
PBG)(agua)=1548,8 nm
PBG,(Si0,)=1581,8 nm
Sens=297,3 nm/RIU

Espectro de transmisidn:
PBG)(agua)=1538,8 nm
PBG,(Si0,)=1568,8 nm
Sens=271,2 nm/RIU
R.E.~40dB

El PBG presenta una R.E.
considerablemente alta y
su borde es muy profundo.
Sin embargo, la banda de

transmisién es muy
estrecha  (parece una
resonancia) y presenta

pérdidas en torno a 10 dB.



